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Abstrakt

Byla vyvinuta jednoducha metoda pro stanoveni loadingu aminokyselin pii syntéze peptidii na pevné fazi.
Metoda je aplikovatelnd na nejbéznéjsi typ syntézy vyuzivajici chranici skupiny FMOC a piperidinu
jakozto deprotekéniho ¢inidla. Oba produkty deprotekce jsou separovany metodou HPLC a stanoveny
pomoci UV detektoru za pouziti interniho standardu. Metoda poskytuje pravdivé hodnoty, které byly
ovéfeny nezavislou metodou. Relativni smérodatna odchylka metody je 1,52 %. Metoda je vyrazné
piesnéjsi neZz metody dosud publikované a umoznuje stanoveni z odpadu syntézy. Diky pouziti interniho
standardu neklade naroky na piesnost fedéni nebo znamé objemy.

Kli¢ova slova: FMOC, kapalinova chromatografie, loading aminokyselin, metoda vnitfniho standardu

Abstract

A simple method has been developed to determine amino acid loading in solid phase peptide synthesis.
The method is applicable for the most common type of synthesis, which use FMOC as protective group
and piperidine as a deprotecting agent. Both products of deprotection reaction are separated by HPLC and
determined using an UV detector; an internal standard is added. The method gives true values that have
been verified by an independent method. The RSD is 1.52%. The method is more accurate than the
published methods and allows the determination from the waste of synthesis. The employing of the
internal standard eliminated the necessity of dilution accuracy or known volumes.

Key words: FMOC, HPLC, aminoacid loading, internal standard method
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

A absorbance

BOC terc-butyloxykarbonyl

c molarni koncentrace [mol dm ]
F korekéni faktor

FMOC fluorenylmethyloxykarbonyl

m hmotnost [g]

M molarni hmotnost [g mol ]

n latkové mnozstvi [mol]

RSD relativni smérodatna odchylka

% objem [dm®]



1 UVOD A TEORETICKA CAST

11 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo vyvinout univerzalné pouzitelnou a zaroven jednoduchou
metodu pro stanoveni loadingu, tedy miry navazani, aminokyselin pfi syntéze peptidt
na pevné fazi za pouziti chranici skupiny fluorenylmethyloxykarbonylu (FMOC).
Metoda by méla byt pouzitelnd jak v laboratornim, tak poloprovoznim méftitku.
Stanoveni loadingu je zaloZeno na kvantifikaci mnozstvi odstépené aminokyselinové
chranici skupiny FMOC pusobenim roztoku piperidinu. Stépné produkty jsou

stanovovany metodou HPLC za pouziti vnitiniho standardu.
1.2 Polypeptidy

Proteiny neboli polypeptidy, jsou biologické polymery tvoifené z monomernich
jednotek [1]. Skladaji se z dvaceti riznych aminokyselin. Jednotlivé aminokyseliny jsou
spojeny peptidovou vazbou, tvoienou mezi karboxylovym koncem jedné aminokyseliny
a aminokoncem druhé aminokyseliny. Podle po¢tu aminokyselin v fetézci se déli do di-,
tri-, oligo- (3-10) a polypeptidii (10<). Souhrnné se pak oznacuji jako peptidy. Jako
proteiny se pak oznaCuji velké makromolekuly tvofené jednim, nebo vice
polypeptidovymi fetézci. V organismech jsou peptidy syntetizovany z genetického kodu
[2]. Geneticka informace je z DNA transkripci pfenesena na RNA. V ribosomech je pak

procesem translace z RNA syntetizovan specificky fetézec aminokyselin, tedy peptid.
1.2.1 Chemicka priprava peptidu

Chemicka syntéza peptidi se da délit podle homogenity (roztok) a heterogenity

(kapalna/pevna faze) systému, ve kterém se provadi a v souCasné dobé mame tii



ptistupy [3, 4]. Klasickda metoda, zahrnujici &istici kroky, a metoda S pouzitim
rozpustnych polymernich nosi¢l se tfadi do roztokové syntézy. V piipadé pouziti
nerozpustnych polymernich nosict se pak jednd o syntézu na pevné fazi. Klasicka
syntéza peptidi v roztoku zahrnuje kromé ¢isténi t¥i kroky: (1) syntéza prvnich dvou
aminokyselin, (2) odstépeni chranici skupiny z aminoskupiny jedné z aminokyselin a
(3) navazani dalsi aminokyseliny. Pokud je pouZzit polymerni nosi¢, piidaji se dalsi dva
kroky, a to navazani prvni aminokyseliny na polymer a odstépeni hotového peptidu
Z nosice. Problémy, jako nizké vytézky finalniho produktu v Klasické syntéze u delsich
peptidovych fetézctl, zplisobené izolaci a Cisténim po kazdém reakénim kroku klasické
syntézy, nebo Spatnd rozpustnost vétSich peptidi, byly vyfeSeny pravé vyvinutim
syntézy peptidi na pevné fazi [1, 5], které se v€nuje tato prace. Co se tyce roztokové
syntézy za pouziti rozpustnych polymert, diky pouziti novych rozpustnych nosi¢i

dochazi v posledni dob¢ k jejimu rozkvétu [6].

1.3 Syntéza peptidi na pevné fazi

Syntéza peptidi na pevné fazi je zjednoduSené¢ krokové piidavani N-Chranéné
aminokyseliny na aminoskupinu peptidového fetézce, nebo aminokyseliny [5].
Vznikajici peptid je kovalentné¢ vazan karboxylovou skupinou na castice pevného
nerozpustného polymerniho nosi¢e. Po navazani aminokyseliny na peptid nésleduje
odstépeni chranici skupiny a opakovani téchto dvou krokt az do okamziku kdy je
pozadovany peptidovy fetézec hotov. Poté nasleduje jeho odstépeni od polymerniho
nosice. Navazani peptidového fetézce na nerozpustné Castice umoznuje jednoduché
zbaveni se nadbytecnych reagencii, nebo vedlejSich produktii pomoci obycejné filtrace

po kazdém syntetickém kroku.
1.3.1 Polymerni nosi¢e pro syntézu peptidl na pevné fazi
V pocatcich peptidové syntézy na pevné fazi bylo zkouSeno mnoho nerozpustnych

polymernich nosi¢li, neboli resind [5]. Nejlep§im z nich se ukazal kopolymer

zesitovaného polystyrenu a divinylbenzenu. Jako vhodny se ukazal kopolymer
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s obsahem 1 % divinylbenzenu [7]. Dalsi polymer, ktery je hojné pouzivan jako nosi¢ je

polyakrylamid [8].

1.3.2 Pouzivana rozpoustédla

Mezi nejpouzivanéjsi rozpoustédla vyuzivana pii syntéze peptidi na pevné fazi patii
dimethylformamid a dichlormethan [9]. Vedle rozpustnosti reagentd a aminokyselin je
dobra solvatace nerozpustného nosice dilezitou soucasti celé syntézy. Diky rozdilné
polarité nosice a rostouciho peptidového fetézce se 1isi i pouziti rozpoustédel [10]. Pro

rostouci peptidovy fetézec je vhodné polarnéjsi rozpoustédlo, tedy dimethylformamid.

vvvvvv

1.3.3 Linkery

Polymerni nosi¢ musi obsahovat funk¢ni skupinu, na kterou se navaze kovalentni
vazbou prvni aminokyselina [5]. Tato funkéni skupina se oznacuje jako linker. Viibec
prvni pouzity linker pfi vzniku této metody byl chlormethyl. Od té doby vznikla cela
fada linkert S riznym vyuzitim. V této diplomové praci se jich objevuje vice. Je mezi
nimi velice popularni hydroxymethylphenoxy linker, oznacovany jako Wang [12]. Dale
pak aminomethyl [13], a linkery oznaované jako Rink amid a Peptid amid linker
(PAL) [14]. Pro piiklad se da uvést jesté hojné pouzivany tritylchlorid linker [15].

Na linker se pak musi navdzat prvni aminokyselina. Tomuto procesu se fika
anchoring, neboli kotveni, a je zifejmé, ze z podoby modernich linkerd bude vychazet
i riizna podoba vazby, tedy bud’ amidova, nebo esterova [16]. Pro navazani na amin se
pouziva béznd metoda peptidového couplingu, ktera je pouzivana i v této diplomové

vvvvvv

dostupné jiz s navazanou aminokyselinou.

