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1. Uved

Biologicky aktivni peptidy obsahuji své stavebni kameny, aminokyseliny, v opticky
aktivni formé&. Vétdinon patil k r-fadg, vyjimku tvoFi nékteré peptidy, isolované
hlavné z mikroorganismi, které obsahuji i p-aminokyseliny. Stereochemickd jednot-
nost (optickd &istota) do znadné miry urfuje biologické aktivity i fysikdlng-chemické
chovdni peptidli. Je proto nutné, aby optickd &istota byla zachovdna jak pii isolaci
peptidt, tak i p¥i jejich chemické synthese. Racemisaci je moZno definovat jako
pochod, vedouei k racemické modifikaci jednoho z 8istych enantiomert. Jen vnékolika
mdlo pfipadech bylo popsdno jeji vyuZitl, Jednd se zejména o datovdni fosilniho ma-
teridlu® nebo pevedeni snadno pfistupné L-aminokyseliny na vzdcnéi§i enantiomer?,
Ve viech ostatnich piipadech je racemisace negativnim jevem. Plati to zejména o syn-
these peptidi, kdy miZe vzniknout racemisaci jednotlivich aminokyselinovych
zbytkl smés diastereoisomerii ().
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NH,—CH—COOH + NH,—CH—COOH —> WNH,—CH—CO-~NH—CH—COOH

L L LL + LD + DL + DD (1}
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minoritni sloZky

(Asymetrické uhlikové atomy jsou oznaleny hvézdiékou.} Jestlize dochdzi v kaZdém
stupni, ve kterém se tvofi peptidickd vazba, k 1% racemisaci, pak v kone&ném deka-
peptidu mdme tak malé mnoZstvi diastereoisomernich sloudenin, Ze Eistota syntheti-
sovaného peptidu je dostaCujici pro vétsinu udelii. JestliZe by se viak podil racemisace
zvy§il v kazdém stupni na 10%, pak mnofstvi diastereoisomerit v synthetisovaném
peptidu se bude bliZit mnoZstvi Zddaného produktu a pro fysikdlng-chemickd a zejmé-
na biochemickd studia by takovy peptid byl jen stéZi pouZitelny.

Vzhledem k tomu, Ze se vzniklé diastereoisomery zjidfuji a oddgluji podstatng
obtiZn&ji neZ jakékoliv jiné vedlejsi produkty, bylo vénovdno mnoho usili vypraco-
vdni metod, schopnych zjistit I nizky stupefi racemisace, pravé tak jako nalezeni
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vhodnych metod pn synthese pE:ptldfl zaglstu_]lmch co- nqusm stupen optlcke cnsto- Co
ty?.' MnoZstvi vzniklého racemického produktu nezdleZi jen na tfypu reakee, ale je do
znaéné miry ovliviiovdrio konkretmml reakénimi podmmkaml jako je teplota, druh

pouZitého rozpoustedla, chemickd struktura a mnoZstvi base v reak&nim’ prostiedi’

a kone€né i primdrni strukturou synthetiso'vaného peptidu.. Viechny tyto faktory jsou
pti synthese peptidil proménlivé a daji se jen velmi obtlme umﬁkovat a pouzwat pouze -
standardni, pfedem otestované postupy : : '
Ve snaze vyhnout se racemisaci miiZe ndm do zna&né miry pomoci znalost mecha- -
msmu tohoto, procesu. Ucelem clanku je podat prehled 0 dosavadmch znalostech
mechamsmu racemlsace* - : : : s

2. Racémisace v kysele'ni pi‘osﬁ"edi

Predpokiadem zamku opticke akt1v1ty ammokysehny je odtrZeni protonu z asy-
metrického uhhku a'vytvofent plandrniho itvaru zahrnujiciho tento uhlik, ndsledo-
vané zpétnym ptipojenim protonu. JiZ pred vice neZ padesdti lety byl navrZen*~¢
oxazolon jako ‘mezistupel. POsobenim anhydridu kyseliny octové vznikd primdrng
N—aceiylammokysehna kterd je zvid¥tg nachylna k tvorbé cyklu. Vznikly 2-methyl- -
~4~a]ky1—4 5- dlhydfd Ii 3 oxazoluS ~on (I) Jje moZné isolovat _]ako opt:cky aktlvm Iatku’,
avien. dalsun pﬁsobemm acetanhydndu dochdzi k ionisaci a resonanéni stabilisaci
' vzmkleho amontu nasledovanou prlp()jemm protonu vedoumm k racemlckemu_ -

produktu (2)
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* Zkratky m—ammokysclm, chramc:ch a &ki[vujlclch skupm jsou pouzwany podie monogmﬁe .
AMK znameni libovolaou m—amlnokyselmu Pro aktivni estery je pouato naslcdujlclch zkratek:.
OSU pro N-hydroxysukcmlmldovy, ONP pro p-mtrufenylovy, OTCP pro 2 4, 5 tnchlorfeny]ovy,
" OPCP pro pentachlorf&nylovy a OPFP pro pentaﬂunrfenylovy ester.
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Sllne zvysem racemlsace bylo pozorovano Vi prltomnostl acetatovych mntu8 (3)

