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NAZEV
Optimalizace robotickych syntéz peptidii na pevném nosici v mikromolarnim métitku
ANOTACE

Diplomova priace se zabyva optimalizaci podminek robotickych syntéz peptidi v
mikromolarnim méfitku pomoci automatického syntetizdtoru MultiPep RSi. K nastaveni
parametrii robotického syntetizatoru byly vyuzity 4 standardy oligopeptidt. Jako standardy
byly syntetizovany a izolovany v Cisté formée oligopeptidy: oxytocin, vazopresin, ACP a jeden
peptid s ad hoc navrzenou sekvenci. Standardy byly purifikovany pomoci preparativni HPLC,
jejich Cistota a chemicka struktura byla analyzovana pomoci RP-UPLC, HRMS a HPLC-MS
analyzy. Syntézy testovacich peptidi byly provedeny na syntetizdtorech Symphony a
LibertyBlue. Nasledné bylo provedeno zkouméani fady parametrt robotického syntetizatoru pro
syntézu 4 testovacich peptidl za riiznych procesnich podminek. Na zdkladé ziskanych poznatkl
byl navrzen optimalizovany protokol syntézy. Pomoci optimalizovaného postupu byla
provedena UspéSnad ovéfovaci syntéza dvou delSich peptidi sestavajicich z 15 a 21
aminokyselin.

KLICOVA SLOVA

Peptidy, syntéza na pevné fazi, SPPS, roboticka syntéza, optimalizace procest.
TITLE

Optimization of robotic solid phase peptide synthesis in micromolar scale.

ANNOTATION

This master’s thesis deals with the optimization of robotic peptide synthesis conditions in
micromolar scale using the automatic synthesizer MultiPep RSi. Four oligopeptide standards
have been used to set the parameters of the robotic synthesizer. Oligopeptides: oxytocin,
vasopresin, ACP, and one peptide with an ad hoc designed sequence have been synthesized and
isolated in pure forms. The standards have been purified by preparative HPLC. Purity and
chemical structure analysis were provided using RP-UPLC, HRMS and HPLC-MS analysis.
Synthesis of the test peptides was performed using Symphony and LibertyBlue synthesizers. A
number of robotic synthesizer parameters for the synthesis of the four test peptides under
different process conditions have been investigated. Based on the acquired knowledge, an
optimized synthesis protocol has been designed. Using an optimized procedure, a successful
validation synthesis of two longer peptides consisting of 15 and 21 amino acids has been
performed.

KEYWORDS

Peptides, solid phase peptide synthesis, SPPS, robotic synthesis, process optimization.



Seznam zKkratek

Acm — acetamidometyl

ACN - acetonitril

AcOH - kyselina octova

ACP — acyl carrier protein

Alloc — allyloxykarbonyl

AMK - aminokyselina

Bn — benzyl

Boc — terc-butyloxykarbonyl

Cbz — benzyloxykarbonyl

Da — dalton

DCC — N,N’-dicyklohexylkarbodiimid

DCM - dichlormethan

DIC — N,N’-diisopropylkarbodiimid

DMAP — 4-dimetylaminopyridin

DMF - dimethylformamid

DMSO - dimetylsulfoxid

DTT - dithiotreitol

EDC — N-(3-dimethylaminopropyl)-N ‘-ethylkarbodiimid

ESI — elektrosprejova ionizace

Fmoc — 9-fluorenylmetyloxykarbonyl

GLP — glucagon like peptid

HATU - 1-[bis(dimetylamino)methylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium  3-oxid
hexafluorfosfat

HBTU — 3-[bis(dimetylamino)methylium-1-yl]-3 H-benzotriazol-1-oxid hexafluorofosfat
HCI — kyselina chlorovodikova

HCTU — O-(1H-6-chlorobenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorofosfat
HF — kyselina fluorovodikova

HOAt — 1-hydroxy-7-azabenzotriazol

HOBt — 1-hydroxybenzotriazol

HPLC-MS — vysokoucinna kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii
ivDde — 1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxoclohexyl-1-ylidene)-3-isovaleryl

LPPS — Liquid Phase Peptide Sythhesis — syntéza peptida v roztoku



MALDI — matrici asistovana laserova desorpce/ionizace

MBTE — methyl-terc-butylether

MS — hmotnostni spektrometrie

OEG — 2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)acetyl

Oxyma — ethyl 2-kyano-2-(hydroxyimino)acetat

Pbf—2,2,4,6,7 — pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl-

PEG-PS — polyetylenglykol-polystyren

pl — izoelektricky bod

Pmc - 2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-sulfonyl

p-TsOH — kyselina p-toluensulfonova

PyBop — benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinofosfonium hexafluorofosfat
SPPS — Solid Phase Peptide Synthesis - syntéza peptidii na pevném nosici
Bu — terc-butyl

TFA — kyselina trifluoroctova

TIS — triisopropylsilan

fr —retencni Cas

Trt — trityl

UV — ultrafialové zareni



1 VO 1ttt 13
2 TEOTELICKA CAST..ccuueiiutieiiieiieeie ettt ettt ettt et e st e bee st e e bt e eabeesaeeenbeenaeeens 15
2.1. Chemické syntézy peptidil .......cccviieiiiieiiieeiee e e 15
2.1.1. Syntéza peptidi v roztocich (LPPS)....cccoiiiiiiiiiiiieecee e 16
2.1.2. Syntéza peptidi na pevném nosici (SPPS) .......cccovvviiiiiiniiieeee e 18
2.2. Aminokyseliny a ochranné SKUPINY ........ccccccveevuierieeiiienieeiienie et 21
2.2.1. Chranéni karboxylové funkéni skupiny (C-KONEC) .......covvvevieriieiienieeiieeieeeene 23
2.2.2. Chranéni a-aminoskupiny (N-KONEC).......ccceevviriiierieeiiieiieeiieeie et 24
2.2.3. Chranéni funk¢nich skupin bocniho fet€Zce.......ccoeviieviieriiiciieiiciieeieeeeee e 25
2.3, PEVINE NOSICE ..ottt ettt sttt et ettt et see ettt he et et e s et e be e st e eaeenbeenteseeeneennes 26
2.3.1. JAdra pevnyCh NOSICU......cueeruiieiieiieeiieite ettt ettt ebeesaeebeessaeebaesaneenseenens 27
2.3.2. Linkery s funkénimi sKUpinami..........cccceeevuierieieiienieeiieesie e 28
2.4. Kondenzaéni ¢inidla pouzivana pti synt€ze peptidill.........cceevveeerienieeriienieenienieeieene, 29
2.5. Stépeni peptidu Z PEVNEN0 NOSIBE ..........vvveeeeeeeeeeeeeeeeee e 33
2.6. Vedlejsi reakce pii syntéze peptidu na pevném NOSICl.....eeerueeereiveeriuieeniiieerieeeeveeeeeeenn 35
2.6.1. Racemizace aminOKYSEIN ..........cccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 35
2.6.2. Vedlejsi reakce probihajici pti konstrukei peptidového fetézce.........coevvenuernnennee. 36
2.6.3. Vedlejsi reakce probihajici pii Stépeni peptidu z pevného nosice...........cccueeeenneene 37
2.6.4. Oxidace methioninu @ CYSEINU .....cc.erviriieriiriiniieieeert ettt 39
2.7. Modifikace PEPIAU ....ccuvieiiiiiieiieeeee e 40
2.7.1. CYKICKE POPLIAY ....uvieeieiiieiieeitee ettt ettt ettt st ees 40
2.7.2. Alternativni stavebni bloky pro synt€zu peptidll..........ccceevvreevveeniiieeieeeie e 41
2.7.3. BOCHT TEEEZCE ..ttt ettt sttt sttt e b st e b e e enaee 42
2.8. Purifikace, izolace a analytické hodnoceni peptidii..........ceeeueveeciieeniieenciiecieeeeeee, 43
2.9. Biologicky vyznamné peptidy a peptidova terapeutika ..........cccccveeecveercvieencieencneeennnen. 44

2.10. Roboticka syntéza peptidli na pevnem NOSICT .....eeevvreerereeeiieeeiieeeireeeieeeereeeeveeeeaeees 47



K O3 1 o) 2107 TSP PSRRPPRRTR 50

4 EXPerimentalnd CASt .........cocuiiiiiiiiieiieeit ettt ettt te et e aneeseeenneens 51
4.1 Charakterizace, rozpoustédla a Cinidla...........ccceoeeeiiiiiiiiiieieciieeeeee e 52
4.2 Obecné metody syntézy PEPLIAUl .....ccveeeiieriieiiieiieeie ettt 54

4.2.1 Obecna metoda SPPS na syntetizatoru Symphony ..........cccoecveveeeriienieeneeneeenneennn 54
4.2.2 Obecna metoda SPPS na syntetizatoru Liberty Blue ..........ccccoovveeiiiinciienieeees 54
4.2.3 Obecna metoda cleavage peptidu Z TE€SINU........cc.eeeeuiieeriieeiiieeeieeeeieeeieeeeveeesree e 55
4.3 Vlastni syntéza standardil peptidil...........ceveerieeiieiiieiieeieee e 55
4.3.1 Syntéza standardu pep01 (acyl carrier proteinu (ACP))......ccceeviieiiinieiiieieeene 55
4.3.2 Syntéza standardu pep02 (oteviend forma OXytoCINU) ........ccceeveeereeeneeriieeneeeneennns 55
4.3.3 Syntéza standardu pep03 (oteviend forma vazopresinu).........c.ccceeeeeereveriveenueeeneenne 56
4.3.4 Syntéza standardu PEPO4 ........ccveerieeiiieiieeieeete ettt 56
4.3.5 Syntéza standardu PEPOS .......coevierieiiiieiieeieeee e 57
4.3.6 Syntéza standardu PEPOO .........cc.eevieeerierieeiierie ettt ee 57
4.3.7 Syntéza standardu pep07 (cyklicka formy oXytoCinu) ........ccceevveerevieencireeniieeenieeens 57
4.3.8 Syntéza standardu pep08 (cyklicka forma vazopresinu) ..........cccceeevveeecuveencieeencneenns 58
4.3.9 Syntéza standardu PEPO9 ........oeeuiiiiiiieeie et 58
4.4 Obecné metody syntézy peptidli v mikromolarnim mefitku........ccooevvveviiirniieenieenne. 59

4.4.1 Obecna metoda SPPS v mikromolarnim méfitku na syntetizatoru MultiPep RSi ...59

4.4.2 Obecna metoda cleavage peptidu z resinu v mikromolarnim méfitku..................... 59
4.5 Syntéza peptidli v mikromolarnim meEFtKU..........ooeriiniiiinii 59
4.5.1 Syntéza testovacich peptidi pep01, pep02, pep03, pep04 ......ccocvvevieviieiienieeiene 59
4.5.2 Syntéza peptidu PEPOS ......eiemiieiieie ettt e 60
4.5.3 Syntéza peptidu PEPOO........cccuiieiierieeiieiie ettt et 61
4.5.4 Syntéza peptidu pep07 (cyklickd forma oXytoCinu)........ccceeevueerieeiieenieenieenieeieene 61
4.5.5 Syntéza peptidu pep08 (cyklicka forma vazopresinu).........c.ceecveeecveeencieeencreeencneennns 62

4.5.6 Syntéza peptidu pepl0 (Y-endorfin) ......ccceeecviieiiieeiiieeiieeeeee e 62



4.5.7 Syntéza peptidu pepl1 (KaSSININ) ....cccieruiieiieriiiiiieie ettt 62

5 VYSIEdKY @ AISKUSE ...oouviieiiieiieciieie ettt ettt et e e nee e 63
5.1 TeStOVACT PATAIMELTY ...eeeriiiieiiieeeiiieeeieeeeieeeriee et e et e et e e eeteestaeesssteessseeesnseeennseeennseeenns 63
5.2 Vliv testovanych parametrii robotické SYNtEZY .........c.ccvverieeriieniienieeiieieeeie e 64

5.2.1 VIIV CaSU ClEAVAZE ....cuveeeiiieiieciieeiieeie ettt ettt et e aeebeesaaeesseesnaeenseas 64
5.2.2 Vliv aktivaéniho €inidla @ BAZe .........coooviiiiiiiiiiii 66
5.2.3 Vliv prebytku aminokyselin a double couplingu............cccceevvuiieecieiecieeeie e 66
5.2.4 VIIV CAPPINEZU .ttt ettt et e ettt e st e et e et e e seesabeesbeeenbeesneesnseas 67

5.3 Navrh optimalni metody robotické syntézy na syntetizatoru MultiPep RSi ...................... 69
5.4 Ovéfeni navrzené optimalni metody syntézou delSich peptidai..........ccceevveeviiiiiennnnnen. 69
5.5 Ostatni SYNtezy PePLidUl......c.cecueruririiiriiriiniieieiereee ettt 71

5.5.1 Syntéza Merriefildova peptiduil .......cccueeviiiiiiiiieeiieecceeee e 71
5.5.2 Syntéza cyKIickyCh peptidli.......cccueieiiiiiiiiiieiiecie e 72
5.5.3 Syntéza peptidi obsahujicich methionin............cccccceeveiiiiiiiiiieniiiieceeeeeee, 73
I /< OSSPSR 76
7 Seznam POUZILE [IEETATUTY .....veeiiiieeiieeeiie ettt eeee et e et e et eeeeaeeeeaeeesaeeebaeesnneeennseens 77

8 PHIONY ¢..oevvveeeoeeeeeeeeeeeseeeeeeeeseseeseeeeeseeeeseseeseessesseseeeeseesseeeseeese s et eeessseeeeeeeesesee e 79



1 Uvod

Peptidy jsou vyznamnymi pfirodnimi latkami, které nalezneme v kazdém zivém
organismu. Z chemického hlediska se jednd o organické slouCeniny sestavajici z fady
a-aminokyselin spojenych peptidovymi vazbami do podoby makromolekul riizné velikosti a
molekulové hmotnosti. Retdzce sestavajici od dvou do deseti a-aminokyselin se ozna¢uji jako
oligopeptidy. Retézce vytvofené z vice nez jednoho sta a-aminokyselin se jiz povazuji za
bilkoviny. Oligopeptidy se vyznacuji molekulovymi hmotnostnimi od stovek do nizkych tisicti
Da. Nejvyssi molekulové hmotnosti peptidi s maximalni délkou fetézce nabyvaji hodnot kolem
deseti tisic Da. Peptidy maji velmi ¢asto dilezité biologické funkce a mohou mit i komeréni
vyuziti. Znamé peptidy nalezneme jako soucasti humannich i veterinarnich 1é¢iv, slozek
kosmetickych ptipravki, fady hormonil, ale tfeba i mnoha toxinll v Zivoci$né i rostlinné isi.

Od nastupu inzulinové terapie ve 20. letech 20. stoleti hraji peptidova terapeutika
vyznamnou roli v 1ékatské praxi. Ve Spojenych statech a na dalsich hlavnich trzich je schvaleno
pro pouziti v humanni medicin€ vice nez 60 peptidovych 1ékli. Vice nez 170 molekul na bazi
peptidii vstoupilo do klinickych studii.! Peptidova 1é¢iva jiz davno nejsou limitovana
endogennimi lidskymi peptidy, zahrnuji Sir$i Skdlu struktur identifikovanych z jinych
prirodnich zdroji nebo byly syntetizovany s vyuzitim modeld vytvofenych pomoci medicinalni
chemie.

Prvnim syntetickym peptidem byl dipeptid glycidyl glycin syntetizovany roku 1901
nositelem Nobelovy ceny Emilem Fisherem. S ohledem na obecny vyznam peptidii doslo
v pribehu let k intenzivnimu rozvoji chemie peptidi. Modernim zptisobem ptipravy peptidu je
syntéza peptidi na pevné fazi, kterou poprvé v roce 1963 aplikoval dalsi nositel Nobelovy ceny
Robert Bruce Merrifild. Pomoci této strategie lze relativn€ snadno a rychle pfipravit
modifikované peptidy libovolné délky fetézce a struktury. Vyznamnou vyhodou piinasi
automatizace syntéz s vyuzitim robotickych syntetizatorii, které umoziuji i paralelni syntézy
mnoha strukturné odlisnych peptidi soucasné. Volit lze podle potieby i rtiznd méfitka
robotickych syntéz. Pro vyhledavaci vyzkum novych biologicky aktivnich latek jsou dostacujici
velmi mald méfitka, naptiklad syntézy v mikromoldrnim méfitku, které jednak Setfi drahé
suroviny, jednak laboratorni ¢as pro ziskani rozsahlych chemickych knihoven, tj. souborti nové
generovanych chemickych struktur a jejich vlastnosti.

Na ptikladu peptidil 1ze ukazat obrovsky rozsah takovych knihoven. Pokud kombinujeme
20 pfirodnich aminokyselin do podoby dipeptidii, ziskdme chemickou knihovnu sestavajici

z 20% riiznych dipeptidi, tj. 400 slou¢enin. Pokud kombinujeme 20 ptirodnich aminokyselin do
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podoby tripeptidfl, pfipravime knihovnu o 20* réiznych tripeptidii, tedy 8000 sloucenin.
K obtizné predstavitelnému ¢islu dojdeme v ptipadé peptidi o délce fetézce vytvoreného ze

100 aminokyselin. V tomto piipadé se dostavame k &islu 20'%

peptida s odliSnou strukturou.
V registrech americké chemické spolecnosti bylo v roce 2018 zaznamenéano “pouhych” 130
miliont organickych a anorganickych sloucenin a vice nez 64 miliont proteinti a sekvenci
nukleovych kyselin. V souétu tak bylo v registrech “pouze” kolem 2x10® sloucenin.