1.3.4 Odstépovani a chrdnici skupiny

vvvvvv

nebot’ brani polymerizaci aktivovanych aminokyselin [17]. V souasnosti se nejcastéji
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pouzivaji dvé chranici skupiny, a to 9-fluorenylmethyloxykarbonyl (FMOC) (obr 1.1a)
a terc-butyloxykarbonyl (BOC) (obr 1.1b). Od téchto dvou chranicich skupin se pak
odvijeji dvé pon€kud odlisné syntetické strategie a to FMOC/terc-butyl a BOC/benzyl.

Strategie BOC/benzyl vyuziva k odstépovani BOC chranici skupiny kyseliny.
Nejcastéji je pouzivana trifluoroctova Kyselina v koncentraci 25-50 % v dichlor-
methanu. Strategie BOC/benzyl se vSak pfiili§ nevyuziva kvili nutnosti pouZiti
toxického flourovodiku pii koncovém odstépovani hotového peptidu [18].

Sir$i uziti pak ma strategie FMOC/terc-butyl. Ta vyuziva ke koncovému odstépeni
organické kyseliny, pfevazné triflouroctovou kyselinu. Pro odstépeni chranici skupiny
FMOC pak pouziva organickych bazi [17]. Nejcastéji se pouziva 20% piperidin
v dimethylformamidu, nebo 1-5% 1,8-diazabicyklo(5.4.0)udek-7-en v dimethylform-

amidu.

NH-R

(a) (b)

Obr. 1.1 Chemické struktury (a) 9-fluorenylmethyloxykarbonylu, (b) terc-butyloxykarbonylu.

1.3.5 Vznik peptidové vazby

Peptidova vazba nemlze za normdlnich podminek spontdnné vzniknout a je nutné
nejdiive aktivovat karboxylovou skupinu [19]. Aktivacnich ¢inidel existuje cela fada.
V soucasnosti Se vyuzivajici smési Karbodiimida a aditiv [20]. Mezi pouZivané
karbodiimidy patii naptiklad diisopropylkarbodiimid, nebo dicyklohexylkarbodiimid

[21, 22]. Aditiva maji za cil zabranit racemizaci a patii mezi n¢ latky benzotriazolického
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charakteru jako naptiklad 1-hydroxy-7-azabenzotriazol, nebo 1-hydroxybenzotriazol a
dale N-hydroxylamin derivaty jako ethyl(hydroxyimino)kyanoacetat (OxymaPure) nebo
5-(hydroxyimino)1,3-dimethlypyrimidin-2,4,6-(1H,3H,5H)trion ~ (Oxyma-B)  [20].
Velice casto je pouzivana smés diisopropylkarbodiimidu a ethyl(hydroxyimino)-

kyanoacetatu.
1.3.6 Praktické provedeni syntézy
Syntézu lze provadét jak v laboratornim méfitku v obycejné stiikacce (obr 1.2a), tak

Vv provoznim méfitku ve velkych, ¢i malych reaktorech (obr 1.2b). Pro ilustraci bude

popsano schéma prace tak, jak je provadéna ve spole¢nosti Apigenex.

o =
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Obr. 1.2 Schéma syntézy na pevné fazi (a) v injekéni stiikacce a (b) v malém reaktoru: (1) injekéni
stiikacka, (2) pist stfikacky, (3) rozpoustédlo, (4) polymerni nosi¢, (5) frita, (6) uzavér, (7) reaktor,
(8) rozpoustédlo, (9) polymerni nosi¢, (10) frita, (11) otoény ventil, (12) odsavaci rourka, (13) odpadni
rourka
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Postup syntézy peptidi na pevné fazi provadény v této praci zacinad naplnénim
reaktoru, nebo stiikacky opatfené fritou pozadovanym mnoZzstvim polymerniho nosice.
Nejprve se polymerni nosi¢ za stalého tfepani ponecha nabobtnat v nadbytku
dichlormethanu po dobu patnacti az dvaceti minut. Pfebytek dichlormethanu se poté
odstrani. Po tomto kroku nasleduje bud’, navdzani chranéné aminokyseliny na nosic,
nebo deprotekce polymerniho nosie v zavislosti na jeho typu. Deprotekce nosice
probiha stejné jako u aminokyselin. Pro navazani aminokyseliny se pfipravi chranéna
aminokyselina, ethyl(hydroxyimino)kyanoacetat a diisopropylkarbodiimid v molarnim
poméru 1:3 ku mnozstvi vazebnych mist na polymernim nosi¢i. Tyto tfi slozky se
smichaji v dimethylformamidu v mnozstvi asi 15 ml na gram polymeru. Smés je
michana po dobu deseti minut a poté se piida k nabobtnalému polymeru a necha se
hodinu tifepat. Nasleduje odsati piebyte¢ného roztoku a promyti dvakrat
dichlormethanem a dvakrat dimethylformamidem. Po této reakci se Casto provadi
Kaisertiv test [23] pro ovétfeni, zda reakce probéhla. Test vyuziva ninhydrinové
reagencie k barevné indikaci terminalni aminoskupiny. Nasleduje deprotekce, k nosi¢i
se prida 20% roztok piperidinu v dimethylformamidu v mnozstvi asi 20 ml na gram
polymeru a necha se pusobit po dobu deseti minut. Deprotekce se pak jesté jednou
opakuje. Nasleduje jedno minutové a jedno  desetiminutové  promyti
dimethylformamidem. Na takto odchranénou aminokyselinu se pak stejnym postupem
navazuji dal$i aminokyseliny, az je pak peptid odstépen roztokem trifluoroctové

kyseliny.

1.4 Fluorenylmethyloxykarbonyl

Fluorenylmethyloxykarbonyl jakozto chranici skupina pro aminokyseliny byl poprvé
publikovan v roce 1970 [24]. Tato skupina vyuziva $tépeni za bazickych podminek,
zatimco valnd vétSina vté dobé pouzivanych Stépicich metod, vyuzivala Stépeni
kyselinami rizné sily. Diky pouziti bazického $tépeni hlavni N-chranici skupiny pak
bylo mozné, vyvinout linkery a chrdnici skupiny pro vedlejsi peptidovou kostru tak, aby
byly Stépitelné slabsimi kyselinami a odpadla tak nutnost pouziti toxického

fluorovodiku jako tomu je u BOC strategie [25]. Jak uz bylo zminéno vySe, pro
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odstépeni z nosie se pouziva trifluoroctova kyselina a pro samotnou deprotekci

nejcastéji piperidin.

1.4.1 Syntéza fluorenylmethyloxykarbonylu

a chranéné aminokyseliny
Schéma reakce lze vidét na obr.1.3. Vychozi latka pro syntézu fluorenyl-
methyloxykarbonylu je 9-fluorenylmethanol [26]. Reakci s fosgenem pak vznika

fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid. Ten pak reakci saminoskupinou, naptiklad

aminokyseliny, poskytuje karbamat ptislusného aminu a fluorenylmethylu.

g
” ge

Obr. 1.3 Syntéza chranéné aminokyseliny



15

1.4.2 Produkty pti deprotekci FMOC skupiny piperidinem

Fluorenovy systétm FMOC skupiny odCerpava elektrony a zptsobuje tak velkou
kyselost osamoceného B-vodiku na Spicce péti¢lenného kruhu, ten je pak velice
nachylny k odstépeni slabou bazi [27]. Po odstépeni B-vodiku pak z FMOC skupiny
vznika dibenzofulven. Po této [-eliminaci je dibenzofulven atakovan aminem
z deprotek¢niho ¢inidla za vzniku pfislusného aduktu. FMOC skupina je velice rychle
odstépena primarnimi, a sekundarnimi (napf. piperidin, piperazin) aminy a pomalu
tercidlnimi. Tato reakce pak probiha rychleji v polarnim rozpoustédle
(dimethylformamid) na rozdil od nepolarniho (dichlormethan). Na obr.1.4 je
znazornéno schéma reakce za pouziti nadbytku piperidinu, kterému se tato prace vénuje.
Vznik piperidinového aduktu je v tomto pfipadé siln¢ upfednostiovan diky velkému

nadbytku piperidinu [28].
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Obr. 1.4 Schéma deprotekce FMOC skupiny nadbytkem piperidinu
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1.4.3 Stabilita deprotekéniho ¢inidla

Jak uz bylo popsano vysSe, nejbéznéji pouzivanym deprotekénim cinidlem je 20%
piperidin v dimethylformamidu. Pfi deprotekci se pak piperidin (sekundarni amin) aduje
na fluorenylovou kostru, coz je hlavni produkt deprotekce a také hlavni stanovovana
latka. Dimethylformamid se, ale v bazickém prostiedi rozpada za vzniku oxidu
uhelnatého a dimethylaminu [29]. V roztoku deprotekéniho ¢inidla tim vznika druhy
sekundarni amin, ktery se miize analogicky adovat na fluorenylovou kostru a tim

zkreslovat stanoveni.

