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1. BEVEZETES

Kiildonbdzd véddcsoportok (benzil tipusu és tozil) el-
tdvolitasara a peptidkémiadban tObb évtizede hasznaljak a
fémnatriumot redukéaldészerként cseppfolyds ammbénidban. Ez-
zel a mddszerrel sikerilt megvalbdsitani t&bbek k&zdtt
1935-ben a karnozin, 1936-ban a glutation, 1954-ben az
oxitocin, 1957-ben a lizin- és argininvazopresszin szin-
tézisét [1]. Az elmult évtizedek alatt nélkiildzhetetlen- -
né valt ez az eljaras a cisztein egységet tartalmazdé pep-
tidek szintézisében [1l]. A reakcid menete, sztdchiometri-
aja csak részben ismert, ezért mindmaig sokéves tapaszta-
latra éplild empirikus eldiratok alapjan alkalmazzak. A
folyamatok pontosabb megismerése céljabdél a reakcidk kvan-
titativ kOvetésére alkalmas Osszetett mdédszert (elektroké-
miai-HPLC) dolgoztunk ki. Elsddleges célunk - egy ipari-
lag is fontos eljaras - a védett oxitocein véddcsoport le-
hasitadsi reakcidinak kvantitativ vizsgalata volt. Az oxi-
tocin méh8sszehuzd és tejelvAlasztd hatasu, biolégiailag
aktiv peptid.

A védett oxitocein molekula 6sszetett volta miatt,
kémiai reakcidinak megértéséhez néhany modellvegyiilet
vizsgdlatdbdl indultunk ki. A triglicin és az N-védett-
-triglicin vizsgdlataval a peptidkdtések viselkedését ta-

nulmadnyoztuk a redukcidé soran. A benzil-oxi-karbonil vé-



dGcsoport-hasitasi lehetBségeit a benzil-benzoat, mig

a molekuldhoz tioéter k&6téssel kapcsolddd benzilcso- -

portok redukcids reakcidit az etil-S-benzil-tiogliko-

14t (ESBT) natriumos redukcidja utjan vizsgaltuk. Sav-
amidcsoport redukcids lehet6éégeit védett aszparaginon
tanulmé&nyoztuk.

Irodalmi eldzmények alapjan [1-4] feltételezhetd
volt, hogy a redukcids folyamatok lejatszdodasdban a
rendszer savassaganak szerepe van. A szerep mikéntje
nem tisztazott [1]. A redukdlandd molekuldban 1évd
protonforras deprotonaldédasa mellékreakcidt okozhat.
Ezért feltételezhetd, hogy a kiilsd protonforras a vé-
d&csoport-hasitasi reakcidkkal parhuzamosan fellépd
mellékreakcidkat visszaszoritja. Megfeleld tulajdon-
sdgai miatt a védett oxitocein redukcids reakcidjiban
protonforrasként karbamidot valasztottunk, amely fo-
lyékony ammdénidban gyenge sav (pKa = 12,9 [5, 6]).

Tanulmanyoztuk a karbamid savamidok redukcidjéara
gyakorolt hatasat is, Osszevetve az irodalomban méar
ismert, metanol adalék jelenlétében végzett kisérle-
tekkel [1, 4].

Munkank masik célja az oxitocin eldallitas opti-
malizalasa volt.

A védett oxitocein fémné&triummal folyékony amméb-

niaban tOrténd véddcsoport-hasitasi reakcidja soréan



az oxitocein natriumsdéja képzddik, mely vizben hidro-
lizal oxitoceinné és natrium-hidroxidda.

Az oxitocein vizes oldatban enyhe oxidacids hatéas-
ra alakul oxitocinna.

Ezért egyrészt tanulmanyoztuk a védett oxitocein -

+~ oxitocein redukcids reakcid lejatszdodasat kiilonbdzd

kisérleti feltételek mellett. Igy vizsgaltuk a védett
oxitocein koncentracidjanak, az adagolt karbamidnak, a
homérsékletnek, a natrium adagolés mddjanak a hatéasat
a fenti reakciobra.

M&srészt tanulmanyoztuk az oxitocein -+ oxitocin

oxidacids reakcid kisérleti kOriilményeit. Ennek sorén

vizsgadltuk a vizes oxitocein oldat pH-janak, kiil&énbd-
z0 oxidalodszerek alkalmazasdnak, az [oxigén]/[oxito-
cein] aré&nynak és az oxitocein oldat koncentraciéja-

nak a folyamatra gyakorolt hatasat.



2. IRODALOM

2.1. Ammdénias fémoldatok irodalméanak rovid attekintése

Weyl t3bb mint szaz évvel ezeldtt irta le a natri-
um és kalium cseppfolyds ammdnids oldatat [7]. Seely
par évvel késObb kimutatta, hogy a natriumot valtozat-
lanul visszanyerjiik, ha az oldodszert elparologtatjuk
[8]. Tekintélyes szamu kisérlet elvégzése utan Kraus
1908-ban arra a k&vetkeztetésre jutott, hogy az alka-
lifémek amménids oldata szolvatalt kationokat és szol-
vatdlt elektronokat tartalmaz [9]. A kdvetkezd évtize-
dekben fbleg preparativ szempontbdl volt nagy az érdek-
16dés az oldat irant. Az utbobbi 30 évben a kutatads az
oldat sajatséagainak felﬁéréséra is iranyult. .

Jolly az 50-es évek végén kimutatta, hogy azok a
fémek olddédnak jol folyékony ammdénidban, amelyek vizes
kb6zegben a legnegativabb redoxipotenci&llal rendelkez-
nek [10]. A kapott oldatok viszonylag stabilak. Ha tisz-
ta oldészert és készililéket haszndlunk, az oldatot pedig
megfelelden hiitjlik a bomlas mértéke napi 0,1 % alatt
tarthatdé [2]. A fém és az olddszer kdzdtt lejatszddd re-

akcidéra (1)

M + NH, = MNH, + 1/2 H

3 2 (l):

2



sok anyagnak van katalitikus hatasa. Ezek k&ziil a leg-
ismertebb és a fém-amid elBallitasanal legelterjedteb-
ben haszndlt katalizatorok az atmenetifémek és vegylile-
teik (pl. a platinazott-platina, FeClj, stb.).

Tanulmanyoztadk a natrium és folyékony ammébénia k&-
z6tti reakcid kinetikajat is, és mivel kiilonbdzd reak-
cidedényekben kilonb6z0 sebességi allanddkat nyertek,

a reakcidét falkatalizaltnak tekintették ([11].

A hig oldatok (barmelyik fém oldatardl legyen szd)
kék sziniiek, mig a tOményebbek bronz szinliek. Ez azt je-
lenti, hogy az oldott fém mindségétdl fliggetleniil az
oldatok szerkezete hasonldé. A hig oldatok paramagnesesek,
mig a koncentrdltak diamdgnesesek [2, 12, 13]. A hig ol-
datok vezetdképessége 5-10-szer nagyobb mint a szervet-
len sék vizes oldataé. &égtelen higitasu oldatbdél kiin-
dulva a koncentraciét névelve a vezetdképesség csokken
és ~0,04 mol dm_3 koncentraciénal minimumot ér el (1. ab-
ra). Ez agregacids folyamatok lejatszdédasdra utal. A kon-
centracid tovabbi ndvelésével a vezetOképesség tovabb nd-
vekszik és fémekre jellemzd® értéket ér el. (Pl. a teli-
tett litiumoldatnak nagyobb a vezetOképessége mint a fém-
higanynak szobahOmérsékleten [13]).

A fémek folyékony ammdénidval mint oldészerrel ké-
szlilt oldatait két redukald tulajdonsdgu anyaggal jel-

lemezhetjlk: a szolvatalt elektronnal (e;), és a fém-
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)

-anionokkal (M ). Hig oldatokban (C < 1.10 ° mol dm

szolvatalt elektron van jelen [2, 3, 12, 13, 14]. T6-

L ol dm—3) az elektronpar

mény oldatokban (C > 1.10
képz&dés teljesnek tekinthetd [13], masszéval M  jelen-
létével kell szamolni [14].

A rendszerrel szamos redukcids reakcid kivitelez-

hetd, melyeket harom f&6 tipusba sorolhatjuk: q

1. elektronaddicid kotéshasadas nélkiil

2. kOtéshasadas egy elektron addicidjaval



e(NH3) + X-Y — X' + Y , (3)

3. kdtéshasadas két elektron addicidjaval

+ X-Y — X + Y . (4)

A képzddott Bronsted bazisok ammonolizist is szen-

vedhetnek [2].

2.2. A natriumos redukcid peptidkémiai alkalmazésa a

védett oxitocein védGcsoport-hasitasi reakcidinak

tikrében

A peptidkémidban az 1930-as évektdl hasznaljak a
fémnatriumos redukcidt cseppfolydés ammdéniaban benzil
tipusu és tozil véddcsoportok eltdvolitdsara [1l]. Az
oxitocin szintézisét ezzel a mbébdszerrel 1954-ben sike-
rilt megvaldésitani. A védett oxitocein két benzil (Bzl)

és egy benzil-oxi-karbonil (2) véddcsoportot tartalmaz:

Z-Cys(le)—Tyr—Ile—Gln—Asn—Cys(le)—Pro—Leu—Gly-NH2
A szintézisek sordn cisztein egység legrégebbi és
még ma is altalé&nosan hasznalt védési médja a benzil-

csoport beépités, melynek eltdvolitasara natriumos re-



dukcidét hasznélnak [1l, 15, 16]. Vizsgadltdk az elektro-
litikus redukcid lehetBségét néhé&ny modellvegyiileten és
a védett oxitoceinen is [17]. A modellvegyliletekrdl nem,
illetve csak részben tudtak eltdvolitani a benzilcsopor-
tot. A védett oxitocein elektrolitikus redukcids termé-
kének bioldgiai aktivitasa megegyezett a natriumos re-
dukciéval nyert mintdéval, a mddszer azonban szélesebb
k&rben mégsemAtérﬁedt el.

Megfigyelték, hogy szerves szulfidok a k&vetkezd-
képpen reagdlnak szolvatalt elektronnal [2]:

eZNH3) + R,5 — RS + 'R (5)

Az aliféas szulfidok redukcidjahoz szilkséges natrium
mennyiségét pontosan meghataroztdk és az, ellentétben
az eldzd (5) egyenletben leirtakkal, 2 mdél Na/mdlnak a-
ddédott. Figyelembe véve natrium-amid képzddését is a
reakcid folyamdn, a reakcidegyenletet a kdvetkezSképpen

irtak fel [18]: \

R,S + 2 Na + NH3 = RSNa + RH + NaNH,, (6)
A merkapto funkcidé védésére hasznalt benzilcsoport
eltavolitasahoz sziikséges natrium pontos mennyisége nem

ismart. A reakcid végpontjénak az elegy kék szinének



megmaradasat tartottdk, ez nyilvanvaldan a natrium fe-
leslegbe keriilésekor észlelhetd. A képet bonyolitotta
az a megfigyelés, hogy a benzilcsoport hasitasa kétfé-
Ie uton mehet végbe [19, 20, 21, 22]. Két mdél natrium
hatasdra toluol, egy mdl natriuméra difenil-etan kelet-

kezik:

Bzl-X + NH3 + 2 Na = <::j>——CH3 + NaX + NaNH2 (7)

2 Bzl-X + 2 Na = @—-CHZ—CHZ— @ + 2 NaX (8)

A kétféle reakcid aranydt meghatarozdé tényezdk nem
ismeretesek.