Cilem diplomové prace je optimalizace robotickych syntéz peptidit na pevném nosici
v mikromolarnim méfitku. Prace na syntézach peptida je planovana s pfistrojem MultiPep RSi
ve vlastnictvi firmy APIGENEX s.r.0., ktery je provozovan v laboratofi centra pro vyzkum a
vyvoj peptidi a malych molekul v Pardubicich Rybitvi. Jedna se pfitom o jediné zatizeni svého
druhu v CR. Nalezené poznatky by v optimalnim ptipadé mély p¥ispét k vyssi efektivité tvorby
peptidovych knihoven a v koneéném duasledku k i¢innému vyhledavani kandidati peptidovych

terapeutik.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1. Chemické syntézy peptidi

Chemické syntézy peptidi tizce souvisi s pojmem peptidova vazba. V biologickych
systémech se tato vazba vytvaii v procesu proteosyntézy.l) V chemické syntéze dochazi ke
vzniku této vazby pii kondenzacéni reakci, kdy aminoskupina jedné a-aminokyseliny reaguje
s karboxylovou skupinou druhé a-aminokyseliny za sou¢asné¢ho odstépeni molekuly vody. Aby
tato kondenzacéni reakce byla jednoznacné, museji byt vhodné ochranény jak a-karboxylova
skupina prvni aminokyseliny, tak a-aminoskupina druhé aminokyseliny (Schéma 1). V pfipadg,
ze nekterd z aminokyselin obsahuje dal$i funkéni skupiny na postrannim fetézci, musi byt
ochranény 1 tyto skupiny. Navzijem nezavislé chranéni jednotlivych funkénich skupin
aminokyselin se oznacuje jako ortogonalni chranéni. Bez uziti dobfe navrzené strategie
ortogonalniho chranéni by dochazelo k uplatnéni vSech teoreticky moznych reakénich
kombinaci, tj. ke vzniku smési mnoha latek. Chemicka syntéza peptidl s cilenou strukturou by

tak byla prakticky neproveditelna.!

sPG ,SPG sPG
R’ R R’ e
PG’ OH O. — PG
N O e AL M pe
o] o H o &
PG

PG — chranici skupina karboxylové funkéni skupiny, PG — chranici skupina a-aminoskupiny,

sPG - chranici skupina funk¢ni skupiny postranniho fetézce.
Schéma 1. Vznik peptidové vazby

Konec peptidu s volnou a-aminoskupinou se oznacuje N-konec, opacny konec peptidu
ukonceny skupinou -COOH, ptipadné -CONH> se oznacuje jako C-konec. Peptid se ¢isluje od
N- k C- konci. Chemickou strukturu peptidu mizeme popsat pomoci konvencniho strukturniho
vzorce. Pro pfehlednost popisu struktury se dava prednost vzorciim, kdy jsou aminokyseliny
dle dohodnutych konvenci popsany pomoci tiipismenkovych nebo jednopismenkovych koda.
Pro programovani robotickych syntéz se zpraktickych davodi pouzivaji kody

jednopismenkové (Obrazek 1).0!
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1 10 ‘

N-konec —— H—Val—GIn—Ala—Ala—Ille—Asp—Tyr —lle—Asn—Gly—OH —<—— C-konec

1 10
H—V-Q-A—-A—I—D—Y—I—N-G—OH |

Obrazek 1. Vzorec ACP (Acyl Carrier Protein)

Chemické syntézy peptidl 1ze kontrolované provadét pomoci dvou zakladnich strategii.
Prvni se nazyva Syntéza peptidi v roztocich nebo také syntéza peptidii v kapalné fazi (Liquid
Phase Peptide Synthesis, ve zkratce LPPS). Druha strategie se nazyva syntéza peptidi na
pevném nosici nebo také Syntéza peptidi na pevné fazi (Solid Phase Peptide Synthesis, ve

zkratce SPPS).

2.1.1. Syntéza peptidii v roztocich (LPPS)

Vznik amidické vazby, kterd je obecnéjsi variantou vazby peptidické, tj. vazby mezi
karboxylovou skupinou a aminoskupinou, je formaln¢ kondenzacni reakce spojena
s odstépenim molekuly vody. Pfi smichani aminu s karboxylovou kyselinou se nejprve
odehrava acidobazickd reakce za tvorby amoniové soli. Pro vytvofeni amidické vazby
v nasledném kroku musi byt pfekonana velka termodynamické bariéra. Pfima reakce amoniové
soli smérem k amidu (Schéma 2) miiZze byt dosaZena pouze za vysokeé teploty (~160-180 °C),

coz je experimentaln& nepraktické a hrozi nezddouci reakce ptitomnych funké&nich skupin. !

RCOOH + R'—NH, —== R'—NH;*RCOO"— RCONR' + H,0

Schéma 2. Amidac¢ni reakce

Pro uspésné piekondni termodynamické bariéry smérem k amidu je nutné zvysit
elektrofilitu karboxylové funkéni skupiny pro snadnéjsi atak nukleofilni aminoskupiny. Toho
lze dosdhnout zavedenim elektron akceptorni odstupujici skupiny, napt. —Hal nebo —OR
namisto OH skupiny v plivodni karboxylové skupin€. Amidacni reakce je v takovém piipadé

umoznéna vhodnou aktivaci karboxylové kyseliny (Schéma 3).[°]
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aktivace R'=NH,
RCOOH —» RCOX ——> RCONR’
aminolyza

Schéma 3. Pribéh amidacni reakce pres aktivacni stupen
Vétsina syntéz peptidi v roztocich se provadi smérem od C- k N- konci, pfes stupen
deprotekce aminoskupiny, ktery by mél probihat za mirnych podminek, aby nedochazelo
k nezddoucim vedlejsim reakcim. Zbyvajici ochranné skupiny se odstranuji v poslednim kroku

syntézy (Schéma 4).1%7]

sPG sPG aktivace sPG

[ + | |
HoN—AA;—OPG PG'HN—AA,—OAct —— PG'HN—AA,—OH
kondenzace

sPG sPG

I |
PG'HN—AA,—HN—AA;—OPG

deprotekce
a-aminoskupiny

?PG ?PG

A

kondenzace

sPG sPG sPG opakovani
cyklu

| |
PG'HN—(AA—HN)—nAAZ—HN—AA1—0PG

deprotekce
a-aminoskupiny

sPG sPG sPG

H2N—€AA—HN)-nAA2—HN—AA1—OPG

finalni deprotekce
vSech chranicich skupin

H2N—€AA—HN)-nAA2—HN—AA1—OH

Schéma 4. Strategie syntézy peptida v roztoku
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Provedeni syntézy peptidi v roztocich umoziuje izolaci, analyzu a purifikaci
meziproduktii po kazdém kroku syntézy. Strategie LPPS déale umoziiuje provedeni paralelni
syntézy, ktera poskytuje obecn¢ lepsi vytézky nez syntézy linearni. LPPS mize byt provedena
v Sirokém rozsahu méfitek, avSak srostouci délkou peptidu neimérné roste naro¢nost
purifikace, kterd je doprovédzena ztratou hmoty. Nicméné syntéza v roztoku nachézi vyuziti

v primyslovém méfitku k produkci kratkych peptidii (do 15 AMK).38

2.1.2. Syntéza peptidii na pevném nosici (SPPS)

V roce 1963 byl Robertem Merrifildem popséan inovativni pfistup pro syntézu peptidii na
pevné fazi (SPPS),”! ktery se stal jednim z nejlepsich nastrojii pro syntézu peptidi libovolného
sloZeni a délky fetézce. Tato technika pfinesla autorovi v roce 1984 Nobelovou cenu za ‘Vyvoj
metodologie chemické syntézy na pevném nosici’ %

Syntéza na pevné fazi je zaloZzena na zakotveni peptidového fetézce na nerozpustny
polymerni nosi¢. Tato technika ma fadu vyhod oproti syntéze peptidi v roztocich. Odd¢€leni
peptidi od rozpustnych reagentli a rozpoustédel se jednoduSe provadi filtraci a nasledné
promyti rozpoustédlem, coz vyZaduje méné Casu a prace nez zpracovani meziproduktl syntézy
v roztoku. Navic strategie SPPS vyuziva stejné, opakujici se operace, které lze jednoduse
automatizovat pomoci §iroké §kaly robotické instrumentace.[®%!!]

Po naprogramovani aminokyselinové sekvence a zvoleni parametrii syntézy mohou stroje
automaticky provadét vSechny kroky syntézy potiebné k piipravé peptidu. Kromé toho lze
meénit prebytek reagencii pro dosaZeni optimalnich vytézki v kazdém reakénim kroku. Ztraty
meziprodukti jsou minimalni diky pevnému piipojeni rostouciho peptidového fetézce na
polymerni nosi¢. Slabou strankou tohoto pfistupu je absence vhodnych analytickych technik
pouzivanych pro kontrolu priibéhu reakce.®

Princip SPPS je popsan ve Schématu 5. Prvni aminokyselina je zakotvena na polymerni
nosi¢ pies vhodny linker. Veskeré funkcni skupiny bo¢nych fetézct pouzivanych aminokyselin
musi byt ochrdnéné ‘permanentnimi’ chranicimi skupinami, coZ znamend, ze musi zlstat
neporusené za reakénich podminek béhem konstrukce celého peptidového fetézce. Déle se
provadi selektivni odchranéni oa-aminoskupiny, na kterou se zavadi dal§i aminokyselina
kondenzac¢ni reakci. Mezi jednotlivymi kroky se z pevné faze, ktera jiz obsahuje ¢ast nebo cely
budovany fetézec peptidu, vymyji piebytky reaktantii pomoci opakovanych promyti vhodnymi
rozpoustédly.

Dalsim krokem je odchranéni chranici skupiny z N-konce vysledného dipeptidu a

navazani dal$i aminokyseliny pfes stupen jeji aktivace pfevedenim na aktivni ester. Cykly
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sestavajici z deprotekci a kondenzaci jsou opakovany do dosazeni pozadované sekvence.
Finalnim stupném syntézy je uvolnéni peptidu z nerozpustného pevného nosice do roztoku a
deprotekce vSech ‘permanentnich’ chrénicich skupin. Tento krok se provadi najednou a nazyva
se §tipani nebo téZ ,,cleavage*. [°]

sPG

|
PG'HN—AA,—OH + xwo

l zakotveni na resin

?PG sPG
|
PG'HN—AA,—OH PG'HN—AA1—XJVO

l aktivace l promyti/deprotekce/promyti

TPG sPG
|
PG'HN—AA,—OAct + HzN—AA1—X~fV‘O B
l kondenzace

opakovani

sPG sPG cyklu

] |
pG'HN—AAz—HN—AA1—X~/\fO

lpromytildeprotekcelpromyti

?PG ?PG
H2N—AA2—HN—AA1—XJvo
lcleavage

H2N-€AA—HN)-nAA2—HN—AA1—X

Schéma 5. Strategie syntézy peptidi na pevné fazi. AA-aminokyselina, PG — chranici
skupina, sPG — chrénici skupina postranniho fetézce, OAct — aktivni derivat karboxylové
skupiny, O -resin, X-funk¢ni skupina linkeru.

V zévislosti na typu aplikovaného ortogonalniho chranéni a technického provedeni
celého procesu SPPS existuji dvé zékladni metodiky. Diive pouzivand metoda se oznacuje jako
Boc/Bn SPPS. V soucasné dobé dominantni metoda se oznacuje jako Fmoc/fBu SPPS.
PouZivané znaceni odkazuje na ndzvy docasnych N-koncovych ochrannych skupin (Boc/Fmoc
chranici a-aminoskupinu) a nejvice uzivanych permanentnich ochrannych skupin postrannich
fetézct (Bn/fBu).["!

Boc/Bn SPPS metoda byla poprvé pouzita Merrifildem. Pro docasné chranéni

a-aminoskupiny se pouziva skupina terc-butyloxykarbonyl (Boc), kterou Ize odstranit
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pusobenim silné kyseliny, zejména TFA. Vysledna trifluoroacetatova sil se neutralizuje bazi
(DIPEA) pied kondenza¢nim stupném nebo in situ béhem deprotekce. Funkéni skupiny
postranniho fetézce se ochranuji benzyl skupinou (Bn) nebo od benzylu odvozenymi
permanentnimi chranicimi skupinami. Permanentni ochranné skupiny a vazba peptid polymerni
nosi¢ se §t&pi kyselinou fluorovodikovou na konci celé syntézy (Schéma 6).['2

Tato metoda je dobie fungujicim néstrojem pro syntézu peptidii a malych proteinti, avsak
nutnost pouziti toxického 1 korozivniho HF a specidlniho teflonem potazeného aparatu brani
Sirokému vyuziti tohoto pfistupu, zejména v robotickych syntézach. Krom¢ toho mohou
extrémni chemické podminky zpusobit nevratné zmény ve struktufe peptidi s citlivymi
sekvencemi. Strategiec Boc/Bn také neni zcela ortogonalni, protoze se deprotekce jak
docasnych, tak permanentnich skupin provadi za obdobnych, tj. kyselych podminek. Pfestoze

se Boc/tBu SPPS pouziva dodnes, jeji vyznam je jiz pouze okrajovy.[7]

(0] J<
O HN)kO O NH,
(0} NH
o) 2
OJ\)Y ) )
HN OH o
OO [ . OO —_— HN
OH
deprotekce cleavage
HF
HF
(0]

a-aminoskupiny

Cl Cl Cl Cl

OH

Boc-Asp(OBzl)-Tyr(2,6-Cl,Bzl)-Merrifild resin H-Asp-Tyr-OH

Schéma 6. Princip Boc/Bn SPPS strategie

V 70 letech minulého stoleti byla pro chranéni a-aminoskupiny v syntézach peptidi na
pevném nosi¢i pouzita skupina 9-fluorenylmethyoxykarbonyl (Fmoc)!'3l. Deprotekce této
skupiny probihaji pomoci nukleofilnich bazi jako jsou piperidin, morfolin nebo piperazin.
Permanentni ochranné skupiny funkénich skupin postrannich fetézcii a vazba peptid linker jsou
labilni viic¢i kyselindm, a nikoliv vi¢i nukleofilnim bazim (Schéma 7). Tim bylo dosazeno
ortogonalniho chranéni pii uziti Fmoc versus Boc nebo Trt ochrannych skupin. V metodé¢
Fmoc/tBu SPPS se §tépeni peptidi z resinu a odchrdnéni permanentnich ochrannych skupin
(Boc, Trt, Pbf) provadi pomoci TFA o koncentraci az 95 % s ptidavkem scavengeru. Vyhodou
této strategie je, ze doCasné a permanentni ochranné skupiny jsou ortogonalni a odstrafiuji se
zcela odliSnymi mechanismy. Neni nutno pracovat s kyselinou fluorovodikovou a neni potieba
specialni a drahé teflonové vybaveni Kromé toho eliminace opakujicich se krokl acidolyzy

docasnych ochrannych skupin (Boc v Boc/fBu strategii) umoziuje syntézu peptiddl, které jsou
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nachylné k vedlejSim, kysele katalyzovanym reakcim. Celkovée vzato, toto jsou nejzietelnéjsi

davody pro popularitu piistupu Fmoc/fBu SPPS, ktery je aktivné vyuzivan v laboratofich po

celém svéte.>7l
o N O NH O NH
HN 2 2
m >L 0 o
piperidin o % HO Q
HN
_O . HN O_O—’ OH
deprotekce cleavage
a-aminoskupiny TFA T

>(0 \>(o TFA OH

Fmoc-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Wang resin H-Asp-Tyr-OH

Schéma 7. Princip Fmoc/fBu SPPS strategie

2.2. Aminokyseliny a ochranné skupiny

Aminokyseliny jsou organické slouceniny, které obsahuji aminoskupinu (-NHz) a
karboxylovou funk¢ni skupinu (-COOH). Zakladnimi stavebnimi kameny peptidi a proteind
jsou a-aminokyseliny obsahujici aminoskupinu a karboxylovou skupinu navazanou na uhlik
v poloze a (Obrazek 2). S vyjimkou glycinu maji a-aminokyseliny alesponi jedno asymetrické
uhlikové centrum a mohou tak existovat ve formé¢ dvou enantiomert, které se obvykle oznacuji
L a D. Pfirodni aminokyseliny, které jsou souc¢asti zivoc¢isSnych peptidl, maji vzdy konfiguraci
L. Bo¢ny fetézec aminokyselin mize byt aromaticky, alifaticky nebo heterocyklicky.

COOH COOH coo COO +
H2N+H H+NH2 3N+H H+NH3
R R R

D konfigurace L konfigurace D/L zwitterion

Obrazek 2. Vzorce a-aminokyseliny s D a L konfiguraci a jeji vnitini soli

Hydrolyzami proteinti byl izolovan soubor dvaceti L-a-aminokyselin, které¢ se nazyvaji
proteinogenni (Obrazek 3). Tyto aminokyseliny maji kromé svych trividlnich nazvli oznaceni

tfi pismennymi anebo jedno pismennymi symboly.
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e 0] ] @)
HaN JJ\OH YJ\OH MOH WJ\OH
NH, NH,

. NH»
Glycin Alanin Valin Leucin
G (Gly) A (Ala) V (Val) L (Leu)
(0] = (0] 0 (0]
- S
HO/\HJ\OH HO/\)J\OH HS/\HJ\OH - \/\HJ\OH
NH, NH, NH, NH,
Serin Threonin Histidin Methionin
S (Ser) T (Thr) H (His) M (Met)
O O O O
OH N/WJ\OH ©/\‘)‘\OH WOH
Ho NH, \_NH NH, NH HN NH;
Tyrosin Histidin Phenylalanin Tryptophan
Y (Tyr) H (His) F (Phe) W (Trp)
0 0 o 0 o o
HZN\/\/\HJ\OH HOWJ\OH H2NWOH HZNNOH
NH, NFz NH; O NH,
Lysin E}{[:(rilg\?é Glutamin Asparagin
K (Lys) 9 E (Glu) Q (GIn) N (Asn)
NH, o) 0 0 - 0
HO :
NH, O NH, NH NH,
Arginin Kyselina asparagova Prolin Isoleucin
R (Arg) D (Asp) P (Pro) | (lle)

Obrazek 3. Vzorce ptirodnich L aminokyseliny a jejich oznaceni

V roztocich aminokyselin existuje mezi aminoskupinou a karboxylovou skupinou
protonova rovnovaha. Hodnota pH, pii které se aminokyselina nachazi ve form¢ vnitini soli,
takzvaného zwitterionu, se nazyva isoelektricky bod (pl). Pti dosaZeni isoelektrického bodu ve
vodnych roztocich vykazuji aminokyseliny nejmensi rozpustnost. Isoelektricky bod lezi
v ptipad¢ aminokyselin, které maji dvé disociovatelné skupiny, uprostied hodnot pK pro

piislusnou karboxylovou kyselinu pK(COOH) a pro amonnou stil pK(NH;")3:14):

[ - pK(COOH) + pK(NH3)
- 2
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které

Pro ucely syntézy peptidll je nutné pouzivat ve strukture aminokyselin chranici skupiny,

maji branit nezddoucim vedlejSim reakcim. V aminokyseliné musi byt ochranéné

karboxylova skupina, o.-aminoskupina a reaktivni skupiny postranniho fetézce (Obrazek 4).[67]

Obrazek 4. Mista chranéni ve struktuie a-aminokyselin.

Chranici skupiny museji spliiovat nasledujici pozadavky:

Jednoduché zavedeni a selektivni deprotekce.
Stabilita za reakénich podminek.
Ortogonalita — moznost selektivniho odchranéni jedné funkéni skupiny,

pii zachovani jinych chranicich skupin. 1%

2.2.1. Chranéni karboxylové funkéni skupiny (C-konec)

Syntetické strategie SPPS a LPPS se krom jiného 1i8i ve zptsobu chranéni C-koncové

karboxylové kyseliny. V ptipadé SPPS pisobi zakotveni koncové aminokyseliny na pevny

nosic zaroven jako ochrana karboxylové funkcni skupiny. Popis bézné pouzivanych pevnych

nosicl je soucasti kapitoly 2.3. V ptfipad€ syntéz v roztocich se chranéni karboxylové

skupiny provadi t€émito metodami (Schéma 8):

1))

2)

3)
4)

Ptfevedeni aminoskupiny na ester reakci s alkoholem za kyselé katalyzy (obvykle HCI
nebo p-TsOH).