1.5 Syntéza dibenzofulvenu

Pro vyvoj analytické metody pro stanoveni loadingu bylo tieba nejprve syntetizovat
St€pné produkty popsané v kap. 1.4.2. Syntéza dibenzofulveu vychazi z 9-fluorenyl-
methanolu (obr. 1.5). Ten podléha B-eliminaci v methanolickém roztoku vlivem
hydroxidu draselného [30]. Cisty dibezofulven je pak extrahovan do hexanu.

Dibenzofulven je velice nachylny na polymerizaci a to dokonce i v pevném stavu [31].

HO

KOH
R — e
methanol
Obr. 1.5 Syntéza dibenzofulvenu
1.6 Syntéza piperidin-fluorenylového aduktu

Jelikoz k syntéze piperidin-fluorenylového aduktu nebyla nalezena literatura, byl

vyvinut vlastni postup piipravy vychéazejici ze zndmého priibehu reakce pii deprotekci
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FMOC skupiny piperidinem, ktery je detailné popsan v experimentalni ¢asti. Jako cil
byla ur¢ena shoda UV spektra (obr. 1.6) nalezeného v literatuie [28].

Absorbance

0’0 L | L | L | L
270 280 290 300 310

VInova délka [nm]

Obr. 1.6 UV spektrum piperidin-fluorenylového aduktu o koncentraci 8,515 x 10 mol dm™ ve 20%

piperidinu v dimethylformamidu (ptevzato a upraveno podle [28]).

1.7 Analytické metody pro stanoveni loadingu

VétSina pouzivanych metod pro stanoveni loadingu vyuziva absorbance UV zafeni bud’
piperidinového aduktu, nebo dibenzofulvenu. Jakozto zakladni stanoveni loadingu,
které se objevuje v riznych variacich pfedev§im ve star$i a obecné literatuie [32, 33] je
metoda méfici absorbanci piperidinového aduktu pii 301 nm. Tato metoda byla roku
2017 popsana podrobné a zdokonalena. Je pii ni méfena absorbance UV zafeni
piperidinového aduktu pii charakteristickém piku 301 a 290 nm [28]. lhned po
deprotekci je vroztoku vyrazny nadbytek aduktu oproti dibenzofulvenu a jeho
pfitomnost je pro stanoveni zanedbatelna. Toto stanoveni také vyuzivé tato diplomova
prace jako nezavislou ovéfovaci metodu.

Dalsi hojné rozsitenou metodou je stanoveni, kdy se FMOC skupina deprotekuje

1,8-diazabicyklo[5.4.0]undek-7-enem, ktery jakozto tercialni amin netvoifi adukt
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s dibenzofulvenem a ten ziistava v roztoku zachovan [34]. M¢ti se pak UV absorbance
pti charakteristickém piku o vlnové délce 294 nm, nebo 304 nm. Deprotekci pomoci
1,8-diazabicyklo[5.4.0]undek-7-enu vyuzivaji i dal$i metody. Dvé metody vyuzivaji
kapalinové chromatografie a pouzivaji rizné interni standardy pro samotné stanoveni
dibenzofulvenu [35, 36]. Prvni zminéna metoda provadi stanoveni na koloné
Sphereclone ODS (2) C18 (150 x 4,6 mm; 5 um) od vyrobce Phenomenex. Mobilni faze
je 70% acetonitril ve vodé s 0,1% pridavkem trifluoroctové kyseliny. Jako vnitini
standard je zde anthracen a RSD metody je 8,1 %. Druha metoda v potadi probiha na
kolon¢ Zorbax Rapid Resolution SB-C8 (50 x 4,6 mm; 3,5 um). Gradientova eluce
stoupa od 15% acetonitrilu ve vod¢ s ptidavkem 0,1 % trifluoroctové kyseliny do 95%
acetonitrilu. Vnitini standard je zde nitrobenzoova kyselina. Tteti separatni metoda
vyuziva plynovou chromatografii [37]. Opét vyuziva interniho standardu anthracenu a
je provadéna na fenylmethylsilikonové kapilarni koloné.

Pongkud stranou od téchto pfistupti pak stoji metoda vyuzivajici stanoveni nuklearni
magnetickou rezonanci pomoci interniho standardu, methylantranilatu [38]. Jeji
vyhodou je, Ze neni naro¢nd na zménu standardné€ pouzivaného piperidinu a je mozné
provést stanoveni z odpadu syntézy. U piedchozich metod je nutné vzdy ¢ast polymeru
odebrat a analyzu provést separatné na odebraném vzorku. Navic se jako jedina
ze vSech znamych metod zaméfuje na oba produkty piperidinové deprotekce. Stanovuje
jak dibenzofulven, tak piperidinovy adukt, pomoci integrace pikd V jejich

charakteristickych posunech.
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité chemikalie

Veskeré pouzité chemikdlie byly analytické Cistoty (pokud neni uvedeno jinak):
9-fluorenylmethanol 98% (Combi-Blocks, USA), hydroxid draselny (Lachner),
methanol (Brenntag), hexan pro HPLC (Lachner), deuterovany chloroform 99,8%
(Armar), tetrahydrofuran pro HPLC (Lachner), aminomethyl resin (Hencheng, Cina),
FMOC-Gly-OH (Novabiochem) diisopropylkarbodiimid (Massivechem, Cina),
ethyl(hydroxyimino)kyanoacetat (Massivechem, Cina), dimethylformamid (Brenntag),
dichlormethan (Brenntag), piperidin (Sigma Aldrich), TLC silika gel desky (Merck),
cyklohexan (Brenntag), ethylacetat (Brenntag), silikagel (Merck),
N,N-diisopropylethylamin (Sigma Aldrich), fosgen (Fluka), acetonitril pro HPLC
(Fisher), trifluoroctova kyselina pro HPLC (Alfa Aesar), dimethylamin 40% vodny
roztok (Merck), bifenyl (Sigma-Aldrich).

2.2 Syntéza dibenzofulvenu a piiprava zasobnich roztoku

Dibenzofulven byl syntetizovan dle navodu v literatufe [30], vychozi latkou byl
9-fluorenylmethanol. Pro reakci byl odvazen asi 1 gram fluorenylmethanolu, pfenesen
do 100ml varné baiiky a rozpustén v 50 ml metanolu. Do tohoto roztoku bylo ptidano
asi pal gramu hydroxidu draselného a reak¢éni smés byla ponechana reagovat po dobu
dvou tydntli za stdlého michani z ditvodu Gplného zreagovani fluorenylmethanolu. Bylo
totiz pozorovano, ze i fluorenylmethanol je schopen v nezanedbatelné mite piechazet do
hexanu. Dva tydny byly stanoveny pozorovanim reakéni smési pomoci TLC, byla brana
Vpotaz i Casovd rezerva. Reakce byla sledovana pomoci TLC s mobilni fazi
cyklohexan:ethylacetat v poméru 9:1. Reakéni smés se poté nechala zfiltrovat pies

filtra¢ni papir a dibenzofulven byl z reakéni smési extrahovan v délicce, dvakrat do
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40 ml hexanu. Kvuli snadné polymerizaci dibezofulvenu, jak v kapalném, tak pevném
stavu, bylo s dibenzofulvenem pracovano v hexanovém extraktu. Ziskani krystalt
dibenzofulvenu a nasledné rozpusténi definovaného mnozstvi se ukazalo jako nemozné,
nebot’ krystalky dibenzofulvenu se nikdy dokonale nerozpustily. Bylo obtizné ziskat
I NMR spektrum. Pfesna koncentrace roztoku pro piipravu standardu byla ziskana
odpafenim 25 ml extraktu piesné¢, na vakuové odparce ve vytarované baiice,
snaslednym dosusenim pod vakuem a zvazenim pevného zbytku, nazloutlych
krystalkli. Pro identifikaci bylo naméfeno vodikové NMR spektrum v deuterovaném
chloroformu na pfistroji Bruker Avance 300 o sile magnetu 300 MHz. Bylo naméfeno
také UV spektrum vrozsahu 200-400 nm na UV-VIS spektrofotometru Hewlett
Packard — 8453.

