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A dolgozatban felhaszndlt réviditések jegyzéke

A roviditések dltaldban megfelelnek a IUPAC Jjavaslati-
. nek /J. Biol. Chem. 247, 977 /1972/ /, a ritkébban hasz-

ndlt roviditések a kobvetkezd8k:

DMF -~ dimetilformamid

TEA -~ trietilamin
BOC- - terc. butiloxikarbonil csoport
Z- - benziloxikarbonil csoport

Bzl- - benzil csoport

Bu'- - terc. butil csoport

DCC - diciklohexil-karbodiimid
DCU - diciklohexil-karbamid

BM - benzil-malonssv-félamid
Gla - X'~karboxi-glutaminsav
TFA - trifluorecetsav

THF - tetrahidrofuran
BSA - marhaszérum albumin

EDTA - etiléndiamin-tetraecetsav



I. BEVEZETES, CLIXKITUZESEK

A peptidhormonok k&zott jélentés helyet foglal-
nak el a gyomor és bélcsatorna nydlkahdrtyd jdban képzdé-
d6 ugynevezett gasztrointesztindlis hormonok. E csaldd
két fontos képviseldje a gasztirin és a kolecisztokinin

/CCK/. Larsson és Rehfeld legujabb kutatdsai szerint (1]

a két hormon evolucidés eredete kozés.

A gasztrin a gyomorsav €s a pepszin termelését
serkentd hormon; a gyomornyélkshdrtya termeli és a vér-
éram utjén a gyomornydlkshdrtyéba keriilve a fali /parie-
td4lis/ sejtekre hat. A hormoncok szovetspecifitésdnak az
a magyardzata, hogy a célszerv sejtjei jelfogdét, recep-
tort tartalmsznsk, ami a hormonok hatdsdra aktivalja a
sejtekben az anyagcserevdltozdst elfidézd enzimet. A
peptidhormonok receptorai a sejtmembrénban helyezkednek
el [2].

A kolecisztokinin is tobb bioldégiai hatdsért
felel, igy epehdlyag kontrakcidét okoz, masrészt stimu-
141ja a hasnydlmirigy enzimszekréciéjst. A legutdébbi é-
vek kutatédsai szerint ugyanakkor sz idegrendsuerben
neurotranszmitter, illetve neuromoduldtor funkcidét 1ldt
el. Mindkét hormonban k&zbs, hogy a kiilonbozd biolégial
hatdsokért a teljes molekuldnsk egy kis része, az aktiv
centrum a felelds. Ez az aktiv centrum a gasztirin esetén
a C-termindlis tetrapeptid, a CCK esetén a C-termindlis

heptapeptid szulfétészier:



2
- Tyr/SO-H/ - Met - Gly - Trp - Met - Asp - Phe - NH
3 2

- Trp - Met - Asp - Phe - NH

A két fentemlitett hormon hatdsmechanizmusdrél iéen
keveset tudunk, inkdbb csak hipotézisek vannek a hormon-
-receptor kb6lcstnhatds médozatairdl. Ezért célul tiztik
ki a gasztrin kémiai szerkezete és bioldégiai hatdsa k6zot-
ti Osszefiiggések vizsgdlatdt. E célbdl olyan analdgok
szintézisét terveztiikk, amelyekkel a gasztirin aktiv
centrumdnak térszerkezete tanulményozhaté. Ezek a kovet-
"kezdk:

BOC - Gly - Leu - Asp - Phe - NH2

BOC - Gly - Met - Asp - Phe - NH

2
BOC - Leu - Leu - Asp - Phe - NH2

BOC - Trp/FOR/ - Leu - Asp - Gly - NH,
BOC - Trp - Leu - Asp - Gly - NH2

BOC - Asp/OH/ - Phe - NH2
BOC - Asp/OBut/ - Phe - NH,

BCC - Met - Asp/OH/ - Phe - NH,
BOC - Met - Asp/OBut/ - Phe - NH

2
H - Met - Asp/Ol/ - Phe - NH,
BOC - Leu - Asp/OH/ - Phe - NH2
BOC - Leu - Asp/CBzl/ - Phe - NH2
BOC - Trp - Leu - Asp/OH/ - the - NH,
BOC - Trp - Leu - Asp/0OBzl/ - Phe - NH,
BOC - Gly - Trp - Leu - Asp/OH/ - Phe - NH,



BOC - Tyr - Gly - Trp/FOR/ - Leu - Asp/OH/ - Phe - NH,

H - Leu - Asp/OH/ - Phe - OCH3

Z - Leu - Asp/0Bzl/ - Phe - OCH3

BOC - Trp - Leu - Asp/OH/ - Phe =~ OCHy

A térszerkezet vizsgdlatok valamint a pdrhuzamosan elvég-
zett bioldgiai aktivitdsmérések adataibdl kovetkeztetni
lehet a hormon-receptor kotés természetére.

A gasztrin és receptora koz6tti kdlcsdnhatédst mas
médszerekkel is tanulményozni kivdntuk. A hormon-receptor
k6lcsdnhatds tanulményozdsdnak tobb médszere is vean, ezek
K6zl mi & kovetkezsket alkalmaztuk:

‘a./ él6sejt izoldlds, majd kétédés vizsgdlatok al-

kalmas hormonszdrmazékok segitségével.
b./ hormon analdégok bioldégiai hatésdnak komplex

vizsgdlata.

BOC - Gly - Nmetil Trp - Leu - Asp - Phe - NH2

Z - Val - Trp - Leu - Asp - Phe - NH2

BOC —/GAla - Trp - Leu - Asp - Phe - N2H3

BOC - DL7AzaTrp - Leu - Asp - Phe - NH2

Z - LGla - Gly - Trp/FOR/ - Leu - Asp - Phe - NH,
Z - DGla - Gly - Trp/FOR/ - Leu - Asp - Phe - NI,
A gasztirin analégokkél végzett szintetikus és bio-

kémiai munkdékon kiviil célul tiztik ki a CCK-oktapeptid

szulfat észter egy uj szintézis médszerének kidolgozésat

is.



II. ELMELETI RESZ

A. Irodalmi eldzmények

l. A gasztrin és a kolecisztokinin kémid ja

és bfolégiéja

A gasztrin

A gasztrint 1905-ben Edkins [3} fedezte fel. Vizs-
gédlatal szerint a gyomor nyédlkahdrtya vizes kivonata
intravéndsan adva fokozza a gyomornedv kivdlasztdséit
azdltal, hogy a gyomornydlkshdrtya fed8sejtjeinek és fé-
sejtjeinek miiktdését serkenti. Hatdsdra a gyomornedvben
a sésav-pepszin ardny is véltozik a sésav Javéra, ami
gyomorfekélyhez vezethet.

1964-ben Gregory és Tracy [4] iz0ld1lt sertés gyo-

mor nydlkehdrtysbdl két olyan heptadekapeptidet /gasztrin-
-I = G-I. és gasztrin-II = G-II./, amelyek gasztrin ha-
tdst mutattak. Szerkezetilket Gregory és munkatérsai [5]
hatdroztdk meg és szintézisliket is elvégezték. A sertés
gasztrin-I. szerkezete az 1. &brin léthaté; A gasztirin-II.
szekvencidja ettél a szerkezettdl csak abban kulénbézik;
hogy a 12-es helyzetl tirozin hidroxilcsoportja szulfdt-
észter-kotésben van. A szulfdtésztercsoport megléte vagy
hidénya nem befolvésolja a molekula gasztrointesztindlis
hatdsdt. Kés8bb izoldltdk az emberi gasztrint (6] valae-
mint t&bb emlds &llat hasonlé hormonjét is, sét ezek szin-

tézisét is megoldottdk [7, 8]. /1. ébra./



l. ébr&

Az eml8shkbSl izoldlt gasztrointesztindlis peptidhormonok szerkezete

Hormon Aminosav-szekvencdia I/11
Emberi gasztrin Glp-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu2-G1u-Glu-Glu~Ala-Tyrx-Gly—Trp-Met~Asp—Phé—NH2 1,7
Sertésgasztrin Met 0,75
Kutyagasztrin Met Ala 2,0
Marhagasztrin Val Ala 0,5
Juhgasztrin Val Ala 0,5
Macskagesztrin Ale 1,0
Sertés CCK - -24-Arg-Asp-Tyr-Met—Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2
Caerulein G1p~Gln-Asp-Tyr=Thr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,
Phyllocaerulein Glp-Glu—TyrZThr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH

x = H a gaszirin I-ben; x = SOBH a gasztrin II-ben, a caeruleinben és a phyllocaeruleinben

2

I/I1I = gasztrin I / gasztrin II ardny a szervezetben.



Minden fajspecifikus heptadekapeptidamidban k&zis az
eminovégi tetrapeptid, a 6-o0s, 7—e§, 9-es és 10-es hely-
zetl L-glutaminsav egység, valamint a karboxilvégi
Ala - Tyr - Gly - Trp - Met - Asp - Phe - NH2 szekven-—
cia [ 9]. A karboxilvégi penta- és tetrapeptidamid, sét
mér a tripeptid is rendelkezik a hormon gasztrin hatésé;
val csak az aktivitds intenzitdsdban van kilénbség[9].
Moléris alapén szdmolva a heptadekapeptid 7.5-szer ak-
tivabb a tetrapeptidnél. Még nem tisztdzddott egyértel-
mien, hogy az 1 - 13-as fragmens csak'az enzimes lebon-
téds ellen véd, végy a biolégiai hatédshoz szﬁkséges ak-
tiv konformécié kialakitdséban is szerepe van, esetleg
tovdbbi kotéseket létesit a receptorral és igy noveli a
bioldégiai ektivitdst,
A peﬁtidhormonok fontos szerepet Jjatszanak mint neuro-
reguldtorok. A legujabb kutatésok sordn Rehfeld és mun-
katdrsai kimutattdk a hasnydlmirigy Langerhans-szigetek
idegvégzbdéseiben a tetragasztrint [10]. Megvizsgsaltdk
a kilonboz8 molekulasulyu gasztirin és kolecisztokinin
fragmensek hatdsdt a hasnydlmirigyre és megdllapitottédk,
hogy a tetrapeptidamid lényegesen hatdsosabb az inzulin
és més szigethormonok szekrécidjéra, mint a gasztrin és
a CCK nagyobb molekulasulyu formdi. Ez arra utal, hogy
a tetrapeptidamid neurédlis felszabaduldsa szerepet jat-
szik a hasnydlmirigy ho_rmonszekréciéjénak'szabélyozéséban°

A gasztrinmolekula aktiv centrumdt képezd tetra-

peptid térszerkezetét 1972-ben Kier és George[ll]egy



molekulapdlya szdmitdsi médszer alapjén prébdltdk értel-~
mezni. E szerint a molekula "gerince" kézel planéris,

a szénatomok kozdtti vegyértékszig kb. 120°, a C és N
termindlis nitrogének 13 R-re vannak egymdstél. A trip-
tofdn és fenilalanin aromds gyuriii a molekulénak ugyan-
azon az oldaldn vannak 11 K-re egyméstdél, mig a metio-
nin és aszparaginsav oldalldncai a molekula mdsik olda-
14n 5 R-re.

1972-ben Feeney [ 12] nagy felbontéképességi / 100, ill.
220 MHz/ NMR spektroszkdép segitségével vizsgdlta az asz-~
paraginssvat, fenilalenint és a gasztrin C-termindlis
fragmenseit /Asp - Phe - NH,, Met - Asp - Phe - NH,
és a BOC - pAla - Trp - Met - Asp - ?he - NH2/. A méré-

si eredmények alapjén megprébalta meghatdrozni a C-ter-
mindlis tetrapeptid térszerkezetét. A kordbbi modellel
Osszhangban ugy taldlta, hogy a tetrapeptid konformdcié-
Jja ohelix-szeri, a triptofdn és fenilalanin aromds gyl-
ril legaldbb 5 f-re vannak. A 14-17-es tetrapeptidamid
receptorhoz vald kotddésének meghatdrozdsa céljabdl

Penke és munkatdrsai tbb analdégot is szintetizdltak [13].
Ezek térszerkezetét Pham és munkatdrsai vizsgdltdk ORD,

CD és NMR médszerekkel [14]. Sredményeikbdl kitiinik,

hogy sz aszparaginsav p-karboxiljénsk a mér elézlleg
bizonyitott-funkcionélis szerepén kivil szerkezetmegha-

t4rozé szerepe is van. A metionin oldalléncénsk apoléros

kdlesénhatds révén elsdsorban a receptorhoz vald kotd-

désben lehet szerepe. A triptofédn és fenilalanin kdzotti



T

aromés kOlcsdnhatds /tapadds, stacking/ révén a molekula
pkanyarulathoz /" -turn"/ hssonlit. Hidrogénkstést ném
€¢szleltek a molekuldn belll. A célkitdzésekhez emlitett,
dltalunk szintetizdlt snaldgok szerkezetvizsgdlata is

igazolta a "stacking" konformdciot [15].

o

CONHg




A kémiai szerkezet és bioldégial hatds ko6zotti Gsz-
szefliggés vizsgdlata céljabdél Morley és munkatdrsai szé-
mos analég szintézisét és bioldégiai vizsgdlatdt végezték
el [16, 17].

Eredményeik a kévetkezd8kben foglalhatdk Ossze:

1./ A szabad tetrapeptidamid és analégjai kevésbé akti-
vak mint az acilezett szérmazékok;

2./ A triptofén indol vézdban a homoaroméds gyiliri helyet-
tesitése nem, vagy alig csdkkenti a biolégiai hatést.
A heteroaromés gyiuri helyettesitése Jelentdsebb ha-
t4dscstkkenéssel jér.

3./ A metionin helyzetében a kén izosztér helyettesité-
se /Nle/, a kén elmozditdsa az oldallédncban
/S-etil-Cys/, az oldalldnc elédgaztatdsa /Leu/ nenm
vdltoztatja meg az aktivitdst, viszont a kénatom
részleges vagy teljes oxidéciéjéval jelentbsen
csokken a biolégiai hatés [18].

4./ Lz ektiv centrum egyik legérzékenyebb része az asz-
partil egység. Az oldalldncban lev§ karboxilcsoport
legtobb médositdsa és az oldalldnc hosszdnak ndve-
lése /Glu/ megsziinteti a biolégiai hatdst [19].