I
{40—C0CH3
CL-AMK - &”?f£OOH;_—ffr R—$ COOH — " DL-AMK = (3)
' lr:ill-_{j R L _;?}H]

. Racemlsace N—acetylammokyselm v acetanhydmdu a kysehne ﬂctove je take Vysvetlo-

" vdna”tvorbou smésného anhydrldu II, ktery pomoci sﬂné vodlkove vazby napomdha' o
odtrzenl cc-protonu : : _ L

. O=CCH,
"m0

: R—C C= O - )
- HN—CI-—O -
Bt CH; _':

II s

Voine ammokysehny racemisup v kyselem prostrem jlnym mechamsrnem V pI‘l-.
tomnostl kysehny 51r0ve s karboxylove skupmy ammokyselm chova_]l }ako akceptory._
_protcnu ave vzmk]em dlkatlontu mize do_ut dlky sﬂnemu tahu efektronﬁ k od§tepe- _

: m oc-protonu a vzmkly 1on se. stabmsu_]e resonanc1 za ztraty optlcke aktlwty (4)
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Racemisacé byla'pozorovéna v 6M-kysé1iné“solné coZ znamend, e je' hﬂtn'o s ni
potitat p¥i totdlni hydrolyse peptidd (korekce je moZnd pouZitim *HCL & méf enim
- mnoZstvi 1nkorporovaneho tritia’ do ammﬂkyse]m“' dalsx korekce _]e viak- nutna :

~ na pozorovany isotopovy efekt) : = -
~ Pro navrZeny. mechanismus racemisace. v kyselem prostred1 svedc1 i vysledky studla_' :
chovani N—methylammokysehn prl od§tepovam banzyfcxykarbony]ove chranici
skupmy bromovodlkcm v kysehne octove U N—methylamlnokysehn byld: pozorovand' '
" znaéngd racentisace'’: zatimeo u benzy]oxykarbonyl—alanyl—ieucmu ‘bylo ‘nalezeno
0,1% dxastercmsomeru Einil jého podil u analoglckeho N—methy[leucmoveho denvatu"

o _17‘7 N N—Dlmethylammokysehny racem1su_;1 snadno iv horke kyselme octove

Rozpoustedlo a pouzua kysehna maji znacny vhv na racemisaci, kterd se s klesa_ucl '
po!arltou rozpoustedla zmen$itje a je nepatrna pii pouzm Chlorovodiku nebo kyselmy
trifluoroctové. Dikladng byln studovano chovam peptldu prl parcmim a totalru'
kyselé hydro]yse Pr; parma]m hydrolyse pouze karboxytermmalm dlpeptld neni
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-ohrozeu racemisau, ostatm d:pepudy obsahujl maie mnozctvx d:asteremsomeru
LV totaimch hydrolyscltech nebyla nalezena racemisace pouze pro amino-a karboxy-
koncovou ammokyselmu Pro analytické iéely bylo studovdno-chovidni smési.volnych
ammokyse]m v.kyselém roztoku bylo zpsteno Ze k.racemisaci smési volnych amino-

. kyselm dochdzi vétSinou v mengim rozsahu'®; neZ p¥i hydrolyse peptidu: Tento nalez_
: ge nutno mit na paméti pfi eventuélni korekei obsahu D-aminokyselin v hydrolysdtu.

- Rada praci se zabyvala vlivem struktury jednotlivych aminokyselin na racemisaci. -
__U._ky_s_ehny glutamové byla nalezena zdvislost racemisace na koncentraci kyse]my

. chlorovodikové!®. ‘Pti plisobeni 6M-HC! na aminokyseliny majic v postrannim fe-
- tézci alifaticky zbytek (Ala, Abu, Val, Tie, Leu) bylo zji§!&no'®, 7e rychlostni konstanta
" isomerisace zdvisi siln& na teploté a je nizsi v aminokyselin rozvétvenych na p-uhliku.

~Japoniti autofi'” studovali rychlosti vymény vodiku za deuterium a racemisace -
v kyseling octové u; derivdtfi fenylglycinu a- alaninu, . Zjistili,: Ze . ryclﬂost vymeny

a racemisace jsou si: v mezich experimentdlnich chyb-rovny. . D
. :Velkd pozornost-byla vénovdna aminokyselindm, majicim v molekale siru. U cysti- o
nu nebyl nalezen rozdil rychlosti racemisace mezi plisobenim kyseliny chlorovodikove
- a.sirové!8. Pro objasnéni citlivosti cystinu k racemisaci bylo provedeno mnoho po-

- kustt s podobnymi Idtkami. Vyplynulo z nich, Ze: disulfidickd vazba v'poloze § md
nékteré - zvld¥tni viastnosti'®. - Napiiklad:. cystein, S-methyleystein, cystathionin;
lanthionin a homocystm prakucky neracemisuji za podminek, kdy cystin poskytuje -
50% racemdtu. PoKusy s deuterovanym chlorovodikem a vodou prokézaly, Ze race-
misace neprobilid pFes stadinm meziproduktu 11, nebot nebylo nalezeno #ddné deute-
rium- vdzané na- f-uhlik; Pfedpoklad, Ze racemisace tizce souvisi's intermolekuldeni
vyménou d:sulﬁdlcke vazby, nebyi potvrzen nebot tato vymena _]B mnohem rych}ejsx -
'nez racemlsace ST i : : o : '

CLH e L

ONHy o N NH. CH, L <|:H3 THu.

