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A dolgozatban felhasznált rövidítések jegyzéke

A rövidítések általában megfelelnek а ШРАС javaslatá- 

. nak /J. Bioi. Chem. 247, 977 /1972/ /, a ritkábban hasz­

nált rövidítések a következők:

DMF - dimetilformamid

TEA - trietilamin

BOC- - tere. butiloxikarbonil csoport 

- benziloxikarbonil csoport 

Bzl- - benzil csoport 

Bu^- - tere. butil csoport 

DCC - diciklohexil-karbodiimid

Z-

DCU - diciklohexil-karbamid

BMA - benzil-malonsav-félamid 

Gla - -karboxi-glutsminsav 

TFA - trifluorecetsav

TIIF - tetrahidrofurán

BSA - marhaszérum albumin

EDTA - etiléndiamin-tetraecetsav
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I. BEVEZETÉS, CÉLKITŰZÉSEK

A peptidhormonok között jelentős helyet foglal­
nak el a gyomor és bélcsatorna nyálkahártyájában képző­
dő úgynevezett gasztrointesztinális hormonok. E család 

két fontos képviselője a gasztrin és a kolecisztokinin 

/ССК/. Larsson és Rehfeld legújabb kutatásai szerint [l] 

a két hormon evolúciós eredete közös.
A gasztrin a gyomorsav és a pepszin termelését 

serkentő hormon; a gyomornyálkahártya termeli és a vér­
áram utján a gyomornyálkahártyába kerülve a fali /parie- 

tális/ sejtekre hat. A hormonok szövetspecifitásának az 

a magyarázata, hogy a célszerv sejtjei jelfogót, recep­
tort tartalmaznak, ami a hormonok hatására aktiválja a 

sejtekben az anyagcsereváltozást előidéző enzimet. A 

peptidhormonok receptorai a sejtmembránban helyezkednek 

el M.
A kolecisztokinin is több biológiai hatásért 

felel, igy epehólyag kontrakciót okoz, másrészt stimu­

lálja a hasnyálmirigy enzimszekrécióját. A legutóbbi é- 

vek kutatásai szerint ugyanakkor az idegrendszerben 

neurotranszmitter, illetve neuromodulátor funkciót lát 

el. Mindkét hormonban közös, hogy a különböző biológiai 
hatásokért a teljes molekulának egy kis része, az aktiv 

centrum a felelős. Ez az aktiv centrum a gasztrin esetén 

a C-terminális tetrapeptid, a CCK esetén a C-terminális 

heptapeptid szulfátészter:
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- Тгр - Met - Asp - Phe - NH2
- Туг/SO^H/ - Met - Gly - Trp - Met - Asp - Phe nh2

A két fentemlitett hormon hatásmechanizmusáról igen 

keveset tudunk, inkább csak hipotézisek vannak a hormon- 

-receptor kölcsönhatás módozatairól. Ezért célul tűztük 

ki a gasztrin kémiai szerkezete és biológiai hatása közöt­
ti összefüggések vizsgálatát. E célból olyan analógok 

szintézisét terveztük, amelyekkel a gasztrin aktiv 

centrumának térszerkezete tanulmányozható. Ezek a követ­

kezők:
BOC - Gly - Leu - Asp - Phe - NH2 

BOC - Gly - Met - Asp - Phe - NH2 

BOC - Leu - Leu - Asp - Phe - NH2

BOC - Тгр/FOR/ - Leu - Asp - Gly - NH2 

BOC - Trp - Leu - Asp - Gly - NIL,

BOC - Asp/ОН/ - Phe - NH2 

BOC - Asp/OBut/ - Phe - NH2

BOC - Met - Asp/ОН/ - Phe - NH2
BOC - Met - Asp/OBut/ - Phe - NH2

H - Met - Asp/ОН/ - Phe - NH2 

BOC - Leu - Asp/ОН/ - Phe - NH2

BOC - Leu - Asp/CBzl/ - Phe - NH2

BOC - Trp - Leu - Asp/ОН/ - the - NH2
BOC - Trp - Leu - Asp/OBzl/ - Phe - NH2

BOC - Gly - Trp - Leu - Asp/ОН/ - Phe - NH2



BOC - Tyr - Gly - Тгр/FOR/ - Leu - Asp/ОН/ - Phe - NH2

H - Leu - Asp/ОН/ - Phe - OCH^
Z - Leu - Asp/OBzl/ - Phe - OCH^
BOC - Trp - Leu - Asp/ОН/ - Phe - OCH^

A térszerkezet vizsgálatok valamint a párhuzamosan elvég­
zett biológiai aktivitásmérések adataiból következtetni 
lehet a hormon-receptor kötés természetére.