5./ A fenilalanin helyzetében végzett vdltozésokra ke-
vésbé érzékeny a molekula.

6./ A léancvégi savamid csoport médositdsdra érzékenyen
reagél a peptid, a metilamid és hidrazid kivételé-

vel minden analdég kevésbé aktiv.
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A kolecisztokinin

A bélnydlkahdrtydbél Ivy és Oldberg 1928-ban [20]

egy epehdélyagkontrekcidét kivdlté anyacot izoldlt, amelyet
"kolecisztokinin"-nek neveztek el. Késébb Harper és
Raper [21] "pankreozimin"-nek nevezte el az ugyanebbdl

a kivonatbél izoldlhaté anyagot, amelv stimuldl.ja a has-
nvélmirigy enzimszekréciéidt. Mutt és Jorpes [22] iga-
zoltédk, hogy a két kiilénbdz8 bioldgial hatédsért ugyanaz

a vegylilet felel8s. Az § neviikkhoz fizddik e hormon ami-

nosav-szekvenciéidnak felderitése is [23]:

Lys - Ala - Pro - Ser - Gly - Arg - Val - Ser - Met -
- Jle - Lys - Asp - Leu - Gly - Ser - Leu ~ Asp - Pro -
~ Ser - His - Arg - Ile - Ser - Asp - Arg - Asp -

-Tyr/SO3H/ - Met - Gly - Trp - Met - Asp - Phe - NH,

A CCK C-termindlis pentapeptid.je azonos a gasztrindval.
.A gasztrin-CCK csaldd nagyjédbdl azonos vékonybél-motili-
tdst okozd, tov4dbbd sésavszekrécidt kivdlté hatdsét a
k6z6s pentapeptid csoporttal magvarédzzdék. A CCK kole-
cisztokinetikus és pankredsz-enzim szekrécié fokozé
hatésdban a 27-es tirozinon 1évé szulfétészter csoport
jétszik kbzponti szerepet [24]. Els6ként Ondetti és
Pluscec szintetizdltdk a C-termindlis oktapeptid-szul-
fétésztert és néhdny analdeisdt. Azt taldltdk, hogyv maga
az oktapeptid szulfétészter, valamint néhdnv analdégja
lényegesen hatdsosabb a kolecisztokinin-pankreozimin

teljes molekulédndl [25-28]. Sulyegvségre szémitva a



- 1% -

CCK oktapeptid szulfitészter bioldgial aktivitdsa 5-8-
~-gzorosa a }eljes molekuldénak. A szdrmazcékok bioldgiai
vizsgdlatdval a szerkezet és a hatds kdzott néhény Sssze-

figgést dllapitottak meg:

1./ A hormonhatds kivdltdséhoz szikséges a tirozin
szulfdtészter.

2./ Az oktapeptidben a tirozin szulfdtészter 4tvitele
a 2-es vagy a 3-as helyzetbe Jjelentds ektivitds csok-
kenéssel jér. A szulfédtészter és a molekula mss ré-
sze kozotti tdvolsdg fontos szerepet jatszik a
receptorhoz valdé kapcsoldddsben. R

3./ A metionint hidroféb aminosavval /Ile, Leu - / he-
lyettesitve csOkkent az aktivitds. Nagyobb mértéki
az aktivitds csbkkenése a 6-os helyzetben metionin

helyett leucint tartalmazdé oktapeptid esetén.

A CCK konformdcids viszonyairdl, térszerkezetérdl még

semmit sem tudunk.
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2. A hormonok hatédsmechanizmusa

A receptor

| Az egyseiti é161lénv a kérnvezet vidltozdsait sejt-
membrénia révén érzékeli. A vdltozdsokra adott vdlasza
gvors, fennmaraddsa ,i6részt reakcidinak sebességétdl
fligg. A magasabbrendli szervezetekben a sejteknek szintén
gvors reakcidkészséggel kell rendelkeznie, membrén.juk
érzékenysége tehdt megmarad. A kiilénbozd8 se.itek valasza
csak a se.it életfeltételeit érintd ingerekre azonos a
sejt specidlis funkcidira nézve kiilénbézd. A kivilrdl

érkez§ jelet felfogd képleteket receptoroknak, Jjelfogdk-

nek nevezziik. Két fétipust kiilonbdztetlink meg: a sejt-
felszini vagy membrénreceptorokat és az intracelluldris
receptorokat. A polipeptid hormonok a membranon hatnsk,
mig & szteroid hormonok a sejten beliili receptorokon [2].
A sejtmembrdnt kiviilr8l egy glikoproteid burok veszi

koril /glikokalix vagy external coat/. Az ebben elhe-

lyezkedd8 molekuldk alkot jdk azt a receptor mintdzatot,

amely az adott sejtre jellemzd. Feladatuk a hormonok
felismerése és anyagtranszportban valé részvétel. Az
ugynevezett "marker" receptorok adjdk a sejt faji, szé-
veti és egyedi Jjellegét. A hormonok és a receptorok KS-

z6tti kotés sztereospecifikus. A receptorok kémiailag

osszetett fehérjék, melyeknek térbeli orientédciéja

dont8 fontossdgu. A receptorok széma dinamikusan véltozd:




= 1B =

egy adott sejt felszinén a kiilonbdz8 id8pontokban
klilonbdzd mennyiségben vannek Jjelen és a kdrnyezetben
levd hormonoknak a mennyisége ndvelheti vagy csokkenthe-

ti a szdmukat. A receptorok specifikussk: minden hormon-

nak megvan a hormon konfigurdcidjénak megfeleld, Jjelleg-
zetes receptora. A receptor specifitédsa igen nagyfoku,
még akkor is elkiildniti a hormonokat, ha azok egyik

vagy masik Osszetevdje nagymértékben hasonlit vagy azo-

nos. Igy pl.: Baur és Bacon [29] kimutattsk, hogy a CCK-

-oktapeptid és a gasztrin nem k6tddik ugyanahhoz a re-

ceptorhoz.

A hormon-receptor komplex kotés reverzibilis: nem kova-

lens kotés Jon létre a hormon €s receptora kozdétt /Hidro-

génhid kotés, van der Waals kOlcsdnhatdsok, stb. révén/.

Az adenil-cikldz rendszer

Az adenil-ciklédz rendszer valdszinilileg a hormon
specificitdésdt biztosité hormon-receptorbdél és magabdl
az sdenil-cikldzbdl &1l. A hormon ugy véltoztatja meg
a receptor fehérjeét, hogy allosztérikusan sktivalja [ %0]
az adenil-cikldzt, és ez adenozin-trifoszfdtbdél /ATP/ a
%315'-ciklusos adenozin-monofoszfat /cAMP/ szintézisdt
katalizdlja. A ciklikus ANP-t szekunder messengernek is
nevezik, mivel ez kOzvetiti a hormonok /primer messenge-
rek/ lzenetét a celluldris anyagcseréhez. /Nem a cAMP

az egyetlen szekunder messenger, més ciklusos nukleoti-

dok illetve a kalcium ionok is 5 szerepet toltenek

be./



A ciklusos AMP a geJjt klilonbdz8 folyasmatait befolyédsolja.
Aktivdlhat enzimrendszereket, befolydsolja & membrin-
transzport folyasmatait. Végil egy foszfatdz enzim, a
ciklusos foszfodiészterdz 5'-AMP-vé bontja. A kér ezzel
bezdrul: a hormon 4ltal k6z6lt informécidét a receptor
felvette és az adenil-cikldzon keresztiil a cAMP szin-
tézisét indukélta, melynek hatédsdra beindult a sejtre
Jellemzd valaszreakcid. Lényegében tehdt csak a hormon
és a receptor speFifikus, a jelzést kozvetitd cAMP és az
utébbit lebonté foszfatdz az egész €138vildgban azonos.

A hormonok hatdsmechanizmusdban valamennyi kémial lépés
a hormon hatédsatdél kezdve egészen a foszforildz aktivi-
tédsdig pontosan ismert, csak az marad bizonytalan, hogy

a hormon kdt8dése hogyan sktivalja az adenil-ciklézt.

Néhény szerz§ feltételezi, hogy a receptor és az
adenil-cikléz azonos [31]. Ez az értelmezés leegyszerii-
sitést Jelent. Minden hormon specifikus hetédst fe.it ki
egy bizonyos szévetre. Ha viszont minden szdvet azonos
adenil-cikldzzal rendelkezik és az adenil-cikldz azonos
a receptorral, akkor a kiilénbézd8 hormonoknsak azonos ha-
tdsa lenne, aml természetesen nem igsaz.

Mds elméletek szerint a receptorok mint reguldtor
alegvségek veszik koril az enzimet [32]. A reguldtor
alegységek szdvetrdl szivetre védltoznak és csak & speci-
fikus ‘hormonnal k6t8dnek. A kotsdés aktivdlja az enzi-
met; Ha az egyes regulédtor alegységeknek a molekulasu-

lya 100.000-200.000 k&z&tt ven, skkor nagyon nehéz, vagy
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lehetetlen, hogy ilyen molekulacsoport fizikailag a
membrdnban helyezkedjen el, és a komplexben az Osszes
receptor a vizes fédzisban legyen.

A hagyomdnyos modellek tehdt egyrészt feltételezik, hogy
a receptorok szerkezetileg ¢sszefliggnek az adenil-cikldz-
zal, mésrészt hogy ezek a szerkezetek a membrénban rog-

. zitve vannak.

A mobilis receptor hipotézist Cuatrecasas [ 33] és

Benett [34] 81llitottdk fel. A membrdn dinamikus és folyé-
kony természetérdl kialakult koncepciébdl indultak ki
[35-37]. A membrdn a fehérjék és lipidek dinemikus rend-
szere, a membrin fluiditdsa biztositja az egyes molekulsdk
véndorldsi lehetéségét. A mobilis receptor hipotézis
szérint a receptorok reguldator molekuldk, amelyek nem
asszocidldédnak az enzimmel, ha a hormon nincs jelen. A
hormon kétédése utdn a receptorok kombindldédnak az enzim-
mel, a membrén fluiditésa folytén. A receptor uj és egye-
di tulajdonsdgokat vesz fel, a hormon kitddésekor.

Ezen uj tulajdonségok egyike az, hogy a receptor-hor-
mon komplex specidlis affinitdst mutat az adenil-cikléz-

hoz.
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3. A hormon-receptor kotés vizsgdlatdnak mdédszerei

Mivel a receptor egy adott fehérje adott konforma-
cids dllapotéat is Jelenti, nagyon lényeges azt denaturs-
14s nélkil, bioldégiailag aktiv formdban izoldlni. A hor-
mon-receptor kotés vizspdlatokat ezért a kdvetkezl rend-

szerekkel lehet elvégezni:

- é16 sejt-preparatummal
/é18 sejtnek tekint jik azokat a sejteket, amelyeknek
anyagcseré jik van, ezek intakt médon tartalmazzdk a
receptorokat/
- izoldlt membrénfrakcidéval, amely a receptorokat tartal-
mazza
- i1zo0ldlt receptorokkal
/az izoldlds a szolubilizdlt sejtmembrdnbdl affinitds

kromatografisval torténik/

A receptor assay, azaz kotésvizsgdlat sordn azt fi-

gyelik, hogy a radioaktiv hormonnal telitett receptorrdl
/pl.: é16 sejtszuszpenzié Ringer oldatban/ a hormon ana-

16gok hogyan szoritjék le a hormont.

*H+R =*HR H = hormon
/F/ ¢ /B8/ R = recepior
| H o *H= je(zeft hormon
1[ HR =hormon-receptor komplex
HR *HR=jelzett hormon -receptor

komplex
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A szabad /F/ és kétott /B/ hormon ardnyébdél kévet-
keztetnek a hormon-receptor kotés természetére. A vizs-
gdlathoz nagv specifikus aktivitdsu /25-50 Ci/mM/ horQ
monokfa van szlkség.A leszoritds mellett adenil-cikléz
aktivitds is mérheté. A ciklusos AMP szint mérése ko-
téproteinnel vagy radioimmunassay-vel torténik.

A gasztirin receptor és a pentagasztrin kapcsola-
tdnak vizsedletdra egy uj mdédszert dolgoztunk ki, az

ugynevezett affinitds mikros zképidt [38). Abbél a hipo-

tézisb81l kiindulva, hogy ha egy hormont alkalmas hordo-
zén /pl.: Sephsrose/ immobilizdlunk és ez sz affinités
abszorbens affinitds kromatogriafidra alkalmas, skkor el-
képzelhetd, hogy az adszorbens nem csak a szolubiliz&lt
receptor fehérjéket koti meg, hanem az €18 sejteket is,
amelyeknek a felszinén intakt, miikéd8képes receptorok
vannak. Mivel a gélszemecsék /100-200 p/ és az izoldlt
él8 sejtek /10-20 p/ mikroszképpal jél l4thatdk, a kots-
dés igy mikroszképpal tanulmanvozhatdé. Az immobilizdlt
hormont tartalmazd Sepharose szemcséket és az €18 sej-
tek szuszpenzigéjét +20°-on adott ideig /2 perc/ fizio-
1légids korilmények kozdtt inkubdljuk. Ezutdn megszdmlél-
Juk, hogy mennyli sejt k6t6dott az affinitds adszorbe:
hez. A médszer alkalmazdsa sordn szikséges, hogy vala-
mennyi paramétert standardizéljgnk, hogy a mérési ered-
mények megismételhet8k legyenek. Az affinités mikrosz-

képia céljara affinitds adszorbensek sziikségesek. Ezek
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az affinitds kromatografidban Jjél ismertek. Az affini-
téds kromatogréfia biospecifikus adszorbcidén alapuld
elvdlasztés. Ha egy enzim és szubsztratja, egy hormon
és receptora, egy antigén és antitest rendszerbdl az
egyik molekuldt egv szilérd hordozén immobilizdljsdk,

a kapott adszorbens specifikusan megkdti a komplemen-
ter molekuldt. A specifikusan és reverzibilisen kotott
molekula eludlhaté [%9]. A fehérjék tisztitésdhoz aga-
roz /Sepharose/ hordozét haszndlnak, ez 0-40° kozott
pH 4-9 tartomduyban idedlis tulajdonsdgu. Konnyen ak-
tivdlhaté brémcidnnal, ligandumok kotése céljidbdl.