Syntéza dibenzofulvenu byla provedena dvakrat a byly pfipraveny dva zasobni
roztoky o koncentraci 10 x 10° moldm™>. Prvni syntéza poskytla 0,1722 g
dibenzofulvenu v 25 ml hexanového extraktu. Koncentrace dibenzofulvenu byla tedy
38,64 x 10~° mol dm™3. Zasobni roztok byl piipraven odpipetovanim 2,6 ml extraktu do
10ml odmérné banky, ktera byla po rysku doplnéna tetrahydrofuranem. Druhé syntéza
poskytla 0,1906 g dibenzofulvenu v25 ml a koncentrace extraktu byla tedy
42,78 x 10® moldm™>. Do druhé 10ml odmérné baiiky pak bylo pipetovano 2,4 ml
extraktu a doplnéno tetrahydrofuranem po rysku. Vznikly tak dva zasobni roztoky,
prvni o  koncentraci 10,05 x 10 ®moldm™> a druhy o  koncentraci
10,27 x 10" mol dm 3. Rozpoustédlo tetrahydrofuran bylo vybrano kvili misitelnosti

s hexanem a zaroven vodnou fazi chromatografického systému.

2.2 Syntéza piperidin-fluorenylového aduktu a pFriprava zasobnich roztoku

Pro syntézu aduktu byl, jakoZto nerozpustny nosic, pouZit zesitovany polystyren s 1 %
divinylbenzenu s aminomethyl linkerem o koncentraci 1,5 mmol vazebnych mist na
gram. Byly odvazeny 4 gramy tohoto nosi¢e a ptevedeny do 100ml reaktoru pro syntézu
na pevné fazi. Polymerni nosi¢ se nechal bobtnat na tiepacce po dobu 20 minut
v 50 ml dichlormethanu, ktery byl poté odsan. Byl piipraven roztok couplingového
¢inidla v molarnim poméru 1:3 proti vazebnym mistam. 5,42 g FMOC-Gly-OH, 2,61 g
ethyl(hydroxyimino)kyanoacetatu a 2,8 ml diisopropylkarbodiimidu bylo smichano
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v 60 ml dimethylformamidu a michano po dobu 10 minut. Tato smés byla poté
smichana v reaktoru s nabobtnalym polymerem a 1 hodinu se tfepala. Poté byl polymer
dvakrat promyt dimethylformamidem a dvakrat dichlormethanem. Byl proveden
Kaiseriiv test pro potvrzeni uplné konverze. K malému vzorku polymeru byly
nadavkovany zhruba 3 kapky vSech tii reagencii a vzorek byl porovnan s pozitivnim
testem.

Po vysuSeni bylo navazeno 1,3 gramy polymeru, ten se nechal 10 minut bobtnat
v 25 ml dichlormethanu, ktery byl nasledné odsan. Tento FMOC glycinovy polymerni
nosi¢ byl poté deprotekovan po dobu tficeti minut v 30 ml dichlormethanu s piidavkem
2 ml piperidinu, coz odpovida deseti molarnim ekvivalentim oproti FMOC skuping.
Odsata smés pak byla odpafena na vakuové odparce, pficemz odpafeni piperidinu
nebylo kompletni a smes byla znovu rozpusténa v dichlormethanu. Druhé odpaieni uz
odstranilo veskeré, okem pozorovatelné¢, mnoZstvi piperidinu. Zbytky piperidinu pak
byly vymyty vodou na frité a bilé kiidovité krystaly pak byly dosuseny pod vakuem.
Pro identifikaci bylo naméteno vodikové NMR spektrum v deuterovaném chloroformu
na pfistroji Bruker Avance 300 o sile magnetu 300 MHz. Bylo naméteno také UV
spektrum v rozsahu 200-400nm na UV-VIS spektrofotometru Hewlett Packard — 8453.

Z takto syntetizovaného aduktu byly poté piipraveny dva zasobni roztoky
o koncentraci 10 x 102 mol dm 3. Bylo navazeno 13,22 a 13,02 mg aduktu a prevedeno
do 5ml odmérné barky. Banky byly dopInény tetrahydrofuranem po rysku. Vznikly tak
dva zéasobni roztoky, prvni o koncentraci 10,04 x 10°moldm3a druhy o koncentraci a
9,89 x 10"° mol dm®.

Bylo zkouSeno vice postupli pro izolaci Cistého aduktu. Bézné déleni pomoci
chromatografického sloupce naplnéného silikagelem s mobilni fazi ethylacetat:cyklo-
hexan. Dale postup, kdy byl piperidin vychytan isokyanatovym scavengerem,
chycenym na polymernim nosici.

Ten byl pfipraven z 2 grami pevné faze, ktera se nechala 20 minut bobtnat v 50 ml
dichlormethanu s naslednym odsatim. Kpevné fazi pak bylo pfilito 50 ml
dichlormethanu a 4,2 ml N,N-diisopropylethylamin (8 molarnich ekvivalentd) a
nasledné bylo ptidano 4,7 ml fosgenu (3 molarni ekvivalenty). Tato smés se nechala
michat dvé hodiny. Ptes takto pfipraveny polymer se poté nechala zfiltrovat smés po

deprotekci. Dal§im vyzkousenym postupem byly preparativni TLC desky.
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24 Vyvoj metody pro stanoveni loadingu aminokyselin

pri syntéze peptidii na pevné fazi

Vzhledem Kk nutnosti stanoveni dvou latek byla vybrana separacni metoda HPLC.
Detekce pomoci UV detektoru byla vybrana vzhledem k strukturni povaze obou latek.
Pro vyhodnocovani byla zvolena metoda interniho standardu, ktera nevyzaduje
pouzivani standardu nestalého dibenzofulvenu. Jako interni standard byl zvolen bifenyl.

Pro vyvoj metody byl pfipraven zasobni roztok vSech tii sloZzek o koncentracich
jednotlivych slozek zhruba 1 mM. Bifenyl a adukt byly rozpoustény v tetrahydrofuranu
z divodu kompatibility s hexanovym extraktem dibenzofulvenu a vodnou fazi
separac¢niho systému.

Pro d¢leni téchto tifi latek byla vyvinuta desetiminutovd metoda s linedrni
gradientovou eluci od 0 do 7 minuty, od 5 do 95 % acetonitrilu s mobilnimi fazemi voda
(0,1 % trifluoroctova kyselina) a acetonitril (0,1 % trifluoroctova kyselina) o pratoku
1,1 ml min* a s teplotou 30 °C. Procento acetonitrilu stoupa od nulté minuty po sedmou
linedrné, do osmé minuty pak ziistava na 95 % a poté linearné klesne zpét na 5 %
béhem piil minuty. Na péti procentech se pak drzi do konce analyzy. Schéma gradientu
muzeme Vidét na obr. 2.1. Jako stacionarni faze byla pouzita kolona znacky
Phenomenex LUNA C18 o délce 75 mm, Sifce 4,6 mm a velikosti ¢astic 3 mikrometry.
Detekce probihala ve dvou vlnovych délkach kvili rozdilnym UV  spektrim
stanovovanych latek. V oblasti eluce bifenylu se méfi absorbance pii 248 nm, coz je
jeho charakteristické maximum. Ve zbytku chromatogramu pak pti 266 nm. Pfi této
vlnové délce ma maximalni absorbanci piperidin-fluorenylovy adukt, a protoze vznika
pti deprotekci v nadbytku, byla tato vinova délka vybrana kvili maximalni citlivosti
metody. Dibenzofulven ma pii 266 nm v podstaté konstantni absorbanci v rozsahu asi
+2 nm. Déavkovaci objem pro tyto vzorky standardi byl 5 pl.