A gasztrin és receptora közötti kölcsönhatást más 

módszerekkel is tanulmányozni kivántuk. A hormon-receptor 

kölcsönhatás tanulmányozásának több módszere is van, ezek 

közül mi a következőket alkalmaztuk:
a. / élősejt izolálás, majd kötődés- vizsgálatok al­

kalmas hormonszármazékok segítségével.

b. / hormon analógok biológiai hatásának komplex

vizsgálata.

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

Z - Val - Trp - Leu - Asp - Phe - NH2
BOC - ^Ala - Trp - Leu - Asp - Phe -
BOC - DL7AzaTrp - Leu - Asp - Phe - NH2
Z - LGla - Gly - Тгр/FOR/ - Leu - Asp - Phe - NH2
Z - DGla - Gly - Тгр/FOR/ - Leu - Asp - Phe - NH2

A gasztrin analógokkal végzett szintetikus és bio­
kémiai munkákon kivül célul tüztük ki a CCK-oktapeptid 

szulfát észter egy uj szintézis módszerének kidolgozását

3.S.
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II. ELMÉLETI RÉSZ
A. Irodalmi előzmények

1. A gasztrin és a kolecisztokinin kémiája
és biológiája

A gasztrin

A gasztrint 1905-ben Edkins [5] fedezte fel. Vizs­

gálatai szerint a gyomor nyálkahártya vizes kivonata 

intravénásan adva fokozza a gyomornedv kiválasztását 

azáltal, hogy a gyomornyálkahártya fedősejtjeinek és fő­
sejtjeinek működését serkenti. Hatására a gyomornedvben 

a sósav-pepszin arány is változik a sósav javára, ami 
gyomorfekélyhez vezethet.

1964-ben Gregory és Tracy [4] izolált sertés gyo­
mor nyálkahártyából két olyan heptadekapeptidet /gasztrin- 

-I = G-I. és gasztrin-II = G-II./, amelyek gasztrin ha­
tást mutattak. Szerkezetüket Gregory és munkatársai [5] 

határozták meg és szintézisüket is elvégezték. A sertés 

gasztrin-I. szerkezete az 1. ábrán látható. A gasztrin-II. 

szekvenciája ettől a szerkezettől csak abban különbözik, 

hogy a 12-es helyzetű tirozin hidroxilcsoportja szulfát- 

észter-kötááben van. A szulfátésztercsoport megléte vagy 

hiánya nem befolyásolja a molekula gasztrointesztinális 

hatását. Később izolálták az emberi gasztrint [б] vala­
mint több emlős állat hasonló hormonját is, sőt ezek szin­

tézisét is megoldották [7, s], /1. ábra./



1. ábra

Az emlősökből izolált gasztrointesztinális peptidhormonok szerkezete

I/IIAminosav-szekvenciaHormon

Glp-Gly-Pro-Trp-Leu-Glug-Glu-Glu-Glu-Ala-Ty^-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-IfflgEmberi gasztrin
Sertésgasztrin
Ktityagasztrin
Marhagas zt rin
Juhgasztrin
Macskagasztrin
Sertés CCK
Gaerulein
Phyllocaerulein

1,7
Met 0,75
Met Ala 2,0

AlaVal 0,5
AlaVal 0,5
Ala 1,0
-24-Arg-Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2
Glp-Gln-Asp-Tyr^Thr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-N^

Glp-Glu-Tyr-Thr-Gly-Irp-Met-Asp-Phe-lfflg

x = H a gasztrin I-ben; x = SO^H a gasztrin II-ben, a caeruleinben és a phyllocaeruleinben 

I/II = gasztrin I / gasztrin II arány a szervezetben.
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Minden fajspecifikus heptadekapeptidamidban közös az 

aminovégi tetrapeptid, a б-os, 7-es, 9-es és 10-es hely­

zetű L-glutaminsav egység, valamint a karboxilvégi 

Alá - Туг - Gly - Trp - Met - Asp - Phe - NHg szekven­

cia [9]о A karboxilvégi penta- és tetrapeptidamid, sőt 

már a tripeptid is rendelkezik a hormon gasztrin hatásá­

val csak az aktivitás intenzitásában van különbáég[9]. 