. [ e ] I
_ clz CH-—s s CH2 -CH .'__C!!H-———C —s—S$— ?_(I:H
' _'__cocm SRR COOH - COOH. CH;.+ - C‘H3 CooH.

.”[.' RN S I Jp

Usnadneru odtrzem protonu z a—uhhku tedy zvygeni _]cho kyse]ost: musi byt zpuso~
beno tim, e sira disulfidického mistku’je schopna nést kladny ngboj, ‘jehoF viiv klesd
se vzdilenosti od a-uhliku: Velky vliv ndboje v poloze f byl ovéfer i tim, ¥e o, f-diami-
nopropmnova kyselina I'aCf:mISUje A kyseiem prostred1 Je§t€ rychleji’ neZ cystin
- a ,p-diaminomdselnd kyselina racemisuje v podebném rozsahu' jako homocystin.
.. Nidboj, kiery nese disulfidickd vazba, by. mé&l byt mendi neZ ndboj amoniové skupiny '
a vEisi neZ naboj mdukovany 2 4-dinitrofenylovow. skupmou V. S~(2 4- dlmtrofenyl)
-_cystemu ktery racemlswe ‘0.néco pomaiejl neZ cystin:, Z. faktu, 7e pemm!ammdlsulﬁd
IV podléhd racemisaci jen napatrne vyplyvd, Ze dvé mcthylove skupmy na fl-uhlika
o zrqme_vhv_tohotq ndboje do znaéné miry sniZuji.: Derivdty S-benzylcysteinu, které -
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'predstavu_u dulezﬂy memprodukt pm synthese cystmovych pept:dﬁ3 56 zabyvah 3
. polsti: autori??; Soustrechl: se na Je_uch chovam v kyselme octove a upet ukazah na_
daleZitost: vo]né amlnoskupmy pii racemisdci: : & Sl

Kmettkou racemisace: ammokyselm \Z za\uslostl na pH a teplote se; zabyval Bada
" v souvislosti s datovdnim kostiz archeologlckych ndlezit. Z Jeho vysledki, zamerenych’-
- hlavné nakysehnuasparagovouavalm lze uvést zjisténi, Ze pii pH mezi 58 rychlost .
. racemisace praktacky nezdyisi na pH coZ. Ja vlastn& Jednou z dalezitych podmmek
Ctéto metody ddtovam (srv 1) : o - o : :

3 Racemlsace ¥ basu:kem prestredl — oxazoienovy meehamsmus
_ Z hledlska synthesy pepndu je- daleko dﬁiezltéjﬁim pnpadem chovdni: de'rivétﬁ'
aminokyselin a peptidi v zdsaditém p}:ostredl I kdy# v- nékterych pfipadech dochdzi
k' Tacemisaci prlmou abstraket protonu z oc-uhhku _}e zre_]me ne_]castéjﬁim mechams-_
mem piechodnd tvorba oxazolonti: - - : T T P LI
© .V literatnfe je popsdna Fada piistupi pro; dukaz tohoto mechcmlsmu Pn alkahcke '
hydrolyse Z- Gly—Phe-ONP bylo: zjisténo??, 7e.rychlost racemisace je desetkrat vEt3i
nez rychlost hydrolysy a navic se podatilo: isolovat racemlcky p-mtrofeny]ester Za
- podobnych ‘podminek: avito¥i*? nepozorovah racemisaci - Z-Gly- -MePhe-ONP, (Je
.. nutno. mit’ na paméti, Ze derivéty zz-N-melhyIammokyselm gsou jest& nachylngjil k ra-
o cemlsam nex’ ‘derivdty oc—ammokyselm Tacemisace ovien’ problha Jinym: mechanis~
o inem —viz ddle.) Pomér rychlostl tvorby oxazolonu. & rdcemlsace zdvisi na ‘pouZité
basi?®: u.Bz-Leu-OH. je pfi- pouZiti-triethylaminu {vorba: oxazolonu 6000 x..poma-
lejim procesem neZ jeho racemisace, pfi pouZiti ethyldusopropyldmmu pouze 700 x:
S pomalejszm P¥i reakei Bz-Leu-ONP s triethylaminem byl prokdzdn®# vznik oxazo--
lonu podie charakteristického absorpéniho maxima v IR spektru a po reakei s ethyl-
. esterem’ glycinu se poda}:lio isolovat Cdsteéné racemisovany dlpeptld a inaktivni
- oxazolon2*. Jeden z ne_]dﬁiezne_]slch dikazfl oxazolouo%ho mechamsmu spocival na:

pokusu?3-25; kdy. k roztoku Bz-Gly-Phe-ONP v:dichlormethanu byl pfiddn_jeden. . '

ekvivalent triethylammu a deset ekvivalentdi p,L-2-{N- benzy]oxykarbonyl)-4—benzy1—' '
o-4,5 dihydro-1,3- oxazol-S -0nu, Kdyz opticka otacwost roztoku poklesla na 51% pfl?
o vodnl hodnoty, byla reakce zastavena 4 smés, esteru byla 1solovana. Kdyby reakee
: problhala piimou vyménou. protonu na. a-uhliku, pak by Isoiovany ester mé&l byt ze. .