Touto metodou byly poté analyzovany jednotlivé slozky samostatné, pro urceni
retencnich Casti. RovnéZ o koncentraci asi | mM a davkovacim objemem 5 pl.

U vyvinuté metody bylo vypocitano RSD systému a to z deseti ploch pikl bifenylu

Z jednoho vzorku, davkovaného desetkrat o davkovacim objemu 5 pl a 10 pl. Pro
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davkovaci objem 5 ul bylo navazeno 7,58 mg bifenylu a rozpusténo v tetrahydrofuranu
vV 5ml odmérné banice. 0,5 ml tohoto roztoku pak bylo prevedeno do 5ml odmérné
baniky a doplnéno tetrahydrofuranem po rysku. Pro davkovaci objem 10 pl bylo
navazeno 8,04 mg bifenylu a rozpusténo v acetonitrilu v 5ml odmérné bance. 0,5 ml
tohoto roztoku pak bylo pfevedeno do 10ml odmérné banky a doplnéno
tetrahydrofuranem po rysku. Razné davkovaci objemy a rozpoustédla byla zvolena
Vv zavislosti na vzorcich pro ziskdni korek¢nich faktorti a na vzorcich pro stanoveni
autentickych vzorkd.

Pro samotné stanoveni mnozstvi deprotekovan¢ FMOC skupiny pak byla sestavena
rovnice vychdzejici ze dvou rovnic pro stanoveni pomoci interniho standardu praveé
kvili stanovovani dvou latek vedle sebe. K této rovnici musely byt zjiStény korekéni

faktory.

100 — T T 1

Procenta acetonitrilu [%]

t [min]

Obr. 2.1 Schéma gradientu pouzitého pii HPLC separaci produkti deprotekce pro stanoveni loadingu
aminokyselin pfi syntéze peptidi na pevné fazi. Mobilni faze acetonitril:voda (vzdy s pfidavkem 0,1 %
trifluoroctové kyseliny).

2.5 Urceni korekénich faktoru

Pro ziskani hodnoty korek¢nich faktord byly analyzovany zndmé koncentrace interniho
standardu, vzdy se znamou koncentraci jedné ze stanovovanych latek. U obou latek

byly provedeny ¢tyii analyzy a to o dvou rtiznych koncentracich, ze dvou paralelné
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pripravenych standardnich roztokii. Zasobni roztoky bifenylu byly pfipraveny
odvazenim 77,52 a 15,64 mg bifenylu do 50ml a 10ml odmérné banky a doplnény po
rysku tetrahydrofuranem ¢imz vznikly dva zasobni roztoky, prvni o koncentraci
10,05 x 10 moldm™® a druhy o koncentraci 10,14 x 102 moldm>. Z kazdého
zasobniho roztoku byly pfipraveny smési, vzdy standardu a jedné ze stanovovanych
latek, 0 koncentraci 0,5 x 10 moldm™ a1 x 10~ mol dm >,

Pro ptipravu prvni dvojice aduktu s bifenylem bylo pipetovano vzdy 0,5 ml prvniho
zasobniho roztoku obou latek do S5ml a 10ml odmérné bariky, ty byly poté doplnény po
rysku tetrahydrofuranem. Stejné bylo postupovano pii piipravé dvojice dibenzofulven a
bifenyl. Stejny postup byl opakovan pii ptipravé druhych dvojic, z druhych z4sobnich
roztoki.

Takto ptfipravené¢ smesi byly analyzovany s ddvkovacim objemem 5 pl a zjisténé
plochy pikd byly dosazeny do upravené rovnice pro vypocet za pouziti interniho
standardu [39]

Cop

A

= Fy (2.1)

A
CI

st

kde Ay plocha piku analyzované latky, cx je koncentrace analyzované latky, Fg je
korekéni faktor interniho standardu, As je plocha piku standardu a Cg je koncentrace
standardu. Ztéto podoby rovnice pak byly zjistény korekéni faktory pro obé

stanovované latky, dibenzofulven a piperidinovy adukt.

2.6 Priprava autentickych vzorki a jejich analyza
2.6.1 Analyzované polymerni nosice

Pro ovéfeni metody byly analyzovany Cctyii polymerni nosie obsahujici FMOC

skupinu, o riznych hodnotach loadingu.

= RINK AMIDE AM:-II, udany loading 0,36 mmol g ', vyrobce Matrix, &islo Sarze:
14J29-600-1310

= FMOC-ILE-WANG, udany loading 0,32 mmol g_l, vyrobce Merck, Cislo Sarze:
S6931111433
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» FMOC-GLY-WANG, udany loading 0,32 mmol g%, vyrobce Merck, &islo Sarze:
S7090710541

= FMOC-PAL AM, udany loading 0,64 mmol g_l, vyrobce Merck, cislo Sarze:
S7373133710

2.6.2 Piiprava vzorku obecn¢

Tento postup byl vyvinut pro univerzalni pouziti pfi stanovovani hodnoty loadingu.
Nosice byly navazeny do reaktor, nebo do injekénich stiikacek opatienych fritou podle
mnozstvi analytu. Polymer byl poté bobtnan v nadbyte¢ném mnozstvi dichlormethanu
po dobu 15 minut a dichlormethan byl odsat. K nabobtnalému nosici byly poté pfidany
postupné &tyii roztoky v mnozstvi zhruba 20 ml g~ jejichZ odpad se shromazdoval do
baniky. Prvni a druhy roztok byl 20% piperidin v dimethylformamidu, a polymer byl
s nimi tiepan po dobu 10 minut. Tieti a ¢tvrty byl dimethylformamid a tfepan byl po
dobu 1 minuty a 10 minut.

Do tohoto spole¢ného odpadu byl poté piidan bifenyl, a to diferenénim vazenim, tak,
aby koncentrace bifenylu v celkovém objemu odpadu byla zhruba pod koncentraci

3 x 10" mol dm 2. Velice zjednodusené se da pouzit nasledujici rovnice:

mgp [mg] = 100- Ny [Mmol] (2.2)

kde mgr je hmotnost piidavku standardu bifenylu a ngwoc je predpokladané molarni
mnozstvi FMOC skupiny v odpadu syntézy. Vysledné fedéni vzorku pro nadavkovani
do chromatografického systému, o davkovacim objemu 10 ul, je na koncentraci celkové

FMOC skupiny ve vzorku asi 0,4x 1072 mol dm>. Vzorky se fedi acetonitrilem.

2.6.3 Analyza vzorkul

Glycinovy, Isoleucinovy a Rink amidovy nosi¢ byly analyzovéany v tripletu, pficemz
prvni dva vzorky mély pfibliznou hmotnost 0,1 g a tfeti 1 g. Pro zjisténi RSD vyvijené
metody bylo pfipraveno celkem 9 vzorki PAL nosice. Osm o ptiblizné hmotnosti 0,1 g

a posledni o hmotnosti 1 g, U kterého byl nastiikovy objem kromé 10 pl také 5 pl. Pro
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zjisténi stability ptipraveného vzorku, bylo po tydnu stani v karuselu chromatografu, ve
tmé pfi laboratorni teploté, opét analyzovano osm 0,1g vzorkti PAL nosice. Vzorky byly
pfipravovany dle navodu vySe a zpracovany vyvinutou rovnici 3.7. U gramovych
vzorkl bylo fedéno pétkrat acetonitrilem a davkovaci objem 5 pl. U PAL nosice bylo
fedéno pétkrat a desetkrat. Vzorky navazky 0,1 g byly fedény desetkrat, PAL resin

dvacetkrat, a davkovaci objem 10 plL

2.6.4 Pozorovani rozpadu dimethylformamidu

Roztok 20% piperidinu v dimethylformamidu byl pfipraven do uzaviratelné sklenéné
nadoby. Roztok se nechal stat za laboratorni teploty, za piistupu svétla po dobu 42 dni a
prubézné, z néj byly odebirany vzorky, kterymi byl deprotekovan a analyzovéan
polymerni nosi¢, dle navodu vySe. Byl pozorovan nariist nového nezndmého piku a jeho
hmota byla urena na pfistroji UPLS-MS Waters ACQUITY s kvadrupdlem Waters
Micromass ZQ. Z analyzy PAL nosice byl ur¢en retencni ¢as nového piku. Byl sledovan
nartst piku v Case, pies poméry ploch pikt, vaéi piperidin-fluorenylovému aduktu. Byla
uréena chyba stanoveni, pokud se plochy pikti obou aduktii sectou a v rovnici budou
vystupovat jako piperidin-fluorenylovy adukt. Analyzovan byl PAL nosi¢ a to pétkrat,
piipravenou smési piperidin:dimethylamin v poméru 15%:5% v dimethylformamidu.