Az amidképzddés visszaszoritadsdra néhany esetben
a redukcibés reakcidt protonforras jelenlétében valdsi-
totték meg. Rudinger erre a célra oxitocin analdgok szin-
tézise soran karbamidot haszndlt [23]. Kés3bb N-tozilcso-
port redukcidjanak teljessé tételére szintén karbamid
hasznalatat javasolta [24]. ’

A védett oxitocein masik véddcsoportja az N-benzil-
—oxi—karbonil—csoport‘redukciéja sordn is toluol és di-
fenil-etan képzddik. A sztbchiometria meghatdrozasara mo-
dellkisérleteket végeztek [22]. Néhany benzil-oxi-karbo-
nil-csoportot tartalmazd kis peptidet kiilonbdzd mdlara-

nyokig reagadltattak natriummal. Megé&llapitottéak, hogy k&-



zelitdleg 2 ekvivalens natrium szilikséges a Z csoport le-
hasitdsara (&sszhangban a régebbi megfigyeléssel [25, 26]).
A pontos sztbchiometria fligg a képzddd difenil-etén és
toluol aréanyatdél, a peptid koncentracidétdl és a védett
vegylilet szerkezetétdl, de ennek meghatarozasaval nem
foglalkoztak.

A natriumos redukcid népszeriisége akkor csdkkent,
mikor a tozilcsoporttal védett ACTH-szegmensek hasitasa-
ndl a polipeptidlanc meghatarozott részein a Gly-Lys-Pro-=
szekvencia t&jan kdtéshasadast észleltek [27]. Ezt kdve-
t8en a kritikus peptidkéotéseket tartalmazd vegyliletek e-
gész sorat vizsgdltak és megallapitottdk, hogy gondosan
vizmentesitett amménia haszndlatakor e bomlds nagy mér-
tékben visszaszorithatdé [15]. KésObbi vizsgdlatok arra
mutattak, hogy a kOtéshasadas nem korlatozdédik a Lys—-Pro-
~-peptidkotésre. A Thr-Pro-kotés részleges hasadasat is
megfigyelték a félszintetikus és szintetikus inzulin eldo-
dllitésa soran [28-30]. Katsoyannis szerint e mellékre-

akcid elmarad ha a redukcidt nagy mennyiséglii NaNH.,:. jelen-

2
létében végezziik [28, 29]). A javaslat erdsen vitathatéd,

mert a Na-NH, a Lys-Pro-k&tést biztosan nem stabilizalja
[31]. A redukcidét az ammdénias natriumoldat peptidoldata-
hoz vald csepegtetésével oldottak meg a helyi natriumfe-

lesleg elkeriilésére [29]. Szisztematikus vizsgalatokkal

megallapitottak, hogy a peptidkdtés hasadasa fiiggetlen a



molekulén 1évd protondonor komponensek szamatdl és a
Thr-Pro-k&tés hasadasa csbkkenthetd a natrium mennyisé-
gének és a kezelés iddtartamanak optimalasaval [32].

A mellékreakcidok elkeriilésére a natrium 6vatos a-
dagolasaval proébalkoztak. Ennek egy érdekes megoldasat
taldljuk Nesvadba [33] munkdjdban. Az ammbénids peptid-
oldatot gbmblombikban forraltdk. A lombikra metanol-
~-szarazjég eleggyel hiitott visszafolyds hiitdt szerel-
tek. A lombik szajara épitett talcan helyezték el a
natriumot. A hiitOb0l visszacsepegd ammdédnia oldotta a
natrium egy részét, igy a natrium finom adagolasat si-
keriilt megoldani, de a mennyiségi bemérés nehezen ki-

vitelezhetd.

2.3. Fémnatriumos redukcids reakcidk protonforrast is

tartalmazé ammdniaoldatban

Megfigyelték, hogy sok redukcids reakcid csak ak-
kor jatszdédik le, ha a reakcidelegy protondonor kompo-
nenseket (Brdnsted savakat) is tartalmaz [2, 3]. Igy
példaul a benzol folyékony ammdénidban nem reagdl ész-
revehetd mértékben fémnatriummal. Alkohol jelenlétében
a redukcid lejatszddik, 1l,4-ciklohexadién keletkezik.

A reakcidt a kbvetkezd egyenlettel irtédk le [3]:

+e - R-OH -, ROH

Ar — Ar —> ArH — Ar H — ArH2 (19)



E reakcidk lejatszo6dasat az ammdénidban gyenge sav-
ként viselkedd vegyliletek pufferoldé hatasaval magyaraz-

zak. Egy X vegylilet redukcidja H,X vegyliletté a kovet-

2

kezd mechanizmussal irhatd le [2]:

$ ety W) =S G
= e=——x
- -
+
st | |-at H (10)
\ = v

A legtObb esetben XZ— termodinamikailag instabil,
ezért gyakorlatilag ezen a kOztiterméken keresztil nem
jatszédik le reakcidé. A HX/X arany fiigg az oldat pH-
-jatdél. Protonforras hianyaban az oldat pH-ja gyorsan
nd és a reakcid lelassul. Azaz (kivéve ha a HX nagyon
gyenge sav) a HX koncentracid annyira lecsdkken, hogy
a reakcid gyakorlatilag megall. Protonforras, savi e-
rosségétdl fliggben, az oldatot pufferolja. Ha az oldat-
hoz adott sav megfelelBen erds, a HX/X arany nagy lesz

és a reakcid folyamatosan haladhat.



Protonforrasként erds sav (pl. ammédniumsd) nem hasz-
nadlhatdé, mivel a gyors reakcidban hidrogén fejlddés k&z-
ben reagil a redukald fémmel [3]. Pufferold anyagként meg-=
felelBGen gyenge savat célszeri valasztani, mint a mar em-
litett alkoholokat (pKa ~ 16-18 [3]).

A protonforras jelenléte nemcsak a fenti reakciodk
teljessé tételére szolgdl, hanem egyes esetekben uj re-
akcidutakat nyit megq.

Natriumos vagy litiumos redukcibéval folyékony ammod—,
niaban az észterek jarulékos protonforras tivollétében
alkohollad redukaldédnak [34]:

Na v. Li/NH, NH,Cl

ROOCR’ 3 47 Ron + R’ CH,OH (11)
éter

Példaul hexil-benzodtbdl 6 ekvivalens litiummal 2 dra re-
akcidoidd elteltével és a fém feleslegét NH4Cl—al elbontva
a termékben 84 % hexanolt talaltak.

Kharasch etil-benzoat natriumos redukcidéja soran a’

kovetkezd jelenséget figyelte meg: “

/e

COZEt benzaldehid
| ! .
Na/NH3 b?n201n
O. ———3 benzil (12)
~ Cc.H
6 6 benzoesav

benzamid

benzilsav



Az észterek redukcidjat viz, mint protonforras je-
lenlétében végezve, alkil-benzoatok esetén a kiinduléasi

vegylilet 1,4-dihidro-komponense lett a termék [35]:

CO_R H O,R

2 2,5 Na/NH, NH,Cl 2
O + 1,5 H,0 — -~ (13)

R = Et, t-Bu

A protonforris szerepét azzal magyardzzak, hogy az
a reakcid els3 lépésében keletkezd anion gy&kdt proto-
ndlja. Protonforrds nélkil a gytkdk rekombinalédnak
(6sszhangban Kharasch eredményével).

Ezen kisérletek fontos eredménye, hogy az elektron-
addicid gyorsabban jatszodik le, mint a natrium reakcid-
ja a protonforréassal.

A polinuklearis aroméds rendszerek protonforras jelen-
létében végrehajtott natriumos redukcidéja hasonld ered-
ményre, az azomds rendszer redukcidjara vezetett [35, 36].

Aromas gylrl redukcidja jatszobdott le benzonitril,
O-metoxi~benzonitril, N,N-dimetil-benzamid esetében is
[37]. (Protonforrasként t-butil-alkoholt hasznaltak.)

A mdédszert telitett és telitetlen ketonok redukala-
sadra is alkalmaztdk, vizsgadltdk sztereokémiai vonatkoza-

sait is [3, 38].



Savamidokat reagaltatva folyékony ammdénidban ol-
dott fémnatrium reagenssel f&leg sé képzddik, és ezzel

parhuzamosan a ~CONH,-csoport redukcidja is lejatszo-

2
dik alkohol képz&dése kdzben [1, 3, 4, 22]. A redukcid
nem megy teljesen végbe. A redukalt termék mennyisége
fiiggetlen az alkalmazott Na feleslegtdl és a kezelés
iddtartamdtdél. Amennyiben ezt a reakcidt protonforréas
jelenlétében hajtjuk végre teljessé tehetd a redukcid
[4].

A véddcsoport-hasitasi reakcidk protonforras je-
lenlétében vald kivitelezésére csak néhany példat ta-
laltunk az irodalomban [1, 23, 24], melyet az eldzd
fejezetben emlitettiink.

A Z-Ala-Pro~OH Birch redukcidéjat MeOH jelenlété-
ben vizsgdltdk és a peptidkotés teljes hasadasat ta-
pasztaltak [39]. Mivel alifas harmadrendii amidok al-
kalifémekkel alkoholokka redukalhatdék hexametil-fosz-
forsav—triamidban [40], feltételezhetBen a harmadren-
dii amidcsoport jelenlétének kdszdnhetd az acil-prdlin
kbétés érzékenysége.

Az irodalmi adatokat Osszefoglalva a kévetkez®
megallapitasokat tehetijiik:

- hig natrium - folyékony ammdéniaoldatot hasznal-

va a szolvatalt elektron a redukaldé tulajdonsa-

gu anyagfajta,



[0

ot

- a cisztein merkapto csoportjanak védésére hasz-
nalt benzilcsoport hasitdsat egy, illetve két
elektronos mechanizmussal irjak le, difenil-
-etan és toluol keletkezése kSzben, de a pontos
sztbchiometria nem tisztazott,

- a benzil-oxi-karbonil csoport eltavolitasahoz
kGzelitBleg 2 ekvivalens natrium szikséges,

- a redukcids reakcidk lejatszddasaban jarulékos
protonforras szerepet jatszik,

~ az elektronaddicid egy aromas rendszerre gyor-
sabban jatsz6dik le, mint a fém reakcidja, a
megfelelden valasztott protondonorral,

- a natriumos redukcid soran (£f8leg prolin egy-
séget tartalmazd peptidek esetén) peptidkotés
hasadas is eldfordul, melynek mértéke a helyi

natriumfelesleg kikiisz6bolésével csdkkenthetd.