- 499 racemicky. Jesthze naopak: racemisace problha pies. stadium oxazo}onu, velky
; prebytek dodangho racemického. oxazolonu vychytdvd p»mtrofenyiatovy ion, vznlkly’

: cykhsac:1 p-mtrofenylesteru a zabramue tudiz zpetne Teakci (kz) (5). ' '

J_sz-c_sly-Phe-ONp + NEt; —k--r c H,CONHCHZ-—(IZ/ (|3H—CH2C5H5
S o—c—o ()
+ “'NHEt; Ty ’ocﬁumoz e i
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Isolaee optlcky msteho puvodmho p- nttrofenylesteru prm a8 p“esvédéivy di’lkaz oxa~
zoIonového mechanismu racemisace, S A e

Existuje fada faktor(i, které ovliviiuji tvorbu oxazolonu a Jeho racemisaci. V- prve
Fadé j jeto druh chrédnici skupiny na a-ammoskupme Pfi tvorbé peptidické vazby mezi
acyl—L—leucmem a ethylesterem glycinu pomoci karbodiimidové metody bylo naleze-

no?” 3%, Ze optickd &istota byla zachovdna z 54, 70 a 94% u benzoylové, acetylové
v, formyiove chranici skupiny. Toto pofadi je moZno odhadnout.i z teoretického
polhiledu; kdy v pofadi odpovidajicim snadnosti vzniku oxazolonu vzristd i nukleofi-
lita karbonylového kysliku pfisluiného acylu. Je nepravdepodobne, Ze by faktorem
ovliviiujicim. snadnost vzniku oxazolonu byl pomér obsahu cis-a frans amidové
vazby?!, protoZe v dfisledku rychle se ustavujici rovnovdhy mezi ob&ma konformery
je. v roztoku vidy dostatednd koncentrace reaktivni konformace®2. Rozdily mezi
acylovou a. alkoxykarbonylovou skupinou byly studovdny®® pomock IR a NMR
spektroskopie. : Karbonyl- v acylové skupind vykazuje absorpei pf niZim vinodtw
(16801690 cm™"), nei- ve skuping alkoxykarbonylové (1720—1725 cm™!), coZ
svédei o delsi vazb& C—O.(a tudiz i o niz$im podilu dvojné vazby) v amidovém karbo-:
nylu ve srovndni s urethanovym. Z toho vyplyvd, Ze karbonylovy kyslik amidu je
nukleoﬁlnejsl neZ tentyZ v urethanu.

; tlﬁli" _ - C o
R—>C=§—R’ ' . R—0= C= ﬁ R’
H . H

. I’!{J : . - : g Vb .

Pravdépodbbn“'éi je vzorec Va nez Vb, coz vyluuje moZnost tvorby oxazolonové-
ho kruhu u urethanovych denvatu ammokyselm VNMR spaktrech amidd v kyseling
trifluoroctové je zachovdn jasny signdl N—H protonu, zatimco u urethantl se tento

signdl ztrici, coZ svédd¥ o zachované basmlte dusiku v posledng uvedenych ldtkdch '

a tedy o nepravdépodobnosti struktury Vb, Na dilleZitost sniZeni nukleofility atomu
acylové chrdnici skupmy poukdzali také polsti autofi** , ktefi zjistili, Ze benzylthio-

- karbonylovd skupina diky velké nukleoﬁhte siry neposkytu_]e na rozdil od skupmy- :
benzyloxykarbonylové Zddnou ochranu-pfed racemisaci.

Pro vlastni synthesu peptidit z uvedenych vysledki vyplyvd, Ze }e vyhodne pouZivat
chramci skupiny s minimdini moZnosti tvorby oxaznlonu kromé& rliznych skupin’
urethanoveho typu je:to.i skupina o-nitrobenzensulfenylovd, p-toluensulfonylovd
a tmfenylmethylova Nékteré chrdnici skupiny, jako napf. fraloylovd, sice neumoziiuji
tvorbu oxazoloni, zato viak napomahaji prlme abstrakm protonu z o- _uhhku, a proto.
vhodné nejsou. - L e R : - -

' Nichylnost- k racemlsam zdvisi oviem: do: znacne miry na kyselostl protonu na
a-uhliku, tedy na’ snadnost1 jeho: odtrzeni, a ta je ovlivnna nejen: aminochrénici-
skupinou a skupmou. aktivujici karboxyl, ale i druhem aminokyseliny, tedy substi~ - .
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-:tuentem na oc~uhhku Japonstl autoi‘z z_ustzh Fel tendence k- racemlsacx odpomdd

. velmi dobte Taftové' rovnici, ]sou—ll pouztty a* poldrni konstanty substituentfi'a’ ne- "

- dochdzi-li ke sterickemu branéni .odtrzeni protonu na e=uhiiku,: Z toho: vyplyva ie
; rozsah racemisace je ovhvnen eiektronegatmtou substitiientu na e-uhliku. Vyjimkow
.z tohoto; pravxdla jsou: denvaty cystmu, které diky moZnosti ‘zapojenii- elektrontt

- d-orbitalu siry. do interakce's elektrony vazby C,—H prostorem a ne pouze po uhliz . -