A brémcidnos aktivdlas egyszeri, kdnnyen reprodukédlha-

16 egy lépéses médszer, amely nem véltoztatja meg lé-
nyegesen a polimer fizikai tulajdonsdegait /Axén [40]/.

A reakcid a kovetkezd mdédon Jjétszdédik le:

O —CONH2 )
karbamat
OH O—-C =N / j:OH (inert)
BrCN
OH OH 0 I
\C =NH iminokarbamat

 Gtmeneti cianat 07 (reaktiv)



= OB

wH
j:o —C —NH —protein izokarbamid

N =NH _NHz—protein

o

szarmazek

N - szubsztituait
iminokarbamat

O—C—NH-protein  N=-szubsztitudlt
OH karbamat

A ligandum a szildrd hordozén immobilizdlt molekula.
Nagy molekulasulyu, kis affinitédsu ligand /hormon/
esetén sztéfikus gétlés l1éphet fel a hormon és recep-
tor kozotti kotddésnél [41]. Emiatt sok esetben sziik-
ség van egy megfeleld hosszusdgu karra /spacer-re/
igy a ligand a szubsztrdatba, mint kulcs a zdérba, bele
tud illeszkedni, térgdétlds nélkiil. A spacer-ek dlta-
14ban ¢ -aminoalkil vegyliletek. Lowe [42] kimutatta,
hogy a spacer-nek van egy optimdélis hosszusdga, ez a

kindzok esetén 8-10 R.



A receptor kotéhelyének /receptor site/, aktiv
centruménak meghatérozaséra szolgdlé médszer az affinity
labelling. Az irodalomban eddig f6leg enzimek aktiv
centruminak meghatérozéséra.irték le. A hormon-receptor,
illetve az enzim-szubsztrit kozott kovalens kotést épit-
hetink ki olymédon, hogy el84llit juk a hormon vagy
szubsztrdt kémiasilag reaskcidképes /pl.: azido/ forméjét,
majd miutdn a nem-kovalens biospecifikus kéteés létrejott
a hormon és receptor fehérjéje kozott, megfele 16 hullém-
hosszusdgu ultraibolya fénnyel besugdrozzuk a komplexet,
igy kovalens kiétést hozunk létre. Ha.a hormont radioaktiv
izotéppal jelezzik, a.hormon-receptor komplex kdnnyen
kimutathatdé, igy meghatdrozhaté a receptor helye a sejt-

ben.

4. A peptidszintézis dltaldnos problémdi

A peptidlénc felépitésének két mdédszere ismert:
a lépésenkénti /stepwise/ médszer és a frrgmenskonden-
z4cibé. Mindkét médszernél sziikséges a megfeleld funkcids
csoportokeat kénnyen kiépithetd, kdnnyen és szelektive el-
td4volithaté védécsoportokkal ellédtni.

Az aminocsoportot acilezéssel, alkilezéssel, és sdékép-

zéssel védhetjik. A karboxilcsoportot észterképzéssel

és séképzéssel védhetjik. A peptid kapcsoldsndl mindig
a karboxilcsoport aktiv szdrmazékait kapcsoljdk a szabad
aminocsoporthoz. A leggyakrabban alkalmazott karboxil-

csoport aktivdldsi mdédszerek a kdvetkezbk:
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- vegves anhidrides kapcsoléds
- aktiv észteres kapcsoléds
- DCC - kondenzécidés kapcsoléds

- azidos kapcsolés

savkloridos kapcsoléds

a./ Vegves anhidrides aktivalds.

Szénsav-félészterekkel a vegyes anhidridek g&orsan'képzéd—
nek és a kapcsolédsi reakcidék nagy sebességgel, viszonylag
Jé termeléssel Jjdtszédnak le. Mellékreskecidként az amino-
komponens a szénsavészter résszel reagdl é uretén kép-
z8dik. Ez utdébbi mellékreakcid elkeriilésére ke zdték a kloér-
szénsav-etilészter helyett a kldérszénsav izobutilésztert
alkalmazni vegves anhidrid képzésére. Az eldgazd lénc nagy
térkitoltése és pozitiv induktiv effektusa révén csdkken-

ti a szénsav karbonilcsoportjdnak reaktivitdsat.

CHp, —CH, ﬁ
R —COOH + CHz —N N0+ €l —C —0R' —
CHy — CHy
' _/CHa —CHZ\ &
R —C00 —COO —R’ + CH3 —N o | cl
I-Ii\CHz — CH2

+HN—-R"

R—CO—NH—R"+CO7 + HO —R’
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Az N-metil-morfolin a racemizdécid mentes szintézis

szempont j4b6l kedvez8bb, mint a trietilamin [43].

Aktiv észterek

Az aminocsoport jdn védett aminosavat elektronszivé
csoportot tartalmazd alkohollal vagy fenollal észte-
resitve, ugynevezett "aktiv észter"-ek nyerhetdk,
amelyeknél a karboxilcsoport szénatomJja pozitiv pold-
rozottsdgot nyer és igy nukleofil témadédsra érzékeny-

nyé vélik:

| ©
7 ®/

Leggyakrabban szubsztitudlt fenolok /pinitrofenol,
pentakldér- illetve pentafluorfenol/ diciklohexil-
~-karbodiimides /DCC/ kondenzdcidjédval 411it jék eld

nz oktiv dountereket.

Diciklohexilkarbodiimiddel /DCC/ végzett kondenzdcid

A médszert Sheehan [44] vezette be 1955-ben s azdéta
is az egyik leggyaekrabban haszndlt peptidképzési

el jards. A szabad karboxil- és aminocsoportot tar-
talmazé komponensek ~ DCC-vel kondenzdlnak. A méd-
szer hétrdnya, hogy az elézd mdédszereknél nagyobb

mértékii racemizdcidé kévetkezhet be.



- 06 -

- - I | wN-Q
R-COOH+C ——>R-C-0-C —%—>+% NH-R’
f i I
N—R’ N —R’ C=0 DCU
NH—R'

R’= ciklohexil
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B. Kisérleti munka

1. Térszerkezeti vizsgdlatok céljéra szinte-

tizdlt gasztrin analdégok

A gasztrin tetrapeptid "stacking" szerkezetének
vizsgdlatdra szintetizdltunk olyan peptideket, ahol az
egyik aromds aminosav hidnyzik, az aromés kblcsbnhatéé
eldontése céljabdél. Egyrészt a triptofént glicinre és

leucinra cseréltik ki:

1. BOC - Gly - Leu ~ Asp - Phe- NH2
2. BOC - Gly - Met - Asp - Phe. - NH, *
3. BOC - Leu - Leu - Asp - Phe - NH,

Mésrészt a fenilalanint glicinre cseréltiik:

4. BOC - Trp/FOR/ - Leu - Asp - Gly - NH,
5. BOC - Trp -~ Leu - Asp - Gly - NH,

A glicinnél nincs, a leucinndl felléphet apolédros
k6lcsdnhatés.,

Az eld4llitott tetrapeptidek /1, 2, 3, 4, 5/ vala-
mint két metionint tartalmazé tripeptid /9, 10/ szinté-

zisterve a kidvetkezd:
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e
/Lleu/ Leu Phe '
/Gly/ /Met/ Asp /Gly/
Z ——NHz
VA
1 Z—<OH H=—1—NH2
oBut
yA NH2
oBut
BOC——OPCP  H NH2
OoBut
BOC NH2
OBut -
BOC——OPCP  H NH2
. —
FOR  TFaA OH
BOC NH3
FOR OH

A dipeptid el84llitdsdhoz az aszparaginsav karboxiljdt
terc. butilészterrel védtik a vegyes anhidrides kapcso-
ldsndl. Az aminocsoport védelme karbobenzoxi-csoporttal
tortént. Azért alkalmaztuk ezt a véd@csoport kombindcidt,
mert a karbobenzoxi-csoport a terc. butilészter melldl
hidrogenolizissel szelektive eltdvolithaté, és terc. bu-
tilészter esetén hidrogenoliziskor gylrizdrdssal jardé
mellékreskcid iegen ritkédn kovetkezik be.

A tri- és tetrapeptidek kiépitését aktiv-észteres kap-
csoldssal pentaklérfenilészterek alkslmazésdval valdsi-

tottuk meg. Az aminocsoportokat terc. butiloxi-karbonil



csoporttal védtiik. Ezt trifluorecetsavas kezeléssel kdny-
nyen eltdvolitottuk, egyideJjiileg az aszparaginsav terc.
butilészter is hasadt. A metionin tartalmu peptidek
tio-metil csoportJja kénnven oxiddldédik és kénnyen slki-
lez&dik a védécsoportok acidolitikus hasitdséndl kelet-
kez§ ketionok /terc. butil-, benzil-/ hatdsdra. Ezért
nitrogén aimoszféréban kellett velik dolgozni, trifluor-
ecetsavas kezeléskor pedig merkaptoetanolt és vizet
haszndltunk gyokfogéként. /Mosdsra, vagy kifdzésre pedig
csak peroxidmentes éter hasznélhaté/.

A triptofén a peptidszintézis szempont jébdél a metionin-
hoz hasonlé: Oxidacidéval szemben érzékeny, savas kozeg-
ben kdnnyen alkilezd8dik. A mellékreakcidk elkeriilésére
az indol-nitrogént formilcsoporttal védtik [45, 461. A
véd8csoport bdzis hatdsdra /pl.: piperidin/ lehasadt,
igy ktnnyven eltdvolithaté volt. ‘A fenilalanin-amid
tartalmu peptidek jél kristdlyosodtsk, ezért &tkristd-
lyositédssal tisztitottuk 8ket /etilacetdt/petroléter/.

A glicin-amid tartalmu peptidek nehezen kristdlyosodé
olajok. Tisztitdsuk megoszldsi kromatogrdfidval szili-
kagél oszlopon etilacetdt-viz-piridinacetdt oldészer-
elegy alkalmazésdval tortént.

A p-helyzetu karboxilcsoport konformdciét befo-
lyds0lé szerepének elddéntésére Osszehasonlité térszer-
kezeti vizsgdlatok céljébol olyan peptideket is szinte-
tizdltunk, melyeknél az aszparaginsav (Zkgrboxilcsoport-
ja szabad illetve terc. butil vagy benzil-véd8csoportot

tartalmaz:
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6. BOC - Asp/OH/ - Phe - NH,
7. BOC ~ Asp/OBut/ - Phe - NH,
8. BOC - Met - Asp/OH/ - Phe - NH,

9., BOC - Met - Asp/OBu'/ - Phe - NH,

10. H - Met~ Asp/OH/ - Phe - NH,

11l. BOC - Leu - Asp/OH/ - Phe - NH2
12. BOC - Leu

Asp/0Bzl/ - Phe -~ NH,

13. BOC - Trp -~ Leu - Asp/OH/ - Phe - NH2

14. BOC - Trp - Leu - Asp/OBzl/ - Phe - NH,

15. BOC - Gly - Trp

Leu - Asp/OH/ - Phe - NH,

16. BOC - Tyr - Gly - Trp/FOR/ - Leu - Asp/OH/- Phe - NH,

A fenilalanin savamid-csoport jét metilészterrel helyet-
tesitettiik az aldbbi analdégokndl:

17. H - Leu - Asp/OH/ - Phe - OCH,

18f Z - Leu - Asp/Ole/ - Phe - OCHq

19. BOC - Trp - Leu - Asp/Ol/ - Phe - OCHy

A peptidek szintézisterve:

A BOC - Asp/OBu‘/ - Phe - NH,/7/ peptidet sktiv-
-észteres kapcsoldssal nyertilkk, az acilezd reagens pen-
taklérfenilészter /BOC - Asp/OBut/ - OPCP/ volt. A BOC
véd8csoportot eredetileg a szabad dipeptiden /H - Asp/OBut/ -
- Phe - NH,/ akertuk kiépiteni diterc. butil-pirokarbo-

nét [47] segitségével, dioxdnban, majd dimetilformamid-
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ban. Egyik reakcié sem volt sikeres. A bdzisos kbzegben
szdmos mellékreskcid kovetkezett be,/gylirizirds, OL-VG -
-transzpeptiddci®/ a dipeptidet nem sikeriilt tisztdn ki-
nyerniink. Az aktiv-észteres keopcsoldssal éteres kifé-
zés utdn a dipeptidet kromatogréfidssn tiszta forméban

kaptuk meg. —

BOC - Asp - Phe - NH2 /6/

Asp Phe
VA

BOC—<OH H——NH2
OBzl

BOC NH2
OBzl

BOC NH2
OH

A vegyes anhidrides kapcsolds sorén az aszparaéinsav
sminocsoport jét terc. butiloxi-karbonil esoporttal, a
{3karboxi1030portot benzilészterrel védtiik. A benzil-
észter a BOC véddesoport melldl hidrogenolizissel Pd/csont-

8zén katalizdtort alkalmazva szelektive eltivolithatd.

BOC - Met - Asp - Phe - NH2 /8/

~ Met Asp Phe
'OBut
BOC——OTCP ﬁ_’ N NH2
TFA | OH L
BOC NHg * . )

OH % g



A dipeptidrél a QPterc. butilészter csoportot trifluor-
ecetsavval tavolitottuk el, majd BOC-metionin-trikldr-
fenil-észterrel nitrogén atmoszféraban végeztﬁk el az
aktiv-észteres kapcsolédst,

Egy kordbban elddllitott tripeptidinkben a metionin
oxiddldédott. Megproébdaltuk az oxiddldédott metionint o
peptiden beliil redukdlni. Redukdldészerként merkapto-
—etdn-szulfonsavat /MES/ haszndltunk. A reskcidt 5C°C-o
végeztilk, és .a reakcid lefutdsat vékonyréteg-kromatogr: -
fiésan ellenériztik: 5%-os vizes piridin-acetdt-etil-
acetdt pufferben. A médszer nem valt be, mert a meti
nin-szulfoxid ugyan redukdlédott, de az erds sav /UES/
haotdséra s savérzékeny BOC véddcsoport is jérészt leho

sadt.

A BOC - Leu - Asp - Phe - NH, /11/ ugy dllitottuk eld,

hogy a TFAxH - Asp - FPhe - NH2 szabad dipeptidet a BOC -

- Leu - CPCP-vel acileztik.