. A natriumos redukcid fontossédgat a mai napig meg-

széleskorli alkalmaziasa bizonyitija [16, 41, 42].



3. KISERLETI RESZ

3.1. Felhasznalt anyagok

A védett oxitocein, oxitocin, N-acetil-triglicin,
triglicin, benzil-benzoat, etil-tioglikoléat, etil-S-ben-
zil-tioglikolat (ESBT), difenil~-etdn, N-terc(butil-oxi-
-karbonil )-L-aszparagin (Boc-Asn—-OH), N-terc(butil-oxi-
-karbonil)-L~-homoszerin-diciklohexil-amin s6 (Boc-~Hse-
-OH.DCHA), N-terc-butil-oxi-karbonil-L-homoszerin-lakton
(Boc—Hég]), N-terc-butil-oxi-karbonil-L-aszparaginsav-4-
-metil-észter-diciklohexil-amin s (Boc-Asn(OME)-OH.DCHA
mintakat a K&banyai Gydgyszerarugyar (Budapest) bocsa-
totta rendelkezéslinkre. Az oxitocin minta tényleges oxi-
tocintartalmidt spektrofotometrias uton hataroztuk meg,
SERVA p.a. tirozint haszndlva a hitelesitéshez.

A tirozin- és az oxitocinminta fényelnyelését 263
nm-nél mérve az abszorbancia értékek alapjan az oxitocin-
minta oxitocintartalma 84,9 %-nak adddott. ¥

Az eluensek elkészitésénél alkalmazott olddészerek
(acetonitril, metanol, 2-propanol) Merck (Darmstadt,
NSZK) gyartmanyuak, HPLC tisztasadguak voltak. Az eluen-
sek és oldatok készitésénél kétszer desztillalt, 10 um
poérusatmérdjii szirdn sziirt vizet hasznaltunk.

A mérések sorén alkalmazott amméniat (Nitrokémia,



Pét) gazpalackbdl nyertiik. A felhasznalt egyéb vegysze-
rek Reanal (Budapest), Merck (Darmstadt, NSZK) és BDH

(Poole, Anglia) gyartmanyuak, a.lt. mindségliek voltak.

3.2. A méroberendezés

A folyékony ammbénidban végrehajtott natriumos re-

dukcié kvantitativ jellemzésére iivegkésziiléket (2. abra)
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2. Abra Titrald berendezés a folyékony ammdénidban fém-
natriummal kivitelezett redukcids reakcidk kvan-
titativ kOvetésére. I. bliretta; II. mérdcella;
1. platina-referens elektrddpar; 2. két platina

elektrdd; 3. termisztor; 4-9. csapok



konstrualtunk, amelyben titralasszeriien kdvettilk a re-
akcidkat. A mérés soran az oldat hdmérsékletét, elektro-
mos vezetOképességét és redoxipotencialjat regisztraltuk.

A 2. abrén az I. jelzésli edény a tulajdonképpeni
biiretta a II. jelzésli a mérdcella. Mindkét edényben mér-
tiik az oldatok hOmérsékletét. A blirettaban a redoxipoten-
cidl mérésével ellendriztiik a natriumoldat stabilitéasat.
A mérdcelladban a potencidl-~ és vezetOképességvaltozast
mértiik, igyAa reakcidkat kvantitativen kovettiik.

A hOmérsékletmérést D 1216 tipusu Digital Multiméter-
re - (Norma Messtechnik, NSZK) kapcsolt termisztorral vé-
geztiik. A vezetOképesség mérésére OK-102/1 tipusu konduk-
tométerhez (Radelkis) csatlakozd két Pt-lemez elektréd
szolgalt. A redoxipotencial mérésére PHM 52b tipusu Ra-
diometer Digital pH Meterhez (Radiometer, Dania) csatla-
kozd, hazilag eldallitott Pt-lemez indikatorelektrddot
és Ag/KCl

-AgCl )—(NH3—oldatban) refe-

(telitett) (telitett
rens elektrddot hasznaltunk [43].

Mindkét edény osztassal ellatott és kalibralt, igy
az oldat térfogata kozvetleniil leolvashatd volt. Az ol-
dbészer kondenzdltatasat és az oldatok hiitését szarazjég-

-aceton hiitdeleggyel végeztilk és a megfeleld hOmérsék-

letre Nz-géz adtbuborékoltatasaval allitottuk be.



3.3. A mérés menete

A készililéket 403 K hOmérsékleten 3 6ran keresztiil
szaritottuk. A méréseket szaritott (CoClz—al kevert asz-
karit molekulasziirdn majd NaOH-on Aatvezetett) nitrogén
atmoszférdban végeztilk. A folyamatos N, gadzaramlas az
oldatok keverését is szolgalta. Az ammdénidt natriumrédl
desztillalva tisztitottuk [2, 12, 13].

A titralandé anyagot (~ 1074 mé1) a II. cellaba
mértik, majd megfeleld mennyiségii ammdénidt kondenzaltunk
ra. Ezt kdvetden a biirettdba (I. edény) kondenzaltunk
amménidt. Ebben oldottuk a méréshez hasznalt fémnatriu-
mot. A referens elektrddokba az elektrddfolyadék amméni-
at ugyancsak kondenzaltatéssal vittlik be. Mindkét cella-
ban az oldat térfogatat tovabbi ammdénia kondenzaltatas-
sal allitottuk be a kivant térfogatra. Az oldatokat a
titralas megkeidése eldtt 30 percen keresztiil nitrogén-
nel kevertettiik, ezt kOvetden a titrald oldat alikvot
részleteit nitrogéngazzal nyomtuk at a mérScellaba. Min-
den adagolé&s utan mindkét oldat hdmérsékletét 228 K-re
dllitottuk be mieldtt leolvastuk volna a térfogatvalto-
zasokat és a mérési adatokat.

A mérési adatok hibaja minden esetben pozitiv, ami

a fémnatrium rendkiviili reakcidkészségével magyarazhaté.

TObb 6radn a4t magas hSmérsékleten (200-500 %¢c) és vakuum-



ban szaritott livegedény is tartalmaz annyi redukéalha-
td nedvességet, amely ezt a hibat okozhatja (2, 12,
13]. Ezért megmértiik kisérleti rendszeriink natrium fo-
gyasztasat. A mérdedénybe kondenzalt 50 cm3 ammbéniara

L 2,1.10"4 mdél natrium fogyott kiildn-kiildn

1,8.10
kisérletekben. (A 3. &bran egy, a fent leirt kdriilmé-

nyek kozott felvett titralasi gbrbe lathatd.)

u(mv) 1/R(ms)
001 130
/‘//,——r-'." -
-000 120
-2000- 10
4 A
" cm3 Na oldat

3. abra Mérdberendezésiink natriumfogyasztasa. A titra-

3

16 natriumoldat koncentréacidéja: 0,04 mol dm :

a rendszer natriumfogyasztéasa:

- a miiszeres végpontjelzésbdl szamolva: 1,8.10_-4 mol

- az oldat kék szinének megjelenésébdl szamolva:

2,5.10_4 mél .



Figyelemre méltd, hogy a miiszeres analitikai médszerek
az oldat kék szinének megjelenése eldtt jelzik a reak-
cid végpontjat.

A natriumos reakcidé utén az ammdé4niat elparologtat-
tuk és a visszamaradt terméket megfeleld elbkészités u-
tan folyadékkromatografias vizsgadlatoknak vetettiik ala.
A termékek koncentracidjat kalibrald oldatok segitségé-
vel hataroztuk meg.

A triglicin és az N-acetil-triglicin natriummal
vald reakcidjénak termékét vizben oldottuk fel. Az ol-
dat pH-jat perklérsavval pH = 2,2-re, az ionerdsséget
a folyadékkromatografiads analizishez natrium-perklorat-
tal 0,2 mol dm >-ra &llitottuk be.

A benzil-benzoat és ESBT redukcibs termékét meta-
nolban, a Boc-Asn-OH redukcids termékét pedig 0,01
mol dm—3 foszfat pufferben (pH = 2,7) oldottuk fel.

A védett oxitocein redukciés termékét vizben ol-
dottuk, majd az oldat pH-jat és koncentracidjat az
oxitocein + oxitocin atalakuléas kinetikai vizsgalatéa-
nal részletezett mdédon kiilonbdzd értékekre allitottuk

be.

3.4. A folyadékkromatografias mérbOberendezés

A folyadékkromatografids vizsgalatokhoz LKB (LKB



Bromma, Svédorszag) és Liquochrom OE 330 (Labor MIM, Bu-
dapest) tipusu folyadékkromatografokat haszndltunk. A
kromatografokhoz LKB Uvicord S és UV 308 detektorok
csatlakoztak. Az adagold Rheodyne tipusu, 20 upl lrtar-
talmu volt. A mérésekhez haszndlt kolonna 250x4,6 mm
I.D. méretii, 10 um szemcseadtmérdjli Hypersyl ODS tdlte-
ti kolonna (Bioszeparaciés GMK, Budapest) volt. Az osz-
lopon az eluensek aramlasi sebessége minden esetben O,8

cm3/perc volt. Az oszlop holt térfogata 2,27 + 0,10 cm3;1

3.5. A folyadékkromatografiads mérések kivitelezése

Az elektrokémiai (potenciometrids és vezetOképessé-
gi) mérések mellett a cseppfdlyds ammdébnidban végrehaj-
tott natriumos redukcidé kovetésére legalkalmasabb moéd-
szernek a nagyhatékonysdgu folyadékkromatografia bizo-
nyult. Ezért az egyes modellvegyiiletek vizsgdlatahoz
kiilon-kiildn eljéré;t dolgoztunk ki a kiindulasi anyagok,
ko6zti- és végtermékek kromatogrdfids meghatarozasara. A
vizsgidlatok eredményét a k&vetkezOkben Osszegezziik.

A triglicin és az N-acetil-triglicin folyadékkro-

matografias analizise a molekulak hasonldé polaritasa és
kis mb6ltomege folytan nehéz feladat. Szamos eluensrend-
szert prébaltunk ki, az &ltalunk hatékonynak talélt a-

cetonitril - 0,01 mol dm_3 foszfat puffer (pH = 2,2)



rendszer, mely 0,2 mol dm—3 natrium-perkloratot tartal-

mazott, optimalasat a 4. abran mutatjuk be.