Ptfevedeni na terc-butyl ester reakci s isobutenem za kyselé katalyzy (obvykle HoSO4
nebo p-TsOH).

Reakce chranéné aminokyseliny s alkyl halogenidem v pfitomnosti baze.

Reakce chranéné aminokyseliny s aktivaénim cinidlem (DCC) za bazické katalyzy

(DMAP) a nasledné pievedeni na ester reakci s alkoholem.
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R' 0o R' O NaOH R 0
< L A

PG-NH  OH PG-NH O- PG-NH OH
2
prson \2 ReHal /()
ROH ' 1. DCC, DMAP R’ 0
Ry O HClnebo p-TsOH R: f) 2. ROH
PG-NH OH (1) PG-NH O-R (4) PG-NH OH

R-ochranna skupina karboxylové skupiny, PG - ochranna skupina a-aminoskupiny
Schéma 8. Chranéni karboxylové funkéni skupiny aminokyseliny pro LSSP

Chrénici skupiny jsou uvedeny na Obrazku 5.

R' O
PG-NH O-R
tert-Butyl- Trityl- 9-Fluorenylmethyl- Methyl-
(tBu), deprotekce (Trt), deprotekce (Fm), deprotekce (Me), deprotekce LiOH
kyselinami zftedénymi kyselinami  piperidinem v DMF

Obrazek 5. Chrénici skupiny pro karboxylovou funkéni skupinu

2.2.2. Chranéni a-aminoskupiny (N-konec)

Protekce a-aminoskupiny je jednim z typickych znaki moderni peptidové chemie a je
nezbytna k prevenci polymerace aktivované aminokyseliny. Kvili tomu, ze se peptidy béZné
syntetizuji od C- k N- konci, tak se aminoskupiny odchranuji vZdy pfed kazdym kondenza¢nim
stupném. Proto musi deprotekce probihat snadno, selektivné a rychle. Béhem deprotekce
aminoskupiny nesmi dojit k odchranéni dalSich chranicich skupin a Stépeni peptidové vazby.
Chranéna aminokyselina, pfipadné peptid, musi byt zaroveil dobie rozpustny v béznych
rozpoustédlech a vedlejsi produkty deprotekce by mély byt snadno odstranitelné.

Jako ochranné skupiny o-aminoskupin jsou v pfipadé SPPS béZné¢ vyuzivany
9-florenylmethyloxykarbonyl (Fmoc) a terc-butyloxykarbonyl (Boc). V syntézich
probihajicich v roztocich se naptiklad vyuzivaji skupiny benzoxykarbonyl (Cbz, Z) a

allyloxykarbonyl (Alloc), které jsou znazornéné na Obrazku 6.
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R' O

PG-NH OH
() 0 N
PG = . (0] >I\ ©/\O \/\O
O T Y
9-Fluorenylmethyloxykarbonyl terc-Butyloxykarbonyl Benzoxykarbonyl Allyloxykarbonyl

(Fmoc), deprotekce piperidinem  (Boc), deprotekce kyselinami  (Cbz, Z), hydrogenolyticky (Alloc), hydrogenolyticky
nebo kyselou hydrolyzou Pd(PPh3), /PhSiH,

Obrazek 6. Chranici skupiny pro a-aminovou funk¢éni skupinu

2.2.3. Chranéni funkénich skupin bo¢niho fetézce

Nékteré aminokyseliny maji v postrannim fetézci reaktivni skupiny, které je tieba
ortogonalné chranit po celou dobu konstrukce peptidového fetézce. Jedna se zejména o skupinu
-OH v ptipadé aminokyselin serinu, threoninu a tyrosinu (Obrazek 7). Dale o skupinu -NH>
v pripad¢ lysinu (Obrazek 8), -SH v ptipadé cysteinu (Obrazek 9), -COOH v pripad¢ kyseliny
asparagové a glutamové, -CONH» v piipadé€ asparaginu a glutaminu (Obrazek 10). Speciélni
ptipady chranénych skupin ptfedstavuji aminokyseliny arginin (chranéni dusiku guanidinové
skupiny), histidin (chranéni dusiku imidazolového heterocyklu) a tryptofan (chranéni dusiku

indolového heterocyklu), viz Obrazek 11.
X 0 >Lo o] 0
O/\HJ\OH )\HJ\OH OH
NHFmoc NHFmoc >‘\O NHFmoc
Fmoc-Ser(tBu)-OH Fmoc-Thr(tBu)-OH Fmoc-Tyr({Bu)-OH

Obrazek 7. Chranéni funkéni skupiny -OH na postrannim fetézci aminokyselin

S LA W :
O S OH kS/\HJ\OH >LS/\HJ\OH

Fmoc—NH Fmoc—NH Fmoc—NH
Fmoc-Cys(Trt)-OH Fmoc-Cys(Acm)-OH Fmoc-Cys(tBu)-OH

Obrazek 8. Chranéni funkéni skupiny -SH na postrannim fetézci cysteinu
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Y. . o . oo

HN
OH AN OH o AN OH

Fmoc—NH Fmoc—NH Fmoc—NH

Fmoc-Lys(Boc)-OH Fmoc-Lys(Mtt)-OH Fmoc-Lys(ivDde)-OH

ivDde = 1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxoclohexyl-1-ylidene)-3-isovaleryl-

Obrazek 9. Chranéni funkcéni skupiny -NH» na postrannim fetézci lysinu

(e} (e} H (@]
%—OJ\/\‘/U\OH > O OH O WJ\OH
Fmoc—NH NHFmoc Fmoc—NH O O NHFmoc

Fmoc-Glu(OtBu)-OH Fmoc-Asp(OtBu)- Fmoc-Gin(Trt)-OH Fmoc-Asn(Trt)-OH

Obrazek 10. Chranéni funkcnich skupin -COOH a -CONH: na postrannim fetézci

aminokyselin
(0]
O=§ (0]
NH (0]
HN SN S OH
H Fmoc-NH NHFmoc NHFmoc
Fmoc-Arg(Pbf)-OH Fmoc-His(Trt)-OH Fmoc-Trp(Boc)-OH

Pbf =2,2.4,6,7 - Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl-
Obrazek 11. Chranéni funkénich skupin Arg, His a Trp

2.3. Pevné nosice

Merrifild definoval pevny nosi¢ jako ve vSech pouzitych rozpoustédlech nerozpustnou
stabilni fyzikalni formu, kterd miZe byt odfiltrovdna a m4 funkéni skupinu, na kterou lze
navazat linker nebo stavebni jednotku kovalentni vazbou. Pevnymi nosic¢i jsou pryskyfice, které
se nazyvaji resin / resiny (pievzato z anglického jazyka). Resiny jsou pouZzivany v podobé
inertnich polymernich mikrokuli¢ek, které sestavaji ze dvou cCésti, polymerniho jadra a
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funkéniho linkeru. Jadro resinu je obvykle polymer na bézi polyamidu, polystyren-
polyetylenglykolu nebo samotného polyetylenglykolu. Nazvy resint jsou obvykle odvozené od
typu linkeru nesouciho funkéni skupinu, piipadné od jejich autort.!

Spravné zvoleny resin by mél splitovat tyto pozadavky:
1. Mechanickd a chemicka stabilita.
2. Stabilita viici zmeéné teploty.
3. Funk¢ni skupiny na povrchu musi byt dobfe solvatovany a pfistupné pro reagencie.

4. Moznost navazani aminokyseliny na resin kovalentni vazbou.!¢!
2.3.1. Jadra pevnych nosic¢t

Merrifieldiv resin je kopolymer styrenu a divinilbenzenu, ktery je funkcionalizovan
chlormetylaci. Prvni aminokyselina je navazovana esterovou vazbou. Syntéza Merrifildova

resinu je znazornéna na Schéma 9.

X AN X
radikalovy
iniciator
+ + B ——
X X

Schéma 9. Syntéza Merrifildova resinu

Rozsah zesiténi ovliviiuje vlastnosti pryskyftice. Obvykle obsah zesit'ovadla je 1-2 %, coz
zajist'uje hydrofobnost resinu a jeho bobtnaci schopnost. Bobtnani (anglicky swelling) je proces
zvétSovani objemu pryskyfice v rozpoustédle. Kvantitativné se vyjadiuje v mililitrech
rozpoustddla, které dokaZe absorbovat 1g resinu [ml/g]. Cim je tento pomér vétsi, tim vice se
zvEtsi objem pryskyfice a tim pristupnéjsi budou aktivni centra pryskyfice.

Bylo pozorovano, ze rychlost kondenzace pti SPPS je pomalejsi nezZ v roztoku a stupen
konverze se snizuje s rostouci délkou peptidu na pevném nosici. Aby se tento problém vyftesil,
byla do pryskyfice zaclenéna PEG skupina, kterd prostorové upravuje strukturu a tim zlepSuje
kinetiku reakce. Pfedpoklada se, ze PEG segmenty ovliviiuji solvata¢ni chovani, dielektrické
vlastnosti a vznik vodikovych vazeb. Zndmym zastupcem teto skupiny pryskyfic je PEG-PS
(Tentagel®, obrazek 12). Siri pouzivani Tentagel resinu omezuje jeho fadové vyssi cena oproti

resinlim na bézi polystyrenu.[!”]
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Ph Ph g
O O H2N
Ph Ph
Obrazek 12. Struktura Tentagelu®

2.3.2. Linkery s funkénimi skupinami

Linker je spojovacim clankem mezi jadrem resinu a peptidem. Linker nese funkcni
skupinu, kterda umoziiuje imobilizaci C-koncové aminokyseliny a posléze celého
konstruovaného peptidového fetézce. Koncentrace dostupnych funkénich skupin se nazyva
substituce a uvadi se v jednotkdch mmol/g. Ukotveni peptidu k pevnému nosici skrze linker je
omezeno pouze na dobu syntézy celého peptidového fetézce s cilovou posloupnosti
aminokyselin, které se fika sekvence. Po dosazeni planované sekvence nasleduje Stépeni
peptidu z pevného nosice. Volny peptid se dale zpracovava, linker nebo jeho podstatny

fragment z{istavé na resinu (Obrazek 13).[8

N Cc

AAn_AAz_AA1___ m

Stepitelna nestepitelna
vazba vazba

Obrazek 13. Zakotveni peptidu na polymer pies linker

Struktura vétSiny linkert je navrZena tak, aby bylo mozné uvolnit peptid z pevného nosice
pusobenim TFA. Existuji linkery, ve kterych je vazba peptid linker $té€pitelnd nukleofily,
enzymy nebo svétlem. Strukturné odliSné linkery umoznuji ziskat peptidy s C-konci, kterymi
mohou po odstépeni z polymerniho nosi¢e byt vedle karboxylovych kyselin a amida také

estery, thioestery, hydrazidy, alkoholy nebo aldehydy, viz Schéma 10.[!"]
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O -resin, RS — boéni retézec, R!, R?, R? — zbytky z4visle na typu linkeru, X = O nebo NH.
Schéma 10. Cleavage reakce pro rizné typy linkera
Komer¢né dostupna je Siroka skala resint s jiz navazanymi linkery. Na Obrazku 14 jsou
uvedeny tfi bé&zn€ pouzivané linkery a vysledné funkéni skupiny C-konce syntetizovaného
peptidu. VétSinou se po syntéze peptidu ziskdva na C-konci karboxylova kyselina nebo amid.
Sulfonamidové a hydrazinové linkery umoziuji obdrzet rizné funkéni derivaty v zévislosti na

podminkéch $tépeni.!®]

OAA-Fmoc
Fmoc\

o< -9 )
S 0,
Chlorotrityl resin Wang resin Rink Amide resin

C-konec = COOH C-konec = COOH C-konec = CONH,

Obrazek 14. Bézné typy pevnych nosic¢i s uvedenim struktury linkerti a vyslednou funkéni
skupinou C-konce syntetizovaného peptidu, PS = jadro resinu na bazi polystyrenu.

2.4. Kondenzacéni ¢inidla pouZivana pri syntéze peptidii
Chemické reakce vedouci k amidové (peptidové) vazbé maji mimoifadny prakticky
vyznam. Vazbu nalezneme v fad€ 1éCiv zaloZenych na peptidech, ale i1 ve strukturach

nepeptidickych. Kondenzaéni reakce mezi karboxylovou kyselinou a aminem za mirnych

podminek neprobiha. Pro umoznéni této reakce musi byt karboxylova kyselina nejprve
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aktivovana. Prakticky to znamend ptevedeni karboxylové kyseliny na reaktivnéjsi funkéni

derivat. Na obrazku 15 je uvedena reaktivita riznych derivatii karboxylové skupiny.l*!
0] 0] O 0] O
R4 < R4 <rR4 <r4 p0<rHA
o NH, OR oJ< o

reaktivita

Obrazek 15. Reaktivita funk¢nich derivati karboxylové kyseliny

Jednim z nejjednodussich a nejucinngjSich zptsobu aktivace karboxylové skupiny je jeji
ptevedeni na chlorid. Karboxylova kyselina miize byt prevedena na acyl chlorid reakci s SOCla,
PCl3, POCls, PCls nebo (COCl).. Pouziti acyl chloridu ma mnoho nevyhod. Béhem reakce se
uvoliiuje HCI, ktery miize Stipat chranici skupiny labilni v kyselém prostiedi. Hrozi téz
hydrolyza, racemizace a dal§i vedlejsi reakce. V téchto pfipadech se do resinu pfidava
nenukleofilni baze (TEA, DIPEA) aby vznikajici HCI byl in situ neutralizovan. Pfebytek baze
casto vede k racemizaci, viz schéma 11. Reakci acyl chloridu s trietylaminem odStépenim
kyselého a-vodiku je tvofen keten. Keten dal mize reagovat s aminem za vzniku amidické

vazby, ale za vyrazné ztraty optické Cistoty (Schéma 11).1%!

0]

0 o)
R TEA R H,NR"  R. R" R R"
s R R RSy
R H H H H

H

Schéma 11. Vznik racemického amidu pies stupen tvorby ketenu

Merriefild pouZil jako kondenzaéni ¢inidlo ve své dobé dostupny DCC. Aktivovanou
karboxylovou skupinu tak ptfevedl na reaktivni O-isoacyl moc€ovinu. Z diivodu tvorby kriticky
nerozpustné dicyklohexyl mocoviny byl DCC pozdéji nahrazen vhodné&jSimi karbodiimidy.
Hlavni vyhodou nové generace karbodiimidii je dobra rozpustnost vedlejSich produkti
kondenzace. Odpovidajici mocoviny jsou dobie odd¢litelné filtraci od pevného nosice
s budovanym peptidem. Mezi zastupce pokrocilych karbodiimidi patii 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC) a diisopropylkarbodiimid (DIC), viz Schéma 12.
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Schéma 12. Preaktivace karboxylové kyseliny karbodiimidem a nasledna amidacni reakce

Pro nékteré aminokyseliny byla pozorovana zvySend mira racemizace kvili velké
reaktivité O-acylisomocoviny. Aktivovand aminokyselina mulze sndze racemizovat za
bazickych podminek. Timto zpilisobem nejcastéji racemizuji histidin a cystein. Pro pfekonani

tohoto problému byla vyvinuta aditiva ke tvorbé méné reaktivnich esterit (Obrazek 16).

OH OH (o)

N No N N
O (O oo

N Z =N CN
HOBt HOAt Oxyma

Obrazek 16. Aditiva pro kondenzacni reakce

Prvné pouzitym kondenza¢nim aditivem byl 1-hydroxybenzotriazol (HOBt). Pozdéji bylo
zjiSté€no, ze zavedeni dusiku do pozice benzotriazolového jadra pfinasi n€kolik vyhod. Atom
dusiku v pozici 7 docili efekt sousedni skupiny za vzniku vodikového mustku, ¢imz se posouva
kinetika reakce smérem k produktu kondenzace a soucasné¢ se zabrafiuje nezddoucim reakcim,

zejména racemizaci. (Obrazek 17)

| XN
/ 7/
/N Nb
H
e
R, R' ©

Obrazek 17. Efekt sousedni skupiny v reakci HOAt esteru s aminem
Je znamym faktem, Ze derivaty benzotriazolu maji explozivni vlastnosti, a proto jsou
zafazeny k nebezpecnym latkam. Ethyl 2-kyano-2-(hydroxyimino)acetat (Oxyma) se ukazal
jako velmi dobfe fungujici aditivum, které navic nema explozivni vlastnosti a ve srovnani
s benzotriazoly je i1 levnéj$i. Oxyma také vyznamné potlacuje racemizaci. Jeji ucinky jsou
v tomto parametru lepsi nez u HOBt a srovnatelné s HOAt. V SPPS se ve zna¢né mife pro
kondenzacni reakce vyuziva kombinace DIC/Oxyma (Schéma 13). Jsou pro to davody

ekonomické, procesni 1 bezpecnostni.
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)

aktivovany ester

Schéma 13. Amidacni reakce s vyuzitim DIC/oxyma

Velmi pokrocila generace aktivaénich ¢inidel spojuje do jedné molekuly jak aktivaéni
¢inidlo, tak aditivum. Ackoliv tato ¢inidla z technického pohledu funguji velmi dobie a jsou i
komeréné dostupnd, jsou ve srovnani se strukturné jednodusSimi aktivatory nakladnéjsi
variantou. Vysoce u¢inné aktivatory jsou nejcastéji odvozené od hydroxybenztriazolil, zejména

se jedna o jejich fosfoniové nebo uronivé soli. Priklady jsou uvedeny na Obrazku 18.

F F 0
FUOF  “w—  FuOF N—  Fu©F N— <OF O
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/ |I: F O F 'I: F O
N
N /
//N LI //
N

HBTU HATU HCTU PyBop
Obrazek 18. Aktivacni ¢inidla na bazi uroniovych a fosfoniovych soli

HATU a HCTU reaguyji rychleji s mensim stupném epimerizace. Reakce obvykle probiha
s vyuzitim pfebytku aktivac¢niho ¢inidla za ptitomnosti baze (DIPEA, kolidin, schéma 14).

7
(gl PFg

Ho © DIPEA o9 -~ @ L O N=N
_N = N o \ N -HPFg _N _N
PG OH . PG o + N ——— > PG o
DIPEAH .
R R N R

Schéma 14. Aktivace aminokyseliny HBTU za pfitomnosti baze
Cinidla jako HBTU, HATU a HCTU mohou existovat ve dvou formach. Jednou z nich je

forma uroniové soli, druhou forma guanidiniové soli (Obrazek 19).
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HBTU uroniova sul HBTU guanidiniva sul
(O- forma) (N- forma)

Obrazek 19. O- a N- formy HBTU

Guanidiniova forma je nachylné k vedlejsi reakci, kterou je guanylace N-konce peptidu

(Schéma 15). Tato reakce zastavuje riist peptidového fetézce a tim snizuje vytézky.