Pét analyz bylo také provedeno odstatym deprotekénim ¢inidlem

2.7 Srovnavaci metoda

Jako srovnavaci metoda byla pouzita metoda od Eisslera a kol. [28]. Do 10ml odmérné
banky bylo navazeno 10-20 mg analyzované¢ho nosice. Baiika byla po rysku dopInéna
20% roztokem piperidinu v dimethylformadmidu. Po 30ti minutach byl pipetovan 1 ml
roztoku do 10ml odmérné barnky a opét doplnén po rysku 20% roztokem piperidinu
v dimethylformadmidu. Takto pfipraveny roztok se prométil na spektrofotometru
Hewlett Packard—8453 proti slepému pokusu, kterym byl 20% piperidin
v dimethylformadmidu. Odecitala se absorbance v piku pii 301 nm. Absorbance a

hmotnost analyzovaného polymeru byly dosazeny do nasledujiciho vzorce.
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. L. 10%- Ay,
loading [mmol-g~] = 8021 - m[mg] (2.3)

Znacka m vyjadifuje hmotnost polymerniho nosice a Agp; odectenou absorbanci.
Srovnavaci metodou byly analyzovany stejné nosice jako metodou vyvijenou. Analyzou

PAL nosice bylo vypocitano RSD metody.

2.8 Statistické zpracovani namérenych dat

Naméfena data byla zpracovana béznymi statistickymi postupy [39]. Vysledna data byla
vyjadiena jako prumér s intervalem spolehlivosti a relativni smérodatnou odchylkou.

Tvorba grafi byla provadéna prostfednictvim programu OriginPro 6.0 (Microcal
Software, USA). Vypocty byly provadény v programu Microsoft Excel 2010 (Microsoft
Corporation, USA).
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Syntéza dibenzofulvenu

Dibenzofulven byl dle literatury GspéSné syntetizovan. Bylo naméteno vodikové NMR

spektrum (obr. 3.1) a UV spektrum v rozsahu 240 az 340 nm (obr. 3.2)

8.3. 207 18:11:.07
Z104275_0355(PA BBO 30051BBF-H-D-05 2
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Obr. 3.1 Vodikové NMR spektrum syntetizovaného dibenzofulvenu v deuterovaném chloroformu
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Obr. 3.2 UV spektrum syntetizovaného dibenzofulvenu v intervalu od 240 do 340 nm o koncentraci

1,6 x 107°> mol dm™> v rozpoustédle tetrahydrofuran, v kiemenné kyveté o délce 1 cm.

Podle literatury [31] je polymerizace dibenzofulvenu v pevném stavu zpusobena
pritomnym kyslikem, proto byla testovdana syntéza dibenzofulvenu Vv degasovanych
rozpoustédlech pod inertni dusikatou atmosférou. Vysledky vsak byly fadové horsi nez
standardni syntéza bez pouziti inerti. Reakcni smés se skutecné siln¢ zakalila uz po par
dnech vlivem vypadavajiciho polymeru a nebylo s ni mozné pracovat. Naproti tomu
Vv nedegasovanych rozpoustédlech polymer také lehce vypadaval, ale béznou filtraci

bylo mozné ho z roztoku oddélit a s roztokem dal pracovat.
3.2 Syntéza piperidin-fluorenylového aduktu
Piperidinfluorenylovy adukt byl uspéSné syntetizovdn a vyciStén vyvinutou metodou.

Bylo naméfeno vodikové NMR spektrum (3.3) a UV spektrum (3.4) v intervalu od 240
do 340 nm.
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Obr. 3.3 Vodikové NMR spektrum syntetizovaného piperidin-fluorenylového aduktu v deuterovaném

chloroformu

0,7 1

0,6

0,5

04

0,3 1

Absorbance

0,2 1

0,1

0.0 — T - 1 - T - T - 1 T " 1T T 1T T T
240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340

VInova délka [nm]

Obr. 3.4 UV spektrum syntetizovaného piperidin-fluorenylového aduktu v intervalu od 240 do 340 nm

o koncentraci 4,0 x 10"° mol dm 3 v rozpoust&dle tetrahydrofuran v kiemenné kyvet& o délce 1 cm
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Ostatni pokusy o izolaci Cistého aduktu byly netispésné. Pti déleni na chromato-
grafické kolon¢ kvuli piperidinu. Velky nadbytek piperidinu (bazické prostiedi) ziejmé
brani separaci, coz prokazal 1 pokus s TLC. Adukt se objevoval spolecné
s dibenzofulvenu v n¢kolika frakcich a v podstaté ve stejném mnozstvi. Pii bézné TLC
dochazelo k bezproblémové separaci, ale pokud byla TLC deska nasycena parami
amoniaku, k separaci v podstaté nedoslo.

Postup s isokyanatovym nosi¢em se také ukazal jako neucinny, protoze by tohoto
nosi¢e bylo potieba obrovské mnozstvi na vychytani piperidinu, kterého je potfeba
velky nadbytek. Nadbytek piperidinu je nutné pouzit, protoze bylo pozorovéno, Ze pti
pouziti pouze jednoho molarniho ekvivalentu vznika ¢isty dibenzofulven.

Stejné net€innd byla 1 preparativni TLC, kterd méla velice maly vytézek. Pii této
metod¢ byl, ale poprvé izolovan ¢isty adukt a odpadly obavy o mozné nestabilité¢ aduktu

v roztoku a jeho okamzitém rozpadu na dibenzofulven.

3.3 Vyvoj metody pro stanoveni loadingu aminokyselin

pri syntéze peptidi na pevné fazi

Vyvinutd metoda dobie separovala smésny vzorek standardii o ptiblizné koncentraci

1 x 10 mol dm3, v rozpousté&dle tetrahydrofuran (obr. 3.5).
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Obr. 3.5 HPLC-UV chromatogram smésného vzorku standardii 0 piiblizné koncentraci 1 x 10°° mol dm™
na koloné¢ LUNA C18 (75x4,6 mm, 3 um) v mobilni fazi acetonitril:voda-0,1% trifluoroctova kyselina

s gradientovou eluci, pritok mobilni fize 1,1 ml min™, detekce pii 266 a 248 nm, nastiik vzorku 5 pl.

Nasledné byly proméfeny standardy latek samostatné pro identifikaci a urceni
reten¢nich Casti. Retenéni Cas pro bifenyl je 7,3 minuty (obr. 3.6), pro dibenzofulven

7,7 minuty (obr. 3.7) a pro fluorenyl-piperidinovy adukt 4,8 minut (obr. 3.8).
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Obr. 3.6 HPLC-UV chromatogram standardu bifenylu o pfiblizné koncentraci 1 x 10°° mol dm™ na
kolon¢ LUNA C18 (75%4,6 mm, 3 um) v mobilni fazi acetonitril:voda-0,1% trifluoroctova kyselina

s gradientovou eluci, pritok mobilni faze 1,1 ml min™, detekce pii 266 a 248 nm, nastiik vzorku 5 pl.
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Obr. 3.7 HPLC-UV chromatogram standardu dibenzofulvenu o ptiblizné koncentraci 1 x 10~ mol dm3
na koloné LUNA C18 (75x4,6 mm, 3 um) v mobilni fazi acetonitril:voda-0,1% trifluoroctova kyselina

s gradientovou eluci, pritok mobilni faze 1,1 ml min ™, detekce pii 266 a 248 nm, nésttik vzorku 5 pl.
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Obr. 3.8 HPLC-UV chromatogram standardu fluorenyl-piperidinového aduktu 0 pfiblizné koncentraci
1x 107 mol dm™® na koloné LUNA C18 (75x4,6 mm, 3 pm) v mobilni fizi acetonitril:voda-0,1%
trifluoroctova kyselina s gradientovou eluci, priitok mobilni faze 1,1 ml min™, detekce pii 266 a 248 nm,

nastiik vzorku 5 pl.