05}
0s}
04}
03}

02t

0lr \\\\\\\\‘____,//’////)

0 50 100 %o Acetonitril

4. abra A triglicin (e) és az N-acetil-triglicin (@) ka-
pacitasaranyainak filiggése az eluens acetonitril
tartalmatol

Eluens: acetonitril - 0,01 mol dm—3 foszfat puf-
fer (pH = 2,2), 0,2 mol dm—3 natrium-perklorat

J6 elvalasztast 3:97 aranyu acetonitril-foszfat puffer
Osszetételénél taldltunk. A detektdlds 220 nm-nél tor-
tént. Ilyen kOriilmények kozott a triglicin kapacitas-
aranya: k'’ = 0,32, az N-acetil-trigliciné: k' = 0,48
volt.

A benzil-benzoat és redukcids termékeinek (benz-

aldehid, toluol, benzil-alkohol, benzoesav) valamint a

difenil-etan analizisét metanol-viz eluensrendszerrel



tudtuk legjobban megvaldsitani. Optimdlis eluensbssze-
tételnek a 80:20 metanol-viz arany bizonyult, a detek-
talas 254 nm hullamhosszon torténd fényabszorpcid mé-
réssel t&rtént.

A kapacitas aranyok: benzaldehid k'’ = 0,84; ben-
zilalkohol k'’ = 0,57; benzoesav k'’ = 0,19; toluol k' =
= 1,10; difenil-etan = k' = 2.85.

Boc~-Asn—-OH és redukcibés termékeinek, Boc-Hse-OH,
Boc—H£;] analizisénél abb0l a megfontola&sbdol indultunk
ki, hogy &ltaldban az acetonitril szerves fazist tartal-
maz6 eluensek hatékonyabbak a metanoltartalmuakénal. Az
optimdlas soran az acetonitril : 0,01 mol dm-3 foszfat
puffer (pH = 2,2) 15:85 aranyu eluens, mely 0,1 mol dm-'3
nadtrium-perkloratot tartalmazott bizonyult a leghatéko-
nyabbnak. A detekt&las 220 nm-nél td6rtént. Ilyen k&riil-
mények ko6zdtt a kapacitads aranyok a kdvetkezOképpen a-
lakultak: Boc-Asn-OH k’ = 1,86; Boc-Hse-OH k’ = 2,35;
Boc—Hégj k'’ = 4,48. Egy jellegzetes kromarogramot a 5.
adbran mutatunk be. !

A Boc—-Asn (OME) ~-OH-nak az eldz0 eluensrendszerben
a kapacitas aranya 7,0 volt. A molekula apolarosabb 1lé-
vén a retencids idd csbkkentése érdekében ndveltilk a
szerves fazis ardnyat. Az alkalmazott eluens acetonit-
ril: 0,01 mol dm > foszfat puffer (pH = 2,2) 25:75 ara-

nyu elegye volt. Ilyen koOriilmények k&zott a Boc-Asn(OME)-
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5. abra A Boc-Asn-OH és redukcids termékeinek kroma-
togramja
I: Boc—-Asn-OH; II: Boc-Hse-OH; III: Boc—Hse:I

-OH kapacitas arénya: k'’ = 2,51.

Az oxitocin folyadékkromatografias analizisére
szamos példa van az irodalomban [44-61]. Vizsgalata-
inkhoz azonban nemcsak az oxitocin mérésére volt szik-
ség, hanem az oxitocin-oxitocein egylittes analizisét
is meg kellett oldanunk, melyre egyetlen példat ta-
laltunk az irodalomban [52]. Az oxitocin analizisére
altalanosan hasznalt rendszerek metanol, acetonitril
szerves fazist, és vizes fazisként foszfat puffert,

acetatot, trifluor-ecetsavat, ammdnium-szulfatot, stb.



tartalmaztak. TObbféle probalkozas utan, szem eldtt
tartva az oxitocin-oxitocein elvalasztas igényét is,
acetonitril - 0,01 mol c'lm_3 foszfat puffer (pH = 2,2)
25:75 aranyu elegye, mely 0,1 mol dmn3 natrium-per-
kloratot tartalmazott, bizonyult a legalkalmasabbnak.
A detektalds 220 nm-en tOrtént. Jellegzetes termékkro-
matogramokat a a 6. abradn mutatunk be. A kapacitasara-

nyok: oxitocein: 3,0; oxitocin: 3,4.

A
<
8
a. P
0,051 £ b. C.
8
' B
= \
12
|y
10 0 10 0 10 tperc? '

6. abra A védett oxitocein redukcids termékének kroma-
togramja. A védett oxitocein koncentracidéja fo-

: mol dm—3. A natrium/

lyékony amménidban 6.10
/védett oxitocein mdélarany: 9,29. A reakcidter-
mékek vizben vald felolddsa utén a./ 0,7 braval,

b./ 5,7 oéraval, c./ 8 braval.



4. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A modellyvegyiiletek vizsgalata

A peptidmolekulak folyékony amménidban fém-natrium-
mal reagadld csoportjainak hozzarendelésére elsOként a
trigilicin viselkedését tanulmanyoztuk. E vegylilet, mint
a 7. abrabdol kitilinik, 3 egyenérték natriummal reagal. A
titralas elsd szakaszaban az ammdénidban erds savként vi-
selkedd terminalis karboxil-csoportbdl szarmazd NHZ—io-

nok redukcidja jatszodik le:

e /mvr 1 /R /mS
00
30
-500
25
-1000
20
-1500
1 2 3 b4 Na/mol
trighcin /mol

7. abra A triglicin potenciometrids (A) és konduktomet-

rids (0) titralasi gbrbéi. A triglicin kezdeti

3

koncentraciéja 8,5.10 - mol dm—3



NHZ + Na — NH3 + 1/2 H2 + Na+ (14)

Az NHZ &s Na'-ionok mozgékonysaga ammbénidban kdzel
megegyezik [62], a keletkezd natriumsd nagyobb asszocia-
cidja miatt a vezetOképesség kismértékii cstkkenését ta-
pasztaljuk. Az els$ ekvivalenciapont utan, a rendszer
még tovabbi két ekvivalens natriumot fogyasztott. Annak
elddntésére, hogy utdbbi lépésben a peptid hidrogének
vagy a termindlis aminocsoport hidrogénjei reagalnak a
natriummal, megvizsgaltuk az aminocsoportjan védett tri-
glicin (N-acetil~-triglicin) analdég viselkedését.

Az N-acetil-triglicin redukcidjanak elsd lépése a
karboxil protonbdl szarmazd NHZ-ionokhoz rendelhetd.

(8. abra). A kdvetkezd 3 ekvivalens ndtrium a peptid-
hidrogénekkel kell, hogy reakcidéba 1lépjen, mi&el a mo-
lekula mas redukdlhatd protont nem tartalmaz. A vezetd-
képességi gOrbébdl arra kdvetkeztethetlink, hogy a maso-
dik 1lépésnél keletkezd két negativ t&ltésii aniont tar-
talmazd natriumsd még disszocidl. A tovabbi redukcié—
nadl az egyre nagyobb negativ t8ltéssel biré anion a nat-
riumionokkal egyre nagyobb foku asszocidcidra kénysze-
riill, ami a vezetOképesség csOkkenésében jelentkezik. A
teljes folyamat yvégét a 'rédoxipotencidl valtozas és a

szabad elektronok megjelenése okozta erdteljes vezetOké-~

pesség ndvekedés jelzi.
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8. abra Az N-acetil-triglicin potenciometrias (A) és

konduktometrids (0) titrdlasi goérbéi. Az N-ace-

til-triglicin kezdeti koncentréciéja:.6,3.10-3

=3 - -
mol dm (Az abréan v.triglicin.)

Az N-acetil-triglicin viselkedése alapjan arra ko-
vetkeztethetiink, hogy a triglicin esetében is a masodik
‘
és harmadik ekvivalens natrium a gyengén savas peptid-
hidrogénekkel reagadl. Ezen a szakaszon a sOképz0dés mi-
att a vezetOképesség eldbb nd, majd az egyre nagyobb
asszocidcid miatt csOkken. A potencialgdrbén a két pep-
tid-hidofgén redukcidéja kiilén lépcsSben jelentkezik,

ami a peptidk&tések eltérd kémiai kOrnyezetével magya-



rdzhaté. Annak elddntésére, hogy a natriumos redukcid
jar-e peptidkdtés szakadassal, folyadékkromatogréafias
mbédszerrel azonositottuk a triglicin és a védett tri-
glicin reakcidjanak germékeit. A vizsgalatokbdl kitiint,
hogy a triglicin redﬁkciéjénak termékét vizben oldva

az nagyrészt (~ 90 %) visszaalakul triglicinné, tehéit

a natriumos redukcid csak részben jart peptidkStés sza-
kadassal. A kimutathatdé melléktermékek (kisebb peptid)
mennyisége nem érte el a 10 %$-ot. Az N-acetil-trigli-
cint kiil6nbdzd natrium/peptid mélaranyokig kiilén-kiildn
kisérletekben titralva a bemért N-acetil-triglicin 70-
-75 $-a4t mutattuk ki. A minta kb. 10 %-anal a reakcid
soran a terminalis aminocsoportrd6l az acetilcsoport le-
hasadt, a reagaltatott anyag kb. 15 %-a egyéb mellékre-
- akcibkban vett részt (1. tablazat).

A benzil-oxi-karbonil yéddcsoport lehasadaséanak
modellezésére a benzil-benzoat hatriumos reakcidjat ki-
vantuk alkalmazni. E vegyilet titr&lasi gdrbéje sajnos
nem értékelhetd (9. &bra), mivel a kiinduldsi anyag nem
0ldédik ammbénidban, és ezért az heterogén reakcidban
redukaldédik, amit szinvaltozasa is jelez, Az igy nyert
reakcidtermék HPLC vizsgalata azt mutatta, hogy a ki-
in%ulési anyag teljesen elreagdlt. A kromatogramon tdb-

bek koz6tt a benzoesav, toluol, benzaldehid és benzil-

/£

-alkohol jellemzd sayjai jelentek meg. Ez alapjan a benzil-



1. téablazat

Az N-acetil-triglicin redukcidjénak

ahyagmérlege

Bemért N-acetil-

natrium/N-acetil-

A reakcidtermékben kimutathatd

-triglicin ~triglicin triglicin N-acetil-triglicin
mol dm_?’.lo-3 mélaréany % %

3,45 3,66 9 72

3,40 4,71 12 74

3,48 5,07 15 715

43
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9. abra A benzil-benzodt potenciometriés (A))konduk—
tometrias (0) titr&lasi gbrbéi

-benzoat hasadésa az aldbbi két uton képzelhetd el.