/

/
N) "\ N
\ N
O

Schéma 15. Vedlejsi reakce s HBTU vedouci k N-guanidovanému peptidu

2.5. Stépeni peptidu z pevného nosice

Stépeni peptidu z pevného nosie je proces, pfi kterém dochazi k uvolnéni peptidu
z resinu a zaroven k odchranéni vSech chranicich skupin bo¢niho fetézce (Schéma 16 a 17).
V odborné literatuie se pro tento proces pouziva anglicky vyraz ,.cleavage®, kterému v ¢eském
jazyce nejvice odpovida vyraz Sté€peni. Z chemického hlediska se jedna o celou Skalu reakci,
které probihaji soucasné. Cleavage se vyznacuje zvySenym rizikem vedlejSich reakci, které je
tteba omezit pomoci vhodné volby experimentalnich podminek, zejména se jedna o pouziti
vhodnych aditiv, optimalizaci reak¢ni doby nebo teploty. Pro pfidavana aditiva, jejichz tilohou
je potlacovat nezadouci procesy se v odborné literature pouziva anglicky vyraz ,,scavenger.

Roztok ¢inidel pouzivany pro cleavage se v odborné literatufe nazyva ,,cleavage koktejl*.
V ptipadé Fmoc/fBu strategie jsou jak ochranné skupiny, tak i vazba peptid resin kysele labilni,
proto je hlavni slozkou tohoto koktajlu kyselina. Popsana je fada metodik pro provedeni
deprotekce a Stipani peptidu z resinu. VéEtSina z nich je zalozena na pouziti TFA, a 1isi se
zvolenou koncentraci TFA, pouzitymi scavengery, teplotou a reakéni dobou.

Nékteré ochranné skupiny postrannich fetézci aminokyselin vytvareji plisobenim TFA
pfi deprotekcich karboniové ionty a dalsi reaktivni entity. Proto musi byt scavengery a reakéni

podminky zvoleny tak, aby byly minimalizovany modifikace nebo destrukce citlivych

33



aminokyselin v peptidovém fetézci (Obrazek 20). Jako scavengery se nejcastéji vyuzivaji voda
a TIS nebo anisol. Jejich hlavni funkei je vazani vznikajicich karbokationtli a tim zabranéni
alkylace peptidu (Schéma 18). Scavengery obsahujici siru (napi. EDT a DTT) maji za tkol

vedle zachytavani karbokationtii potlacit oxidaci a dimeraci/polymeraci peptidu obsahujicich

cystein nebo methionin.[2%2!]

0

peptid

Schéma 17.Mechanismus kyselé¢ho odstépeni peptidu z CTC resinu.
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Obrazek 20. Ptiklady scavengeri pouzivanych v SPPS
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Schéma 18. Ptiklady zachytu karbokationti pomoci scavengert
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2.6. Vedlejsi reakce pri syntéze peptidu na pevném nosici

Nezadouci procesy probihajici pfi SPPS maji za nasledek jednak niz8i vytézky

v

pozadovaného peptidu, jednak nizsi Cistotu izolovaného surového peptidu. Ve svém dusledku
mohou dokonce znemoznit i¢innou purifikaci produktu. Za urcitou formu nezddoucich procesii
lze povazovat neuplné konverze pii deprotekcich chranicich skupin a-aminoskupin a také
neuplné konverze kondenzacnich reakei. Oboji vede ke vzniku kratSich peptidovych fetézci,
které¢ kontaminuji cilovy peptid. Naopak nezddouci deprotekce chrénicich skupin
a-aminoskupin probihajici v prubéhu kondenzaénich reakci mohou vést k opakovanym
kondenzacim za tvorby delSich peptidovych fetézcli. Za dalSi neZadouci procesy se povazuji
racemizace aminokyselin, vedlej$i reakce probihajici pfi konstrukci peptidového fetézce,
vedlejsi reakce probihajici pfi cleavage a oxidacni reakce, které se tykaji zejména peptidi

obsahujici methionin a cystein.
2.6.1. Racemizace aminokyselin

Ptirodni aminokyseliny kromé glycinu maji chirdlni centrum s L konfiguraci na a-uhliku.
Atom vodiku vdzany na chirdlni uhlik je vlivem sousedni karboxylové skupiny kysely. Mira
kyselosti vodiku se zvySuje pfi aktivaci karboxylové skupiny. Odstépeni a zpétné ptipojeni
tohoto vodiku mé za nasledek racemizaci a-aminokyseliny (Schéma 19). Rychlost racemizace
roste také s rostouci teplotou, napt. pii mikrovinném ohfevu. Extrémné nachylné k racemizaci

vlivem bazi jsou aminokyseliny histidin a cystein./*

/\ @
> aktivace ~ B PG OA
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Schéma 19. Bazi vyvolana racemizace aminokyselin béhem aktivace
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Béhem kondenza¢ni reakce v disledku intramolekuldrni cyklizace miize byt tvofen
oxazolin jako intermedidt. Oxazolin néasledné reaguje s aminokyselinou za vzniku epimerniho

peptidu (Schéma 20). 322!
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Schéma 20. Bazicka racemizace aminokyselin pies stupeil tvorby oxazolinu béhem

aktivace

2.6.2. Vedlejsi reakce probihajici pti konstrukci peptidového fetézce

Tvorba 2,5-diketopiperazinu (DKP) je jednou z ¢astych vedlejsich reakei, vyskytujici se
béhem Fmoc-SPPS. Mechanismus vzniku DKP v procesu syntézy peptidl je zndzornén ve
Schématu 21. Nukleofilni atak N* skupiny z peptidové N-koncové aminokyseliny na
karbonylovou funkéni skupinu, bud’ ve formé amidové, nebo esterové skupiny druhé
aminokyseliny, vede ke $tépeni amidové nebo esterové vazby. N-koncovy dipeptid se odstépi

od hlavniho fetézce peptidu ve formé 6 ¢lenného cyklického derivatu diketopiperazinu.

Ri H O Ry 0« _N__R, Rs

N > +

H,oN X X

O R, o) R N0 o}
@ -resin, X = O nebo NH

Schéma 21. Vznik diketopiperazinu

Tvorba aspartimidu je extrémné nezadouci vedlejsi reakei peptidu béhem Fmoc-SPPS
obsahujicim kyselinu asparagovou nebo asparagin. Miize byt zptisobena jak kyselinami, tak i
bazemi. Proto byva Casto pozorovana ve Fmoc/tBu SPPS, kde se pro deprotekci Fmoc skupiny
pouziva bazicky piperidin. Tvorba aspartimidu je vdznym problémem, ktery mé za nasledek

fadu naslednych vedlejSich produktl v zavislosti na reakénich podminkach. Primérné se tvofici
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aspartamid reaguje ochotné s nukleofilnimi ¢inidly, napt. piperidinem nebo vodou, za vzniku

celé fady naslednych vedlejSich produktii (Schéma 22).

Schéma 22. Vznik aspartamidu a nasledna reakce s nukleofily

Asparagin véazany v peptidovém fetézci muze v zavislosti na podminkach podléhat
vnitini kondenzaci a vytvofit pyroglutamovy cyklus. V takovém ptipad¢ je znemoznéno

navazani dalsi aminokyseliny a rist peptidového fetézce se zastavi (Schéma 22).
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Schéma 23. Vznik pyroglutamového cyklu z asparaginu

2.6.3. Vedlejsi reakce probihajici pii Stépeni peptidu z pevného nosice

Pti $tipani peptidu z pevného nosic¢e miize dochazet k celému spektru neZzadoucich procesi.
Dominantnim nebezpe¢im pro kvalitu findlniho produktu je tvorba karbokationtli ze zbytki
odstupujicich chranicich skupin jako jsou Bu a Trt. Pro omezeni téchto alkylaci se do Stipacich
smési pridavaji scavengery, jejichZ ulohou je aktivni vychytavani tvoficich se karbokatintd,
diive, nez se mohou navézat na peptid. Typické scavengery tohoto typu a mechanismus jejich
funkce jsou popsany v kapitole 2.5. Dal§im nezddoucim procesem je ptipadna oxidace peptidu,
zejména skupin obsahujicich siru. Z tohoto divodu se do Stipacich smési ptidavaji silna
redukéni ¢inidla, napt. DTT (viz kapitola 2.5.). Specifické problémy souvisejici s cleavage
procesem vykazuji zejména t¥i aminokyseliny, jmenovité Trp, Arg a Met.!-?1-2%]

Indolovy kruh tryptofanu je za kyselych podminek béhem cleavage nachylny k reakci s
elektrofily za vzniku substituovanych derivatl v poloze 2 (Schéma 24). Jako elektofily do

reakce vstupuji zbytky ochrannych skupin jako 7Bu kation nebo zbytek Pbf skupiny.
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Schéma 24. Elektrofilni substituce indolového kruhu

Zavedeni vhodné N-chrénici skupiny tryptofanu je t€¢innym zptsobem, jak zabranit této
reakci. Boc ochrannd skupina je nejpouzivanéjsi ochrannou skupinou tryptofanu a bylo
potvrzeno, ze Boc-chranény tryptofan nepodléha vedlejSim reakcim v porovnani
s neochranénym tryptofanem. N-Boc chranici skupina mize byt odsStépena béhem cleavage
pomoci TFA ve dvou stupnich (Schéma 25). Odchranénim Trp(Boc) fragmentu nejprve vznika
karbamova kyselina. Prvni stupen je velmi rychly a stabilita Trp karbamové kyseliny je tak
vysoka, ze cilovy peptid obsahujici vyznamny podil intermedidtu miiZze byt izolovan, coz lze
snadno indikovat pomoci MS (pik MH'+44 m/z). Dvou stupfiové odchranéni je dalezité
k zabranéni vedlejSim reakcim tryptofanu. Karboxylova skupina je odstranitelnd delSim
pusobenim slabych kyselin za vzniku cilového peptidu.
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Schéma 25. Dvoustupnové odchranéni Trp(Boc) pfes stupen vzniku karbamové kyseliny

V piipad€ methioninu je v prubéhu cleavage velmi nezadouci reakci navazani elektrofili
na atom siry. Nej€astéji dochazi k navazani rBu kationtu, ktery se tvofi pii odchranéni nékterych
funkénich skupin (Schéma 26). K nezadouci alkylaci dochédzi zejména tehdy, pokud nejsou
generované elektrofily béhem Stipani peptidu z pevného nosice zcela zachyceny scavengery.
Tato reakce je do jisté miry reverzibilni a metionin mize byt zpétn¢ ziskan zahtatim v ziedéném

roztoku AcOH na teplotu 60-65 °C.[??]
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Schéma 26. Reakce metioninu v peptidovém fetézci s tBu kationtem za vzniku S-terc-butyl

sulfoniové soli

V piipad¢ argininu je tfeba na postrannim fetézci v prubéhu SPPS chranit guanidinovou
funkéni skupinu. Pro tento Gcel se pouzivaji zejména dvé chranici skupiny, jmenovité 2,2,5,7,8-
pentamethylchroman-6-sulfonyl (Pmc) a 2,2,4,6,7-pentamethyldihydro-benzofuran-5-sulfonyl
(Pbf). Obé¢ chrénici skupiny se vyznacuji pomalym prabéhem deprotekce, zejména ve srovnani
s bézn¢ uzivanymi skupinami jako jsou Trt, Boc a /Bu. Pro kompletni odblokovani argininu pii
cleavage je tfeba prodlouzit reakéni dobu, poptipad¢ zvysit reakeni teplotu. Jako standardni
chrénici skupina argininu se prosadila skupina Pbf, kterd se za béZznych podminek cleavage

odbourava ptiblizng dvakrat rychleji nez skupina Pmc (Schéma 27). (2%

2, : 5
N N
A e
H,O / TFA 3 0
f + HO—§ (@)
HN o extrémné pomala HN 0
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HN H—ﬁ (@) HN NH,
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H\)(J)\ H\)(J)\
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b"'-f : “'ﬁ b"'—{ : r’f
2 H,O / TFA 2 o
f B J/ * Ho_ﬁ O
ﬂ o pomala deprotekce HN O
I
HNZ NS o HN? NH,
(0]
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Schéma 27. Odchranéni Pmc a Pbf chranicich skupin argininu

2.6.4. Oxidace methioninu a cysteinu

Sulfidova skupina metioninu a thiolova skupina cysteinu jsou nachylné k oxidaci.
V ptipadé metioninu se tvofii pfislusny sulfoxid. V ptipad¢ cysteinu mize dojit ke vzniku inter-
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nebo intra- molekuldrnich S-S miustk. K oxidaci siry mze dochédzet v prubéhu tvorby
peptidového fetézce, ale 1 za kyselého Stipani peptidu z pevného nosice. Proto musi cleavage
koktejl obsahovat latky zabranujici oxidaci napt. EDT nebo DTT. Jako oxidac¢ni ¢inidlo muze
pusobit napt. vzdusny kyslik, DMSO nebo jod. Téchto Cinidel se vyuziva i pfi cilenych

oxidacich, nap¥. pfi budovani S-S mistk® pii modifikacich peptidovych struktur.®!

2.7. Modifikace peptidi

Modifikace peptidi mohou mit fadu podob i divodi. Velmi Casto se jedna o tvorbu
cyklickych struktur, uziti neobvyklych stavebnich blokl (napf. nepfirodnich aminokyselin)
nebo zavedeni bo¢nych fetézcl, napft. s vyuzitim koncové aminokyseliny lysinu nebo alkylaci
merkaptoskupiny u cysteinu. Takto upravené peptidy obvykle maji vyrazné odlisné vlastnosti

ve srovndni s peptidy nemodifikovanymi.
2.7.1. Cyklické peptidy

Peptidové makrocykly jsou konformacéné rigidni syntetické peptidy, které jsou obecné
navrzeny s cilem zvyseni biologické uc€innosti. Dilezitym faktorem je to, Ze cyklické peptidy
jsou odolnéjsi vici enzymatické degradaci nez jejich linedrni varianty, coz je vyznamnym
prislibem terapeutického potencialu této tiidy molekul. Existuje mnoho cyklickych peptida s
riznymi biologickymi aktivitami. Oktreotid, kalcitonin, cyklosporin A, nisin, polymixin a
kolistin jsou zndmé peptidové makrocykly, které se pouZivaji jako terapeutické latky

V zévislosti na funk¢nich skupinach peptidu existuji Ctyfi obecné metody cyklizace:
spojeni N a C konce (head to tail); spojeni bo¢ni funkéni skupiny a C-konce (side chain to
head); spojeni postranniho fetézce a N-konce (side chain to tail); nebo spojeni dvou postrannich
fetézce (side chain to side chain), viz Obrazek 21. Z téchto Ctyt zpisobl cyklizace se nejcastéji
vyuziva cyklizace C- a N- konce, které se spojuji peptidovou vazbou a cykly mezi postrannimi
tetézci které se spojuji reakce tvofeni disulfidovych vazeb, laktamizaci, alkyn-azid [3+2]
cykloadice a metateze s uzavienim kruhu. Jednoduchou, ale v praxi velmi Casto pouzivanou

cyklizaéni reakci v chemii peptidi je tvorba intramolekuldrnich S-S mustkl, viz oxytocin
(Schéma 28).1"%1
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Obrdzek 21. Riizné zpiisoby makrocyklizace peptidal!”!

SH HS DMSO S———S
j\[(P—L—G—NHZ e /gr j\(P—L—G—NHZ
H,N Y——Q-N-N eyklizace H,N Y—1—Q-N-N
0 o) o 0

oxytocin oteviena forma oxytocin .
biologicky inaktivni hormon, neuropeptid

Schéma 28. Oxidativni uzavieni S-S mustku za vzniku hormonu oxytocinu
2.7.2. Alternativni stavebni bloky pro syntézu peptidii

Ptirodni peptidy se aZ na nékolik vyjimek skladaji z L-aminokyselin. V syntetickych
peptidech je mozné jednu ¢i vice L-aminokyselin nahradit jinym stavebnim blokem. Jejich uZiti
muize mit fad vyhod a ménit vlastnosti modifikovanych peptidd, napf. terapeutické ucinky.
Jednou zmozZnosti takové modifikace je zdména L-aminokyseliny jejim D-isomerem.
D-isomery se v sekvencich zapisuji stejnym kodem jako piirodni aminokyseliny, ale pro
odliSeni se pouzivaji mald pismena. Vedle D-aminokyselin je dostupnad celd fada jinych
stavebnich blokt, které se pouzivaji v SPPS. Na Obrazku 22 je uvedeno nékolik komeréné

dostupnych nestandardnich stavebnich blokli s Fmoc chranénou aminoskupinou.
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Obrazek 22. Priklady alternativnich stavebnich blok pro syntézu peptidi

2.7.3. Bo¢ni fetézce

Zavedeni bo¢niho fetézce (obrazek 23) k zékladni peptidové sekvenci miize vhodné
modulovat vlastnosti noveé vzniklého peptidu. K danému ucelu se zejména vyuziva koncova
aminoskupina lysinu. V ptipad¢ terapeutickych peptidl pfinasi zavedeni bocniho fetézce fadu
vyhod. Zvysuje se tak chemicka stabilita pfi zachovavani vysoké ucinnosti, dosahuji se lepsi
formulac¢ni vlastnosti, vhodn¢ se moduluji transportni jevy ¢i délka terapeutického ucinku
(depotni formy). Zavedeni bo¢niho fetézce obvykle hraje kritickou roli pfi ordlnim podéavani
peptidovych 1é€iv, ¢imz se zachova terapeuticky efekt peptidii a proteinti i pfi parenteralnich

aplikacich. 124
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Obrazek 23. Modifikace boc¢niho fetézce
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Pti studiu vlastnosti peptidii s bocnymi fetézci se jako velmi vhodné teSeni ukdzala
modifikace U¢inné sekvence pomoci strukturniho fragmentu C18-diacid-y-Glu-OEG-OEG-.
Tento fragment se hojné vyuziva k modifikacim terapeutickych peptidii (Obrazek 24).14

H O H o
HOOC\/WWW\/\WNNN/\’O\/\O/\WN\/\O/\’O\)'\NH
O CooH ©
H O
H—H—NK‘—E-G-T-F-T-S-D-V—S-S-Y-L-E-G-Q-A-A—N E-F-I-A W-L-V-R-G-R—G—OH
H O

Obrazek 24. Semaglutid, 1€k k 16¢be diabetes melitus 2. typu

2.8. Purifikace, izolace a analytické hodnoceni peptidi

Surovy peptid po Stipani z pevného nosice je tieba zbavit necistot, zejména riznych
kratSich ¢i delSich peptidovych sekvenci, které mohou byt podobné sekvenci planovaného
peptidu. Déle necistot souvisejicich s vedlejSimi reakcemi pifimo na cilové sekvenci a
v neposledni fad€ zbytkl pochéazejicich z chranicich skupin, pouzitych ¢inidel a scavengert. Po
vy¢isténi cilového peptidu je tieba produkt analyzovat a izolovat v pevném skupenstvi.[?!!