A BOC - Tyr - Gly - Trp/FOR/ - Leu - Asp/OH/ - Phe - NH2/16/

szintézise:
Tyr Gly Trp Leu Asp Phe
BOC—OPCP H, NHo
FOR TFA

BOC NH»

FOR
BOC——OPCP H NH2

FOR
BOC' NH2

FOR
BOC—-OTCP H- NH5

TFA FOR
S i i NH2

N
FOR
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A kapcsoldsokat ektiv-észteres /pentaklérfenilészter, tri-
klérfenilészter/ kondenzdcidéval végeztik; az aktiv-észte-
res acilezések rendszerint igen Jjé hozammal Jjérnak, a
termék tisztitdsa egyszerlibb, s emellett nem vész kérba

az értékesebb aminokomponens. Az eminocsoport védelmére
minden esetbem a BOC-csoportot alkalmaztuk, amit acido-
lizissel tdvolitottunk el. A mellékreskcidk elkeriilésére

a triptofén indolgylriijét formil-csoporttal védtik.

A 12 és 14 peptidek szintézise:

Trp Leu Asp Phe

0Bzl

BOC——OPCP i NH2

TFa | OB |

BCC NH2
OBzl

BOC——OPCP :L NH2
TFA OBzl

BOC NH2
OBzl

A szintézisterv Jellegében hasonldé az eldzbhdz. Az asz-
paraginsav /3karboxiljét benzilészterrel védtik, hogy

a BOC-csoport szelektive eltdvolithaté legyen.
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A BOC - Trp - Leu - Asp - Phe - NH,/13./ és a BOC -

Gly - Trp - Leu - Asp - Phe - NH,/15,/ tetra- és penta-
peptidet a formil-véddcsoportot teartalmazd szdrmazékbdl
allitottuk eld. A véddcsoportot a peptidekrdl piperidi-

nes kezeléssel tdvolitottuk el.

A 17., 18. és-19. peptidek szintézise:

Trp Leu Asp Phe
y4 —GOCH3
\\0325
BOC——OPCP H < CCH3
OH
e0C —CCH3
N : 3
OH

A tripeptidrél a benziloxikarbonil- és benzilészter védd-
csoportokat egy lépésben, hidrogenolizissel tévolitottuk
el. A 19. tetrapeptidet aktiv-észteres kapcsolédssal nyer-
tik.

A térszerkezeti vizsgdlatokat Périzshban, a Fresncia Atom-
energia Kdzpont Biokémiai Tntézetében végezték magmdgne-
ses rezonancia spektroszkdépia és cirkuldr dikroizmus mé-
rések segitségével. A mérések egy része vizes oldatben,
mésik része trifluoretanol-viz elegyében tértént./A tri-
fluoretanol-viz elegy kevésbé poldros Jellegi, mint a
tiszta viz igy ezzel az oldészereleggyel szimuldljék a

sejtmembrin és kozvetlen kdrnyezetének viszonyait./



Az eddigi mérési eredmények teljes mértékben megerdsitik

a "stacking" konformdciét [15].

2. A hormon-receptor kdlcsinhatéds tanulményo-

zdsdra szintetizdlt gasztrin anasldgok

tetizdltuk a D-retro pentagasztrint:

Bzl - Gly<TRP<LEU<«ASP«—BMA

A hormon-receptor kdlestnhatds vizsgédletdra szin-

/Konvencié szerint a D aminosavakat csupa nagybetiivel ro-

vidit jik. A nyil a CO — NH kotésirédnydt jelzi/.

A fenilalaninamid helyett benzilmalonsav-félamidot /BMA/

haszndltunk. Ezen analdg segitségével megdllapithaté, hogy

a peptidkétések részt vesznek-e a receptorhoz vald koté-

désben.

A pentapeptid szintézisterve:

Mal ASP LEU TRP Gly
BOC —— OPFP H——02=
BOC 0ozt
VA
BOC ~{—OH H ~-0nzt
eyt
TFA
BOC 08z
Z —COPCP H 08z!
)
oBut TFA
HzN—QOH‘ z 08t
Bzl oBut
HaN—1< OPCP H OH
Bzl oBut '
HaN OH
Bzl oBut
HoN OH
Bzl OH
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A glicin-benzilésztert hidroklorid séJjédbdél szabaditottuk
fel. A séfelszabaditdst és az aktiv-észteres kapesoldst
ﬁagyon gyvorsan kell elvégezni, mivel a benzilészter na-
gvon konnyen diketopipersazint képez. Ezért haszndltuk a
pentafluorfenilésztert acilezé-szerként. A BOC védéeso-
portot N, atmoszférdban trifluorecetsavas kezeléssel
tdvolitottuk el; gydkfogdként az indolgyvliri védelmére
merkaptoetanolt és vizet adtunk. A tripeptidet vegyes-
snhidrides kapcsoléssal nyertiikk, mert a mellékreakeid
/eviirizdrédds/ a eyors acilezési reakcidéval elkeriilhetd.
A tetra- és penta peptidet mdr sktiv-észteres kondenzd-
ciéval /pentaklérfenilészterek/ d41l1itottuk eld. Az
aszpsraginsav aminocsoport.idt karbobenzoxi csoporttsl,
s karboxilt terc. butilészterrel védtik. Bzzel a védé-
csoport kombindcidval a karbobenzoxi- és a benzilészter
csoportok egyv lépésben hidrogenolizissel a /3terc. bu-
tilészter melldl szelektive eltdvolithatdk voltak. A
terc. butilésztert savas hidrolizissel /trifluorecet-
aav/ hasitottuk le a pentapeptidrdl.

A benzil - malonsav - félamid elddllitésa tobblépéses
reskeid, a vegyliletet két médszerrel is elédllitottuk.
Bls8 1lépés a benzil - malonsav - félészter elbdllitédsa:

COQEt COCEt COOEt

l : | 1 - |

i No/BtOH, yo - ¢ - -B2L=CLl o _ & _ gs
SR A i

COQOEt COQEt COOEt



COOEt COOEt
| " KCH/EtOH |

H-C -"Bz “H - C - Bzl
| [49]

COOEt COOH

A kapott félésztert megfeleztiik és két kilénbozé méd-

szer szerint dllitottuk eld a benzilmalonsav-félamidot:

l./ Amiddlds vizes kozegben amménidval:

COOEt CONH2 CONH2
| NH4OH | HC1 |
H-C - Bzl e H-C-Bzl —> H - C - Bzl
I | |
COOH COONH4 COOH

2./ Amiddlds tetrahidrofurdnban:

COOEt COOK COOH
l KOH/MeOH I HC1 |
H - C - Bzl > H - C - Bzl > H - C - Bzl
I | I
CONH,, CONH, CONH,

Az elsd mdédszerrel kisebb termeléssel fehér, kristalyos
terméket kaptunk, emely kromatogréfidsan tiszta volt. A
mésodik médszerrel maésfélszer Jjobb termeléssel sdrgéds
olajat kaptunk, amely kromatogréfidsan szintén egységes.

A pentapeptid szintézise kdzben publikélta Morley(76], hogy
elddllitotta a D-retro-pentagasztirint és ennek nincs gya-
korlatilag semmi biolégiai ektivitdsa. Ezért a szinté-
zisinket mi is lezdrtuk, a malonsav-amid rész rezolvala-

sét mér nem végeztik el.
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A hormon-receptor kolcsénhatédsa affinity labelling-

gel is vizsgdlhaté/23.0./. Ezért eldsllitottuk a kdvet-

kez8 pentapeptidet:

BOC - phla - Trp - Leu - Asp - Phe - NyHs

Ebb&l a peptidbdl egy lépésben /reakcié salétromossav-

val/ elddllithatdé a pentapeptid-azid, smely stabil ko-

valens kotést képez a kotéfehérjékkel./Figyelembe veéve,

hogy ez azid nem stabil, a hidrazid benziloxi-karbonil

csoporttal védett szdrmazékdt adtuk a4t biolégiai vizs-

gélatra. A vizsgdlatok még folyasmatban vannak/.

A pentapeptid szintézisterve a kivetkezd:

ﬂ Ala Trp Leu Asp Phe 7
VA VA
BOC-—QOH H——0OMe BOC——0OH NoHgz——0
FOR
BOC OMe BOC —0
FOR
VA
BOC——OPCP H OMe BOC —<OH H -0
FOR o8t TRa
BOC OMe BOC =0
FOR oBut
VA
BOC OH H- -
FOR TFA | OH
BOC — O
FOR
BOC NzH3

FOR
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A pentspeptidet a C-termindlis di- és az N-termindlis
tripeptid fragmenskondenzdciéjévsel &1llitottuk eld.

A C-termindlis dipeptidet vegyes-anhidrides kapcsolds-
sal nyertik, az aszparaginsav aminocsoportjének és
karboxiljdnak védelmére a ROC- és terc. butilészter
véddcsoportokat haszndltuk, mert ezek acidolizissel
szelektivek, egy lépésben eltdvolithaték a benziloxi-
~karbonil csoport melldl.

Az N-termindlis tripeptidet vegyes-anhidrides és aktiv-
-észteres kondenzéciéval kaptuk. Az aminocsoportot itt
is BOC-csoporttal védtiik és trifluoreéetsavas kezelés-
sel tévolitottuk el a metilészter mellél. A triptofén
indolgyirijét formilcsoportal védtik. A mefilésztert
lugos koriilmények kozétt hidrolizdltuk. A fragmense-

ket vegyes-anhidrid segitségével kapcsoltuk &ssze.

Metabolizmus vizsgdélatokkal mér eldézdleg valdszi-
nisitették, hogy egy metabolizdld enzim a glicin és
triptofén koz6tt hasitja a pentragasztrint [50]. Ezért
olyan peptideket szintetizdltunk, amelvekben térgétlés
miatt a triptofédn és az N-termindlis aminosav kozotti
kGtés az enzim szdméra kevésbé hozzaférhetd; ezeknél

feltételeztiik, hogy elhuzbédé biolégiai hatdst mutatnsk:

BOC - Gly -~ Nmetil Trp - Leu - Asp - Phe - NH2
Z - Val - Trp - Leu - Asp - Phe = NH2
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Az elfédllitott peptidek szintézisterve:

Gly Nmetil Trp Leu Asp Phe
VA

BOC —4—OH H NH2

st

TFA
e0C NH2
BOC—OPFP H, NH2

TFA

BOC : NH2

A BOC - Nmetil Trp - metilészter el8dllitdsa Olsen [51]
‘ médszere alapjén tértént. A BOC-triptofédnt DMF-es oldat-
ban CHBI-dal, frissen levdlasztott Ag,0 katalizator Je-
lenlétében metileztiik. A metilezett terméket kromatogri-
fidsan tisztitottuk. Felmeril a kérdés, vajon a tripto-
fén indolgyliriije metilezfdhet-e a fenti resgkecid sorén.
/Az indolgyliriiben elvileg oz l-es, 2-es, 3-as atom, va-

lsmint az oemino és a karboxilcsoport [52] metilezdd-

het/
CH3
7 | /CHZ——CllH-—CO——CH3
®z NH—CH
™ < CHs 3

|
CH3 |@
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A proton NMR vizsgédlatok azt mutattdk, hogy csak 8z « ami-
no- és karboxilcsobort metilezddstt.

A metilésztert lugos hidrolizisselyelhidrolizéituk, az

igy nyert N-metil-triptofén kromatogréfidsan tiszta. A
tetrapeptidb8l tisztitds utdn, aktiv-észteres-kapcsolés~
sal nyertik a pentapeptidet. Aktiv-észterként az N-metil-
-triptofdn olimino csoportjdnak a primet aminokhoz képest
csbkkent reakcidkészsége miatt pentafluorfenilésztert

- hasznédltunk.

A valin. tartalmu pentapeptidet a mar korébban eld-
41litott TFAxH - Trp - Leu - Asp - Phe - NH, tetrapeptid-
b8l aktiv-észteres kapcsolassal nyertik. A valin eldgazé
szénlénca miatt az o-karboxilcsoport reskciéi nagymér-
tékben gétoltak [53], ezért az aminosav pentafluorfenil-
észter szédrmazékdt haszndltuk kapcsoldshoz.

Az eddigi vizsgdlatok szerint az N-metil-triptofén tar-
talmu peptid hatdstalan, a valin tartalmu peptid pedig
csbkkent bioldgiai hatdsu. Feltételezhetd, hogy térszer-
kezeti okok miatt nem tudnak megfelelden koétddni a re-

ceptorhoz.

Megvizsgaltuk, hogy savas és bézikus csoportok be-
épitése hogyan médositja a gasztirin biolégiai hatésat.

Ebb8l a célbdél szintetizdltuk az aldbbi analdgokat:

BOC - DL 7Aza Trp - Leu - Asp - Phe - NH2
Z - LGla - Gly - Trp/FOR/ - Leu - Asp - Phe - NH,
Z - DGla - Gly - Trp/FOR/ - Leu - Asp - Phe - NH,
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A 1=karboxi-glutaminsav /Gla/ szerkezete a kivetkezd:

CIIO OIl
CIIH - NH2
?H2
Cl
HOOC COOH

A tharboxi-glutaminsav szdrmazékok elBallitdsdnak tobb
célja is volt:

1./ A fehérjék és peptidek szekvencia analizise és ami-
nosav analizise alapjdn igen nehezen ddnthetd el, hogy
csak glutaminsav illetve 7-karboxi-glutaminsav is van

a molekuldban? Az analizist megeldzd8 savas hidrolizis
sorén ugyanis a {-karboxi-glutaminsav elbomlik gluta-
minsavra. Lehetséges, hogy szdmos peptid /igy a gasztrin
is/ melyben Jelenleg csak glutaminsavat feltételeziink

a valdésdgban 7J-karboxi-gluteminsavat is tartalmaz.

2+

2./ A f-karboxi-glutaminsavnak nagyon jé a Ca“ ion

k6t8 képessége /keldtot képez/. A Ca?* ion az é18 szer-
vezetben igen nagy Jjelent8ségii, az ujabb kutatdsok
szerint "second messenger" szerepet tolt be a hormon-
hatés kbzvetitésében, akdrcsak a ciklikus AMP.