0
@—(':‘—OH + CH3—@ ol
&)L -
\‘ -C-H + HO-CH
@ <0

Mivel a termékek k&ziil a toluol keletkezik a legnagyobb



mennyiségben az l-gyel jeldlt reakcidut latszik kedvez-
ményezettnek. (A toluol mennyiségi meghatarozasardl lasd
a 48. oldalt.)

Eszterek folyékony ammbéniads kdzegben ammonolizist
szenvedhetnek. Ezt a folyamatot amméniumsdék katalizal-
jak. HPLC vizsgdlataink szerint a benzil-benzoat még
amménium-klorid jelenlétében sem alakul &t benzamidda
és benzil-alkoholla.

A merkapto kénhez kapcsol6dd benzil véddcsoport
natriumos redukcidjénak modellezésére az ESBT reakcid-
j&t hasznaltuk. E vegyililet vezetOképességl és potencio-
metrids titralasi gbrbéin (10. &bra) egyarant 1 ekviva-
lens natrium hozzaadasa utan jelentkezik egyenérték-
pont. A rendszer az ekvivalenciapont utan is fogyaszt
natriumot, a szolvatalt elektronok megjelenését jelzd
vezetOképesség ndvekedés nem jelentkezik. Ez.a reakcid-

termékek valamelyikének a natriumamid képzddésére

3 2
kus hatésaval latszik magyardzhatodnak.

(Na + NH, — Na® + NH, + 1/2 H2) gyakorolt kataliti-

0w
Ezt az elképzelést tamasztja ala az etil-tiogli-
kolat reakcidja natriummal (1l1. a&bra). A titr&lasi
gdrbén a varakozasnak megfelelBen 1 ekvivalens natrium
hozz&adasa utédn jelentkezik a merkaptocsoport proton-

janak letitralasat jelzd egyenértékpont. BAr a képzd-

dott termék reakcidképes csoportokat madr nem tartalmaz,

szolvatalt elektronokra jellemzd vezet6képesség,n6veke—
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10. &bra Az ESBT potenciometrids (A) és konduktometriés

(O0) titralasi gdrbéi. Az ESBT kezdeti koncent-
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11. &dbra Az etil-tioglikoléat potenciometriés (A) és kon-

duktometrids (0O) titrdlasi gbrbéi. Az etil-tio-

glikolat kezdeti koncentréacidja: l,l.lO-.2 mol dm-.3



dés itt sem jelentkezik. Ez arra utal, hogy az —S—CHZ—COOEt
ion katalizélja a fenti reakcidt.

Az ESBT redukcids termékében folyadékkromatografids
analizissel toluolt és nyomokban difenil-etant tudtunk ki-
mutatni. Spektrofotometrids analizis alapjan megallapitot-
tuk, hogy az észtercsoport nem reagadlt a natriummal.

Az oxitocein az eddig targyaltakon kiviil mé&s natri-
ummal reagdld csoportokat is tartalmaz. Ilyenek példaul
a savamidcsoportok, és a tirozin egység fenolos hidroxil-
ja. Savamidok natriummal folyékony ammdénidban f&leg soét
képeznek, redukcidjuk protonforras tavollétében kis mér-
tékben jatszo6dik le [3, 4]. Savamidcsoport redukcidjat
fémnatriummal alkoholl&, metanol, mint "protonforras" je-

lenlétében valbsitottdk meg [4].

49 OH
CIZ'-NH2 THz
CH, O CH CH, O CH
= 12 Na/NH, /MeOH [ 21 |2
CH3"$—O‘-C'—I}]—CH—COOH - CH3— —O—C—I}I-CH*COOH
H H
CH3 CH3
(Boc-Asn-0OH) (Boc-Hse-0OH)

A savamidot 30-szoros mdlfelesleg metanol jelenlétében

10-20 mél natriummal reagadltattdk.



Tekintettel arra, hogy a védett oxitocein redukcid-
jat protonforréskénf szerepld karbamid alkalmazasaval
kivdntuk teljessé tenni, meg kellett vizsgalnunk nem o-
koz-e a karbamid a savamid redukcidébdl eredd hibat. En-
nek vizsgdlatara modellvegyiiletként a Boc-Asn-OH-t va-
lasztottuk, melynek redukcid6jat fémnatriummal titralas-
szerii reakcidban vizsgaltuk. Az elsO kisérletsorozatban
a kiinduléasi vegyiiletet amménias fémnatrium oldattal tit-
raltuk, majd megismételtilk a reakcidét metanol, illetve
karbamid jelenlétében. A 12. &bran a Boc-Asn-OH, a 13.
és 14. abran ugyanennek a vegyiiletnek metanol illetve
karbamid jelenlétében felvett titralasi gbrbéje latha-
td. A Boc-Asn-OH karboxilcsoportja erds savként visel-
kedik amménidban. Mindhdrom potenciometrids titrdléasi
gbrbén egy ekvivalens natrium hozzaadisa utén jelentke-

3N

zik a potencidl ugras, amely karboxilcsoport disszoci&-

ci63abdl szarmazé NHZ redukcidéjédhoz rendelhetd. A poten-
ciometrids titradlasi gdrbéken tovabbi végpont nem je-
leﬁtkezik. Ez részben azzal magyarazhatd, hogy az .al-
kalmazott reakcidk&riilmények kbzdtt a savamid redukcid-
ja lassan megy végbe, masrészt azzal is, hogy nem kvan-
titativ a redukcid. Az ekvivalenciapont utdn minden tit-
raldé oldatrészlet kék szine 20-40 perc alatt tiinik el.
'

A redukcid termékében karbamidadalék alkalmazasa esetén

\ .
nyomokban, a metanoladalék alkalmazasa esetén pedig 15 %
aY X ’
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12. abra A Boc-Asn-OH (az abran BA) potenciometrids (A)

és konduktometrias (0) titrdlasi gbrbéi. A Boc-

-Asn-0OH kezdeti koncentréciéja; 9,6.19j§m@91.dm—3
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13. dbra A Boc-Asn-OH (az abran BA) potenciometrids (A)
és konduktometrias (0) titrédlasi gbrbéi 30-szo-
ros mélfelesleg metanol jelenlétében. A Boc-Asn-

-OH kezdeti koncentracidja 9,6.10-3 mol dm—3
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14. adbra A Boc-Asn-OH (az &bran BA) potenciometrias (A)
és konduktometrids (0) titralasi gorbéi nyolc-

szoros mbOlfelesleg karbamid jelenlétében. A

Boc-Asn-OH kezdeti koncentraciodja: 9,6.10-3

mol dm-3

Boc-Hse-OH-t tudtunk kimutatni. Ezért feltétélezhetjﬁk,
hogy a savamid redukcidjanak sebessége, jelen kisérle-
ti kOriilmények k&zott, Osszemérhetd a natrium-amid kép-
z0désének sebességével, mivel az utdobbi reakcidt az e-
lektrddként alkalmazott platina lemezek katalizéljék.

A titralésok elsd szakaszaban a vezetOképesség al-
landé, illetve enyhe cstkkenést mutat, mivel az NHZ— és
Na+-ionok mozgékonysdga ammdénidban kézel megegyezik [62].
Ezért a konduktometrids titrdlasi gdrbéken is az elsd

t6réspont a Boc-Asn-OH erdsen savas protonjaihoz rendel-



hetd., A vezetdképességi gbrbék lefutdsa a titralas to-
vabbi szakasziban kil6nbsz3. Ez egyrészt a lejatsz6do
reakcidk kiilénb6z86 mechanizmusara, masrészt kiilonbozd
t6ltésli és mozgékonys@gu részecskék keletkezésére utal
A II. tablazatban a Boc-Asn-OH kiilonbdzd kdriilmé-
nyek koz6tt vezetett redukcids reakcidjénak termékﬂig:
oszlasat tiintettiik fel. (Egyik kisérletsorozatban sem
kovettiik a potencial és vezetOképesség valtozast.)
Az A kisérletsorozatban ~6 ekvivalens nadtriummal rea-
gaéltattuk a savamidot. Pufferolt kdzegben nagyobb Boc-
~Hse-OH hozamot értiink el, mint a nem pufferoltban, de
a kiindulasi anyag mintegy 50 %-a valtozatlan maradt.
Ezért a B kisérletsorozatban megndveltiik a natrium
mennyiségét. Ez csak a protonforrast nem tartalmazd
kisérletnél eredményezett kitermelésndvekedést. Mind-
harom esetben, de f8leg a karbamiddal pufferolt kisér-
letnél az'anyagmérleg romlott. Ebbd®l arra kdvetkeztet-
hetlink, hogy lassu reakcidban a reakcidtermék Boc-Hse-
-OH is reagdl a natriummal (és ezt az &talakuldst i's
eldsegiti a karbamid). Ezt igazoljdk a C kisérletsoro-
zat eredményei is. Ebben az esetben a ~12 ekvivalens
natrium hozzaadisa utan 30 percig kevertettiik az olda-
tot és a reagensfelesleget 30 perc utdn 20 ekvivalens
NH4C1 hozz4adasaval elreagdltattuk. Az anyagmérleg

lathatdan javult.



II. tablazat

A Boc—-Asn-OH redukcidja kiilonb6zd kisérleti kOriilmények

kozott
Na /mo61l adalék /mol Nyert Reagalt Anyag-
Boc-Asn-OH/mé1l Boc-Asn-OH/mdl BOC_H:G_OH Boc—A:n—OH me;leg
6,49 - 13 42 61
A 5,68 MeOH( 30) 46 53 92
5,91 karbamid(8) 41 58 83
11,85 - 17 48 69
B 12,17 MeOH(30) 41 55 86
12,43 karbamid(8) 26 75 52
12,18 - 32 32 100
c 11,41 MeOH(30) 55 _ 55 100
12,24 karbamid(8) 42 59 83
11,48 karbamid(4) 42 47 95
D 12,24 karbamid (8) 42 59 83
13,00 karbamid(12) 51 78 73
15,26 NH4Cl(20) ) 2 98
c = 9,6.10"° mol dm >

Boc—-Asn-0H

A C és D kisérletsorozatban a natrium hozzdadasa utan 30
percig kevertettiik az oldatot, ezutdn 20 ekvivalens

NH4Cl-al elregadltattuk a natriumfelesleget.