Standardné se purifikace i analytické hodnoceni peptidii provadi pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC). V chromatografické separaci
probihajici v rezimu reverzni faze je hydrofobni molekula zachycena stacionarni fazi obsahujici
C4, C8 nebo C18 alkylové ligandy. Jako mobilni faze se pouZivaji vodné roztoky organickych
rozpoustédel, Casto se jedna o smési vody a acetonitrilu v rizném pomeéru, ktery se miize meénit
s casem dle definované gradientové eluce. pH mobilni faze byva upraveno pomoci piidavku
TFA, AcOH nebo amonnych soli. Reten¢ni Cas zavisi jak na polarité separované molekuly, tak
na sloZeni a pritoku mobilni faze a na pouzité stacionarni fazi. Purifikace pomoci RP-HPLC
ma omezeni tykajici se vysoce polarnich nebo naopak velmi nepolarnich peptidd. Prvné
zminéné na stacionarni fazi zachyti jen slabé nebo viibec. Druhé z kolony naopak neeluuji. Pii
praci v preparativnim modu se zachycuji separované frakce ve sbéraci frakei. Po analytickém
vyhodnoceni se posléze zpracovavaji pouze ty frakce, které obsahuji cilovy peptid o
pozadované Cistoté, napt. 95 % a vyssi. Limitujicimi faktory pro purifikaci peptidii pomoci
HPLC jsou obvykle spotieba rozpoustédel, ¢asova naro€nost procesu purifikace, nakladné
strojové vybaveni a drahy spotfebni materidl. Velmi pfinosné je spojeni separacni techniky
HPLC nebo UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography) s citlivymi UV nebo
MS detektory. Toto spojeni umozituje hodnotit jak chemickou ¢istotu, tak chemickou strukturu

analyzovaného peptidu.
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Pro detekci peptidi je vhodnou metodou UV spektroskopie. Nizkovinnd UV detekce je
velmi citlivd metoda pro detekci peptidl, nebot’ peptidova vazba siln€ absorbuje v oblasti
200-220 nm. Aminokyseliny obsahujici jiné chromoforni skupiny, nej¢astéji aromaticky kruh,
vice piispivaji k absorpci s maximem v oblasti 220-250 nm. UV detekce byva limitovana
absorbci pouzitych rozpoustédel. Obvykle se pro detekci peptida voli méfeni pii vinové délce
214 nm. Hmotnostni spektrometrie se stala nepostradatelnym ndstrojem pro analyzu struktury
proteintl a peptidii diky své rychlosti, citlivosti. Pomoci této metody se ur¢uje pomér hmotnosti
molekuly a jejiho naboje ud€leného pii ionizaci analytu (zkratka m/z). Vysoko rozliSovaci
hmotnostni spektroskopie (HRMS) je schopna méfit molekulové hmotnosti peptida a nékdy 1
proteinti s piesnosti na 0,01 %. Revoluci v MS analyze peptidi a proteinti a jinych biomolekul
zpusobily dvé techniky ,,m¢kké ionizace”. Jsou to technika laserova desorpce/ionizace za
pomoci matrice (MALDI) a technika elektrosprejové ionizace (ESI). Pokrok dosazeny v této
oblasti byl v roce 2002 ocenén udélenim Nobelovy ceny chemikiim Koichi Tanaku a Johnu
Fennemu.!'”’ Vyhodou mékkych ionizaénich technik je to, ze nedochizi k fragmentaci
molekularniho iontu [M+H]!"a Ize tak pomé&mé piesné zjistit jejich skute¢nou molekulovou
hmotnost. Dochézi téZ ke vzniku vicenasobné& nabitych iontu [M+H,]"" a ve spektru jsou pak
pozorovany sady signalti odpovidajici pravé témto iontim. "]

Pro izolaci purifikovaného peptidu v pevném skupenstvi se dominantné¢ pouziva
lyofilizace. Tato metoda suSeni se nékdy oznacuje jako suSeni mrazem, vymraZeni, vakuové
suSeni ¢i mrazova sublimace. Lyofilizace je zaloZena na sublimaci zmrzlé vody, pfipadné i
organickych s vodou misitelnych rozpoustédel, pfi nizkém tlaku a teploté. Odpafované
rozpoustédlo piestupuje z pevného skupenstvi pfimo do plynného, aniz by doslo k pfeméné na
kapalnou féazi. Pfi suSeni se pracuje s hluboce zmrazenym produktem. Pfi lyofilizaci nedochazi
k poskozeni suSeného materidlu, které hrozi pti vyssich teplotach vyuZzivanych pfii klasickém
suSeni. Vysledkem je lyofilizat, tj. peptid v pevném stavu, ktery se vyznacuje nizkym obsahem
zbytkovych rozpoustédel. V zdvislosti na mnozstvi suSeného materidlu trva ziskani

lyofilizovaného peptidu nékolik hodin az dni.!*¢!
2.9. Biologicky vyznamné peptidy a peptidova terapeutika

Peptidy mohou mit vyznamné biologické funkce. Mezi peptidy se zndmou strukturou tak
nalezneme fadu hormonit, piirodnich toxind, peptidovych terapeutik a Ucinnych slozek
nekterych kosmetickych piipravka. Velmi zndmym zéastupcem biologicky aktivnich peptidu je

hormon inzulin, ktery snizuje hladinu krevniho cukru a ktery se vice jak 100 let pouziva v 1écbé
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diabetu. Inzulin je strukturné slozitd makromolekula, kterd se skladd ze dvou peptidickych
fetézcl (oznaCovanych jako A a B), které jsou spojeny disulfidickymi miustky a které
dohromady maji 51 aminokyselin. Za objasnéni biochemické podstaty insulinu byla v roce
1958 biochemikovi Fredericku Sangerovi udélena Nobelova cena. Ptiklady dalSich
peptidovych hormonti jsou vazopresin a oxytocin, (Obrazek 25) Oba hormony se vyuZzivaji i
v huméanni medicing.?”) Za objasnéni struktury oxytocinu obdrzel biochemik Vincent

du Vigneaud v roce 1955 Nobelovu cenu.[!"]

s———S §——S
P—L—G—NH P—R—G—NH,
HN /g»v—l—Q—N—Nj\n/ 2 HzN/g*Y—F—Q—N—Nj\[f
H H o)
0 0 0

oxytocin . vazopresin
hormon, neuropeptid antidiureticky hormon

Obrazek 25. Vzorce peptidovych hormoni oxytocinu a vazopresinu

Peptidové toxiny nalezneme v mnoha piirodnich zdrojich, zejména v zivocisné fisi.
Velmi casto jsou soucasti toxinli bezobratlych, napt. pavoukd nebo hmyzu, ale i obratlovct
zejména hadi (kobry a mamby). Ptiklady struktur dvou hlavnich slozek jedu véely medonosné
jsou melittin (obsah 40-60 % v susiné€ vc¢eliho jedu) a neurotoxin apamin (obsah 2-3 % v su$iné

véeliho jedu) (Obrazek 26) 2%

Gly-lle-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Th-Gly-Leu-Pro-Ala-Leu-lle-Ser-Trp-lle-Lys-Arg-Lys-Arg-GIn-GIn-NH ,

melittin

éys-Asn-(]:ys-Lys-AIa-Pro-GIu-Thr-AIa-Leu-J‘,ys-AIa-Arg-Arg-?ys-Gln-GIn-His-NH2

apamin
Obrazek 26. Vzorce peptidovych toxinli melittinu a apaminu

Vyvoj peptidovych 1é¢iv vstoupil do nové éry ve 21. stoleti, k cemuz ptispél pokrok ve
strukturalni a rekombinantni biologii, v novych syntetickych a analytickych postupech. Od roku
2000 bylo celosvétoveé schvaleno celkem 33 neinzulinovych peptidovych 1é€iv. Navic tyto
peptidové léky jiz nejsou pouhymi analogy hormont nebo peptidii sloZenych pouze z
ptirodnich aminokyselin. Naptiklad enfuvirtid (Obrazek 27) je 36-aminokyselinovy
biomimeticky peptid napodobujici proteiny viru lidské imunitni nedostate¢nosti (HIV)

pouzivany v kombinaéni terapii pro 1écbu HIV. Zikonotid (Obréazek 27) je neurotoxicky peptid
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odvozeny od jedu homolice conus magus, ktery byl schvalen v roce 2004 a pouziva se k 1é¢be
silné chronické bolesti. Teduglutid je analog glukagon like peptidu 2 (GLP-2) pouzivany k
1é¢bé syndromu kratkého stieva a vyrabi se pomoci kmene Escherichia coli modifikovaného
technologii rekombinantni DNA. Semaglutid (Obrazek 24) je chemicky syntetizovany analog
lidského glucagon like peptidu 1 (GLP-1) tvofeny pfipojenim C-18 dikarboxylové mastné
kyseliny se ,,spacerem® kyseliny glutamové a OEG na lyzinovy zbytek (pozice 26 v sekvenci),
ktery piisobi jako agonista receptoru GLP-1 pii 1é¢bé diabetes mellitus 2. typu. Peptidova 1éCiva
se uplatiuji v Siroké skale terapeutickych skupin, napt. v oblasti urologie, respira¢nich nemoci,
bolesti, onkologie, normalizace metabolismu, kardiovaskularnich chorob a v antimikrobidlnich
aplikacich. V soucasnosti je vice nez 170 peptid ve fazi aktivniho klinického vyvoje a jeste
vétsi pocet v preklinickych studiich.!!)

Naprosta vétSina vakein proti infekénim nemocem sestava z inaktivovanych nebo Zivych
atenuovanych patogenti. Existuji vSak podjednotkové vakciny, které obsahuji pouze ¢&asti
patogenu povahy proteinu nebo peptidl. Peptidové vakciny maji ur¢ité vyhody, jako je vysoka
specificita, dobra bezpecnost a snadné&j$i vyroba. Pfikladem je vakcina proti hepatitidé C
(Obrazek 27). Ve vyvoji jsou i peptidové vakciny proti SARS-CoV-2.[2!

Peptidy jsou dulezité slozky v mnoha kosmetickych produktech, predevsim v aplikacich
péce o pokozku. Peptidy maji riizné kosmetické vyhody a kazdy peptid pouzity v kosmetickych
produktech mé specifickou aktivitu; napf. pii zpevnéni pokozky, proti vraskam, proti
podrazdéni pokoZky a snizeni pigmentace. (Obrazek 28). 3
Ac—Y—T—S—L—I—H-S—L—I—E—E~$-Q-N-Q H—C—K—G—K—G—A—K—C—S—R——L—M

1
[ | 7
Q—E—K—N—E—Q—E—L—L—E—L—D—K—W—A—j Y—D—C—C—T—G—S—C-R—S—G—K—C—NH,

L—-W-N-W—-F—NH, enfuvirtid zikonotid
anti-HIV IéEba chronické bolesti
S S

peptidova vakcina
proti hepatitidé C

Obrazek 27. Ptiklady struktur terapeutickych peptidi
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Obrazek 28. Ptiklady struktur peptidli pouzivanych v kosmetice

2.10. Roboticka syntéza peptidi na pevném nosici

Zékladni myslenkou Merrifieldova ptistupu SPPS bylo vyvinout rychlejsi, jednodussi a
automatizovany pristup k chemické syntéze peptidii. V roce 1965 prezentoval prvni navrh stroje
pro robotickou syntézu peptidii v odborném Casopise. Tento syntetizator mél jednu reakcni
nadobu a dal$i nddoby pro aminokyseliny, rozpoustédla a reakéni Cinidla. Prvni stroj byl

navrzen pro metodiku Boc/Bz SPPS (Obréazek 29) B!,

Obrazek 29. Merrifildiv stroj pro automatickou syntézu syntézu peptida

Zavedeni Fmoc/fBu strategie v SPPS usnadnilo konstrukci nové generace peptidovych
syntetizatord, protoze jiz nebylo tfeba pracovat s korozivni TFA v krocich odchranéni
N-koncové aminokyseliny. Syntézy peptidii mohou byt provedeny v paralelnim uspofadani
ve vice reak¢nich nddobach soucasné. V soucasnosti je komeréné dostupné velké mnoZstvi
automatizovanych peptidovych syntetizatori pro Fmoc-SPPS s riznymi technickymi
parametry, napt. s moznosti mikrovinného nebo infracerveného ohfevu a monitorovacimi

mechanismy (napiiklad UV detekce).
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Obrazek 30. Robotické syntetizatory firem CEM a GyrosProteinTechnologies
(a) Liberty Blue™ (CEM), (b) SymphonyX (GyrosProteinTech.)

Liberty Blue (Obrazek 30 (a)) je automaticky peptidovy syntetizdtor s moznosti
mikrovinného ohfevu v reakéni cele. Podle informace od vyrobce (CEM) se jedna o
nejprodavanéjsi peptidovy syntetizator na svété. Vyznacuje se velmi kratkou dobou cyklu
(4 min pro 100 pmol scale) a vyznamnou redukci rozpoustédel dosahovanou na zakladé vysoce
ucinné syntézy peptidii v pevné fazi (HE-SPPS). Systém pracuje pouze s jedinou reakéni celou,
pracuje s inertni atmosférou dusiku a plynny dusik se pouziva téZ k michani suspenze resinu.
Syntetizator umoziuje velmi rychlou syntézu jednoho peptidu v méfitcich od 100 pumol do
maximélnich 5000 umol v zavislosti na délce peptidového fetézce.*?!

Symphony X (GyrosProteinTech., Obrazek 30 (b)) je prvni peptidovy syntezator na svété
s pln¢ nezavislymi kanaly. To znamena, ze je mozné spoustét rizné peptidové sekvence,
meftitka syntéz a protokoly na vice reaktorech najednou bez rizika kiizové kontaminace. Pfi
maximalnim vyuZiti se jedna o 12 rGznych sekvenci ve 24 reaktorech. V porovnani
s LibertyBlue je délka cyklu mnohem delsi, coz je vSak vyvazeno paralelizaci syntéz. Systém
pracuje s inertni atmosférou dusiku a plynny dusik se pouziva téZ k michani suspenze resinu,
teplota v reakéni nddobce neni aktivné fizena. Syntetizator umoziuje paralelni syntézu az 12
strukturné odlisnych peptidi v méfitcich od 50 pmol do maximalnich 500 umol v zavislosti na

délce peptidového fetézce.>!
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Obrazek 31. Robotické syntetizator MultiPep RSi firmy CEM (diive Intavis) pro paralelni

syntézu velkého poctu peptidovych sekvenci ve velmi malych métitcich syntéz (2-10 pmol).

MultiPep RSi (Obrazek 31) je moderngj$im automatizovanym paralelnim syntetizatorem
peptidi ve velmi malém meéfitku. Vyznacuje se flexibilitou pro paralelni syntézy velkého
mnozstvi peptidd pomoci riznych moda. Zakladni uspofadani umozniuje syntézu velké
knihovny peptidi v méfitku 2-10 pmol pomoci desticky s 96 reakénimi pozicemi. Najednou je
mozné pouzit aZ 4 desti¢ky pro paralelni syntézu az 384 peptidi. Jiné uspofadani syntetizatoru
pracuje s mini-kolonami (0,25 a 0,5 ml) pro paralelni syntézu az 48 peptidid. V nejmensich
meéfitcich syntéz MultiPep RSi umoziiuje syntézu tisice imobilizovanych peptidi na
celul6zovych membrénach v podobé malych tecek. Tyto membrany maji 600 reakénich pozic,
ve kterych mliZe byt pfipravena planovana sekvence peptidu. Ptistroj dokaZe pracovat se ¢tyimi
membranami soucasné, tj. v tomto usporadani miZe byt soucasné pripraveno az 2400 peptidi
pro vysokovykonné screeningové aplikace.l**] Na rozdil od ostatnich syntetizatori se michani
aminokyselin, aktivatord a aditiv provadi pfed pridavkem k resinu ve zkumavce pro michani
reagencii (tzv. preaktivace), nikoliv pfimo kresinu v reakéni nadobé, kde probihaji
kondenzacni reakce. Pfistroj nepracuje pod inertni atmosférou, reagencie v reakéni nadobce

nejsou aktivné michany (difuze) a reakéni teplota neni aktivné fizena.
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3 Cil prace

Z literatury 1 teoretické Casti této prace vyplyva, ze peptidy jsou velice perspektivnimi
latkami vykazujici Sirokou skalu biologickych aktivit. Modernim a i¢innym zpiisobem ptipravy
peptidl je syntéza na pevné fazi. Tento pfistup mize byt automatizovan a na trhu je dostupné
velké mnozstvi robotickych syntetizatorti. Experimentalni ¢ast je zaméiena na optimalizace
podminek robotickych syntéz peptidi na syntetizatoru MultiPep RSi v méfitku 5 pmol.
Procesni podminky byly zkoumény na ptikladu syntéz 4 peptidi. Nasledné byl navrzen
optimalizovany postup robotické syntézy. Tento postup byl ovéien tspéSnou syntézou dvou

delsich peptidu sestavajicich z 15 a 21 aminokyselin.
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4  Experimentalni ¢ast

Za ucelem optimalizace podminek robotické syntézy peptidi na syntetizatoru
Multipep RSi byla navrZena sada testovacich peptidi, kterd zahrnuje peptidy o rtizné délce
sekvenci (9 — 12 AMK), véetné pritomnosti problematickych aminokyselin (Cys, Trp, Arg).
K ovéfeni ucinnosti robotické syntézy byly vybrany dva delsi pifirodni peptidy, ¢imz se
roboticka syntéza stala citlivéjsi k detekci ptipadnych chyb a tyto chyby by se mély projevit
vyraznéji v Cistoté surovych peptidi. Peptid pep05 byl isolovan z bobu obecného (vicia faba),
je sestaven z 15 AMK a vykazuje antimikrobialni G¢inky. Pep06 je peptid isolovany z kiize
amfibie, sestdvd z21 aminokyselin a jedna se o inhibitor enzymu cholinesterazy.l*>3¢
Vyhodnocovacim kritériem byla Cistota crude peptidu podle UPLC analyzy. Ke kontrole
molekulovych hmotnosti a porovnani retenc¢nich ¢asti produktii ptipravenych pomoci riznych
robotickych syntetizatorii byly syntézy téchto peptidi provedeny také na syntetizatorech
LibertyBlue a Symphony za standardnich podminek.