3./ Nem ismert, hogy a hormon hatdsdt hogyan befolydsol-
hat ja egy ujabb karboxilcsoportvbeépitése. /A gasztrin-
hoz hasonlé kolecisztokininnél a bioldgiai hatdsért

nagymértékben a tirozin szulfdtészter csoport a fele-

188/
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A peptidek szintézise:

A BOC - TAza Trp - Leu - Asp - Phe - NH, tetra-
peptidet a tripeptidb8l /TFAxH - Leu - Asp - Phe - NH,/
vegyes—-anhidrides kapcsolédsi médszerrel &llitottuk eld.
A y-karboxi-gluteminsav tartalmu hexapeptideket szabad
pentapeptidbgl /H - Gly - Trp/FOR/ - Leu - Asp - Phe -

- NH2/ pentakldérfenil~észteres kapcsolassal &llitot tuk
eld§, az aminocsoportot karbobenzoxi-csoporttal a
Gla tharboxilt pedig terc. butiléazferrel védtik.

Az eddig elvégzett bioldgial aktivitds vizsgs-
latok szerint a bdzikus csoport bevitéle a hormon haté-
84t csokkenti: a T-azatriptofédnt tartalmazdé peptid bio-
légiai aktivitdsa 30%-kal csokkent a gasztirin tetra-
peptidhez képest [54]. Ez valészinii azzal magyaridzhatd,
hogy a triptofén és fenilalanin k6z6tti aromés kdlcsdn-
hatés‘erésebb, stabilabb térszerkezetet ad, mint & 7-aza-
triptofédn analdg fetragasztrinnél.

A fbkarboxi-glutaminsavat tartalmazdé hexapeptidek
bioldgiai vizsgdlata és komplexképzési tulajdonsdgai

kozottl Osszefliggések felderitése most van folysmatban.

3+ Kolecisztokinin oktapeptid szintézise farma-

koldgial vizsgdlatok céljdra

El84llitottuk a gasztrin csaldd masik tagjst, a
kolecisztokinin /CCK/ C-termindlis oktapeptidjét az aldbbi

szintézisterv alapjén farmakoldgiai vizsgalatok céljéra:
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Asp Tyr Met Cly Trp Met Asp Phe
BOC—OPCP H; NH2
FOR TFA
BOC - —NH,
FOR
BOC OPCP H-IC —NH,
Al TFA| FOR
BOC < NH2
FOR
BOC——OPCP H- NH2
——
TFA FOR
BOC N —NH»
FOR
BOC— @PCP ji < NH2
O0ut TFA FOR
B80C— AN NH2
OBt FOR

A szintézistervben szerepld H - Met - Asp - Phe - NH, és

BOC - Met - Gly - OPCP peptideket az irodalombdl ismert

médon aktiv-észteres kapcsoldssal dllitottuk els, BOC -

- aminosav - pentaklérfenilészterek alkalmazéséval. Amint

az 4brabsl is ldthatd a Trp, Tyr és Asp kapcsoldsét is

pentaklérfenil-észterek segitségével oldottuk meg.

oktspeptid - szulf4tészter elddllitéséra kordbban leirt

médszerek egyike sem alkalmaz véddcsoportot a triptofén

A peptidkémiai szskirodalomban az oktapeptid és

indolgylriijének védelmére. Az irodalom és a sajét kisér-

leti tapasztalataink szerint ez szdmos mellékreakcidt

0koze.
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Az N* - BoC - véd8csoportok eltdvolitdsa kdzben a trip-

tofén aromés gytirije terc. butilezédik

R Chy — CH —COOH CHy
I [
. hiki ' R=H vagy =—C—CHs
N R l
R K CHj

~

Ezdltal olyan stabil melléktermékek képz8dnek, amelyek .
kémiai és fizikai tulajdonsdgaikat tekintve hagyon kozel
dllnak a kivént peptid fétermékhez, s rendkivil nehéz
t41iik megszabadulni, a végtermék hormon aktivitdsit pe-
dig Jjelentdsen csidkkentik. ,

Tovébbi melldktermék képzddéshez vezet, hogy a szulfét-
észter képr8désnél a nagy feleslegben alkalmazott piri-
din - kéntrioxid komplex & triptofént szulfondlja; in-
termedierként Ni-szulfonsav képzddik, smely magasabb

h&8fokon 2-szulfonsavvéd alskul &t:

CHz—=CH=-COQ e CHy—CH—C0Q
| j_%/pmdln |
. NH-Ac o°c N NH—Ac

H |
SOzH
20°C
Ac = acil ( amino —=acil ) csoport CHZ—(I:H —CoQ
Q=—0H; —OR vagy — NHR ” NH=-Ac
N SO3H
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Ez »a kisérleti tapasztalatunk jé Osszhangban van

Terentyev és (imbol kisérleti eredményeivel [55].

Az emlitett mellékreakcidkat ugy keridltik el, hogy a
triptofdn indol N-jét az oktapeptid szintézise sorén
formilcsoporttal védtik. Az N-acil- ¢és N-formil-trip-
tofdn csak igen magas héfokon /13%0-140°C/ szulfondl-
haté a piridin -SO, komplexszel [56].

Tovdbbi problémidt okozott a védett oktapeptidbdl a
szabad oktapeptid-szulfdtészter elfdllitésa. Az ok-
tapeptid szulfatdldsit eddig ugy oldottdk meg, hogy

a tirozin fenolos hidroxilcsoport jat piridin-kéntri-
oxid komplexszel [63] ill. koncentrdlt kénsavval
reagdltettdk [25]. A teljesen védett peptid a

DCC- H,S0, reagens segitségével (64, 65,.66] is szul-
f4tészterré alaskithatd. A kénsavag médszernél eleve
nagy mennyiségii melléktermék képzsdésével /szulfond-
16dés/ kell szdmolni. Megvizsgdltuk a piridin-kéntrioxid
komplexen kivil ,j6 néhdny tercier amin kéntrioxiddal
képzett komplexét, abbdl a célbél, hogy megdllapitsuk,
melyik komplex a legalkalmasabb a szulfdtészter elé-
dllitésdra. Vizsgélatéink szerint legalkalmasabb erre
a célra a TEA, ill. N-metil-morfolin-kéntrioxid komplex.
Az N-metil-morfolin-kéntrioxid komplex reaktivitésa
THF ill. dioxén adagoldsdval fokozhaté. Fzek katalizd-
tor szerepe azzal magysrdzhaté, hogy a kéntrioxiddal
adduktumot.képeznek.

A gyakorlatban problematikus a szulfdtészter-cso-
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port mellett a védfcsoportok eltdvolitdsa. A peptid me-~
tionin tartalma miatt erre a célra csak a nagy savérzé-
kenységli védScsoport /BOC/ johet szdmitédsba. A szulfdt-
ész;ér savérzékenysége miatt a BOC-csoport eltdvolité-
séra slkalmezott igen rdvid /15-20 perc/ trifluorecet.sa-
vas kezelés is mintegy 20-%"%-ban hasitja a szulfétész-
tert ié. A Na, ill. K-sé viszont megekaddlyozza a szul-
fatészter acidolitikus hasitdsidt. Ezzel g médszerrel Jjé
termeléssel nyerhet8 az oktapeptid-szulfdtészter Na-séja,
és a végtermék tisztitdsa kiénnyen megvalésithatd szili-
kagél oszlopkromatogréfidval.

Ezek az ujitésok magyar szabadalmi védelmet nyertek [ 57,
58]. |

4. B16 sejtek izoldldsa kutya gyomor nydlka-

hértydbdl; a sejtek kotédésének vizsgdlatas

a./ E18 sejt izol4lé4s

.A hormon-receptor k&lcstnhatds vizsgédlaténak egyik
médszere hormonok koétédésének mérése €18 sejt prepardtu-
mon. E16 sejtnek tekintjiv» azokat a sejteket, amelyeknek
anyagcseré jik van. Célunk €18 parietdlis sejt izolédlésa
volt [59], a tetragasztrin, pentagasztrin és analégjai
biolégiai hatésdnak vizsgdlatdra. A parietdlis sejt izo-
14l4s4t az irodalomban leirt médszerek ismeretében tervez-

tik meg.
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Kutysgyomor artéridéba kollagendzt adtunk be. Igy
az enzim a véréram ut jdn Jjutott el a gyvomorba. A kolla-
gendz lebontja a sejtek kozotti ragaszté fehérjéket.
/Ezt a 1lépést a késdbbi é18sejt izoldlésok alkalmival
elhagytuk, mert e nélkil is jé eredményt értiink el./

Gyors kioperdlds utdn. a bels§ nysdlkahdrtiya réteget
eltdvolitottuk mosdssal. /A mosé oldatot eldzdleg
0

- CO, -dal telitettik./ A kivdgott darabot Krebs-Rin-

2 2
ger oldatban emésztettik kollagendzzal, hialuronidédzzal
€s kimotripszinnel 37°C-on. Az oldathoz gliikézt és
komplett aminosav-szuplementet adtunk, valemint &llan-
déan biztositottuk az OZ-CO2 95:5% aranyét, hogy a |
sejtek életben maradjenak.

Az els8 enzimes emésztés utdn EDTA adagoldsdval kdél-
cium~-keldtot . képeztink, ez eldsegiti a szévet fellazu-
ldsédt és sejtekre torténd szétesését. Visszapdtoltuk

a kalcium és magnézium sdékat, elvégeztik a mésodik emész-l
tést. A sejtek disszocidcidéjat mégneses keveréssel se-
gitettlk eld. Ezutdn a sejtek szepardldsa és mosédsa
kovetkezett - ekdzben megszabadultunk az enzimtdl és a
sejttormeléktbl - gradiens centrifugdlédssal. Ily médon
sikerlilt €16, parietélis sejtet nyerni kutyagyomor
nyé}kahértyébél, mely alkalmas receptor vizsgdlatokra.

Ez a médszer koltséges, de hormonok kotédésének vizsgidla-
téra kozvetlenil alkalmes. Kozvetlenll az izo0ldlés utén

a sejtek 95-98%-a é1lt, ezt tripénkék festék kizdrddésa

és a szukcinil-dehidrogendz enzim kimutathatdéséga bizo-
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nyitotta.

Az izo0ldlt €16 sejtek hiitészekrényben, megfeleld koril-
mények kozott jél tdrolhatdk. Még 4 nappal az izoldlés

utdn is kb. a sejtek 70%-a életben marad OZ—CO -dal

. 2
telitett +4°C-on tédrolt Krebs-Ringer oldatban, amely
adalékként glikdézt és komplett aminosav szupplementet

tartalmazott.

b./ Affinitds adszorbensek készitése

Az é18 sejt prepardtummal affinitds mikroszkdpiail
vizsgdlatokat végeztink. Ehhez affinitds adszorbenseket
készitettiink. A hexagasztrint BrCN-nal aktivdlt Sepharose
4B-hez immobilizéltuk. Spacerként ¢-aminokapronsavat

/€~ACA/ hasznéltunk.
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A védett g-ACA- hexapeptidet /BOC - ¢ ACA - Tyr - Gly -
- Trp - Met - Asp - Phe - NH,-ot/ mér kordbban el64lli-
tottdk. Ez nem volt megfeleld tisztasdgu, ezért szili-
kagél oszlopkromntogréfidval tisztitottuk. A BOC véds-

csoportot trifluorecetsavas kezeléssel tédvolitottuk el

Az igy nyert. g£-ACA-hexagasztrint BrCN-nal sktiv&lt
Sepharose 4B gélhez kapcsoltuk [60]. A BrCN-os aktivéa-
lés 20°C-on, pH ll-en tortént. A reakcié soran felsza-
badulé sav miatt 8N KOH adagolasdval tartottuk a pl-t
ll-en. A reakcid exoterm, ezért a reakcid elegyvet Jjéggel
hiitottiik. /Az aktivaldsi idé 25-30 perc./ Lzutdn a gélt
azonnal sziirtik és 0,2 M NaHCO- pufferrel /pH 9,5/
mostuk. A gélt gyorsan dttettiik egy edénvbe, amely a li-
gandumot tartalmazta. A kapcsoldsi 1448 +4°C-on 20 éra.

A kapcsoléds mértékét a reakcibelegy pH-ja meghatarozza,
mert az aminocsoport nem-protondlt formdja a reaktiv.

A szubgztituélf gélt nagy ionerdsségii /2M KCl/ oldattal,
majd 0,2 M Na-acetdt putferrel /pH 5/ mostuk, és 0,2 M
pH 5 Na-acetét pufferben tdroltuk +4°C-on.

A mosds célja: a nem-kovalensen kotdtt ligand eltdvolitésa.
Taroldskor fellép a "szivédrgds" /leakage/ Jjelensdpe,
amelynek sordn a ligandum lehasad a hordozdérél. A folya-
mat pH figgd, pH 5 alatt nem jatszédik le, mivel a kotés

Stab;ilo
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A kapcsolt ligand mennyisé€gét UV spektrofotométerben,
1 mm-es kiivettdkat haszndlva A= 270 nm-nél hatdroztuk
meg. A hexapeptidnek mintegy 90%-a kapcsolddott a hor-
dozéhoz /90 mg/20 ml gel/.

A fent leirt médszerrel a kévetkezd adszorbenseket ké-

gzitettik el:

a./ Sepharose - ¢ACA - Tyr - Gly - Trp - Met - Asp - Phe -Ni,
b./ Sepharose - ¢ ACA - Butilamin

c./ Sepharose - €ACA

Az a./ adszorbens készitésénél 20 ml Sepharose 4B-t 2 ml,
2 g BrCN tartalmu BrCN/acetonitril oldattal aktivéltuk,
majd 100 mg € ACA - hexagasztirinnal kapcsoituko 90 mg
/10™2M/1/ hexapeptid k6t6d6tt a matrixhoz.



A b./ adszorbens készitésénél 20 ml -Sepharose 4B-t a
fenti médon aktivdltuk, majd 2 ml n-butilaminnal reaggl-
tattuk. Ez az adszorbens szolgdlt az apoldros kiélcsén-

hatédsok vizsgdlatédra.

A c./ adszérbens csak a "spacert" tartalmaszta. Lrre azért
van szlikség, meft_néhény esetben megfigyelték [61, 62],
hogy a makromolekula és ligand k6z6tti specifikus kotédés
mellett nem-specifikusan is k&t8dnek fehérjék azdltal, hogy
hidroféb oldallédncuk kélcsdnhatdsba 1ép a térkitsltd mo-
lekuldval. Ha tehdt teljesen azonos korilménvek kozdtt
elvégezzlk a kisérletet a gél -~ spacer. - ligandhés a gél -
- gpacer adszorbenssel és a makromolekula csak az elsd
adszorbenshez kotdédik, akkor kizérﬁatjuk a nem-gpecifikus
kotd8dés lehetdségét.