A feltételezés alatamasztasara, hogy a termék to-
vabbalakul, Boc-Hse-OH-t reagadltattunk ~11 ekvivalens
Na-mal 1l2-szeres mbOlfelesleg karbamid alkalmazasa mel-
lett. A Boc-Hse-OH-t diciklohexil-amin s&é (DCHA) for-
maban bemérve a reakcidtermékben a kiindulasi anyagnak
csak 44 %$-a4t talaltuk. Parhuzamos kisérletben a DCHA
tiik be. Az eljaras kozben a vegyiilet 1,5 %-a laktonna
alakult. A natriumos redukcid utan a termékben laktont
nem tudtunk kimutatni, a Boc-Hse-OH 45 %-a atalakult.
Ezenkiviil a termékben 5 uj anyag csucsa jelent meg. An-
nak eldontésére, hogy a Boc-Asn-OH savamidcsoportjanak
redukcidjan kiviil mads reakcidkban részt vesz-e a vegyi-
let Boc-Asn(OME)OH.DCHA szarmazékat reagaltattuk 10,4
ekvivalens natriummal. A reakcidtermékben 74 % Boc-Hse-
-OH-t mutattunk ki.

Feltételezhetd lett volna az is, hogy a redukcid

befagyasztasara szolgdld NH,Cl adagolas esetén az

4
NHéCl ndtriumos redukcidjabdl szérmazdé hidrogén - amely
keletkezésének pillanatdban naszcensz allapotban van -
redukal. Ezért megvizsgéltuk a reakcidt 20-szoros mol-
felesleg NH4C1 jelenlétében is. A reakcidtermékben Boc-
-Hse-OH-t nem taldltunk és a bemért Boc-Asn-OH-t kvan-

titativen kimutattuk.

A D kisérletsorozatban a karbamid koncentracidjat



valtoztattuk. Lathatd, hogy a protonforras koncentra-
cidjanak novelésével a reakcid konverzidja ndvekszik.

Elképzelhetd, hogy metanogédalék alkalmazasa ese-
tén elGszOr natrium-metilat képzddik és ez jatszik
szerepet a redukcidban. Ennek elddntésére a bliretta-
ban eld&llitott natrium-metildtot adtunk a savamid ol-
datahoz. A termékben a kiindulasi Boc-Asn-OH-t kvanti-
tativen kimutattuk, a natrium-metilattal lejatszddo
reakcid igy kizarhaté.

Osszefoglaldan megdllapithatjuk, hogy minden ki-
sérletsorozatban (A-D) egyértelmi Osszefliggés van a
Boc-Asn—-OH konverzidja és a k&zeg protonkoncentracid-
ja kéz6tt. MeOH és karbamid jelenlétében végrehajtott
reakcidk soraban a konverzid ndvekszik.

A konverzid ndvekedése azonban nem minden eset-
ben vezet a redukalt termék, Boc-Hse-OH keletkezésé-
hez. Ennek egyik magyarazata, hogy a Boc-Hse-OH to-
vabbalakul, csak kOztitermék szerepét tSlti be. Ma-
sik lehetséges magyarazat, hogy a Boc-Asn-OH redukcid-
ja nemcsak Boc-Hse-OH keletkezéséhez vezet, a kroma-
togramokon a kiindulési.anyagon és a terméken kiviil
két-harom uj csucs is megjelenik. Tovabba elképzelhe-
t8, hogy a véddcsoport-hasitasi reakcid is lejatszd-
dik, az igy képzddd termék az alkalmazott detektdla-

si médszerrel nem észlelhetd.



A tirozin egység fenolos hidroxiljanak modellezé-
sére a fenolt valasztottuk. A fenol mint varhatd volt
egy ekvivalens na&triummal reagalt és gyenge savként vi-
selkedett.

Schdn és munkatarsai [1] a Z-Tyr-NH, redukcidjat
mar vizsgaltadk. A véddcsoport két ekvivalens natrium
hatasara hasadt le a molekulardl. Ezért valbszini,
hogy a fenolos OH reakcidja csak a véddcsoport-hasita-
si reakcidk utdn jatszodik le,

A modellvegyliletekkel végzett kisérletek alapjan
Osszefoglaldan megéllapithatjuk:/ )

- a mérési médszer alkalmas;;édukciés reakciod

kvantitativ kovetésére,

- a triglicin és a N-acetil-triglicin potencio-

metrids vizsgdlata alapjan a protonok savassa-
ga illetve a natriummal vald reakcidkészsége a
kbvetkezd sorrendben cstkken: karboxil-H >

> peptidkdtés-H ~ amid-H > amino-H,

- a natriumos redukcid soran kismértékii peptid-

k6tés hasadas is lejatszodik,

- a benzil—oxi—karbonil véddcsoport hasitasanak

féterméke toluol,

- a merkapto kénhez kapcsolddd benzilcsoport ~

egy ekvivalens natrium hatdsara eltavolithaté,

- az—S-CHZCOOEt.ion katalizalja a natrium-amid

képzddési reakcidt,



- savamidcsoportok csak igen lassu reakcidban re-
dukélhatdék, (ez a reakcid lényegesen lassabban
jatszo6dik le mint a véddcsoport-hasitasi reak-
cidék),

- a karbamid protonforrasként alkalmazhatéd.

4.2. A védett oxitocein titralasa

A modellvegyliletekkel szerzett kisérleti tapaszta-
latok birtokaban lattunk hozza a védett oxitocein re-
dukcidjénak tanulmanyozasdhoz. A biiretta viszonylag kis
térfogata miatt a védett oxitocein titralasi gbrbéjét
el®sz8r harom titradlasi szakaszban vettiik fel. A 15. &ab-
ra a védett oxitocein ilyen médon nyert potenciometrias
(1, 2, 3) és konduktometrids (1’, 2’, 3') titralasi gor-
béit mutatja.

Mivel a potenciometriés gbrbén csak egy elnyult po-
tencidlugrast taladltunk, a titr&last tSményebb Na-oldat
alkalmazasaval is elvégeztiik (l6a. abra). A reakcidter-
mékeket HPLC vizsgadlatokkal azonositottuk. E célbdl kii-
16n titralasokban a reakciét kiilonbdzd natrium:peptid
mbélaranyoknal ledllitottuk, a reakcidtermékekrdl az am-
méniat elparologtattuk, majd a szildrd maradékot vizben
oldva folyadékkromatograffal analizdltuk.

A védett oxitocein redukciéja a natriummal felte-
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15. abra A védett oxitocein potenciometrias (1, 2, 3) és
konduktometrias (1', 2', 3') titralasi gorbéi.
A védett oxitoceiln kezdeti koncentracidja:

6,0.10—3 mol dm—3

hetden a benzil és benzil-oxi-karbonil védd&csoportok le-
hasitasaval kezdddik. A reakcid sordn az oxitocein natri-
umsdja képzddik, mely sbd a vezetOképességet ndveli. A ve-
zetés jelentds csdkkenése ~7 ekvivalens natrium hozzaada-
sa utan tapasztalhatdé. A potenciometrids gdrbén szintén

~7 ekvivalens natrium hozzaadéasa utadn elnyult potencial-
ugras jelentkezik, ami arra utal, hogy a hadrom véddcso-

port leszakitdsa egymadssal parhuzamosan és nem konszeku-

tiv reakcidban t&rténik (Osszhangban az irodalmi el&zmé-
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16. abra a./ A védett oxitocein (az abréan v. oxi.) po-
tenciometrids (x) és konduktometrias (V)
titralasi gorbéi. A védett oxitocein kezde-
ti koncentracidja: 6,0.10—3 mol,dm—3.

b./ A védett oxitocein (az Abré&n v. oxi.) po-
tenciometrias (x, g ) és konduktometrias
(e, V) titraléasi gdrbéi a védett oxitoce-
inre szamolt hatszoros mbélfelesleg karba-
mid jelénlétében. A védett oxitocein kez-

3 3

deti koncentraciodja: 6,0.10 °~ mol dm .

nyekkel [1]). Ezt témasztja ald az a tapasztalat, hogy
kis natrium/védett oxitocein mélaranyoknal is talaltunk
a reakcid termékében oxitoceint.

A titralas tovabbi szakaszan (mivel madr nincsenek
véddcsoportok a molekuldn, mint ezt a termék HPLC ana-

lizisének eredménye mutatja) a natrium a peptid-hidro-



génekkel a savamidcsoporttal és a fenolos hidroxil-
csoporttal reagal illetve részben hasitja a peptidko-
téseket. A tbredék molekuldk folyadékkromatografiasan
kimutathaték. Egyre nagyobb negativ tOltésli részek ke-
letkeznek, melyek egyre nagyobb asszociadcidra kénysze-
riilnek a natriumionokkal.

A benzil és benzil-oxi-karbonil véddcsoportok ha-
saddsa natrium haté&sira 1 illetve 2 elektronos lépés-
ben torténhet difenil-etén illetve toluol képzddése
kdzben. Ezért vizsgaltuk a redukcids termék toluol és
difenil-etén tartalmat. A toluol kvantitativ analizi-
sét neheziti, hogy a redukcid végén az amménia elparo-
logtatisa soran a toluol egy része is eltavozik. Ta-
pasztalatunk szerint toluolra amméniat kondenzaltatva
majd azt elparologtatva és a maradékot metanolban old-
va a toluolnak mintegy egytized-egyhuszad részét nyer-
jik vissza. Difenil-etan a reakcidban csak nyomokban
keletkezett. A toluol mennyisége valtozdénak bizonyult,
esetenként Osszevethetd volt a keletkezett oxitocin
mennyiségével (III. tablazat), igy figyelembe véve a
parolgas okozta veszteséget, a toluol és a difenil-
-etdn analizis a benzilcsoport hasitdsara a (7) egyen-
lettel leirt mechanizmust valdszinilisiti.

A titralasi gdrbéken tapasztalt ~7 ekvivalens nat-

rium fogyas biztosan t6bb mint a harom véddcsoport el-



IIT. tablazat

A védett oxitocein redukcidja soré&n keletkezd toluol és

oxitocin mennyisége

(A védett oxitocein koncentracidja: 6,0.10—-3 mol dm_3)
[natrium]

toluol oxitocin

[védett oxitocein] — dm—3 —l dm—3
mbélarany

7,10 5,1.107° 1,98.10 3

9,29 1,5.10'3 1,68.10'3

-3 -3

7,20 3,16.10 2,22.10

7,90 3,24.10 3 2.99 1073

8,81 1,09.103 2,03.10 >

6,65 1,66.10 > 2,17.1073

8,18 1,72.10°3 2,03.10°°>

tavolitasahoz szilikséges mennyiség. Ezért valdszini,
hogy a titralas elsd szakaszaban a véddcsoport-hasita-
si reakcidk mellett mellékreakcidk (pl. peptidkdtés ha-
sadds) is lejatszdédnak. Ezt a feltételezést alatamaszt-
ja az a kisérleti tény is, hogy a redukcid soran 7 e-
gyenérték natrium alkalmazésa esetén a peptid 1/3 része
analitikailag nem mutathatd ki.

A titrdlas soran fogyott fémnatrium mennyisége és

a keletkezett oxitocin mennyisége kozotti Osszefiliggés



megdllapitasara 3-4 részletben adagoltuk a natriumol-
datot a védett oxitocein 6.10_3 mol dm_3 koncentracid-
ju ammdénias oldatdhoz a kivant natrium védett oxito-
cein mbélardny eléréséig és a terméket megfeleld eldké-
szités utan HPLC analizisnek vetettiik ala.