© - katém fetdzci, nezau_umaji misto: uréené jim’ pofadim nukleofilit substﬂ:uentu:‘HS _

Totéz plati pro mechamsmus piimé abstrakce protonu z g-uhlikuy, Jehoz kyselost Je
viak v nejvys$i mife ovliviiovdna chranici a aktivujici skupinou, - :

U N~methylam1nokyselm byla nalezena racemisace!2-%7; af jiz pfi alkahckc hydro»' :
Iyse esterit & .za’ ‘podminek synthesy peptidi. Zji§téni; Ze rozsah racemisace nezdvisi
na koncentraci base ukazuje na jiny mechanismus racemisace; neZ je pfimd abstrakee
“ protonu. z ¢-uhliku.: Tyto derivity aminokyselin: mohou ‘poskytovat oxazolomovy- '
_ kation V1 ktery mﬁze snadno: od§t8pit: proton a prejit na oxazoliam-5-0xid (VII)
“-nebo S-hydroxyoxazohovy kation VIII. Tyto ldtky jsou velmi nestdlé a- dl‘.’lkazy jejich’
- existence byly nejprve poddny pomaci. kryoskoprckych dat?® a pozde_u pripravou
: nekohka stabilnich perc:hlt:n"atﬁ39 . R R R S

i (ﬂ _' o . . i*) . . .. . 1+1 - . .
CH;— N—-—C—Rz . —N—"CH"*RZ : CH N*C—R1
R [l ; ll. - - \ | - o "
_ —_'C\O/C—‘“_QI o ) R '—C C«—-O/ o R'_.—C C-"—OH
s O . T
B 8 : me'

‘Kanadskym autoriim?®7 se podanlo dokazat _]E‘-_flch pritomnost v reakcnl smési pomom R
reakce s propm]&tem methyinatym (6) '

Tl

'__C_H N——C— cnzcmcws)2

z Aia Mc Leu- OH — TN L
Y S oo [ L
oz NHCHCH o’ o G i
. HCEC—-coo(:H‘___ . R CH E{—(ﬂ:—»CHICH(CHJL: _ :
- A~coy) . S Co' - CH .
. e

-z NHCHCH C coocn3 -

: Isolace pyrroloveho denvatu IX spolu se zavzslosu na polante a mntove sﬂe rozpou-- -
§tédla ddvd. pfesvédéivy ditkaz pro. navrhovany mechanismus. - N
Velkym piinosem pro studium racemisace probihajici oxazolonovym mechamsmem .
byla- piiprava. opticky aktivnich: oxazolon?:%% Prvni z: téchto litek; 2-fenyl-r-
-4-benzyl-4,5-dihydro-1,3-0xazol-5-on piipraveny z Bz-Phe-OH- plisobenim. acetan-
hydridu v dioxanu, byl pouZit: ke studiu rychlosti racemisace a otvirdni oxazolono-
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veho kruhu ritznymi nukleoﬁly7 Vysledkem techto pokusu bylo zjisténi, ¥e ve viech

pnpadech je Tacemisace mnohem rychlej§im procesem neZ otvirdni kruhu a Ze obg

tyto reakce jsou druhého Fadu. Pozdéji- se podafilo pripravit optlcky aktivai oxa-

zolony odvozené: od dipeptida*!:+? _]ak pﬂsobemm acetanhydridu tak i N;N' dl-_
' cykfohexylkarbodnmldu v etheru*? :

- Pol§ti autofi dokdzali**, Je duszkovy atom oxazolonu je dostatecne basmky pro
tvorbu solf s kyselinou chlorovodikovou nebo trichloroctovou. Tato vlastnost
slouZila pro vysvétleni racemisace n oxazoloni’l v neutrdlnim prostfedi tzv. autora-
cemisaci (7). : :

Rl—'«CH—?=0> . RI—CH—C=0 RI—C—c=0
S : o | | | | : .
2 ! I ] '
2Ny ": /oz AN N y IN%C 1ol (7)
B I ..
R R ke