Nésledné byla zkouSena syntéza peptidd pepl0 a pepl1 obsahujicich Met, a cyklizace
peptidl pep02 a pep03 s vytvarenim S-S mustkd, které vedly k peptidim pep07 a pep08. Byl
syntetizovan pep09 k porovnani vysledkli soucasné SPPS syntézy s historicky prvni SPPS

syntézou provedenou Merriefieldem. Veskeré syntetizované peptidy jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1. Syntetizované peptidy, jejich kody a sekvence

\ Kod \ Nazev \ Sekvence
Peptidy k testovani procesnich podminek

1. | pepOl | acyl carrier protein H-VQAAIDYING-NH>
2. | pep02 | oteviend forma oxytocinu H-CYIQCPLG-NH>
3. | pep03 | oteviend forma vazopresinu | H-CYFQCPRG-NH;
4. | pep04 H-HGAILSWAILSG-NH»

Peptidy k ovéfeni G€innosti optimdlnich podminek
5. | pep05 | peptid z bobu obecného H-EEYDEEKEQGEEEIR-OH
6. | pep06 | peptid z kiize amfibie H-TKPTLLGLPLGAGPAAGPGKR-NH;

Dalsi ptipravené peptidy
7. | pep07 | cyklickéd forma oxytocinu H-CYIQCPLG-NH,

8. | pep08 | cyklicka forma vazopresinu | H-CYFQCPRG-NH,

9. | pep09 | Merriefildiv tetrapeptid H-LAGV-OH
10. | pepl0 | y—endorfin H-YGGFMTSEKSQTPLVTL-OH
11. | pepll | kassinin H-DVPKSDQFVGLM-NH>
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V praxi je syntéza surového peptidu prvnim krokem, na ktery nésleduje krok
automatizované purifikace peptidu s izolaci jednotlivé ¢isté slozky. V ramci diplomové prace

peptidy nebyly izolovany, a proto vytézky vyhodnocovéany nebyly.

4.1 Charakterizace, rozpoustédla a ¢inidla

Komeréni chemikalie a rozpoustédla byly zakoupeny od firem Sigma Aldrich, Merck,
Fluorochem; demineralizovand voda od firmy Fagron; resiny od firem Gyros protein a
Heicheng; aminokyseliny od firmy CSBio (Shanghai) Ltd. Syntéza peptidt byla provedena na
automatickych syntetizatorech MultiPep RSi, Liberty Blue a Symphony.

Hmotnostni spektroskopie MALDI byla provedena na pfistroji MALDI LTQ Orbitrap XL
(Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) s pouzitim dusikového laseru (337 nm, 60 Hz,
8-20 wJ). Spektra byla méfena v rezimu pozitivnich iontl s rozliSenim 100 000 pii m/z = 400.
Jako matrice byla pouzita kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova (a-CHCA). Vysledné
spektrum tvoii prumér ze vSech méfeni.

Analyza UPLC byla provedena na pfistroji Acquity (Waters, Milford, Massachusetts,
USA) s UV-Vis detektorem s diodovym polem Tunable (A = 214 nm) a kolony BEH CI18
(2,1 x 50 mm 1,7 pm). Byla pouzita gradientova eluce ACN/voda obsahujici jako aditivum
0,05 % kyseliny trifluoroctové (Tabulka 2 a Tabulka 3).

Tabulka 2. Gradientova eluce pro UPLC analyzu (2-60)

Cas Pratok Slozeni mobilni faze (%)
(min) | (ml/min) | A =voda (0,05% TFA) B = ACN (0,05% TFA)
0 0,45 98 2
0,5 0,45 98 2
4 0,45 40 60
4,5 0,45 0 100
5 0,45 0 100

Tabulka 3. Gradientova eluce pro UPLC analyzu (5-60)

Cas Pratok Slozeni mobilni faze (%)
(min) | (ml/min) A =voda (0,05% TFA) B = ACN (0,05% TFA)
0 0,45 95 5
0,5 0,45 95 5
4 0,45 40 60
4,5 0,45 0 100
5 0,45 0 100

Hmotnostni spektrometrie ve spojeni s HPLC byla provedena na pfistroji SFC Prep 15
(Waters, Milford, Massachusetts, USA) s UV-Vis detektorem s diodovym polem (A =214 nm),
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kolonou Kinetex XB-C18 (4,6 x 100 mm, 5 pm) a Waters SQD 2 MS detektorem s ESIionizaci.
Byla pouzita gradientova eluce ACN/voda obsahujicich jako aditivum 0,1 % kyseliny

trifluoroctové (Tabulka 4). Spektra byla méfena v rezimu pozitivnich iontd v rozmezi

2-3072 m/z.
Tabulka 4. Gradientova eluce pro HPLC-MS

Cas Pratok Slozeni mobilni faze (%)
(min) (ml/min) | A =voda (0,1% TFA) B = ACN (0,1% TFA)
0 1,5 95 5
8 1,5 40 60
9.50 1,5 0 100

Preparativni HPLC byla provadéna na systému puriFlash 5.250 (Interchim, Montlucon,
France) s UV detekci (A = 214 nm) s pouZzitim kolony Kinetex EVO-C18 (21,2 x 150 mm,
5 wm). Byla pouzita gradientova eluce ACN/voda obsahujici jako aditivum 0,05 % kyseliny
trifluoroctové (Tabulka ). Cistota kazdé frakce byla analyzovana UPLC. Spojeny byly frakce
s vyhovujici ¢istotou.

Tabulka 5. Gradientova eluce pro preparativni HPLC purifikace

Cas Priitok SloZeni mobilni faze (%)
(min) (ml/min) A =voda (0,05% TFA) B = ACN (0,05% TFA)
0 30 95 5
5 30 95 5
45 30 75 25

Lyofilizace produktu byla provedena pomoci pfistroje Christ Alpha 2-4 LSC plus a
pumpy VaccumBrand GMBH + CO KG za tlaku 0,01 Mbar. K odstfedéni peptida byla vyuzita
centrifuga 5415 D (Eppendorf, Hamburg, Germany).
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4.2 Obecné metody syntézy peptidi
4.2.1 Obecna metoda SPPS na syntetizatoru Symphony

Peptidy byly pfipraveny pomoci Fmoc SPPS strategie s vyuzitim ochranénych
aminokyselin (Tabulka 6). Jako polymerni nosice byly pouzity: Ring Amid resin, Wang resiny
s preloadovanou prvni aminokyselinou. Suchy resin byl navazen do reaktoru a nabobtnan DMF.
Deprotekce Fmoc bylo dosazeno 2x10 minutovou reakci s 20% piperidinem v DMF (55 ekv.)
v reaktoru s resinem. Kondenzace aminokyselin byla provedena ptidanim 0,3M roztoku
pozadované aminokyseliny (10 ekv.) v 0,35M roztoku oxyma (11,67 ekv.) v DMF, 1,5M
kolidinu (12 ekv.) v DMF, 1,5M DIC (12 ekv.) v DMF po dobu 2 hodin. V ptipadé
aminokyseliny Arg byl proveden double coupling. Po dokoncéeni syntézy byl resin promyt

DMF, DCM, MeOH, a Et,0, suSen v exsikatoru pfes noc.

4.2.2 Obecna metoda SPPS na syntetizatoru Liberty Blue

Peptidy byly pfipraveny pomoci Fmoc SPPS strategie s vyuzitim ochranénych
aminokyselin (Tabulka 6). Jako polymerni nosice byly pouZity: Ring Amid resin, Wang resiny
s preloadovanou prvni aminokyselinou. Suchy resin byl navaZen do kadinky, nabobtndn DMF
a prenesen do reaktoru. Deprotekce Fmoc bylo dosazeno 3 minutovou reakci s 20% piperidinem
(24 ekv.) v DMF s mikrovinnym zdhfevem na 90 °C. Kondenzac¢ni reakce byla provedena
ptfidanim 0,3M roztoku pozadované aminokyseliny (4 ekv.) v 0,35M roztoku oxyma (4,7 ekv.)
v DMF, kolidinu (4 ekv.) v DMF, DIC (4 ekv.) v DMF po dobu 6 minut za ohfevu mikrovlnami
na teplotu 90 °C. V ptipad¢ aminokyseliny Arg byl proveden double coupling. Po dokonceni
syntézy byl resin promyt DMF, DCM, MeOH, a Et;O, suSen v exsikatoru pfes noc.

Tabulka 6. Ochranéné aminokyseliny pro Fmoc-SPPS robotickou syntézu peptidu

Aminokyselina Kod Aminokyselina Kod
Fmoc-Ala-OH A Fmoc-Leu-OH L
Fmoc-Arg(Pbf)-OH R Fmoc-Lys(Boc)-OH K
Fmoc-Asn(Trt)-OH N Fmoc-Met-OH M
Fmoc-Asp(/Bu)-OH D Fmoc-Phe-OH F
Fmoc-Cys(Trt)-OH C Fmoc-Pro-OH P
Fmoc-GIn(Trt)-OH Q Fmoc-Ser(zBu)-OH S
Fmoc-Asp(/Bu)-OH E Fmoc-Thr(sBu)-OH T
Fmoc-Gly-OH G Fmoc-Trp(Boc)-OH \
Fmoc-His(Trt)-OH H Fmoc-Tyr(sBu)-OH Y
Fmoc-Ile-OH I Fmoc-Val-OH \Y
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4.2.3 Obecna metoda cleavage peptidu z resinu

K reaktoru s resinem byl pfidan cleavage koktejl (10x objem vic¢i hmotnosti resinu)
slozeni: TFA/TIS/H,O/DTT (90:5:2,5:2,5) pokud peptid obsahoval Cys nebo Met, nebo
TFA/TIS/H20 (92,5:5:2,5) pokud peptid tyto snadno oxidovatelné aminokyseliny neobsahoval.
Resin se michal na tiepacce po dobu 1,5 hod. Nésledné byla provedena filtrace, resin byl promyt
malym mnozstvim TFA. Ziskany filtrat byl michan po dobu 1,5 hod. Nasledné byl peptid
vysrazen ochlazenym Et,0 (10x objem viici objemu TFA). Peptid byl filtrovan, promyt tfikrat
Et,0 a suSen v exsikatoru pies noc.

Cistota peptidu byla analyzovana UPLC a identita byla potvrzena hmotnostni analyzou

HPLC-MS piipadné MALDI-HRMS.

4.3 Vlastni syntéza standardi peptidi

4.3.1 Syntéza standardu pep01 (acyl carrier proteinu (ACP))

H—V—-Q-A—A—I—D—Y—I—N—G—NH,

Syntéza byla provedena na syntetizatoru Librety Blue podle obecné metody v méftitku
0,25 mmol. Byl pouzit Ring Amid resin (0,76 g; loading = 0,33 mmol/g). Po suseni resinu
bylo 1,13 g peptidu na resinu. Nasledné byl proveden cleavage podle obecné metody s vyuzitim
11,3 ml cleavage koktejlu, bylo ziskdno 0,28 g surového peptidu. Surovy peptid byl rozpustén
v 5% roztoku ACN/voda a €i$tén pomoci preparativni HPLC s gradientovou eluci ACN/voda
(Tabulka 3). tzr = 26 min. Po lyofilizaci bylo ziskano 0,16 g peptidu. Vytézek: 54,44 %.

Cistota peptidu podle UPLC (gradient 2-60, Tabulka 2) 99,26 %. tzr = 2,160 min.

HRMS (MALDI, m/z): pro C47H75N13015 vypocteno [M+H]" 1062,55784; [M+Na]"
1084,53978; nalezeno [M+H]" 1062,55318 (A = 4,49 ppm); [M+Na]" 1084,5372502
(A =-2,34 ppm).

4.3.2 Syntéza standardu pep02 (oteviena forma oxytocinu)

SH HS
HQN/[WY—l—Q—N—N]\WP—L—G—NH2
o) H o

Syntéza byla provedena na syntetizatoru Librety Blue podle obecné metody v métitku
0,25 mmol. Byl pouzit Ring Amid resin (0,758 g; loading = 0.33 mmol/g). Po suSeni resinu

bylo ziskdno 1,23 g peptidu na resinu. Nasledné byl proveden cleavage podle obecné metody
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s vyuzitim 12,3 ml cleavage koktejlu, bylo ziskéno 0,25 g surového peptidu. Surovy peptid byl
rozpustén v 5% roztoku ACN/voda a ¢istén pomoci preparativni HPLC s gradientovou eluci
(Tabulka 3). &z = 23 min. Lyofilizaci spojenych frakci bylo ziskdno 0,15 g peptidu.
Vytézek: 53,45%.

Cistota peptidu podle UPLC (gradient 2-60, Tabulka 2) 94,57 %. tr = 2,270 min.

HRMS (MALDI, m/z): pro C43HesN12012S2 vypocteno [M+H]" 1009,45939; [M+Na]"
1031,44133; nalezeno [M+H]" 1009,454688 (A = -4,66 ppm); [M+Na]" 1031,437363
(A =- 3,846 ppm).

4.3.3 Syntéza standardu pep03 (oteviend forma vazopresinu)

SH HS
HZN/EWY—F—Q—N—HJ\WP—R—G—NH2
o) o)

Syntéza byla provedena na syntetizatoru Librety Blue podle obecné metody v méfitku
0,25 mmol. Byl pouzit Ring Amid resin (0,758 g; loading = 0,33 mmol/g). Po suSeni resinu
bylo ziskano 1,4 g peptidu na resinu. Nasledné byl proveden cleavage podle obecné metody s
vyuzitim 14 ml cleavage koktejlu, bylo ziskano 0,28 g surového peptidu.

Surovy peptid byl rozpustén v 5% roztoku ACN/voda a ¢i$tén pomoci preparativni HPLC
s gradientovou eluci (Tabulka 3). £z =35 min. Lyofilizaci spojenych frakci bylo ziskdno 0,129 g
peptidu. Vytézek: 43,0 %.

Cistota peptidu podle UPLC (gradient 2-60, Tabulka 2) 96,58 %. tz = 1,913 min.

HRMS (MALDI, m/z): pro CasHs7N15012S2 vypoéteno [M+H]" 1086,46078; [M+Na]"
1108,44272; nalezeno [M+H]" 1086,45378 (A = 6,44 ppm), [M+Na]" 1108,43429
(A =7,6 ppm).

4.3.4 Syntéza standardu pep04

H—H—-G—A—I—L—S-W-A—|—L——S8—G—NH,

Syntéza byla provedena na syntetizatoru Librety Blue podle obecné metody v métitku
0,25 mmol. Byl pouzit Ring Amid resin (0,76 g; loading = 0,33 mmol/g). Po suSeni resinu bylo
ziskano 1,14 g peptidu na resinu. Nasledn¢ byl proveden cleavage podle obecné metody
s vyuzitim 11,4 ml cleavage koktejlu, bylo ziskdno 0,31 g surového peptidu. Surovy peptid byl
rozpustén v 5% roztoku ACN/voda a ¢iStén pomoci preparativni HPLC s gradientovou eluci
ACN/voda (gradient 5-25, Tabulka 5). ¢tz = 26 min. Po lyofilizaci bylo ziskano 0,1 g peptidu.
Vytezek: 47,8 %.
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Cistota peptidu podle UPLC (gradient 2-60, Tabulka 2) 94 %. tz = 2,16 min.

HRMS (MALDI, m/z): pro Cs7HooN16O14 vypocteno [M+H]" 1223,68972; [M+Na]"
1245,67166; nalezeno [M+H]" 1223,68030 (A = 7,7 ppm); [M+Na]" 124566113
(A = 8,45 ppm).

4.3.5 Syntéza standardu pep05
H—E—E—-Y—-D—E—E—K—-E-Q-G——E—E—E—I|—R—O0H

Syntéza byla provedena na syntetizdtoru Symphony podle obecné metody v métitku
0,15 mmol. Byl pouzit Fmoc-Arg-Wang resin (0,5 g; loading = 0,3 mmol/g). Po suseni resinu
bylo ziskano 1 g peptidu na resinu. Nasledné byl proveden cleavage podle obecné metody s
vyuzitim 10 ml cleavage koktejlu, bylo ziskano 0,3 g peptidu. Vytézek: 98,4 %.

Cistota peptidu podle UPLC (gradient 2-60, Tabulka 2) 93,16 %. tz = 1,529 min.

HRMS (MALDI, m/z): pro C7sHi18N20036 vypocteno [M+H]" 1911,80904; nalezeno
[M+H]" 1911,80066 (A = -4,38 ppm).

4.3.6 Syntéza standardu pep06

H—T—K—P—-T—L—L—G—L—P—L—G—A—-G—P—A—-A-G—P—-G—K——R—NH,

Syntéza byla provedena na syntetizatoru Symphony podle obecné metody v métitku
0,15 mmol. Byl pouzit Rink Amid resin (0,455 g; loading = 0,33 mmol/g). Po suSeni resinu
bylo ziskano 0,85 g peptidu na resinu. Nasledné byl proveden cleavage podle obecné metody s
vyuzitim 8,5 ml cleavage koktejlu, bylo ziskano 0,24 g peptidu. Vytézek: 76,8 %.

Cistota peptidu podle UPLC (gradient 2-60, Tabulka 2) 89,14 %. tzr = 2,320 min.

HRMS (MALDI, m/z): pro CgoHissN27023 vypocteno [M+Na]™ 1993,16813; nalezeno
[M+Na]" 1993,15713 (A =-12,12 ppm).

4.3.7 Syntéza standardu pep07 (cyklickd formy oxytocinu)

SH HS DMSO §S———s
HzN/grY—I—Q—N—NjﬁrP—L—G—NHz H2N/g,f\(—l—Q—N—Nj\ﬂfP—L—G—NH2
o H g 0,1 M NH4HCO, o H o

0,13 g Oxytocinu oteviené¢ formy bylo rozpusténo v 6,5 ml DMSO (100 mg peptidu —
5 ml DMSO) a nésledné bylo ptiddno 130 ml vodného roztoku 0,1M NH4HCO3 (100 mg

peptidu — 100 ml pufru). Reakce byla michana za laboratorni teploty. Prib¢h reakce byl
sledovan pomoci HPLC-MS. Uplné konverze produktu byla dosaZena michanim roztoku pies

noc. Vysledny roztok byl fedén 2% ACN ve vodé€ na Ctyifndsobny objem. Nasledn¢ byl roztok
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okyselen na pH 4 a ¢istén pomoci preparativni HPLC (Tabulka 5). g = 35 min. Lyofilizaci
spojenych frakci bylo ziskano 0,09 g peptidu. Vytézek: 69,2 %.

Cistota peptidu podle UPLC (gradient 2-60, Tabulka 2) 98 %. tz = 2,21 min.

HRMS (MALDI, m/z): pro CasHesN12012S2 vypoéteno [M+H]" 1007,44374; [M+Na]*
1029,42568; nalezeno [M+H]" 1007,43918 (A = -4,53 ppm); [M+Na]" 1029,421
(A =-4,2 ppm).