A védett oxitocein natriumos redukcidéja soréan az
oxitocein n&triumséja képzddik. Ez vizben hidrolizal-
va oxitoceint ad, mely égiizfiigg_}évén az oxitocin-
nal a kromatogramon az oxitocin eldtt jelentkezik (6.
abra). Az oxitocein enyhe oxidacids behatéasra oxito-
cinnd alakul. Oxidaldészerként a levegd oxigénjét hasz-
ndltuk. A 17. abra a keletkezett oxitocin mennyiségét
a natrium/védett oxitocein mdélaré&ny fiiggvényében mutat-
ja be. Lathatd, hogy a maximalis termelést egy védett
oxitoceinre jutdé ~7 egyenérték natrium eredményez.

(A termelést a folyadékkromatogrdfids csucsteriiletek a-
lapjan szamoltuk.) Ez arra utal, hogy a véddcsoportok
teljes eltavolitasa eldtt mar lejatszddnak azok a mel-
lékreakcidk, amelyek az oxitocin hozam cstkkenését okoz-
zak.

A IV. tablazatban a védett oxitocein redukcidjanak
anyagmérlegét tiintettilk fel. A redukcid termékét kozel
semleges rendszerben oldva, oxidacidé utén az oxitocin
mellett keletkezd kisebb és nagyobb tagszamu peptideket

is mértiik. Figyelembe véve az analitikai médszer korla-
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17. abra A keletkezett oxitocin mennyisége a natrium/
[védett oxitocein mdélarany fiiggvényében. Az
oxitocein koncentracidja 100 %-os redukciodt

feltételezve a vizes oldatban 3,0.10—3 mol dmh3

tait, az anyagmérleg igen jdénak mondhatéd.

4.3. Az oxitocin szintézis optimalizalasa

Az oxitocin hozam optimalizaldsara kiildn kisérlet-
sorozatot végeztiink. Ennek soran egyrészt tanulmanyoz-
tuk a védett oxitocein -+ oxitocein redukcids reakcid
lejatszodasat kiilonbdzd kisérleti feltételek mellett.

Igy vizsgaltuk a védett oxitocein koncentracidjénak, az



IV. téablazat

Védett oxitocein redukcidjanak anyagmérlege .

Bemért Na . 3 s L a1
v. oxitocein v. oxitocein ReQkalo. wtin meert- peptid
mol dm_3* mélarany oxitocin oxitocinnal Osszes peptid
kisebb nagyobb
mozgékonysdgu peptidx**
3.107° 6,76 83 2 15 97
1453 78 2 11 91
7,65 78 7 8 93
8,47 76 5 7 88
6.16 = 7,76 67 5 13 85
12,10 > 7,46 57 15 15 87

A redukcid utdn a szildrd terméket vizben oldottuk (pH = 6,8)
* A védett oxitocein koncentréacidja az amméniaban

*% Redukcid utédn nyert, oxitocinndl kisebb illetve nagyobb mozgékonysagu peptidek %-os

aranyat terilileteik arényéban fejeztiik ki.

Zs



adagolt karbamidnak, a hGmérsékletnek, a natrium adago-
las mdédjanak hatasat. Masrészt tanulmanyoztuk a oxito-
cein - oxitocin oxidacids reakcid kisérleti kOrilménye-
it. Ennek sorén vizsgaltuk a vizes oxitocein oldat pH-
—janak, kilonbdzd oxidaldszerek alkalmazasanak, az
[oxigén]/[oxitocein] ardnynak, az oxitocein oldat kon-
centracidéjanak a folyamtra gyakorolt hatésat.

Mérési eredményeinket az V. és VI. tablazatban
foglaltuk &ssze. Mivel a maximalis oxitocein hozam ~7
natrium/védett oxitocein mdélaradnynadl érhetd el, a ki-
sérleteinket e pont kdrnyezetében végeztiik.

A redukciodonak a védett oxitocein koncentréacidja-
t6l vald fliggését harom koncentracidnal vizsgaltuk. A
felsd hatart a védett oxitocein oldékonysidga behatarol-
ta. Igy a legnagyobb koncentracid (12.10—3 mol dm_3)

a védett oxitoceinre nézve kdzelitBleg telitett olda-
tot jelent cseppfolyds ammbénidban (hatszoros karbamid-
felesleg jelenlétében). A masik két vizsgalt koncent-
racio 6.10—3 illetve 3.10_3 mol dm—3 volt. A tablazat
adataibdél lathatdé, hogy a védett oxitocein koncentréa-
cidéjanak cstkkentése az oxitocin hozam ndvekedésével
jar. Ennek egyik lehetséges magyarézata, hogy hig ol-
datokban a mellékreakcidk visszaszorulnak. Masik le-

hetséges magyardzat, hogy a védett oxitoceinen 1évd

gyengén savas csoportok disszocidcidéjanak mértéke a



V. téablazat

Oxitocin kitermelés (%

) 3

A védett oxitocein koncentréacidja folyékony ammébnidban (mol dm‘3)

3.1073 6.10° 12.107°3
A karbamid koncentracidéja folyékony ammdénidban (mol dm—3)
HOmérséklet = =3 =3
18.10 0 36.10 0 72.10
(K)
R 3 R 3 R 3 R 3 R 3 R %
o 6,14 61 6,26 60 7,32 67 7,52 78 6,24 49 6,29 59
i 7,29 77 8,02 80 6,75 52 6,82 66
g{: 8,45 79 8,33 87" 9,29 52 7,26 65 7,52 76
B o - 9o 9,48 60 9,28 66" 7 527 64 7,89 74
H
E = 7,75 62 8,17 5
= 8,50 55 9,54 55
S
o 9,76 42
&
® 0 6,76 83 7,06 86 7,75 65 6,56 62 7,46 57 7,26 75
EJ% 228 6,98 83 7,50 89% 2 e 67 7,32 g5*
5 8,47 76
s
ke 7,12 82 7,57 79 6,80 64 7,34 71
H
2 240 7,53 78 8,31 79 7,48 69 7,68 76
2 7,65 78 8,50 76
b
R: natrium/védett oxitocein mdlarédny; * A karbamid koncentracidija: 72.10-3 mol dm_3; Az oxitocein

oldat pH-ja 6,8.

S



VI. tébléazat

Oxitocin kitermelés (%)

A védett oxitocein koncentracidja folyékony ammdénidban mol dm—3
9.187% 6.10> 13,167
A karbamid koncentréacidja folyékony amménidban mol dm"3
Homérséklet =3 = -
18.10 36.10 724
(K)
R % R 2 R % R % R 2 R 3
ot 6,14 67 6,26 70" 7,32 80 7,52 78 6,24 57 6,29 65
g b 729 86 8,02 99 7,90 75 7,90 75 67715 62 6,82 73
; 5 8,45 90 8,33 gg”* 9,29 50 7,26 74 7,52 83
0 & 228 9,48 68 9,28 85* 7,29 71
g‘ é 7,75 69 8,17 83
) 8,50 63 9,54 66
ST
B 9,76 50
w 'O
ﬁ ; 6,76 90 7,06 97 74575 70 6,56 60 7,46 80 7,26 86
E 4 228 6,98 95 7,50 96™ 7,76 69 7,32 91
A 5 8,47 88
%
H .
g o 7,12 95 7557 87 6,80 75 7,34 86
?; 240 7,53 87 8,31 90 7,48 75 7,68 78
g 7,65 90 8,50 91
R: natrium/védett oxitocein mélardny; * karbamid koncentrdcié: 72.10 - mol dm—3

Az oxitocein oldat pH-ja:

11,8

S5



higitassal n6vekszik. Ezért az oldat proton koncentra-
Eiéja nbévekszik, ami feltételezésiink alapjan szerepet
jéégzik a redukcid lejatszodasaban (lasd a bevezetés-
ben).

A protonkoncentracid szerepének tisztazasahoz a
natriumos redukcidét jarulékos protonforras, karbamid
jelenlétében is elvégeztiik.

A 16b. abran a védett oxitocein 6-szoros karba-

midfelesleg mellett felvett titralasi gorbéi lathatdk.

A karbamid jelenlétében felvett potenciometrias
gbrbén is ~7 ekvivalens natrium hozzdadésa utan je-
lentkezik az elnyult potencidlugrds. A vezetOképesség
cs8kkenése is 7-szeres natrium mbélfelesleg utan jele-
nik meg. Ennek alapjan &llithatjuk, hogy karbamid je-
lenlétében is a véddcsoportok parhuzamosan tavoznak a
molekularédl.

A karbamid koncentracié hat&sanak vizsgalatahoz
elvégeztik a védett oxitocein natriummal vald reduk-
ciéjét, 3-12-szeres mélfelesleg karbamid mellett. -

3 mol dm—3 védett oxitocein koncentraciénal 6-

12.10°
-szoros mbélfelesleg karbamid adagoldsat taldltuk op-
timalisnak. Megvizsgadltuk a tovabbi két védett oxito-
cein koncentracidtartomanyban a karbamid hatasat, u-

gyanezt a karbamid molfelesleget alkalmazva illetve

a karbamid koncentracidéjat allandd értéken tartva.



A karbamid peptidkitermelést n&veld hatasa a leg-
kisebb koncentracidétartomanyban 3.10_3 mol dm_3 nem
jelentkezett. TOményebb oldatokban ez a hatds egyre ki-

3

fejezettebb, 12.10 ° mol dm—3 védett oxitocein kezdeti

koncentracidénal eléri a 15 %$-ot (18. abra).

%o, Oxitocin
80f
.| /vo—‘\‘\d
L0}

100

\
U

80} : o Xoo X °

L0p

5 6 7 é g _Na/mol
v.oxitocein/mol

18. abra Az oxitocin kitermelés a natrium/védett oxito-
cein mdélarany figgvényében, karbamidot tartal-
mazdé illetve nem tartalmazd oldatokban.

a. a védett oxitocein kezdeti koncentréacidja
folyékony ammdéniaban 12.10_3 mol clm_3
b. a védett oxitocein kezdeti koncentracidja
folyékony amméniaban 3.10_3 mol dm_3
karbamid /védett oxitocein arany: r
°r = 0; X r =6;Q@Q r = 24

Az oxitocein oldat pH-ja: 6,8



A hOmérséklet hatasanak vizsgédlatara a kisérlete-
ket k&t hOmérsékleten végeztiik. A vizsgdlhatd hOmérsék-
lettartomanyt a kisérleti feltételek behataroltak. E-
zért az egyik vizsgadlati hOmérséklet a titrdlasi gor-
bék felvételénél alkalmazott 228 K, a masik a forrd am-
mdénia hdmérséklete (~240 K) volt. A mérési eredmények-
bdl megallapithatd, hogy ebben a sziik tartoményban a
homérsékletnek nincs lényeges hatdsa a termelésre.