Takovy mechamsmus vsa.k nepncham v uvahu v pii tqmnosti silnyc_h basi, ob- -
vykiych pii synthese peptidfl. - o L
- Bylrovng# studovan®®3%:43 tzv, ,,ch!ondovy efekt“ ktery byI vysvetlovan znacnou'
baswltou chlor:doveho amontu v organickych rozpoustédlech?*. Podstata spodivd
v tom, Fe uvolnéni esterfi aminokyselin z jejich hydrochloridd (nebo obecné. soh)
bezprostredne v reakéni smési vede ke zvy¥ené racemisaci. Vzhledem k tomu, Ze viak
samotny hydrochlonci aminu nezvy§uje racemisaci oxazolonﬁ“ ale za pntomnostl
esteru, aminokyseliny zmenXuje 2natné rychlost jejich otevirdni, byl pozorovany
efekt pripsdn spise zvétiens. iontové sile rozpoustédla. V poslednidobg byl ,,chlundovy
efekt** podrobng zkoumdn*” za pouZiti riiznych iontdl a je nyni vysvétlovédn jak zvy-
enou iontovou silou roztoku, tak i basicitou pouZitého iontu. ,,Solny efekt* byl
diskut’ovén v souvislosti § obecnou a specifickou katalysou tvorby oxazoloni*?:3°,
Jsou-li rychlosti racemlsace a otvirdni kruhu srovnatelné, cof bylo v nekterych _
prlpadech pozorovdno®s, jsou ob& druhého Fddi. Naproti tomu probihd-li racemisace.
mnohem rychleji, je tato reakce pseudo-prvého fddu. Charakter nukleofilu je ne_]du—
leZit&j¥im  faktorem ovliviiujicim pemér obou reakc1 a tudiZ i rozsah zachovani :
plivodni: konfigurace. Atak oxazolonového kruhu je méfitkem nukleoﬁhty &inidla
a naopak racemisace, tj.:_od'tri_eni protonu z cyklu, je méFitkem jeho basicity. Methyl- -
ester glycinu mé nejvEtsi pomér nukleofility k basicit¥ a tudiZ p¥i jeho pouZiti dochdzi =
v nejv&§ mite k zachovdni optické aktivity. U esterfi alaninu dochdzime k méné
uspokojivym vysledkﬁm a methylester kysehny m—ammolsomaselne pockytme prak-
ticky pouze racemicky produkt; jé oviem nutno mit na paméti, Ze se v téchto pFipa-
dech mize uplatnit i sterickd:zdbrana ob_]emnych postrannich zbytk{. Pokud tedy
je pouZivdn ester glycinu v testech pfi stanoveni mno¥stvi vzniklého racemdtu, musime
poéitat s tim; Ze vlastng dostavame lepm V}"sledek, nez jak)’/ I_ze oéekévat pfi pouiiti :
kterékoli jiné aminokyseliny*® . L .
Tvorba oxazolonu z derwétu ammokyselm pl‘Dbihﬂ daleko snadney nezz peptldﬁ
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I Rozsah racemlsace peptldu nem pnl;s ovhvnen5 b charakterem predposiedm amino- -

p kyseimy peptldlci\eho fetézce, ale znaéné jej OV]lVIlUJe ammochramcx skupina. Signi-

- fikantni rozdil byl- zpsten mezi’ Z«Gly—}?he ONP 4 Bz-Gly-Phe-ONP, kde - postednf

- peptid. podleha racermsacn daleko rychlep Z tohoj je vxdet ze vIw ammochramm o

skupmy miiZe byt prenasen po pepndlckem fetézci. . S R

- Pomoci tvorby oxazolont je moZno vysvétlit i racemisaci predposledm ammokyse-

- liny, kterd byla nékolikrdt pozorovdna pfi riznych pki FileZitostech®?:52:53:54 g y posled-

ni: dobe I’ podrobnc studovdna®? 36, Zirdta optickd aktmty problha podle: schematu'
navrzeneho jiz Bergmannem a Zervasem"’ (8) : e -

_ R SR L ?2
R'—CO—-NH—CH C= N _ Rl—co——N_H—c«c NH 8)
_ CH—Ri ERRIERE “ I JCH—R
S o—co L o . o—co”

o Jesthze peptld obsahuje Jako karboxytermmalm ammokysehnu glycm, dochdzi

. % racemisaci jen ve velmi malém rozsahu. V't&chto' pfipadech (na rozdil od pepndﬁ' -
obsahupmch ]mou karboxytermmalnl ammokysehnu) nezdleZi na mnoZstvi pouz;teho '
trlethylammu . To je vysvétlovdno malou tendenci glycinu k tvorbé oxazolonfi®”-%8,
Jestlize je karboxykoncovou ammokysehnou pmlln, k racemlsam predposledmho
zhytku nedochdzfs,

Dfskutovane poznatky o oxazolonovém: mechanismu racemisace za podmmek
obvyklych pri synthese peptidii je moZno'shrrout do ndsledujiciho schématu™2% 5960,
podle kterého je racemisace zpisobena roynovdhou obou enantiomernich oxazolonu
ustavupcx se pres stadmm pseudoaromanckeho aniontu (9) S :

: .R’.:_'-:. T E IS .' : : ..: S : Rl -
SRt T R ; <oaktivace o - . IRETEER e
' R=CONHCH—COOH = —————' R—"CONHCHWCOX— . 8
o N ._—_ij _fo.. '
- H.' Is{' : G : R, 1;1 : Y . JEEREE :
N e O I S G Cam | RERAMK
ILé T T ]l] (I) SR HX A
R Xh:'_ :_. . - }l2 - X(I
it 'DL-pcptid SRNEIE I R P! LL-?éDﬁd'*; s

Jc nutno poznamenat Ze 4 S—dahydro -1, 3 oxazol 5—ony reagujl 5 amanokompo-
. nentou ‘prednostné za vzniku DL—dlasteremsomeru v ptipadé  otevirdni: esterem
o L-ammokyselmy a LD-dlasteremsomeru pouzueme-h ester D—ammokysehny To zna-'-.' :
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mend,: Ze. enantlomerm oxazolony: Xa. a: Xb kterg -jsou: ¥ rovaovize,. sé otevua_u .
aminokemponentou. rozdﬁne rychle za vzaiku peptidu(‘“ 6! Rovnéz rychlost reakce
pL-aminokyselinovych derivitii s opticky &istou karboxykomponentou zdvisi na jeji

konfiguraci®2. § estery L-aminokyselin vznikaji pfednosiné pL-peptidy, pfidem# po-

mér diastereoisomer{; sleduje Curtinfiv-Hammet0v . princip, tj. je. v pfimé zdvislosti -

na volné enthalpii pfechodovych stavil a miiZe byt vypoditin podle semiemplrlcke
rovnice® zahrnupcl parametry chirality obou reakénich komponent..