Laboratériumunkban neurotranszmittereket is immo-
bilizdltak AH - Sepharose-hoz vegyes anhidrides kapcso-
1l4si médszerrel. Neurotranszmitterként hisztemint, ace-
tilkolint, szerotonint és noradrenalint haszndltak. Eze-
ket az adszorbenseket 1is felhasznéltuk a gyomor parie-

télis sejt affinités mikroszkdépiai vizsgédlatdhoz.

Affinitds mikroszképiai vizsgdlatok /

Az 616 sejt prepardtummal és az affinités adszorbensek-
kel affinitds mikroszképiai vizsgdlatokat végeztlnk /20.0./
Az immobiliz&lt hormont tartalmazd Sepharose szemcséket
és az é18 sejt szuszpenziét +20°C-on 2 percig Krebs-Ringer

oldatban inkubdltuk, amely még gliikozt és komplett amino-



sav szuplementet tartalmazott.

Ezutédn megszdmldltuk, hogy mennyi sejt kot81étt az adszor-

benshez. A vizsgdlatok sorén az aldbbi peramétereket

staendardizdltuk:

1. Sepharose szemcsék koncentriciéja
2. Parietdlis sejtek koncentrécid.ja
3. HOmérséklet

4.
5.
6.

C .

8.

A standard psr=métereket betartva az aldbbi

A prepardtum vastagsdga
Inkubdcidés 1idég

Az alkalmazott kdzeg pH-ja
Vizsgdlandé latdterek szdma

Aspecifikus kot8dés visszaszoritésa

ményeket kaptuk:

Adsorbens Reagens az
inkubdlé oldatban

Sepharose 4B-BrCN -

Seph. 4B-butilamin -

Seph. 4B-hexagasztrin -

Seph. 4B-hexagasztrin Hisztamin lO-4M

Seph. 4B-hexagasztrin Hisztamin 107°M

Seph. 4B-hexagasztrin Pentagasztrin 2.10°

M

AH-Seph. 4B-hisztamin -

AH-Seph. 4B-acetilkolin -

AH-Seph. 4B-szerotonin -

AH-Seph. 4B-noradrenalin -

mérési ered-

Kotott sejt /%/

17 - 19
16 - 19
28
3%
33,7
24
41
33
17
21
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A mérések 8 sejtizoldlds utdni &tlag értékeket tartalmaz-
nak és alkalmanként 5-10 mikroszkdépliatdétérben szdémoltuk
meg a sejteket.

Méréseink slap.jdn ugy tlinik, hogv a szerotonin és a
noradrenalin nem k6t8dik a gyomor mucosa sejtekhez. A
hexsgasztrin,-a hisztamin és az acetilkolin immobiliz&lt
alakban is kotédik az izoldlt sejtekhez. A hexagasztirin -
- Sepharose - rél a sejtek péntagasztrinnal leszoritha-
ték, 1074 - 107% N hisztemin pedig erésiti a kotést /in-

terdependencia/

Az é18 sejtek kot8dnek az immobilizdlt hisztaminhoz



- 55 -

Aspecifikus koétédés

A szerotonin csak az aspecilikug kotdddésnek megleleld

értékben kot8dik az ¢16 sejtekhes

A kisérleteket /é1l6 sejt izoldlds és aff. mikroszkdpia/

a Szegedi Orvostudomdnyi Egyetem I. sz. Belgyégydszati

Klinikéjéval kozdsen végeztike.
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TII. KISERLETI RESZ

£ltaldnos megjegyzések

Az olvadéspontok mérésére Koffler-késziléket hasz-
ndltunk. Az optikei forgatéképességet Zeiss ssztali pola-
riméteren mértik. A vékonyrétegkromatogramokat Kieselgél G
adszorbensen fejlesztettik ki, néhdny esetben kész gydri

rétegeket alkalmazva.

A vékonyréteg kromatogréfidban alkalmazott olddészer rendsze-
rek az aldbbiak voltak:

1/ Kloroform: aceton 9:1
2/ Kloroform: metanol 8:2
3/ Kloroform: metanol 9:1
4/ Kloroform: metsnol: ecetsav 9:1:0,3
5/ Benzol: ecetsav 7:1
6/ n-Butanol: ecetsav: viz 4:1:1
7/ Piridin-acetdt puffer: etilacetst x:/100~-x/
/piridin: jégecet: viz = 20:6:11/
8/ Metil-acetdt puffer: etilacetét x:/100-x/
/metanol: Jjégecet: viz = 2:1:2/
9/ Kloroform: acetan: metanol 8:1:1
10/ Kloroform: metanol 773
11/ Kloroform:. hexdn 4:1

12/ Kloroform: metanol: viz 70:%0:1
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A vékonyréteg kromatogramok eldhivdséra a kdvetkezd rea-

gengeket alkalmaztuk:

Ninhidrin reagens:

0,5 g ninhidrint 75 ml 96%-os etanol, 25 ml viz és 0,5 ml
1N NaOH elegyében oldottunk, az oldatot szirtik.

Tolidin reagens:

A : 0,05 M KT oldat
B : 0,2 g o~tolidint 3 ml jégecetben oldottunk és vizzel
100 ml-re egészitettiink ki.

Az A:B = 1:5 ardnyu elegyét haszndltuk.

A vékonyréteg lapokat eldszdr ninhidrin oldattal permetez-
tik le, maJjd azt kb, 6 percig infralédmpa alatt tartottuk.
Tzt kovetden a kromatogramot néhdny mdsodpercre klérgdzba
helyeztiik, majd szellbztetés utdn tolidin reagenssel hiv-
tuk eléd.

Néhény esetben UV abszorpcié alap.jdn is értékeltink. Az UV-
~elnyelést 280 illetve 254 nm-en mértik.

Az anyagok oszlopkromatogrdfids tisztitésdhoz Kieselgél

60 adszorbenst és a fenti oldészerelegyeket haszndltunk.

A frakcidkat MUFEM gydrtmanyu frakciészeddvel gylijtottiik.
A kromatogriafia kovetésére részben vékonyrétegkromatogra-

fi4t, részben UV abszorpciémérést haszngltunk.

Z-Phe-0H

A fenilslenin acilezését karbobenzoxi-kloriddsl /Z-Cl/
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végeztiik Bergmann és Zervas médszere [67] szerint 0,3 M
fenilalsninbdél kiindulva.
Termelés: 88 g / 0,294 M / / 98% /

op: 88 - 89°C

R%: 0,4

M: 299,32
Z-Phe-NH,
A karbobenzoxi-fenilalanin amiddlését vegyes anhidrides
médszerrel végeztiik [68] 0,25 M §-Phe-OH-bél indultunk ki.
Termelés: 69 g / 0,23 M/ / 92% / .

op: 165°C

Rgz 0,6

‘M: 298,73

: 0,1

vl

H-Phe-NH2

A karbobenzoxi-fenilalanin-amidrél az amino-véd&csoportot
hidrogenilizissel tévolitottuk el [67] PA/C katalizétor je-
lenlétében [69] .
0,134 M-os mennyiségbfl indultunk ki,
Termelés: 21,7 g / 0,131 M/ / 98% /

op: 80 - 81°C

RL: 0,15 /20% / RL: 0,3 / 40% /

M: 165

Z-Asp/OBu®/-CH

A terméket mint diciklohexilamin sét &llitottuk el8. A sé

felszabaditdsa utén szintelen olajat kaptunk [70].
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0,138 M diciklohexilamin sébél indultunk ki.
Termelés: 42 g / 0,1298 M / / 94% /.
M: 323,41

A peptideket vegyes anhidrides és aktivészteres médsze-

rekkel &llitottuk el§.

A vegyes anhidrides mdédszer alkalmazdsakor az aldbbi &1-

taldnos recept szerint Jartunk el:

10 mM émino-véddcSoportot tartalmazé aminosav absz. etil-
acetdtos oldatdhoz intenziv keverés mellett -15°C-on

10 mM N-metil-morfolint és 10 mM klérszénsav-izobutil-
észtert adtunk. 5 perc mulva 6nt&ttik a vegyes-anhidridhez
a 10 mM aminokomponens absz. DMF-es oldatdt, majd egy érén
4t kevertettiik 0 - -5°C kézstt és 10-12 érén 4t szoba-
hémérsékleten éllni hagytuk. Az N-metil-morfolin x HCl-ot
kiszlirtiik, a szirletet vdkuumban szérazra piroltuk, a ka-
pott olajos maradékot etilacetdtban oldottuk. Az etilace-
t4tos oldatot 5%-os KHSO4 oldattal, vizzel majd 5%-os
KHCO3 oldattal és ismét vizzel mostuk. Na2SO4—on széritot-

tuk, s utédna bepédroltuk.

A BOC-aminosavakat Schnabel [71] médszere szerint &llitottuk

eld.

A BOC-aminosav-aktiv észtereket pedig diciklohexil-karbo-

diimides kondenzéciéval [ 72, 73] nyertiik.

A peptidek aktiv észteres kapcsoldsét az aldbbi 4ltalénos

recept alapjén végeztik: .
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5 oM aminokomponenst és 5,5 mM aktiv észtert szuszpenddl-
tunk 40 ml absz. DMF-be, majd ekvivalens mennyiségii TEA-t
adtunk hozzd. A reakcidelegyet szobahdémérsékleten 41lni -
hagytuk. A reakcid lejédtszdéddsa utdn a DMF-es oldatot
kb. 6 ml-re beproltuk és 0°C-on 40 ml 5%-os KHSO, és
20 ml éter elegyébe ontottik. A kivdlt kristdlyokaet szir-

tik, vizzel és éterrel mostuk.

Z-Asp/OBut/-Phe-NH2

A dipeptidet vegyes anhidrides mdédszerrel dllitottuk eld,
0,086 M-os mennyiségekb8l kiindulva,
Termelés: 34,2 g / 0,0728 M / / 85% /

op: 158°C
Rg; 0,5 R%: 0,45
M: 469,6

H—Asp/OBut/-Phe-NHz

A Z-véd8csoportot hidrogenolizissel tévolitottuk el a vé-
dett dipeptidrél,72,6 mM-os mennyiségbdl indultunk ki,
Termelés: 24 g / 71,8 mM / / 99% /

op: 120°C

Rg: 0,6 Rf: 0,6
M: 334

BOC-Leu-OH

A BOC védScsoport kiépitésekor 15 mM leucinbél indultunk ki.
Termelés: 2,4 g / 10,37 uM / / 69% /
op: 86 - 87°c
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RL: 0,9 / 5% /
M: 231,33

BOC-Leu-QPCP

Az aktiv észter elf4llitdsdhoz 39 mM BOC-lencint haszndl-
tunk fel.
Termelés: 10,2 g / 21,26 uM / / 54% /

op: 95 - 100°C

Rp: 0,65
M: 479,66

BOC-Leu-Asp/0Bu®/-Phe-NH,

A tripeptidet aktiv észteres mdédszerrel dllitottuk eld,

2% mM-o0s mennyiségbdl indultunk ki.
Termelés: 5,6 g / 10,2 mM / / 44% /
op: 158-160°C
RL: 0,9 / 5% /
M: 548,673
.[uﬂ%8= -42,7° / ¢ = 1, etanol /

TFAxH-Leu-Asp/OH/-Phe-NH,

A védett tripeptidr8l a BOC és a terc. butilészter védé-
csoportot vizmentes trifluorecetsavval tdvolitottuk el
(74, 75] . 102 mM-os mennyiségb8l indultunk ki.
Termelés: 3,6 g / 9,18 mM / / 90% /

op: 185°C

RL: 0,4 / 40% /

M: 392,01
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BOC-Glx:Leu-A§p-Phe-NH2

Az aktiv észteres kapcsolédst 1 mM tripeptidb8l kiindulva
végeztiks,
Termelés: 400 mg / 0,73 mM/ /73%% /

op: 145-150°C

RL: 0,33 / 20% / . RL: 0,15 / 10% /

M: 549

BOC—Leu-Leu-A’gp-Phe-NH2

Az aktiv észteres kapcsoldst 0,4 oM tripeptidbdl kiindulva

végeztiik.

Termelés: 150 mg / 0,248 oM / / 62% /
op: 115-120°C
RL: 0,5 / 20% / RL: 0,25 / 102 /
M: 605,33

Z—Glx-NH2
A N-karbobenzoxi-glicin amiddlédsdt vegyes anhidrides méd-
szerrel végeztik, 50 mM-os mennyiségbdl kiindulva.
Termelés: 9,4 g/ 45 uM / / 90% /

op: 138-139°C

Rl: 0,75 / 5% /

M: 208,25

Z—Asp/OBut/—Gly-NHz

A védett dipeptidet-vegyes anhidrides médszerrel 4llitot tuk

eld, 16,5 mM-os mennyiségekbdl kiindulva.
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Termelés: 2,5 g /6,6 mM/ /40%/
op: 110 - 115°C
Rg: 0,65
M 379,51

BOC-Leu~Asp/OBut/~Gly~NH

2
A tripeptidet aktivészteres médszerrel dllitottuk el§

9,5 mM-os mennyiségekbdl kiindulva.
Termelés: 3,4 g /7,41 mM/ /78%/
olaj
RL: 0,5 /2%/
M : 458,7

BOC-Trp/FOR/-Leu~-Asp-Gly-NH,

A tetrapeptidet gktivészteres mdédszerrel dllitottuk eld
3,3 mM-os mennyiségekbdl kiindulva
Termelés: 1,5 g /2,23 mM/ /67%/

op: 65-70°C

RL: 0,3 /20%/ Rk 0,15 /10%/

M : 672,9

BOC-Trp:Leu-Asp-Gly—NH2

1 g /1,48 mM/ BOC-Trp/FOR/-Leu-Asp-Gly-NH, peptidet
5 ml absz. DMF-ben oldottunk, hozzgadtunk 0,8 ml
/5 ekvivalens/ piperidint, 10-15 perc utén éterrel ki-

csaptuk, a kivélt kristdlyokat szlirtik, éterrel mostuk.