4.3.8 Syntéza standardu pep08 (cyklicka forma vazopresinu)

SH HS S/ S
DMSO
HoN Y—F-Q-N-N" “-P—R—-G—NH, ————— HN YTFQTNENT rP—R-G—NH,
o H 9 o} 0

0,1M NH,4HCO;

0,13 g Vazopresinu oteviené formy bylo rozpusténo v 6,5 ml DMSO (100 mg peptidu —
5 ml DMSO) a nésledné bylo pfiddano 130 ml vodného roztoku 0,1M NH4HCO3 (100 mg
peptidu — 100 ml pufru). Reakce byla michana za laboratorni teploty. Pribéh reakce byl
sledovan pomoci HPLC-MS. Uplné konverze produktu byla pozorovana michanim pies noc.
Vysledny roztok byl nafedén ACN vodou na 2% roztok ACN. Néasledn¢ roztok byl okyselen na
pH 4. A ¢istén pomoci preparativni HPLC s gradientovou eluci (gradient 5-25, Tabulka 5).

Analyza frakce byla provedena pomoci HPLC-MS a UPLC. Spojenim frakce a lyofilizace
bylo ziskano 0,08 g produktu. Vytézek: 61,5 %.

Cistota peptidu podle UPLC (gradient 2-60, Tabulka 2) 98,41 %. tzr = 1,920 min.

HRMS (MALDI, m/z): pro CasHssN15012S2 vypoéteno [M+H]" 1084,44513; [M+Na]"
1106,42707; nalezeno [M+H]" 1084,438031 (A = 6,53 ppm); [M+Na]" 1106,41897
(A=17,32 ppm).

4.3.9 Syntéza standardu pep09
H—L—A-G—V—OH

Syntéza byla provedena na syntetizdtoru Symphony podle obecné metody v métitku
0,25 mmol. Byl pouzit Fmoc-Val-Wang resin (0,83 g; loading = 0,3 mmol/g). Po suseni resinu
bylo ziskano 0,85 g peptidu na resinu. Nasledné byl proveden cleavage podle obecné metody s
vyuzitim 8,5 ml cleavage koktejlu, bylo ziskano 0,05 g peptidu. Vytézek: 42,4 %.

Cistota peptidu podle UPLC (gradient 2-60, Tabulka 2) 93,16 %. tzr = 1,836 min.

HRMS (MALDI, m/z): pro CisH3N4Os vypocteno [M+H]" 359,22890; [M+Na]"
381,21084; nalezeno [M+H]" 359,22825 (A = 1,81 ppm); [M+Na]" 381,20995 (A = -2,3 ppm).
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4.4 Obecné metody syntézy peptidi v mikromolarnim méritku

4.4.1 Obecna metoda SPPS v mikromolarnim méfitku na syntetizatoru MultiPep RSi

15,15 mg Rink amid resinu (S5pumol, loading = 0,33 mmol/g) bylo navazeno do vialky.
Resin byl nabobtnan DMF a pienesen pipetou do ocislované reakéni pozice racku 8x12.
Deprotekce Fmoc bylo dosazeno 2x8 minutovou reakei s 20% piperidinem (45 ekv.) v DMF.
Nasledné byl resin promyt DMF. Kondenzacni reakce byla provedena pfidanim roztoku
preaktivované aminokyseliny do pfislusné reakéni pozice. Preaktivace byla provedena
piredchozim smichanim 0,3M roztoku pozadované aminokyseliny v DMF baze (kolidin nebo
NMM) v DMF a aktiva¢niho ¢inidla (HCTU nebo DIC/oxyma) po dobu 15 min. Kondenzaéni
reakce byly provedeny v modu single nebo double. Po kondenzacni reakci byl v nékterych
ptipadech proveden capping pomoci roztoku Ac;O (0,5M, 20 ekv.) a kolidinu (0,5M, 20 ekv.)
v DMF po dobu 15 min. Pfesné reakéni podminky a vysledky jsou uvedeny v kapitole 3.5.1 a
Tabulce 7. Po dokonceni syntézy byl resin promyt DMF, DCM, MeOH, a Et;O, suSen v

exsikatoru pfes noc.

4.4.2 Obecnd metoda cleavage peptidu z resinu v mikromoldrnim métitku

K suchému resinu bylo ptidano 200 pl cleavage koktejlu o slozeni: TFA/TIS/H,O/DTT
(90:5:2,5:2,5) pokud peptid obsahoval Cys nebo Met, nebo TFA/TIS/H,0 (92,5:5:2,5) pokud
peptid tyto snadno oxidovatelné aminokyseliny neobsahoval. Po 1 hod od ptfidavku ¢inidla byla
provedena filtrace. Ziskany filtrat byl ponechan reagovat dale po dobu 1 hod. Nasledné byl
pfidan 1 ml ochlazeného MTBE (4 °C) a vysrazeny peptid byl ponechan v lednici pies noc.
Nasledné¢ byl peptid odstfedén, promyt MTBE a suSen v exsikatoru pies noc.

Cistota surového peptidu byla analyzovana UPLC a identita byla potvrzena analyzou
HPLC-MS. Syntéza peptidu byla pro kazdy testovany parametr provedena ¢tyfikrat. V Tabulka
je uvedena primérna hodnota chemické Cistoty surového peptidu ze ¢tyf opakovani syntézy pii

shodnych podminkéch provedeni.
4.5 Syntéza peptidi v mikromolarnim méritku
4.5.1 Syntéza testovacich peptidi pep01, pep02, pep03, pep04

Testovaci syntéza byla provedena pro kazdy peptid ctyfikrat podle obecné metody
(kapitola 4.4.1) na syntetizatoru MultiPep RSi s naslednym cleavage podle obecné metody
(kapitola 4.4.2) s vyuzitim riiznych parametri. Parametry a Cistoty ziskanych peptidi jsou

uvedené v Tabulce 7.
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Tabulka 7. Vysledky syntézy peptidl na syntetizatoru Multipep RSi v zavislosti na zvolenych

podminkach provedeni. Pfebytky pocitany na mnozstvi pouzitého resinu a jeho loadingu.

Cistota surového peptidu, %

> < > on =
CR R - I 202 5
o E=) = Ny
2|25 5 | €E8| o | 8| F| | E s 2| = 3
£l 2% & | 28| 3 S S & | B — 5 8Bl w5 sd =
Bleg 8 | 222| 2@ | 3| 2| &3] 28 REES| REES 2
5| &~ .z ~ X e S = © s o2 0252 285 & 5]
<3 g £ < 55 5 2 2 el e 2 ~35¢ g e,
§| < £ ° a ° s
1. 5 HCTU NMM 6 Ano Ne 2 86,4+1,145 74,55+3.8 58,63+2,5 -
DIC 7
2. 5 kolidin 7,5 Ano Ne 2 88,34+0,6 75,33+4,12 | 81,625+1,25 -
Oxyma 5,8
DIC 7
3. 5 kolidin 7,5 Ano Ano 3 91,36+2,06 87,45+3,93 90,45+0,29 91,16+0,61
Oxyma 5,8
DIC 7
4. 5 kolidin 7,5 Ano Ne 3 92,25+0,57 81,6+ 6,36 90,23+1,27 91,75+1,1
Oxyma 5.8
5. 5 HCTU 5 NMM 6 Ano Ne 3 85,21+1,15 82,3+0,64 80,69+2,76 82,65+2,35
6. 5 HCTU 5 NMM 6 Ano Ano 3 85,67+1,32 81,89+0,91 84,44+1,69 83,85+1,71
DIC 7
7. 5 kolidin 7,5 Ano Ne 3 88,40+1,7 72,86+3,1 86,18+1,77 85,91+1,24
Oxyma 5,8
DIC 5,6
8. 4 kolidin 6 Ano Ne 3 83,34+3,19 64,62+2,54 | 85,35+445 84,78+2,93
Oxyma 4,7
DIC 42
9. 3 kolidin 4,5 Ano Ne 3 82,3+1,42 78,86+4,97 86,85+3,98 84,44+1,56
Oxyma 3,5
DIC 2,8
10. 2 kolidin 3 Ano Ne 3 79,22+4,56 54,07+4,92 86,0+4,5 62,21+5,98
Oxyma 2,3
DIC 2,1
1. | 15 kolidin | 2,25 | Ano Ne | 3 142142,62 | 27,1247,36 31,5943,2 4,58+£2.0
Oxyma 1,75
DIC 5,6
12. 4 kolidin 6 Ne Ne 3 21,82+1,44 22,8240,54 34,24+8,06 3,14+ 0,5
Oxyma 4,7
DIC 7
13. 5 kolidin 7,5 Ne Ne 3 61,92+6,08 48,43+3,73 67,39+2,57 12,07+1,69
Oxyma 5,8
DIC 2,1
14. 1,5 kolidin | 2,25 Ano Ano 3 68,57+3,36 71,65£1,14 72,36=1,71 53,30+3,02
Oxyma 1,75

4.5.2 Syntéza peptidu pep05

podminek experimentu 8 (Tabulka 7) v m

H—E—E—-Y—-D—E—E—K—-E—-Q-G——E—E—E—I—R—OH

Syntéza byla provedena na syntetizatoru MultiPep RSi podle obecné metody 3.4.1 za

mg; loading = 0,3 mmol/g).
Cistota surového peptidu podle UPLC (gradient 2-60, Tabulka 2) 80,28 %.

tr = 1,532 min.

v

€11

tku 5 pmol. Byl pouzit Fmoc-Arg-Wang resin (16,7

HPLC-MS (m/z): pro C7sH11sN20O36 vypocteno [M+H]" 1911,81 [M+2H]** 956,41

[M+3H]*" 637,94 nalezeno [M+H]* 191,18 [M+2H]*" 956,62 [M+3H]*" 638,51.
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4.5.3 Syntéza peptidu pep06

H—T—K—P—T—L—L—G—L—P—L—G—A—G—P—A—-A—-G—P—-G—K——R—NH,

Syntéza byla provedena na syntetizatoru MultiPep RSi podle obecné metody podminek
experimentu 8 (Tabulka 7) v méfitku Sumol. Byl pouzit Rink amid resin (15,15 mg;
loading = 0,33 mmol/g).

Cistota peptidu podle UPLC (gradient 2-60, Tabulka 2) 71,77 %. tg = 2,314 min.

HPLC-MS (m/z): pro CsoHissN27023 vypoéteno [M+2H]*" 986,10 [M+3H]*" 657,73
nalezeno [M+2H]*" 986,76 [M+3H]*" 658,30

4.5.4 Syntéza peptidu pep07 (cyklicka forma oxytocinu)

/?\cm /i\cm
S s S——MMS
H
H,N T_I_Qu_'}l_N p_L_G_NMO —— > H5N T—I—QI—ITI—” P—L—G—NMO
o®u T 0O H o Bu TtmtM o

TFA/H,O/TIS l cleavage

S———s
HzN/E”—Y—I—Q—N—Hj\"'P—L—G—NHZ
o o)

Syntéza byla provedena na syntetizatorh MultiPep RSi podle obecné metody, za
podminek experimentu 8 (Tabulka 7) v métitku 5 pmol. Byl pouZzit Rink Amid resin (15,15 mg;
loading = 0,33 mmol/g). Byl pouzZit Acm ochranény cystein (Fmoc-Cys(Acm)-OH). Peptid na
resinu byl suSen pies noc v exsikétoru.

Peptid na resinu byl nabobtnan DMF, a nasledné byl pfidan nasyceny roztok 1> v 2%
AcOH/H:20 po dobu 1 hod. Nasledné byl resin odfiltrovan, promyt DMF, DCM a DMF. Byl
pfidan nasyceny roztok I> v 2 % AcOH/H20 po dobu 1 hod. Resin byl promyt 3x DMF, 2x 2%
roztokem kyseliny askorbové v DMF, 3x DMF a 3x DCM. Resin byl suSen v exsikéatoru ptes
noc.

Cleavage byl proveden koktejlem neobsahujicim DTT aby nedoslo k redukci S-S vazby.
Syntéza byla opakovana Ctyfikrat a poskytovala peptidy o Cistoté podle UPLC (gradient 2-60,
Tabulka 2): 28,22 + 3,26 % tzr = 2,32 min.

HPLC-MS (m/z): pro C43HesN 1201282 vypocteno [M+2H]*" 504,23 nalezeno [M+2H]*" 504,67.
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4.5.5 Syntéza peptidu pep08 (cyklicka forma vazopresinu)

,?\cm ,?\cm
S S §S———S
H
H,N Y—F=Q-N-N""P—R-G—N~(Q — H:N FQ-hN P—R-G—N~(Q
owu Tt o por M 0 iBu Tttt O Pof

TFA/H,O/TIS j cleavage

§S———S
HZN/E”—Y—F—Q—N—HJ\"'P—R—G—NHz
o) 0

Syntéza byla provedena na syntetizatoru MultiPep RSi analogicky jako syntéza oxytocinu
cyklické formy. Syntéza byla provedena ¢tyfikrat a poskytovala peptidy o Cistoté podle UPLC
(gradient 2-60, Tabulka 2) 30,14+2,42 %, tg = 2,32 min.

HPLC-MS (m/z): pro CasHesN15012S2 vypocteno [M+2H]** 542,73 nalezeno [M+2H]**
543,18.

4.5.6 Syntéza peptidu pep10 (y-endorfin)
H—Y-G-G—F-M-T—S—E—K-S——Q-T—P—L—V—-T—L—OH

Syntéza byla provedena na syntetizatoru MultiPep RSi podle obecné metody podminek
experimentu 8 (Tabulka 7) v méfitku 5 pumol. Byl pouzit Fmoc-Arg-Wang resin (16,7 mg;
loading = 0,3 mmol/g).

Cistota peptidu podle UPLC (gradient 2-60, Tabulka 2) 19,10 %, tz = 2,394 min.

HPLC-MS (m/z): pro Cs3Hi31N19027S vypoéteno [M+2H]** 929,97 nalezeno [M+2H]*
930,59.

4.5.7 Syntéza peptidu pep11 (kassinin)

H—D-V—P—K-S—D-Q—F—V—-G——L—M—NH;,

Syntéza byla provedena na syntetizatoru MultiPep RSi podle obecné metody podminek
experimentu 8 (Tabulka 7) v méfitku Sumol. Byl pouzit Rink amid resin (15,15 mg;
loading = 0,33 mmol/g).
Cistota peptidu podle UPLC (gradient 2-60, Tabulka 2) 37,73 %, tzr = 3,022 min.

HPLC-MS (m/z): pro CsoHosNi501sS vypoéteno [M+2H]** 666,78; nalezeno [M+2H]**
668,31.
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Testovaci parametry

Byly zkoumény kritické parametry robotické syntézy Ctyf peptidii na piistroji Multipep
RSi. Pro testy byly pouzity nésledujici oligopeptidy: oteviena forma oxytocinu, oteviena forma
vazopresinu, ACP a peptidu s ad hoc navrzenou sekvenci (o délce 12 aminokyselin).
Hodnoticim kritériem byla ¢istota surovych peptidi stanovend pomoci UPLC. Vysledky byly
porovnany pro rizné nastaveni podminek syntéz na pitistroji Multipep RSi a také s vysledky

syntéz na jinych robotickych syntetizatorech.

Testované parametry robotické syntézy:

o Kondenzaéni ¢inidlo

o Baze

o Capping

o Piebytek aminokyselin

o Pouziti modu single coupling nebo double coupling

Cappingem se nazyva acylace nezreagované koncové a-aminoskupiny peptidu po
kondenzac¢ni reakci. Tim se zastavuje rust peptidu s chybnou sekvenci.

Single coupling méd znamend ptidavek aminokyseliny najednou béhem kondenzac¢niho
stupné, v modu double coupling se aminokyselina davkuje dvakrat. Po kondenza¢ni reakci
s prvni davkou se resin promyva a piidava se druhd davka aminokyseliny. Diky tomu miZe byt
dosaZen vyssi stupen konverze.

Déle byla testovana doba cleavage, ktera pfimo nesouvisi s robotickou syntézou, ale se

zpracovanim produkt a ma vliv na hodnotici kritérium.
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5.2 Vliv testovanych parametri robotické syntézy

5.2.1 Vliv Casu cleavage

exp. 1 exp.5 exp.2 exp.4
100 P Y p Y
90
80
g 70
= 60 [ ] pepOVZ (c?xytocm
T otevrena forma)
e ;
L 1 pep03 (vazopresin
g 40 otevrena forma)
8
2 3 M pep01 (ACP)
20
10
0
(a) (a) (b) (b)
cleavage 2h  cleavage 3h  cleavage 2h  cleavage 3h

Graf 1. Zavislost ¢istoty peptidu, (%) na dobé cleavage za podminek syntézy:
(a) 5 ekv. AMK, 5 ekv. HCTU, 6 ekv. NMM
(b) 5 ekv. AMK, 7 ekv. DIC, 5,8 ekv oxyma, 7,5 ekv. kolidinu

V experimentech 1 a 2 byl peptid na resinu podroben béZznému dvouhodinovému cleavage
procesu. V piipadé oteviené formy peptidu vazopresinu byl pii analyze Cistoty surové formy
(Obrazek 33 (b) a (¢)) pozorovan kromé piku peptidu 7z = 1,9 min pik vyznamné necistoty
tr=2,97 min. Z hmotnostnich spekter pro ob¢ latky byl zjistén rozdil hmot 252,48 Da, coz
odpovida chranici skupiné Pbf aminokyseliny argininu. (Obrdzek 32). Na zdkladé tohoto
pozorovani byl uc¢inén zavér, Ze 2 hod nedostacuji k Giplnému odchranéni vSech funkénich
skupin (podle UPLC obsah necistoty 14 az 30 % viz Obrazek 33). V nasledujicich
experimentech 4 a 5, které byly provedeny za stejnych podminek syntézy, byla doba cleavage
prodlouZena na 3 hod. V téchto ptipadech jiz oteviend forma vazopresinu témet neobsahovala

puvodné pozorovanou majoritni necistotu, (Obrazek 33 (d) a (e)).
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Obrazek 32. MS-spektrum odpovidajici pep03 (vazopresin oteviend forma) (a),

Pbf-ochranénému pep03 (b). Jako hlavni pik jsou pozorovany signaly odpovidajici iontim

2+
[M+2H]"".
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Obrazek 33. UPLC analyzy pep02 (oteviena forma vazopresinu):

(@)
(b)
(©)
(d)
(e)

standard syntetizovany na Liberty Blue a purifikovany pomoci HPLC

crude peptid ptipraveny na MultiPep RSi za podminek experimentu 1, 2h cleavage

crude peptid pfipraveny na MultiPep RSi za podminek experimentu 2, 2h cleavage

crude peptid pfipraveny na MultiPep RSi za podminek experimentu 4, 3h cleavage

crude peptid ptipraveny na MultiPep RSi za podminek experimentu 5, 3h cleavage
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5.2.2 Vliv aktiva¢niho ¢inidla a baze