U standardnich vzorkd a u vzorkl pro zjisténi korek¢nich faktort bylo pouzito
rozpoustédlo tetrahydrofuran kviili misitelnosti s hexanovym extraktem dibenzofulvenu.
Dévkovaci objem 5 pl byl pouzit proto, ze pti vysSich davkovacich objemech bylo
pozorovano déleni piku aduktu.

U stanoveni autentickych vzorkti pak byl pouzit acetonitril z ekonomickych a
ekologickych divodi. Davkovaci objem byl zvednut na 10 pl, v tomto rozpoustédle jiz
nedochazelo k déleni piku aduktu a pro tento HPLC systém je 10 pl vhodnéjsi nastiik
jak dokazuje nasledujici tabulka 3.1.
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Tab. 3.1 Plochy piku [V s] pii opakovanych méfenich standardu bifenylu na koloné LUNA C18 (75%4,6
mm, 3 um) v mobilni fazi acetonitril:voda-0,1% trifluoroctova kyselina s gradientovou eluci, pratok

mobilni fize 1,1 ml min, stanovené RSD pro dva riizné davkovaci objemy a rozpoustédla.

méfeni davkovaci objem a pouzité rozpoustédlo
5 ul, tetrahydrofuran 10 pl, acetonitril
1 4113245 4453079
2 4125452 4372910
3 3915156 4454332
4 3910805 4453189
5 4141153 4462690
6 4163391 4466318
7 4168647 4470535
8 4188975 4463528
9 4168231 4466310
10 4201581 4454492
RSD [%] 2,61 0,64
3.4 Sestaveni rovnice pro stanoveni mnozstvi

deprotektované FMOC skupiny

Rovnice pro stanoveni mnozstvi deprotekované FMOC skupiny byla sestavena ze dvou

slouc¢enych rovnic pro vypocet za pouziti interniho standardu

X
= _Fp .=t 3.1
== F, (3.1)

kde A« plocha piku analyzované latky, cx je koncentrace analyzované latky, Fg je
korek¢ni faktor standardu, Ag je plocha piku standardu a cs je koncentrace standardu.

Po zjednoduseni a dosazeni pak rovnice vypada takto.

. Asp jpBF . Csr 3.2
CAD ,-".D.E'F - A F ( * )
EF AD {DEF
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Dolni index AD znaci fluorenyl-piperidinovy adukt, DBF znaci dibenzofulven a BF
pouzivany interni standard bifenyl. Ob¢é rovnice se vztahuji k jednomu internimu

standardu, a tak je Ize matematicky sloucit a nasledné zjednodusit.

Asp Cgr , Apsr  Car
Can + € = - + - 3.3
4p DEE Agr Fip Agr  Frgr ( )
¢gr Aap | Apsr
c _|_ e = . _|_ 34
AD DEF A, ( F.r anpj (3.4)

Pokud pak pridame bifenyl pifimo do analyzovaného odpadu syntézy, jako prvni ze

vsech operaci, miizeme rovnici zjednodusit vyménou koncentraci za molarni mnozstvi.

Ngr Aap | Apsr
fap + 1 = ' + 3.5
S W (49

Tato suma molarnich mnozstvi aduktu a dibenzofulvenu poskytuje tdaj o mnozstvi

deprotekované FMOC skupiny.

¢gr Aap | Apsr
Meymoc = ' + (3.6)
rwoc =3 G TR

Tento vysledek pak mitize byt vztazen na zndmou vychozi hmotnost polymerniho

nosice, z ¢ehoz ziskame hodnotu loadingu.
3.5 Korekéni faktory
Namétené hodnoty byly zpracovany podle rovnice 2.1 a z priméru byl stanoven

korekéni faktor. Vysledky analyz pro adukt jsou uvedeny v tabulce 3.2 a pro

dibenzofulven v tabulce 3.3.



Tab. 3.2 Vysledky stanoveni pro ziskani korekéniho faktoru pro fluorenyl-piperidinovy adukt

Pouzité
Koncentrace Plocha piku  Zjistény  Primeér
zasobni  Standard 73 3
[10° mol dm ] [wV s] faktor  faktort
roztoky
adukt 0,5020 2194844 108
Prvni bifenyl 0,5025 2027797 ’
sada adukt 1,0040 4382018 106
bifenyl 1,0050 4194195 ’ Lo7
adukt 0,4945 2286959 Lo ’
Druha bifenyl 0,5070 2247351 ’
sada adukt 0,9890 4582263 111
bifenyl 1,0140 4235429 ’
Tab. 3.3 Vysledky stanoveni pro ziskani korekéniho faktoru pro dibenzofulven
Pouzité
Koncentrace Plocha piku  Zjistény  Prumér
zasobni Standard 73 73
[10™° mol dm ] [wV s] faktor faktort
roztoky
dibenzofulven 0,5025 1257366 059
Prvni bifenyl 0,5025 2144775 ’
sada dibenzofulven 1,0050 2393829 057
bifenyl 1,0050 4168660 ’ 056
dibenzofulven 0,5135 1448011 0.60 ’
Druhé bifenyl 0,5070 2383406 '
sada dibenzofulven 1,0270 2805752 061
bifenyl 1,0140 4531872 '
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Vysledna rovnice pro stanoveni loadingu aminokyselin pfi syntéze peptidii na pevné

fazi se zapoctenim znamych korekénich faktort tedy vypada takto.

cer _Aap  Apar

Nemoc )
”d
Agr L

07 * 0.59
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3.6 Analyza polymernich nosic¢i

Analyzovany byly celkem ¢tyii polymerni nosic¢e s navazanou FMOC skupinou. Realny
chromatogram deprotekovaného PAL nosi¢e, fedéného dvacetkrat acetonitrilem
s pfidavkem interniho standardu, mizeme vidét na obr. 3.9. Vysledky pro deset
stanoveni PAL nosi¢e jsou uvedeny v tabulce 3.4. Primérna hodnota loadingu byla

stanovena na 0,645 mmol g * s intervalem spolehlivosti 0,008 a RSD 1,52 %.

1.00
Piperidin-fluorenylovy adukt
0.90
0.80

0.70
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Obr. 3.9 HPLC-UV chromatogram vzorku PAL resinu o zjisténém loadingu 0,65 mmol g * na koloné
LUNA C18 (75%x4,6 mm, 3 pum) v mobilni fazi acetonitril:voda-0,1% trifluoroctova kyselina

s gradientovou eluci, pritok mobilni faze 1,1 mlmin%, detekce p¥i 266 a 248 nm, nastiik vzorku 10 pl.

(R
10.0C
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Tab. 3.4 Vysledky deseti stanoveni PAL nosice, u kterého bylo vypocitano RSD vyvijené metody.

Moléarni
Navazka Plocha piku [uV's] mnoZstvi
Navazka . Loading
Stanoveni  standardu . FMOC skupiny o
nosice [mmol g 7]
[mg] standard  adukt dibenzofulven Ve vzorku
[mmol]
1 64,30 0,98111 2444677 3353344 303156 0,6222 0,634
2 64,30 0,98111 4848433 6584952 622951 0,6201 0,632
3 5,45 0,09313 1563719 2672264 143411 0,0619 0,665
4 5,66 0,10858 1684652 3196197 144808 0,0704 0,649
5 8,03 0,11704 2553134 3699013 183259 0,0768 0,657
6 5,30 0,09669 1547702 2715954 165254 0,0626 0,647
7 6,46 0,11249 2102132 3489335 219548 0,0724 0,644
8 9,84 0,09915 2887660 2752563 181017 0,0636 0,642
9 7,68 0,10823 2525934 3347899 237821 0,0696 0,643
10 7,50 0,10470 2399286 3136090 225939 0,0672 0,642

Na vzorcich 3-10 pak byla testovdna casova stalost porovnanim zjisténého

molarniho mnozstvi FMOC skupiny ve vzorku. Vzorky staly 6 dni v Kkaruselu

chromatogramu pii laboratorni teploté, bez ptistupu svétla. Vysledky se liSily v priméru

pouze 0 0,28% vzhledem k puvodnim vysledkim. Vysledky jsou znazornény v tabulce

3.5.