"4, ana abstrakce protanu z a-uhllku

Pro prlpady, kdy dochazx ke ztrdté optické Cistoty denvatﬁ ammokyse]m, u mchz'
je tvorba oxazolonti velmi nepravd&podobns; byl navrzen® 465 mechanismus p¥mé
abstrakce a readice protonu na g-uhliku. Tykd se to hlavng N-ftaloyl- a N-benzyloxy-
karbonylaminokyselin. Ackoliv je znafné nepravdépodobny vznik oxazolonu u de-
rivdtli- aminokyselin s urethanovou aminochrdnici skupinou®®®%, byla racemisace
N-benzyloxykarbonylaminokyselin opakované ‘pozorovdna®’=7!, Prvnim krokem
v tomio mechanismu racemisace je odirZeni protonu z e-uhliku, ndsledované stabili-*
saci ‘vzniklého' aniontu.’ Derivity . N-benzyloxykarbonylaminokyselin, - které : maji -

v f-poloze skupiny ptitahujici elektrony nebo schopné zapojeni do konjugace, by mély - -

byt zvId§t ndchylné k racemisaci; Tento zdvEr byl potvrzen’® pro derivdty f-kyano-
alaninu, S-benzylcysteinu, anhydridu kyseliny asparagové a jejiho fi-benzylesteru &i
pro aromatické aminokyseliny®”, Labilita protonu na e-uhliku zdvisi t6% na drihu
chrdnici skupiny a na aktivaci karboxyhi K mnohem vE(¥i facemisaci neZ u Nmbeﬁzyl-
oxykarbonylderlva.tﬂ dochdzi u N-ftaloylammokyselm coZ miZe byt vysvétleno™
silnym indukénim efektem dvou karbonylovych skupin v blizkosti e-uhliku a moz-
nosti rozsdhlé konjugace. vzniklého aniontu, zahrnujlm i benzenové jddro.

Velmi vhodnym objektem pro’ studium racemisace probxha_ucx odtr¥fenim protonu
7 oc-uhhku je p- kyanoalanm ktery byli pouiit jako jedna sloZka modelového peptidu
pro testovdni racem;sace” 78 . Na této ammokysehne bylo rovnéZ ovéteno ovlivnéni
rozsahu racemisace pouZitym esterem; bylo zji§t&no, 7e racemisace vzriistd s klesaji-
cim pK fenolu pouZitym k aktivaci karboxylu”®. Nebezpeéi piimé abstrakce protonu
nastdvd rovnéZ v piipadé poufiti smésnych anhydridil, kdy mitiZe mie dojit k labi-
lisaci protonu na «-uhliku tvorbou vodlkoveho mﬁstku ke kyslikn anhydrldove sk
pmy” (viz XIa, XIb, ch)

. . /C] Ar
"Q_="C'—"OEC'__ O o=p-a sté{?'_'
oo .m0 .. u o
B N B SN RV
ON—c—c=o /N—Fl}--C:O- - oneg—c=o
Xla - XIb S ¢ ]
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Znacna pozomost byla vénovdna studm”s 780 racemisace aktwmch esten‘l N~ben-.

.zyioxykarbonyl-s benzylcystemu ktera probxh& abstrakm protonu.  z oc—uhhku
_ _Vyznam téchto pram spotivd v.tom, e soudasné se stanovenim rychlostmch konstaut_
" racemisace  byla studovdna rovuez'kluetlka kondensadni reakce aktivniho esteru
s derivdtem- ammokyselmy, vétiinou s methylesterem valinu. O této aminokyseling
je znamo, Ze tvofi peptldovou vazbu Velml neochotn# a tudiZ vysledky s ni ziskané
budou méng pmzmve ve srovndni s ostatnimi aminokyselinami. Pozd&ji byly studov-
ny i aktivni estery Jinych ammc;kyse:lm‘*1 82 aby byl zjit&n vliv postranniho Fetézce
na racemisaci. NejdleZitgj§im kritériem pro hodnoceni vhodnosti urmteho demvatu
pro synthesu peptidf je pomér rychlosti kondensace a racemisace, nebof na ném zdvisi
optickd istota' produktu.  Rychlost racemisace se sniZuje v pofadi: Cys > Ser >
> Asp > Phe > Glu > Trp > Ala. Pofadi rychlosti racemisace aktivniho esteru
nezdvisi na struktufe: postranniho Yetézce a je OSU > OPFP > OTCP > ONP >
. > QPCP. . Rovn&% rychlost -kondensace s methylesterem. valinu neni vyznamn#
ovlivn&na charakterem -postranniho fetézce a je. n'cisledujici OPFP > 0OSU >
>0OPCP>OTCP >ONP. ‘Z uvedenych udajl je: vidgt, Ze pofadi tendence k ra-
cemisam neni shodné s poradxm rychlostl kondensacmch reakel; z toho vyplyvd po-
fadf pomérit rychlosti kondensaéni reakee a racemisace: OPFP > OPCP > OSU >
> OTCP > ONP. V zdvislosti na charakteri postranmho Fetézce je pofadi pomeru
' rychlosti kondensace k racemisaci: Ala > Trp > Glu > Phe > Asp > Ser > Cys;
‘toto poradl je opaéné neZ pofadi rychlosti racemisace. Pro alanin a tryptofan je pomér
rych}osti velmi vysoky, takZe vybér druhu aktivniho esteru neni tak kriticky jako
v pmpade feny]alamnu nebo’ zvlaste cystemu"g'_sl.'s.z;.' ' s