Pro porovnani vlivu kombinace aktiva¢niho ¢inidla a baze byly provedeny experimenty
1, 2,4 a 5. Rozdil v Cistoté ziskanych surovych peptidi byl pozorovan zejména u oteviené
formy vazopresinu (Graf 1). V pfipadé kombinace HCTU a NMM pouzité v experimentu 1
(Obrazek 33 (b)) a experimentu 5 (Obrazek 33 (e)) byl pozorovan vedle piku oteviené formy
vazopresinu (hlavni pik 7z = 1,9 min) i pik necistoty (zz = 1,96 min) v poméru 3:1 az 4:1. Podle
analyzy HPLC-MS maji obé¢ slozky stejné hmotnostni spektrum, coZ znamena, ze pozorovanym
vedlejsim produktem je epimer vazopresinu. V piipadé kombinace DIC a oxymy pro aktivaci
karboxylové skupiny a kolidinu jako baze k epimeraci vyrazné nedochazelo, coz je ziejmé z
vysledkl experimenti 2 a 4 (Obrazek 33 (c) a (d)). Tento vysledek patrné souvisi s nizsi
bazicitou kolidinu. Ziskany poznatek vedl k rozhodnuti v dalSich syntézach vyuzivat pouze

smés DIC/oxyma k preaktivaci aminokyselin a kolidin jako bazi.
5.2.3 Vliv prebytku aminokyselin a double couplingu

Dosahnout vysokého stupné konverze béhem kondenzaénich reakci a tim minimalizovat
vznik vedlejSich produktl napoméha pouziti velkych prebytkli aminokyselin, obvykle se jedna
o 10 ekvivalentl. V experimentech 7 - 13 byla provedena syntéza v mddu single coupling nebo
double coupling s vyuzitim riznych ptebytkti aminokyselin. V ptipadé double couplingu peptid
je podroben kondenzaéni reakci, nasledné se resin promyva DMF a ptidava se dalsi davka
aktivované aminokyseliny. Tim je dosaZeno vétsi konverze. Vysledek syntéz je mozné nalézt

v Grafu 2. Pfebytky aminokyselin po¢itdny na mnoZstvi pouzitého resinu a jeho loadingu.

exp.7 exp.8 exp.9 exp.10 exp.11l exp.12 exp. 13
100

90

8 ¥ L A
m pep02 (oxytocin
I oteviena forma)
H pep03 (vazopresin
otevrend forma)
pep04
I
0 I = B pep01 (ACP)

7
6
2x5 2x4 2x3 2x2 2x1,5 1x4 1x5
(10 ekv.) (8 ekv.) (6 ekv.) (4 ekv.) (3 ekv.) (4ekv.) (5ekv.)

o O O

5
pit
3
2
1

Cistota peptidd, (%)
o O O O o

pocet davek x ekv. AMK

Graf 2. Zavislost Cistoty peptidu, (%) na prebytku aminokyselin a médu single coupling
nebo double coupling
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Podle grafu je vidét, ze v modu double coupling byly ziskany peptidy o srovnatelné
Cistoté pii vyuziti prebytktl aminokyselin (2-5 ekv). V piipad¢ oteviené formy oxytocinu se
snizenim piebytku Cistota surového peptidu klesala, coz miize souviset s tim, ze tento peptid
obsahuje Arg, ktery je obecné€ problémovou aminokyselinou a relativné hat kondenzuje. Pouziti
prebytkii 1,5 ekvivalentu bylo dosazeno surovych peptidl o nizké Cistoté.

Vysledky syntéz peptidi v modu single coupling jsou v porovnani s médem double
coupling vyrazn¢ horsi. Jako ditkaz je mozné uvést Cistoty surovych peptida v experimentech
10 a 12, Graf 2. Pti davkovani 4 ekv. AMK metodou double coupling (2 davky po 2 ekv.) byly
vysledek muize souviset s kratkou reakéni dobou kondenzac¢niho stupné, ktery neni dostacujici
k aplné konverzi reakce v mddu single coupling. V experimentech 7, 8, 9, 10 je vidét, ze
s pfidavanim dalSich ekvivalentu AMK jiZ nedochazi k tak vyraznému posunu v Cistoté
peptidi. Pro tuto sadu peptidi je proto mozné prohlasit, ze pti vyuziti moédu double coupling se
jako idedlni jevi pouziti 4-6 ekv. AMK pfi kondenza¢nim stupni. Oproti syntéze na Symphony

apitola 4.2.1) to predstavuje usporu mezi 40- () .
(kapitola 4.2.1) to pred j 1Sp 140-60 % AMK

5.2.4 Vliv cappingu
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Graf 3. zavislost Cistoty peptidu, % na cappingu za podminek:
(a) 5 ekv. AMK, 5 ekv. HCTU, 6 ekv. NMM, double coupling mod
(b) 5 ekv. AMK, 7 ekv. DIC, 5,8 ekv. oxymy, 7,5 ekv. Kolidinu, double coupling méd
(c) 1,5 ekv. AMK, 2,1 ekv. DIC, 1,75 ekv. oxymy, 7,5 ekv. kolidinu
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Capping byl pouzit v experimentech 3, 6 a 14 a vysledek porovnéan s experimenty 4, 5 a

11, 14 které byly provedeny bez cappingu. Ostatni podminky ztstaly shodné. Rozdil v ¢istotach

crude peptidu byl pozorovan pouze v ptipadé pouziti velmi malého piebytku aminokyselin (2

x 1,5 ekv.). Z provedenych experimentl vyplyva, Ze pti vyuziti velkych piebytki aminokyselin

a aktivacnich Cinidel je konverze kondenzacénich reakci velmi vysoka, a proto nemé capping na

Cistotu surovych peptidi vyznamny vliv. Naopak, v ptipad¢ pouziti velmi malych prebytkii

aminokyselin (2 x 1,5 ekv.) je vliv cappingu na cCistotu surovych peptidit velmi pozitivni.
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Obrazek 34. UPLC analyzy peptidu pep04:

(a) crude peptid pfipraveny na MultiPep RSi za podminek experimentu 11, bez cappingu

(b) crude peptid ptipraveny na MultiPep RSi za podminek experimentu 14, s cappingem
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5.3 Navrh optimalni metody robotické syntézy na syntetizatoru MultiPep RSi

Na zakladé experimentli 1-14 byly pro syntézu peptidii na syntetizatoru MultiPep RSi

navrzeny jako optimalni nasledujici reak¢éni podminky:

e kondenzacni ¢inidlo a aktivator: DIC a oxyma (1M roztok v DMF);
e baze: kolidin;

e piebytek aminokyselin: 3-4 ekv.;

e kondenzac¢ni mod: double;

e capping: Ne.

Pro cleavage je doporuceno prodlouzeni reakéni doby ze 2 h na 3 h. Tento parametr
nesouvisi primarné s nastavenim syntetizatoru, ale ma vliv na vyhodnocovaci kritérium, coz je

Cistota surovych peptidu.

5.4 Ovéreni navrzené optimalni metody syntézou delSich peptidi

Vysledné optimalizované podminky pouzité pro ovéfovaci syntézy jsou kombinaci
dosazenych vysledkti s ohledem na standardni provedeni a ceny vstupnich materialii, zejména
kondenzacnich ¢inidel. Pomoci navrZzené optimdlni metody byla provedena ovéfovaci syntéza
dvou peptidi v mikromolarnim méfitku. Syntetizovany byly peptidy pep05 (15 AMK) a pep06
(21 AMK). Cistota pipravenych surovych peptidii byla porovnana s vysledky syntéz stejnych
peptidi na syntetizatoru Symphony (Obrazek 35, Obrazek 36).
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Obrazek 35. UPLC chromatogram peptidu pep06 piipraveného na syntetizatoru Symphony (a)

a MultiPep RSi (b)
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5.5 Ostatni syntézy peptidi

5.5.1 Syntéza Merriefildova peptidu

Na pfistroji Symphony byla provedena syntéza tetrapeptidu NH>-LAVG-OH na kterém
Merriefild ptredstavil novy ptistup SPPS ke spolehlivé syntéze peptidii v roce 1963. Za tento
objev dostal v roce 1986 Nobelovou cenu. Na Obrazku 37 je mozné porovnat Cistoty surového
peptidu. 60 let vyvoje metodiky v modernim odvétvi je velmi znat. SPPS syntéza takového

tetrapeptidu jiz neni zadnou vyzvou pro peptidového chemika.
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Obrazek 37. UPLC chromatogram crudu tetrapeptidu pep09:
(a) piipraveného Merriefieldem v roce 1963F!

(b) pfipraveného na syntetizatoru Symphony v roce 2022
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5.5.2 Syntéza cyklickych peptidi

Cyklizace spojend se vznikem S-S mustkli mezi cysteiny je rutinni reakce s dobie
propracovanym postupem. Obvykle se provadi reakci s DMSO v kyselém nebo bazickém pufru
v roztoku a poskytuje peptidy o vysoké Cistote. V piipadé SPPS v mikromolarnim méfitku se
predpokladd provedeni simultanni syntézy velkého mnozstvi peptidii, a proto by mél byt
pouzity postup automatizovatelny. Bylo rozhodnuto provést v mikromolarnim méfitku
cyklizace pep2 a pep3 (otevienych forem oxytocinu a vazopresinu) jesté na resinu s vyuzitim
nasycen¢ho roztoku I> v 2% AcOH a néasledné podrobit cyklicky peptid cleavage. Na Obrazcich
37 a 38 jsou porovnany standardy cyklickych forem pfipravenych béznym postupem se

surovymi produkty pfipravenymi v mikromolarnim métitku.
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Obrazek 37. UPLC analyzy pep08 (cyklicka forma vazopresinu):
(a) standard syntetizovany na Liberty Blue a purifikovany pomoci HPLC
(b)  crude peptid pfipraveny na MultiPep RSi
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Obrazek 38. UPLC analyzy pep09 (cyklicka forma oxytocinu):

(@)
(b)

5.5.3 Syntéza peptidi obsahujicich methionin

crude peptid pfipraveny na MultiPep RSi
standard syntetizovany na Liberty Blue a purifikovany pomoci HPLC

Byla provedena syntéza dvou peptidi pep10 a pep11 obsahujicich snadno oxidovatelnou

aminokyselinu methionin. V obou ptipadech jsou na UPLC chromatogramech (Obrazek 39 a

Obrézek 41) vidét dv€ hlavni slozky v poméru 1:1 pro pepl0 a 2:1 pro pepll. Podle HPLC

analyzy molekulovych hmotnosti sloZzek o nizsi retenci odpovidaji teoretické molekulové

hmotnosti pozadovanych peptidd, viz Obrazky 40 a 42. Druhé slozky maji molekulové

hmotnosti o 16 Da vyssi, coz odpovida oxidaci methylsulfanylskupiny na sulfoxid. Tento d¢j

muzZze byt vysvétlen tim, Ze se syntéza pomoci MultiPep RSi odehrava za ptistupu vzduchu. Pii

odsavani prebytkl reagencii po kazdém reakénim kroku dochazi zaroven k ¢astecné oxidaci

metioninu vzdusnim kyslikem. Pfi¢emz u del$iho peptidu pep10 oxidace prob&hla ve vétsi mite.
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Fakt, Ze syntetizdtor MultiPep RSi nepracuje pod inertni atmosférou jako je tomu u jinych

syntetizatord, vede k vyS$si mife rizika nezadoucich oxidaci.
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Obrazek 39. UPLC analyza pep10. Pik (a) odpovida pep10, pik (b) - oxidované form¢ pep10.
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Obrazek 40. Schéma oxidace a MS-spektra odpovidajici pepl0 (a) a oxidované formé

pepl0 (b). Jako hlavni pik jsou pozorovany signaly odpovidajici iontim [M+2H

]2+.
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Obrazek 42. Schéma oxidace a MS-spektra odpovidajici pepl1 (a) a oxidované formé

pep10 (b). Jako hlavni pik jsou pozorovény signaly odpovidajici iontéim [M+2H]?*".
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6 Zavér

Byly syntetizovany a vyc¢istény standardy 4 oligopeptidi, které byly nasledné pouzity pro
nalezeni optimalnich podminek nastaveni syntetizatoru MultiPep RSi. Testovano bylo 5
vybranych parametrli v 14 experimentech, pticemz kazdy experiment byl Ctytikrat zopakovéan
za stejnych podminek provedeni. Jako vyhodnocovaci kritérium byla pouzita Ccistota
syntetizovanych surovych peptidi pomoci UPLC. Ze ziskanych dat byly vybrany optimalni
podminky nastaveni syntetizatoru a provedeny ovétovaci syntézy na peptidech o délce 15 a 21
aminokyselin. Usp&né provedeni ovéfovacich syntéz prokéazalo spravné nastaveni robotického
syntetizatoru pro automatickou syntézu peptidi v métitku 5 pmol.

Z optimalizaci vyplynulo nékolik vyhod a dv¢ slaba mista testovaného syntetizatoru. Jako
slaba mista je mozné uvést nemoznost michani v prubéhu reakci a prace pod vzdusnou
atmosférou se zvySenym rizikem nezadoucich oxidacnich reakci. Na druhé stran¢ syntetizator
prinasi mnoho vyhod, zejména rozsahlou paralelizaci syntéz a isporu ve spotiebé Cinidel a
rozpoustédel. Pomoci provedenych optimalizaci bylo dosazeno vysoké spolehlivosti provedeni
syntéz peptidli. Byla ovéfena v praxi moznost pouziti levnéj$iho kondenzaéniho ¢inidla a
uspory 20-40 % mnozstvi aminokyselin oproti diive pouzivané spotiebé. Nalezena byla baze,
kterd nezplsobuje nadmérnou epimaraci produktu. V neposledni tadé byl prokazan
zanedbatelny vliv cappingu na kvalitu pfipravenych surovych peptidi. Vynechani cappingu
vede k spote experimentalniho ¢asu. Vzhledem k dosaZzenym poznatkiim existuje pfedpoklad
vyuziti nalezené optimalizované metody pro piipravu rozsdhlych knihoven peptidid v mikro

molarnim méfitku.
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Piiloha 3. MALDI-HRMS spektrum standardu peptidu pep03
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Priiloha 4. MALDI-HRMS spektrum standardu peptidu pep04

s0afl  H—E—E—Y—-D—E—E—K—E—-Q-G——E—E—E—I—R—OH
1911.801
100.00%
3.0x10
2.0x10
+2.010
’4i76°/n
-0.032| +3.004
1.0x10 26,6294 27.27%
B B -536.175 -18.014 +4.008
1623999 1agas57 -1365515 179452 IBLIN gy 35y 794258 gesai6 8.17% 43178 258085  129.046 8.4gop] 9.69%  +156.090 ) 4 oo
-11% 3.40% 5.05% 4.01% -01% 2.02% 3.89% 2.26% 117% 1.89% 3.20% = 3.95% ooy
0.0+ T RN T el OO N W Slcaad ' I C - e ..l....... [
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200
m/z (Da)
wvr .
Piiloha 5. MALDI-HRMS spektrum standardu peptidu pep05
T 1972.170
08 100.00%
3.5x104 H—T—K—P—T—L—L—G—L—P—L—G—-A-G—P—A—-A—-G—P—G—K——R—NH, 1971.161
88.%
3.0x10%
2.5x10%
2.0x10%
1973.175
1.5x10 | 41.54%
1.0x104
1994.158
1993.15
5.0x10' 345.065 e 12:18%
212,030 5.50% 439275 584.360 752.449 937.528 1130.638 1317.769 1924.077 | |1996.162
1.03% 2.06% 1.01% 1.50% 0.97% 2.11% 0.65% 0715 { 2.22%
0.0+ RSO I S S S I S S S Gl R R f— P S
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300
m/z (Da)

Piiloha 6. MALDI-HRMS spektrum standardu peptidu pep06
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Piiloha 7. MALDI-HRMS spektrum standardu peptidu pep07
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Piiloha 8. MALDI-HRMS spektrum standardu peptidu pep08
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Piiloha 9. MALDI-HRMS spektrum peptidu pep09
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Piiloha 10. UPLC analyzy peptidu pepO1 ptipraveného na Liberty Blue (a), a na Multipep RSi
za podminek experimentu 7-13 (Tabulka 7, kapitola 4.5.1) v zavislosti na poctu davek x

ptebytku aminokyselin béhem amida¢niho stupné
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Piiloha 11. UPLC analyzy peptidu pep02 piipraveného na Liberty Blue (a), a na Multipep RSi
za podminek experimentu 7-13 (Tabulka 7, kapitola 4.5.1) v zavislosti na poctu davek x

piebytku aminokyselin béhem amidacniho stupné
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Piiloha 12. UPLC analyzy peptidu pep03 pfipraveného na Liberty Blue (a), a na Multipep RSi
za podminek experimentu 7-13 (Tabulka 7, kapitola 4.5.1) v zavislosti na poc¢tu davek x
prebytku aminokyselin béhem amida¢niho stupné
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Piiloha 13. UPLC analyzy peptidu pep04 pfipraveného na Liberty Blue (a), a na Multipep RSi
za podminek experimentu 7-13 (Tabulka 7, kapitola 4.5.1) v zavislosti na po¢tu davek x
prebytku aminokyselin béhem amidacniho stupné
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Piiloha 14. UPLC analyzy peptidu pepO1 ptipraveného na Liberty Blue (a), a na Multipep RSi
za podminek experimentu 4, 5 bez cappingu a experimentu 3, 6 s cappingem (Tabulka 7,
kapitola 4.5.1)
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Piiloha 15. UPLC analyzy peptidu pep02 pfipraveného na Liberty Blue (a), a na Multipep RSi
za podminek experimentu 4, 5 bez cappingu a experimentu 3, 6 s cappingem (Tabulka 7,
kapitola 4.5.1)
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Piiloha 16. UPLC analyzy peptidu pep03 ptipraveného na Liberty Blue (a), a na Multipep RSi
za podminek experimentu 4, 5 bez cappingu a experimentu 3, 6 s cappingem (Tabulka 7,
kapitola 4.5.1)
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Piiloha 17. UPLC analyzy peptidu pep04 pfipravené¢ho na Liberty Blue (a), a na Multipep RSi
za podminek experimentu 4 bez cappingu (b) a experimentu 3 s cappingem (c) (Tabulka 7,
kapitola 4.5.1)
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Piiloha 18. UPLC analyzy peptidu pepOl pfipraveného na MultiPep RSi za shodnych

podminek experimentu 11 bez cappingu (a) a experimentu 13 s cappingem (b) (Tabulka 7,
kapitola 4.5.1)
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Piiloha 19. UPLC analyzy peptidu pep02 ptipraveného na MultiPep RSi za shodnych
podminek experimentu 11 bez cappingu (a) a experimentu 13 s cappingem (b) (Tabulka 7,
kapitola 4.5.1)
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Piiloha 20. UPLC analyzy peptidu pep03 pfipraveného na MultipepRSi za shodnych podminek
experimentu 11 bez cappingu (a) a experimentu 13 s cappingem (b) (Tabulka 7, kapitola 4.5.1)
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