Tab. 3.5 Vysledky porovnani osmi stabilitnich vzorku.

Molarni mnozstvi Molarni mnozstvi

FMOC skupinyve ~ FMOC skupiny ve
Stanoveni ) odchylka obou
vzorku ihned po vzorku po 6 dnech

Procentualni

stanoveni [%]

deprotekci [mmol] [mmol]
3 0,0619 0,0619 -0,03
4 0,0704 0,0706 0,19
5 0,0768 0,0771 0,39
6 0,0626 0,0628 0,32
7 0,0724 0,0724 0,06
8 0,0636 0,0637 0,18
9 0,0696 0,0700 0,59
10 0,0672 0,0676 0,57
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Zbylé tti polymerni nosice byly analyzovany v tripletech. Hodnoty, které mizeme

vidét v tabulce 3.6, se velice dobie shodovaly i v ptipadé riznych navazek polymeru.

Tab. 3.6 Vysledky pro zbylé tii nosice

Stanoveni Prumér
Polymerni . Interval RSD
loadingu . .
nosice 1 2 3 . spolehlivosti [%]
[mmol g 7]

RINK amid 0,341 0,341 0,347 0,343 0,008 1,03
GLY WANG 0,321 0,319 0,323 0,321 0,005 0,60
ILE WANG 0,310 0,308 0,310 0,309 0,003 0,39
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3.6.1 Pozorovani rozpadu dimethylformamidu

Domnénka o analogickém vzniku aduktu byla potvrzena ptes uréeni hmoty neznamého

piku, ktera odpovidala dimethylamin-fluorenylovému aduktu (obr. 3.10).

/
N\

Obr. 3.10. Pfedpokladana struktura dimethylamin-fluorenylového aduktu

Narust piku dimethylamin aduktu se ukazal jako nijak velky, nicméné byl pozorovan.
Retenc¢ni Cas byl stanoven na 4,1 minutu. U pfipraveného deprotekcniho ¢inidla s 5%
obsahem dimethylaminu a 15% piperidinu mdzeme V tabulce 3.7 pozorovat pomér
ploch pikii obou aduktt. Tyto plochy jsou k sobé v poméru zhruba 1:7, zatimco aminy
jsou v poméru 1:3. To muze ukazovat na nizsi reaktivitu dimethylaminu, nebo jeho nizs§i
extinkéni koeficient pti odecitané vinové délce. U deptorekéniho Cinidla odstatého byla
praiméméa hodnota loadingu 0,640 mmolg * s intervalem spolehlivosti +0,005.
U piipraveného deprotekéniho ¢inidla byl loading 0,641 mmolg ' s intervalem
spolehlivosti +0,015.
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Tab. 3.7 Vysledky péti stanoveni PAL nosi¢e dvéma ruznymi deprotekénimi Cinidly obsahujici

dimethylamin.
Stanoveni  Navazka Plocha piku [V s] n FMOC )
Navazka . Loading
standardu . skupiny o
nosice hlavni  vedlejsi [mmol g 7]
[mg] standard dibenzofulven [mmol]
adukt adukt
Odstaty
1 5,44 0,1005 1852125 3303838 46924 135846 0,0640 0,637
2 5,77 0,1079 1791298 3216960 44323 143257 0,0687 0,637
3 7,14 0,1013 2433151 3320401 47556 161116 0,0651 0,643
4 6,55 0,1039 2207671 3365557 54062 170644 0,0671 0,645
5 6,10 0,0965 2206553 3287474 50338 178328 0,0613 0,636
Pripraveny
1 9,69 0,0986 3151196 2684073 363398 190334 0,0632 0,641

2 9,51 0,0972 3247465 2778658 377414 216593 0,0630 0,648
3 6,15 0,1017 2384737 3152693 422909 268277 0,0635 0,624
4 6,52 0,0989 2237896 2836390 380984 244731 0,0646 0,654
5 6,29 0,1018 2259141 2974920 396601 270254 0,0652 0,640

U obou vysledkii je vidét velice mirné podhodnoceni oproti stanoveni PAL nosice
cerstvym deprotek¢nim cCinidlem, které ale mutze byt zpusobeno chybou metody.
S dimethylamin aduktem se tedy, pro ucely stanovené, da bez problému operovat jako

s piperidinovym aduktem

3.7 Srovnavaci metoda

Srovnavaci metodou byly analyzovany vSechny polymerni nosi¢e. PAL resin byl opét
analyzovan v deseti vzorcich a bylo u ngj zjisténo RSD. U ovétovaci metody je
pozorovana vyrazn€ vétsi relativni smérodatnd odchylka nez u vyvinuté metody jak
muizeme vidét v tabulkdch 3.8 a 3.9. Analyza PAL nosi¢e udala primérnou hodnotu

loadingu na 0,657 mmol g * s intervalem spolehlivosti 0,026 a RSD 5,94 %.



Tab. 3.8 Vysledky stanoveni pro PAL resin

Hmotnost analyzovaného Loading

Stanoveni Absorbance pii 301 nm 5

polymeru [mg] [mmol g ]
1 19,82 0,97032 0,610
2 15,94 0,77369 0,605
3 12,69 0,6431 0,632
4 11,16 0,58162 0,650
5 15,77 0,79664 0,630
6 12,21 0,6503 0,664
7 13,54 0,72432 0,667
8 10,19 0,58049 0,710
9 11,20 0,61431 0,684
10 11,80 0,6796 0,718

Tab. 3.9 Vysledky stanoveni pro zbylé tfi polymerni nosice

Prameér
Polymerni ) Interval RSD
) loadingu . .
nosice 5 spolehlivosti [%]
[mmol g 7]
RINK amid 0,353 0,018 2,13
GLY WANG 0,308 0,050 15,50

ILE WANG 0,312 0,057 7,50
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3.8 Prehled vysledki

V piehledné tab. 3.10 jsou vysledné hodnoty uvedeny na dvé platné ¢islice, protoZze ani
sam vyrobce vEtsi presnost neuvadi. Za zminku stoji i fakt, ze nelze koupit polymerni
nosic¢ s garantovanym/certifikovanym loadingem.

Jako velikou vyhodu vyvinuté metody vidim to, Ze jedinou pfesné¢ zndmou hodnotou
musi byt hmotnost navazky interniho standardu bifenylu. Neni v ni potteba piesn¢ho

fedéni, nebo znalosti objemu ziskan¢ho odpadu.

Tab. 3.10 Piehled vysledku loadingu ziskanych pomoci vyvinuté metody v porovnani s vysledky metody

ovetovaci a hodnotou udanou vyrobcem

Loading [mmol g ]
Polymerni nosi¢

udany vyrobcem  vyvinutd metoda  ovefovaci metoda

FMOC — PAL resin 0,64 0,65 0,66
FMOC — ILE WANG 0,32 0,31 0,31
FMOC - GLY WANG 0,32 0,32 0,31

FMOC RING AMID 0,36 0,34 0,35
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Byla vyvinuta metoda, ktera poskytuje pravdivé hodnoty, které byly ovéfeny nezavislou
metodou. Metoda udava vysledky se smérodatnou odchylkou 1,52 %. Metoda je tak
vyrazné presnéjsi oproti metodé ovétovaci, nebo metodam publikovanym. Vzorky pro
stanoveni touto metodou jsou stalé s casem. Po 6 dnech stani za laboratorni teploty ve
tmé¢ je odchylka dvou po sobé jdoucich stanoveni v pruméru +0,28%. Metoda je
jednoducha a pouzitelna v poloprovoznim métitku, jedinou hodnotou, kterou je zde
potieba znat je hmotnost ptidavku interniho standardu a je tak vhodna 1 pro analyticky
nezkuSeného pracovnika. Umoznuje stanovit loading pouze zodpadu couplingové
syntézy bez jakéhokoli zasahu do procesu. Zarovei neklade narok na zménu standardné
pouzivané chranici skupiny a deprotekéniho Cinidla. Vyjimecnd je svym stanovenim

obou produkti deprotekce.
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