C &
e

£
AL
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Termelés: 800 mg /1,24 mM/ /83%,8%/
op: 95 - 100°C ,
RL: 0,3 /20%/ Rh: 0,15 /10%/
M- : 644,9

Boc-AspgoBut/-Phe-NH2

. A dipeptidet aktivészteres kapcsoldssal 4llitottuk eld
1,4 mM-os mennyiségb8l kiindulva
Termelés.: 310 mg /0,71 mM/ /50,7%/

op: 65 - 70°C

RL: 0,75 /5%/ RL: 0,9 /20%/

M : 435,59

BOC-Asp/Ole/—Phe-—NH2
A dipeptidet vegyesanhidrides médszerrel dllitottuk eld
6,2 mM-bél indultunk ki.
Termelés: 2,4 g /5,1 mM/ /82,2%/
op: 125 - 130°C
.?: 0,8 /2%/ R%: 0,75 /5%/

M : 469,57

BOC-ASp/OH/-Phe-NH2

A dipeptidr8l ez aszparaginsav /&-benzilész;ert hidro-
genolizissel tédvolitottuk el, 5,2 mM=-os mennyiségbdl in-

dultunk ki. -
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Termelés: 1,7 g /4,5 uM/ /87%/
RL: 0,25 /5%/ Rl: 0,4 /10%/
M o: 379,43

TFAxH-Asp/OH/-Phe-NH

2
A dipeptidrdl a BOC védbesoportot trifluorecetsavas ke-

zeléssel tdvolitottuk el,'2,7 mM-os mennyiségbdl indul-

tunk ki.

Termelés: 900 mg /2,% mM/ /85%/
RL: 0,25 /30%/ RL: 0,32 /40%/
M@ 393,33 -

BOC-Leu-Asp/OH/-Phe--NH2

A tripeptidet aktivészteres médszerrel dllitottuk elé

1,33 mM-os mennyiségekbdl kiindulva.
Termelés: 340 mg /0,69 mM/ /52%/

R;: 0,25 /10%/ Rl: 0,5 /20%/
M : 492,63

BOC-Trp/FOR/-Leu-Asp-Phe-NH,

A tetrapeptidet aktivészteres médszerrel dllitottuk elé
5 mM-os mennyiségekbdl kiindulva.
Tefmelés: 2,9 g /4,1 oM/ /82%/

op: 205 - 208

RL: 0,5 /20%/

M : 707,01
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BOC-Trp-Leu-Asp—Phe-NH2

A tetrapeptidben a triptofén indolgyﬁrﬁjérél a formil-

csoportot piperidines kezeléssel tdvolitottuk el, 0,28 mM-os
mennyiségb8l kiindulva.
Termelés : 160 mg /0,2%5 mM/ /82%/

op: 185°C

T. ‘ 12,

Re: 0,15 /10%/ Rz: 0,35
M : 678,83

BOC-Gly-Trp/FOR/-Leu-Asp-Phe-NH,

A pentapeptidet aktivéazteres:médszerrei dllitottuk el§,
4,5 mM-os mernviségekbdl kiindulva.
Termelés: 2,4 g /3,1 mM/ /68,9%/

RL: 0,1 /10%/, RL: 0,35 /30%/

M : 763,94

BOC—Gly-Trp-Leu-Asp-Phe-NH2

A pentapeptidben a triptofdn imndolgvirijérél a formil- -
csoportot piperidines kezeléssel tévolitottuk el, 0,67 mM-os
mennyiségbél kiindulva;
Termelés: 430 mg /0,58 mM/ /87%/

RL: 0,13 /10%/ RL: 0,4 /30%/
M 737,10

*

TFAxH-Glv-Trp/FOR/~-Leu~Asp~Phe-NH,

A pentapeptidr8l BOC véddcsoportot trifluorecetsavss keze-
léssel tdvolitottuk el 2,28 mM-os mehnyiségekb6l kiindulva.
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Termelés: 1,6 g /2 mM/ /87,7%/
 Rl: 0,8 /40%/
M o: 776,84

BOC-Tyr-—Gly--Trp/FOR/-Leu-Asp-Phe-NH2
A hexapeptidet aktivészteres kapcsoléssal dllitottuk eld,
0,4 mM-os mennyiségekbdl kiindulva.
Termelés: 315 mg /0,34 mM/ /85%/
op: 197 - 20¢°C
R3: 0,45 /20%/ R3: 0,25 /10%/
M

: 927,14 [)20 = - 30,52 /¢ = 2,665; DVF /

H-I_.eu--Asp/OH/-Phe-OCH3

Z-Leu-Asp/Ole/—Phe-OCH.5 hidrogenolizisével nyertik,
0,27 mM-os mennyiségbdl kiindulva.
Termelés: 100 mg /0,245 mM/ /91%/
op: 60 - 62°C
RL: 0,25 /20%/
M : 407,50

BOC-Trp-Leu-Asp/OH/-Phe—OCH3
A-tetrapeptidet aktivészteres kapcsolédssal dllitottuk eld,
0,19 mM-os mennyiségbdl kiindulva.
Termelés + 8%,8 mg /0,12 mM/ /63%/

op: 85 -~ 90°C ]

RE: 0,35 /5%/

M : 693,83
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BOC-Leu-Asp/Ole/-Phe-NH2

A tripeptidet aktivészteres médszerrel dllitottuk eld,

0,1 mM-os mennyisggbdl kiindulva.
Termelés: %4 mg /0,058 oM/ /58%/
op: 120 - 125°C
R;: 0,8 A%/
M : 582,8

BOC-Trp—Leu—Asp/OBz1/-Phe-NH2

A tetrapeptidet aktivészteres mdédszerrel dllitottuk eld,
0,04‘mM-os mennyiségekbdl kiindulva.

Termelés: 23,4 mg /0,03 mM/ /T75%/

op: 135 - 140°C
RL: 0,5 /5%/
M : 769

BOC-Met—Asp/OBut/-Phe—NHZ

A tripeptidet aktivészteres mdédszerrel dllitottuk el§,

17,6 mM-os mennyisé9b6i kiindulva.
Termelés: 6,3 g /11,1 mM/ /63%/

op: 150°¢
R%: 0,8 /5%/ R%: 0,64
M : 566,79

TFAxH-Met~Asp-Phe-NH,

A tripeptidrél a BOC védbecsoportot trifluorecetsavas ke-

zeléssel tdvolitottuk el, 1,165 mM-os mennyiségekbdl
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kiindulvam

Termelés: 520 mg /1,025 mM/ /88%/
op: 110 - 115°¢
RE: 0,2 /30%/
M : 507,52

BOC-Gly-Met-Asp-Phe-—NH2

A tetrapeptidet aktivészteres médszerrel dllitottuk elé,
0,88 mM-os mennyiségekbdl kiindulva.
Termelés: 300 mg /0,53 mM/ /60%/

op: 93 - 95°C o

RL: 0,45 /20%/

M : 568,7

BOC-TRP-Gly-0Bzl

Termelés: 620 mg /1;37 mM/ /80%/
op: 35 - 40°C

R%: 0,36

M : 451,57

TFAxH-TRP-Gly-0OBz1

A dipeptidrdl a BOC véd8csoportot trifluorecetsavas keze-
léssel tdvolitottuk el, 1,2 mM-os mennyiségb8l indultunk
Ki. |

Termelés: 430 mg /0,6 mM/ /8C%/

olaj
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R}: 0,9 /40%/
M : 447

BOC-LEU-TRP-Gly-0Bzl

A tripeptidet vegyesanhidrides mdédszerrel dllitottuk eld,
1,42 mM-os mennyiségekb8l indultunk ki.
Termelés: 193 me /0,34 mM/ /24%/

op: 85 - 86°C

RL: 0,6 /5%/

M : 565

TFAxH-LEU-TRP-Gly-0OBz1l

A tripeptidr8l a BOC véddcsoportot trifluorecetsavas ke-
zeléssel tévolitottuk el, 0,32 mM-os anyagmennyiségbdl
kiindulva.
Térmelé&: 147 mg /C,26 mM/ /81%/

olaj

RL: 0,5 /20%/

M : 562

Z-ASP/0Bu®/-LEU-TRP-Gly-0Bz1

A tetrapeptidet aktivészteres médszerrel dllitottuk el,
0,26 ﬁM-os mennyiségbdl kiindulva.
Termelés: 61 mg /0,20 mM/ /T1%/

olaj

R: 0,25 /10%/

M : 306
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Benzil-malonsav-dietilészter

250 ml absz. etanolban oldottunk 11,5 g /0,5 ats./ nétri-
umot. 0lddédss utén a.visszafolyés liitére CaCl,-os csévet
tettiink és 8% g /0,518 M/ malonésztert adagoltunk be
41landé Utemben, keverés kdzben. Majd 62,2 g /0,5 M/ ben-
zilkloridot csepegtettiink be 2-3 déra alastt. Az elegyet
refluxdltattuk 8-1C érén 4t /kdzel T-es plH-ig/. Az alkoholt
vdkuumban bepdroltuk, a marsdékot 200 ml sés vizzel mostuk.
Az észter fdzist éterrel extrahdltuk, NaZSO4-on szaritot-
tuk. Az étert lepdroltuk, a maradékot vakuumban desztil-
l4ltuk. N
Termelés: 69 g /0,276 M/ /55%/

£p: 145 - 155°C/5 Hemm

np: 1,4910

M : 250

Benzil-malonsav-félészter

55 g /0,22 M/ benzil-malonsav-dietilészter absz. etanolos
oldatéhoz 12,34 g /0,22 M/ k&liumhidroxid absz. etanolos
oldatdt adtuk. A félészter kdliumsdja csapadékként kivalt.
A hidrolizis lejdtszdéddsa utdn az etanolt vdkuumban bepd-
roltuk, a maradékot a legkevesebb vizben feloldottuk. Az
elhidrolizdlatlan diésztert éterrel extrahdltuk. A vizes
oldatot hiités kozben sésavval pH 2-re savanyitottuk, majd
éterrel tobbszdr extrahdltuk. Az éteres oldatot NaZSO4-on
szdritottuk, az étert ledesztilléltuk.
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A félészter sdrgdsfehér olaj.
Termelés: 43,2 g /0,19 M/ /86%/
nn: 1,4995
M 222

Benzil-malonsav-félamid

1/ 21,6 g /0,095 M/ benzil-malonsav-félésztert feloldot-
tunk 230 ml 20%-os NH4OH-ban és egy hétig 20°é-on tar-
tottuk. Az NH3 Jelent8s részét levegdbefuvatdssal eltdvo-
litottuk a rendszerbdl, majd a pH-t 7-re 4llitottuk és a
viz jelent8s részét bepéroltukvvékuﬁmbéh, ezutdn a vi-
zes oldat pH-gjdt 2-re d4llitottuk. A félamid kristdlyosan.
kivélt, forré vizbdl &tkristdlyositot tuk.
Termelés: 8 g /0,0342 M/ /36%/

op: 142 - 143°C

R%: 0,%
M : 2%4

2/ Az smiddlést THF-ban vegyesanhidrides médszerrel végez-
tik, 0,095 M-bdél kiindulva. A benzil-malonsav-félamid-fél-
észtert lugos korlilmények kézott, abszolut metanolban hidro-
lizdltuk,

Termelés: 14 g /0,0598 M/ /54%/

R%: 0,3

M : 234



BOC-Phe-N,H,-Z
A BoG-Phe-N,Hy —Z-ot vegyes enhidrides médszerrel 4llitot-
tuk elf, 11,3 mM-os mennyiségb8l kiindulva.
Termelés: 3,8 g /9,2 mM/ /81,4%/
op: 65 - 70°C
2

Rf: 0,8

M : 413,48

TFAXH-Phe-N,H,~7

A BOC védécsoportot az aminosav szérmazékrél trifluorecet-
savas kezeléssel tdvolitottuk el, 9,3 mM-os mennyiségbél
indultunk ki; |

' Termelés: 3,3 g /7,7 oM/ /83%/

op: 40 - 45°¢

RL: 0,8 /30%/

M : 427,38

BOC-Asp/0Bu"/~Phe-N,H,-Z

A dipeptidet vegyes anhidrides kapcsolédssal dllitottuk

el8, 5 mM-os mennyiségekbdl kiindulva,
Termelés: 2 g /3,4 oM/ /68%/

op: 58 - 63°C

RL: 0,78 /5%/

M : 584,74
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TFAxH-ASp/OH/-Phe-N2§2:Z

A dipeptidrdl a BOC véd4csoportot trifluorecetsavas keze-

léssel tédvolitottuk el, 3,2 mM-os mennyiségb8l kiindulva.
Termelés: 1,03 g /1,9 mM/ /59,3%/
op: 65 - 70°C
" RL: 0,75 /30%/
M : 542,48
[¢]20 = + 5,25 /c = 1,56,DMF/

BOC-—TQQ/FOR/-Leu-OCH3

A védett dipeptidet vegyes anhidrides kapcsoléssal 81li-
tottuk eld, 10 mM-os mennyiségekbél indultunk ki.
Termelés: 3,5 g /7,6 mM/ /T6%/ |

op: 68 - 70°C

RL: 0,9 /10%/ R): 0,85 /

M : 459,57

TFAxH-Trp/FOR/-Leu-OCH3

A dipeptidrél a BOC véd8csoportot trifluorecetsavas keze-
léssel tdvolitottuk el, 76 mM-os mennviségb8l indultunk ki.
Termelds: 2,6 g /6,25 uM/ /82%/

olaj

RL: 0,45 /20%/

M : 473,46
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BOC-/GAla-Trp/FOR/-Leu—OCH3
A védett tripeptidet aktivészteres képcsoléssal dllitot-
tuk eld, 4 ﬁM-os mennyiségb8l indultunk ki.
Termelés: 1,76 g /3,3 mM/ /82,45%/
op: 125 - 130°C
Rl: 0,5 /2%/ R3 0,7  RL: 0,75 /5%/
M: 530,66