Megvizsgaltuk a redukaldszer natrium adagolas mod-
janak hatasat az oxitocein hozamara. A "titralasos"
mbodszier a mechanizmus tanulmanyozasa szempontjabol
rendkiviil hasznos ugyan, de iparilag eldnydsebb a fém-
natrium szildrd formadban vald adagoldsa. Ezért a natri-
umot szildrd formaban és ammdénids oldatként is adagol-
tuk a védett oxitocein oldatahoz. Tapasztalataink alap-
jan a natrium adagolads médjanak nincs hatasa a keletke-
zO0 oxitocein mennyiségére. Az a jelenség, hogy a pep-
tidtermelés nem fligg a natrium adagolasi mdédjatdl az-
zal magyarazhatd, hogy a mi kisérleti koriilményeink ko-
z6tt a natrium reakcidéja a peptiddel gyorsabb, mint a
natrium oldédadsa amménidban.

Vizsgdlat targyat képezte az oxitocein oxitocin-
na torténd oxidacidjanak menete is.

A mérések soran a kovetkezOképpen jartunk el: a

natriummal t&rténd redukcid és az ammdénia eltavolita-

’



sa utan a visszamaradt szilard oxitocein-natriumot viz-
ben oldottuk ugy, hogy az oldat koncentraciéja (100 %-
-os atalakulast feltételezve) oxitoceinre nézve 3,0.10-3
i11. 7,5.10 % mol am™3 legyen. Ilyen k&riilmények kdzdtt
az oldat erdsen lugos, pH ~11,7-11,9. A vizsgalatok egy
részéhez ezen oldatok pH-jat sobésvavval pH = 6,8 értékre
allitottuk be. Az igy nyert oldatokat nyitott poharban
hagytuk allni, hogy a levegd oxigénjével szabadon érint-
kezzenek. Bizonyos iddkdzonként a poharakbdl mintat vet-.
tiink és folyadékkromatogra&fids analizissel kovettilik az
oxitocein-oxitocin koncentracidé alakulasat. A mérési e-
redményeinket a 19-20. abréakon mutajuk be. Azokban a ki-
sérletekben, amelyeknél az adott pH-n az oxitocein kon-
centracid illetve az [oxitocein]/[oxigén] mélarany nagy,
az oxitocin koncentrlcidé idSben késSbb éri el maximalis
értékét. Ez részben az oxigén kis vizoldékonysaganak

3 mol dm—3) kovetkezménye, a vizben

(293 K-en 1,35.10°
oldott oxigén mennyisége Osszevethetd az oxitocin meny-
nyiségével (a vizsgalt koncentricidtartoményban). Igy
érthetd, hogy a csak diffuzid utjan pdétlddd oxigén ha-
tésé kevesebb oxitoceint tartalmazd rendszerben nagyobb.
Amennyiben a fent leirt mbédon elkészitett oxitocein ol-
datot magneses keverdvel kevertettik (igy eldsegitve az

oxigén oldatba jutasat) lényegesen meggyorsult az oxi-

tocein oxidaciéjd = (21. &abra).
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19. abra Az oxitocein kitermelés valtozasa az oxida-
cidés i1dd fliggvényében.

A védett oxitocein kezdeti koncentracidja
3

folyékony amméniaban: 6.10_-3 mol dm
A natrium/védett oxitocein mdbélarany: 7,9.

A karbamid/védett oxitocein mblarany: 6.

Az o0xidalédo oxitocein koncentracidja (100
%2-0s redukcidt feltételezve): 3.10"3 mol dm_3
®3.10°° mol dm >
e 7,5.10°% mol dam”
pH = 11,8

3

Az oxitoceinre nézve nagyobb koncentracidéju oldat-
ban az oxitocin mennyisége a maximum elérése utan ido-
ben erdsebben cstkken, mint a higabb oldatban, tovabba

tobményebb oldatban az oxitocin termelés nem éri el a
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20. abra Az oxitocin termelés valtozdsa az oxidaciods

idd fliggvényében.

A védett oxitocein kezdeti koncentracidja fo-
lyékony ammobéniaban 6.10-_3 mol dm-3.‘

A natrium/védett oxitocein mdélarany: 8,9.

A karbamid/védett oxitocein mélarény: 6.

Az o0xidalédd oxitocein koncentracid (100 %-os

redukcidt feltételezve):

| 3.10_3 mol dm™3 ;
e 7,5.10"% mol am™3
pH = 6,8

higabban nyert értéket. Ilyen koriilmények kozdtt a kro-

matogramokon az oxitocein utan megjelend csucsok na-

gyobbak,

illetve idOben ndvekednek. Feltételezhetben

dimerek képzddnek.
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21. abra Az oxitocein termelés valtozasa az oxidacioés
idd figgvényében kevert oldatban
A védett oxitocein koncentracidéja folyékony

2 mol dm_3

amméniaban: 3.10
A natrium/védett oxitocein mdélarany: 7,06
A karbamid/védett oxitocein mélarany: 6
Az 0xidaldédd oxitocein koncentracidja (100 %-
-0os redukciot feltételezve): 7,5.10—4 mol dm—3
pH = 6,8 '

Az oxidacidét lugos oldatban kivitelezve az oxi-
tocin helyén nagyobb csucsokat tudtunk regisztralni.
A magas pH-ju oldatokban a peptidek dezaminalddhatnak
[63], és az oxitocin bioldgiai aktivitasa csdkken.

Feltételezhetd, hogy ilyen kromatografids korilmények



k6z6tt a dezamindlddott oxitocin nem valik el az oxi-
tocintéol.

Elvégeztilk az oxitocein oxidacidjat hidrogén-per-
oxiddal vald titraléassal is. Az eredményt a 22. abréan
tiintetjlik fel. A titrdlast oxigénmentesitett oldatok-

kal nitrogén atomoszféraban végeztiik, az oxigén hata-

%103 oxitocin/mol  dm-3

05}

1 1 1 1
3 5 7 9 " x103 H.D,Jmol dm3

22. abra Az oxitocin termelés valtozasa az oxidald'hid-
rogén-peroxid koncentracid fiiggvényében.
A védett oxitocein koncentracidéja folyékony

3 mol dm—3.

amménidban: 6.10
A natrium/védett oxitocein mélarany: 8,2
A karbamid/védett oxitocein mdbélarany: 3
Az oxidaldédd oxitocein koncentracidja (100 %
-0os redukcidt feltételezve): 3.10—3 mol dm

PH = 6,8



sanak kikilisz6b8lésére zart titrédld berendezést allitot-
tunk 6ssze. A fokozatos oxidacibd soran az oxitocin meny-
nyisége novekszik, koriilbeliil 4,5-szeres hidrogén-per-
oxid mbélfeleslgg mellett maximumot mutat, majd mennyi-
sége csbkken. Az oxidacids gbrbe jellege hasonld a le-
vegdn torténd oxidacidval nyerthez, azonban peroxidos
oxidacid esetén az oxitocin hozam igen érzékeny a per-

oxid adagolas ilitemére, illetve tuladagolaséra.



5. OSSZEFOGLALAS

A folyékony amménidban fémnatriummal kivitelezett
redukcibés reakcidk mennyiségi kdvetésére alkalmas mdd-
szert dolgoztunk ki. Olyan késziiléket szerkesztettiink,
melyben az irodalomban eddig nem t&rgyalt médon a re-
dukcids reakcidkat titrdlasszerilien tudtuk megvaldsita-
ni. A natriumos redukcidé hatranyaként emlitik a redu-
kalodészer helyi feleslegbe keriilése miatt fellépd mel-
lékreakcidkat. Modszeriink az eldbbi problémat kikiliszo-
b6lte, a natrium finom adagolasat tette lehetdvé.

A mérések sordn a rendszer elektromotoros erd- és
elektromos vezetdképesség valtozasat regisztraltuk. Az
igy nyert potenciomefriés és konduktometrias titralasi
gbrbék tajékoztattak a redukcids folyamatok lépéseinek
sztdchiometriajarol.

A natriumos redukcid soran keletkezd termékek azo-
nositasara nagyteljesitményli folyadékkromatografiéas
(H?LC) moédszerket dolgoztunk ki. '

Ezzel az uj kisérleti technikaval elért eredménye-
inket a kdvetkezdkben foglalhatjuk Ossze:

A triglicin és N-acetil-szarmazékanak potenciomet-
rids vizsgalataval kimutattuk, hogy a protonok affini-
tédsa a natriumhoz a kdvetkezd sorrendben csdkken: kar-

boxil-H > peptid-H ~ amid-H > amino-H, ami megfelel e



protonok saver®sségi sorrendjének. A kémiai kdrnyezet
saverdsséget befolyasold hatasa szintén megfigyelhetd
volt a potenciometrias mérések alapjan.

A vezetOképességi mérések egyrészt ionok képzddé-
sét és azok asszociacidjat, masrészt a redukaldszer
feleslegbe jutasat és ezzel a reakcid végpontjat je-
lezték.

Az etil-S-benzil-tioglikolat potenciometrias és
konduktometrias titralasi gorbéi alapjan megallapitot-
tuk, hogy a merkapto kénhez kapcsoldédd benzilcsoport
~1 ekvivalens natrium hatasara eltavolithatd.

Az elektroanalitikai és HPLC vizsgdlatok eredmé-
nyei alapjan kimutattuk, hogy

- a peptidk&tés deprotonadlddasa reverzibilis fo-

lyamat abban az értelemben, hogy a reakcid ter-
mékét vizben oldva az visszaalakul a kiindula-
si vegyiiletté,

- a natriumos redukcid soran kismértéki peptid-

kdtés hasadéas is lejatszddik, '

- a savamidcsoportok csak igen lassu reakciodban

redukalhatok,

- a védett oxitocein harom véddcsoportja parhu-

zamos reakcidban tavozik a molekularél,

- a védett oxitocein véddcsoport-hasitasi reak-

cidéjanak f6 termékei az oxitocein és a toluol.



Meghataroztuk az oxitocein el®allitds optimalis
kisérleti kOriilményeit. (A termelés értékeket folya-
dékkromatogrdfids uton hatdroztuk meg.) Ennek soran
vizsgaltuk a védett oxitocein - oxitocein redukciébs
reakcidt és megadllapitottuk, hogy karbamid jelenlété-
ben illetve hig oldatban kivitelezve ndvelhetd az
oxitocin termelés.

Tanulményoztuk az oxitocein » oxitocin oxidaci-
0s reakcid kinetikajat és kimutattuk a reakcibé6 kon-

centracibé és pH-filiggését.
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