' .Sioﬁéeni'ﬁa' ' ' kc/l"cm,_..
Z.Ala-OPEP - . -~ 23060-
Z-A-ONP© - 1100

Z-Phe.fo.P.FI_’: . o 1450
- Z-Phe-ONP - - 35
Z-Cys(Ba)-OPFP" 245

ZCysBalONE© 53

Pfi studiu aktivnich estertt Z-Gly-Phe-OH, kde mliZe dochdzet k racaniisaci oxazo-
lonovym mechanismem, bylo zji§téno®?, 7e tento dipeptid je racemisovdn rychlosti
stovnatelnou s rychlosti racemisace aktivnich estert Z-Cys(Bzl)-OH a tudiZ Zc mecha-
nismus racemisace piimou abstrakeci protonu z e-uhliku miZe byt vdZnou konku-
renci oxazoionoveho mechanismu a nesmi byt zanedbdvdn. '

. Podobnou cﬂhvost jako cystein s benzyiovou chrénici skupmou vykazu31 i _]Iflak
- . na sife chranene cystemove dcnvaty . Citlivost cyst_emu je pripisovdna3® schopnosti
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siry v postrannim Fetdzci ze'slab'o's}at «-C—H vazbu pfijetim zdporného ndboje, vzai-
kajiciho pfi_ odtrZeni pxotonu z a-uhliku do svych volnjch d-orbitalf. Racemisace
S-benzylcysteinu a derzvatu serinu byla. diive vysvetlovana tzv. ﬁ—ehmmacmm —
readidnim mechanismem’%-83, ;. Adkoliv f-eliminace byla prokazana isolaci dibenzyl-
“disulfidu™ nebo Nbenzy]oxykarbonyl -2 3—d1dehydroalan1nu » pfipadné- produktu
jeho hydrolysy — kyseliny pyrohroznové®® (po plisobeni alkaliemi na derivity cys- :
teinu nebo serinu}, nebo prevedenim O-p-toluensulfonylserinu ‘na S-tritylcystein®®,
readici odstupujzcx skupiny se prokdzat nepodafilo, Studiem inkorporace [“S]
benzylmerkaptanu do S-benzy]cystemu bylo zji§t¥no, Ze pfes znanou, pozorovanou
racemisaci nedoglo k zabudovdni radicaktivni siry do molekuly derivdtu aminokyse-
liny?%-8¢87; v tomto pnpade je tedy moZno f- ehmmacm - readzcm rnechamsmus
vyloudit, - : :

5. Isoracemisace

"V souvislosti-se studiem racemisace S-benzyleysteinu bylo zjisténo pomoci in-
korporace deuteria do molekuly aminokyseliny za podminek racemisace, Ze tato
reakce probihd mechanismem tzv. 1soracemlsace to znamend, e vodik na o-uhliku
ziistava v molekule enantlomeru zachovdn®®. K tomuto jevu dochdzi v n_epolarmch
rozpoustedlech za pritomunosti donoru deuteria (50 ekvivalentli deuterbmethanc_)lu)

a base, V poldrnich rozpousted]ech je vyména vodiku paralelni s racemisaci®®,

Termin isoracemisace navrhl Cram” *! pro reakee, u kterjch plati, e pomér

rychlosti substltuce ku rychlostl racemlsace Je roven nebo bhzky nuIe (Ie-h tento
pomér roven jedné, jde o prostou racemisaci, je-li 0,5 jde o inversi a pii nekonecne
hodnoté tohoto poméru se jednd o upluou retenci konﬁgurace pfi substituci.).

Pro-Z- Cys(BzI)—OPCP byla nalezena hodnota POmMET kgypsefkae 0,055 (ht 88, 92)
a pro Z-Phe-OPCP 0,03 (1it.), co? svédéi o znatném zastoupeni isoracemisace
v téchto prlpadech Pro vysvétleni zachovam vodiku v molekule cysteinu bylo navrie-
no toto schema” (IO) : '-

1+ . LTI

o _ I\liE_tj B NEL, -
CHO "o H--Ot-
Y y : o
Z—NH—C—C— OC,,Cls Z—wNH (|: -C— ocf,c15 _—_'~_zwNH—?:c.—oc,ic]5 _

“CH,—S—Bal '_ . CHe—S—Bad CHy--§- Bzl
(10}

Isoracemlsace neni vyioucena ani. u oxazolonﬁ nebyla vsak ve spo_utosu s temlto
latkam1 jektd studovana :

_J\'fechanis.rml.f racemisace derivdtii aminokyselin - o L <2637
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