BOC- Ala~-Trp/FOR/-Leu-0OH

A metilészter lugos hidrolizisét, az dl 4bbi recept szerint
végeztik el: 1,44 g /2,6% oM/ BOC—/3Ala;Trp/FOR/;Leu—OCH3-t
febldottunk 30 ml metanolban, majd 10 ml vizet és annyi
2 N NaOH-ot /12 ml-t/ adtunk hozz4, hogy az oldat pH-ja
9 legyen. A hidrolizis 5-6 6ra alatt iejétszédott, a reak-
cidét kromatogréfidsan ellendriztik. /T-es /5% és 10%-03/‘
futtatészerben/. A reakcid lejdtszdéddsa utén 1l:1 HCl-al a
pH-t 7-re dllitottuk. A metanolt védkuumban lepdroltuk,
majd a pH-t 1 N NaOH hozzdaddsdval 8-ra dllitottuk. Az e-
setleg megmaradt metilésztert etilacetdtos extrakcidval el-
tdvolitottuk. A vizes fézist hiités mellett 1:1 HCl-val
pH 3-ra savanyitottuk, maJjd etilacetdttal extrahdltuk.
A szerves fazist Na2SO4-on szaritottuk, védkuumban bepdroltuk.
Termelés: 1,30 g /2,5 mM/ /95%/

op: 85 - 88°C

7.
RL: 0,33 /5%/ Rl: 0,5 /10%/

M : 516,64

[x]2° = -15,16 /c = 1,58, DMF/
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BOC-/3Ala—Trp/FOR/~Leu-Asp-Phe-N2ﬁ2:§
| :

A fragmenseket vegyesanhidrides médszerrel kapcsoltuk

0ssze, 0,4 mM-os mennyiségekb8l indultunk ki.
Termelés: 113 mg /0,122 mM/ /30,5 %/

op: 97 - 98°C

RL: 0,7 /20%/ RL: 0,3 /10%/

M : 927,09

BOC-Nmetil Trp-0Cl

3
A BCC-Nmetiltriptofén-meti lésztert Qlsen médszere szerint

[51] éllitottuk eld, 0,02 M Boc-triptofénbél kiindulva.
Termelés: 4,7 g /0,014 M/ /70,7%/

olaj

R:: 0,8, RET 0,25

M : 332,36

BOC-Nmetil Trp-OH

A BOC-Nmetiltriptofédnt 9 mM BOC-Nmetiltriptofén-metilész-
terbdl nyertlik lugos hidrolizissel. A hidrolizist vizes-lu-
gos metanolban véeeztiik.
Termelés: 1,16 g /3,6 mM/ /40%/

op: 135 - 140°C

Rf: 0,15 R2: 0,2 RL: 0,75 /2%/
M 318,335 [a]20 = -18,95 / ¢ = 1,6355; DNF /
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BOC-Nmetil Trp-Leu-Asp-Phe-NH

2
A tetrapeptidet vegyes anhidrides médszerrel &llitottuk

elé, 2 mM-os mennyiségekbdl kiindulva.
Termelés: 1,14 g /1,64 mM/ /82%/

op : 65 - 70°¢C

RS: 0,17 /5%/ RS: 0,33 /10%/  R%: 0,11
£ £ ¥ £

M : 692,83 [«]3 = -30,27 / ¢ = 1,7835; DNF /

TFAxH-Nmetil Tr;p—Leu-Asp—Phe-NH2

A tetrapeptidrdl a BOC véd&csoportot trifluorecetsavas ke-
zeléssel tdvolitottuk el, 143 mM-os menhyiségbél kiindulva.
Termelés: 745,% mg / 1,06 mM / /T74%/

op: 210 - 213°C

RL: 0,8 /30%/

M: 701,72 [«]5 = -28,37 /¢ =1,68; DMF /

BOC-Gly—Nmetil.Trp-Leu—Asp-Phe-NH2

A pentapeptidet aktivészteres mdédszerrel dllitottuk eld,

1 mM-os mennyiségekbdl kiindulva.
Termelés: 589,3% mg /0,79 oM/ /T79%/
op: 215 - 217°C
RL: 0,5 /20%/  Ra: 0,2 /10%/
Mo: 744,92 |
[x]30= -30,52 / ¢ = 2,665; DMF /
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Z-Val-Trp-Leu-Asp-Phe-NH

2
A tetrapeptidet aktivészteres mdédszerrel &llitottuk elé,

0,257 mM-o0s mennyiségb8l indultunk ki.
Termelés: 80 mg /0,095 mM/ /37%/

op: 95°C |

RL: 0,7 /20%/ RL: 0,3 /10%/
M : 840,02

BOC-7Aza Trp—Leu—Asp—Phe-NH2

A védett tetrapeptidet vegyes anhidrides médszerrel 4lli-
tottuk eld, 0,68 mM-os mennyiségbd8l kiindulva.
Termelés: 280 mg /0,317 mM/ /46,6%/
op: 60 - 65°C
RS: 0,14 /10%/ R2: 0,06
£ Yrr £° ’

M : 884,03

Z-LGla/OBut/Z-Gly—Trp/FOR/-Leu—Asp—Phe-NH2

A hexapeptidet aktivészteres médszerrel 4llitottuk eld,
0,23 mM-os mennyiségekbfl kiindulva.
Termelés: 144,14 mg /0,13% mM/ /57,8%/

op: 125 - 130°C

RL: 0,5 /20%/ Rl: 0,25 /10%/

M : 1083%,38



Z-DGla/0Bu"/ ,-Gly-Trp/FOR/-Leu-Asp-Phe-NH,

A hexapeptidet aktivészteres mddszerrel dllitottuk eld,
0,23 mM-os mennyiségbdl kiindulva,
Termelés: 69,5 mg /0,064 mM/ /27,8%/

op: 120 - 125°

RL: 0,52 /20%/ RL: 0,85 /30%/

M : 1083,38

BOC-Trp/FOR/—Met—Asp-Phe—NHz

‘A tetrapeptidet aktivészteres médszerrel gllitottuk eld,
2,7 mM~-os mennyiségekbdl kiindulva.
Termelés: 1,7 g /2,3 mM/ /85%/

op: 204 - 206°C -

RL: 0,3 /20%/ RL: 0,7 /40%/
M : 724,38
20_ -

[«]p = -22 / c=2; DNF /

BOC-Met~-Gly-0OH

A dipeptidet ektivészteres kapcsoldssal nyertik, 10 mM-os
mennyiségekbdl kiindulva.
Termelés: 1,9 g /6,2 mM/ /62%/

op: 124 - 126°C |

Rl: 0,55 /20%/

M : 306,38

BOC~Met-Glv-QPCP

A dipeptid aktivésztert DCC-s kondenzécidéval &llitottuk
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elé; 6,2 mM-os mennyiségbd&l indultunk ki,
" Termelés: 2,19 g /3,95 mM/ /63,6%/

op: 169 - 171°C
2

Re: 0,8
M : 554,72

BOC—Met—Gly—Trp/FOR/-Met—Asp—Phe—NH2

A hexabeptidet aktivészteres médszerrel dllitottuk eld,
2,47 mM-o0s mennyiségekbdl kiindulva. |
Termelés: 1,5 g /1,64 mM/ /66,3%/

op: 180 - 182°C

RL: 0,45 /20%/

M : 913,09

BOC-Tyr-Met—Gly-Trp/FOR/-Met~Asp-Phe-NH2

A hexapeptidet aktivészteres médszerrel dllitottuk eld,
1,65 mM-os mennyiségb8l kiindulva.
Termelés: 1,28 g /1,19 mM/ /72%/

RL: 0,55 /20%/

M : 1076,26

BOC-Asp/OBu‘/~Tyr-Met-Gly~Trp/FOR/-Met-Asp-Phe-NH,

A védett oktapeptidet sktivészteres kapcsolédssal dllitot-
tuk elf, 1 mM~os mennyiségekbdl indultunk ki;
Termelés: 1 g /0,8 oM/ /80%/ |

op: 220 - 221°C

RL: 0,7 /20%/

M : 1247,45



- 81 -

2
1,% ml kldérszulfonsevat 1,6 ml kloroformban feloldottunk,

BOC—Asp/OBut/-Tyr/SoqNa/-Met-Gly-Trp-Met—Asp-Phe~NH

-10°C-on erds keverés kozben hozzdcsepegtettiink 15 perc
alatt 2,7 ml N-metil-morfolint 4 ml absz. dioxdnban
oldva. Az oldatot 5 percig szobahémérsékleten kevertettiik,
majd hozzddntottik az 1 g /0,8 mM/ védett oktapeptid 8 ml
DMF-~es oldatédt, és 3 6ran &t kevertettiikk szobahémérsék-
leten. Ezutdn OOC-on, keverés kodzben 0,8 ekvivalens
4N NaOH-ot adtunk hozzd. A reakcidelegvet szérazra parol-
tuk, a pgrldsi maradékot Jjeges vizben eldbrzsdltiik, a
pH~-t 3-4-re &llitottuk HCl-val. A kivalt kristdlvokat
sziirtik, vizzel, majd kevés éterrel mostuk. A kisziirt
kristédlvokat metanol:viz = 1l:1 elegyében feloldottuk,
az oldat pH-jat 7,8-8-ra NaOH hozzdaddsdval bedllitot-
tuk. 10 perc mulva az oldatot szarazra pédroltuk, aceton
alatt kristdlyositottuk.
Termelés: 723 mg /0,547 mM/ /68%/

RL: 0,35 /20%/ RL: 0,5 /30%/

M : 1%21,45

TFAXH-Asp/OH/-Tyr/SOqNa/—Met—Gly—Trp—Met-Asp-Phe—NH2

Az oktapeptid-szulfétészter-Na séjardl BOC és terc.
butil védécsoportot trifluorecetsavas kezeléssel tdvolitot-
tuk el; 0,547 mM-os mennyiségb8l kiindulva.
Termelés: 490 mg /0,383 mM/ /T0%/
RL: 0,15 /40%/ R3: 0,27

M : 1278,22
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Eldsejt izoléldshoz sziikkséges oldatok:

Krebs-Ringer + adalékok pH 7,4

NaH,FC, 0,5 mM
Na,HPO, 1 mM
NaHCO 20 oM
NaCl 70 mM
KC1 ', 5 mM
HEPES 50  ml
Glikéz 80 mM
BSA 1%

Aminosav szuplement

Gyomormucosa mosé oldat pH 7,4

NaHCO % 20 mM
NaCl ‘ 97 %
KCl 5 mM
Glikéz 80 mM
CaCl, 0,1 mM
MgCl 1,2 mM

2



Aminosav 8zuplement

Aminosav mM - mg/1
Arg " - 0,6 ' 105
Cys 0,1 | 24
Gln 2,0 292
His 0,2 31
Ile 0,4 52
Leu 0,4 52
Lys 0,4 58
Met 0,1 15
Phe 0,2 =2
Thr 0,4 48
Trp 0,05 10
Tyr 0,2 : %6
Val 0,4 46

BSA 40%-o0s tdrzsoldat
CaCl2 0,1 M torzsoldat.. -
MgCl2 0,1 M tdrzsoldat
EDTA 0,2 M torzsoldat



USSZEFOGLALAS

Munkénkban gasztrin analdgokat szintetizdltunk, me-
lyek vizsgdlatdval megismerhetl a gasztrin illetve a
kolecisztokinin aktiv centrumdnak térszerkezete, és ko-
vetkeztetések vonhaték le a hormon és receptora kapcso-
latdrél.

Usszesen 26 analég szintézisére keriilt sor.
A gasztrin tetrapeptid "stacking" szerkezetének vizs-
gédlatdra olyen analdégokat dllitottunk elS, melyekkel a
triptofdn és fenilalanin koz6tt fellépl aromds kBlcs¥n-
hatds bizonyithaté volt, valamint az aszparaginsav /6-
helyzetii karboxilcsoportjdnak konformdciét befolydsold
szerepét el lehetett dénteni. A kiill¥nb52z6 spekiroszképiai
médgzerekkel végzett térszerkezet vizsgdlatok eddigi ada-
tai azt bizonyitjdk, hogy mdr a tetrapeptidnek Jjé6l jellew
mezhetd, stabil térszerkezete van vizes és nemvizes ol-
datban egyaréant.
A hormon-receptor kilcstnhatds tanulmanyozdsdra szinteti-
z4lt gasztrin analdgok bioldgiai hatdsvizsgidlata alapjén
elmondhatd, hogy ha a 4. vagy 5. aminosavat nagy térki-
t51tésl cgoporttal helyettesitjiik /N-metil-triptofén,
valin/, az igy kapott analdgok feltételezhetlen térszer-
kezeti okok miatt nem tudnak megfelelden kht6dni a recep-

torhoz.



A T-azatriptofdnt tartalmazé analég cs®kkent biolégiai
aktivitdsa alapjén arra kdvetkeztettiink, hogy a bédzikus
csoport bevitele a hormon-receptor kxtddést gyengiti. Va-
1észinii, hogy a triptofdn és fenilalanin k3z8tti aromds
k®lcs#nhatds is erdsebb, mint a 7T-azatriptofdn analdg
tetragasztrinndl.

El84llitottuk a gasztrin csaldd mdsik tagjdt, a kolecisz-
tokinin C-termindlis oktapeptid-szulfdtésztert. A szin-
tézisben néhdny uj mdédszert vezettilnk be /a triptofdn
Nleformil védelme a szintézis és a szulfdtészter képzés
gorédn, az N-metil-morfolin-kénirioxid komplex alkalmazd-
sa dioxdn jelenlétében, valamint a védScsoportok acidoli-
tikus hasitdsa a szulfdtészter Na-sérél/. Ezek lehetdvé
tették, hogy a CCK oktapeptid szulfdtésztert jé termelés—
sel, tisztén és teljes bioldégiai aktivitdssal 41llitsuk
eld.

Egy uj médszert, az affinitds mikroszkdépidt dolgoztunk ki,

& hormonok kttGdésének mérésére €16 sejt prepardtumon.
Ehhez 618 parietdlis sejt prepardtumot és affinitds ad-
szorbenseket készitettlink. Méréseink alapjédn a hexagasztrin,
hisztamin és acetilkolin immobilizdlt alakban is k#¥t8dik

az 1z0ldlt sejtekhez. A hexagasztrin-Sepharose-rdél a sej-
tek pentagasztrinnal leszorithatdk, a hisztamin pedig
erésiti a k¥tést. Eredményeink alapjédn arra k*vetkeztettiink,

hogy a hisztemin el8segiti a gasztrin hatdsdt,
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