Moláris alapon számolva a heptadekapeptid 7o5-szer ak­

tívabb a tetrapeptidnél. Még nem tisztázódott egyértel­

műen, hogy az 1 - 13-as fragmens csak az enzimes lebon­

tás ellen véd, vagy a biológiai hatáshoz szükséges ak­

tiv konformáció kialakításában is szerepe var, esetleg 

további kötéseket létesit a receptorral és igy növeli a 

biológiai aktivitást.,

A peptidhormonok fontos szerepet játszanak mint neuro- 

regulátorok. A legújabb kutatások során Rehféld és mun­

katársai kimutatták a hasnyálmirigy Langerhans-szigetek 

idegvégződéseiben a tetragasztrint [10]. Megvizsgálták 

a különböző molekulasulyu gasztrin és kolecisztokinin 

fragmensek hatását a hasnyálmirigyre és megállapították, 

hogy a tetrapeptidamid lényegesen hatásosabb az inzulin 

és más szigethormonok szekréciójára, mint a gasztrin és 

a CCK nagyobb molekulasulyu formái. Ez arra utal, hogy 

a tetrapeptidamid neurális felszabadulása szerepet ját­

szik a hasnyálmirigy hormonszekréciójának szabályozásában.

A gasztrinmolekula aktiv centrumát képező tetra­

peptid térszerkezetét 1972-ben Kiér és George[11]egy
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molekulapálya számítási módszer alapján próbálták értel­

meznie E szerint a molekula "gerince" közel planáris, 

a szénatomok közötti vegyértékszög kb. 120°, a C és N 

terminális nitrogének 13 Я-re vannak egymástól. A trip- 

tofán és fenilalanin aromás gyűrűi a molekulának ugyan­

azon az oldalán vannak 11 Я-re egymástól, mig a metio- 

nin és aszparaginsav oldalláncai a molekula másik olda­

lán 5 Я-ге.

1972-ben Feeney [12] nagy felbontóképességű / 100, illő 

220 MHz/ MR spektroszkóp segítségével vizsgálta az asz- 

paraginsavat, fenilalanint és a gasztrin C-terminális 

fragmenseit /Asp - Phe - NHg, Met - Asp - Phe - NHg 

• és a BOC - /ЗА1а - Trp - Met - Asp - Phe - NHg/. A méré­

si eredmények alapján megpróbálta meghatározni a C-ter­

minális tetrapeptid térszerkezetét. A korábbi modellel 

összhangban úgy találta, hogy a tetrapeptid konformáció­

ja ochelix-szerü, a triptofán és fenilalanin aromás gyű­

rűi legalább 5 Я-re vannak. A 14-17-es tetrapeptidamid 

receptorhoz való kötődésének meghatározása céljából 

Penke és munkatársai több analógot is szintetizáltak [ 13]. 

Ezek térszerkezetét Pham és munkatársai vizsgálták ORD,

CD és NMR módszerekkel [14]. Eredményeikből kitűnik, 

hogy az aszparaginsav /Ь-karboxil jának a már előzőleg 

bizonyított funkcionális szerepén kívül szerkezetmegha­

tározó szerepe is van. A metionin oldalláncának apoláros 

kölcsönhatás révén elsősorban a receptorhoz való kötő­

désben lehet szerepe. A triptofán és fenilalanin közötti
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aromás kölcsönhatás /tapadás, stacking/ révén a molekula 

^kanyarulathoz /"/3-turn"/ hasonlít. Hidrogénkötést nem 

észleltek a molekulán belül» A célkitűzésekhez említett 

általunk szintetizált analógok szerkezetvizsgálata Í3 

igazolta a "stocking" konformációt [15]«

}

COC H/ /
CH C^CH2со

со
H2N I— CH I\ NH

/CH2 CH

.............
C0NH2::: ::

О si
♦v о

/-ч/ 5 А
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A kémiai szerkezet és biológiai hatás közötti ösz- 

szefüggés vizsgálata céljából Morle.y és munkatársai szá­

mos analóg szintézisét és biológiai vizsgálatát végezték 

el [16, 17].

Eredményeik a következőkben foglalhatók össze:

1. / A szabad tetrapeptidamid és analógjai kevésbé akti­

vak mint az acilezett származékok;

2. / A triptofán indol vázában a homoaromás gyűrű helyet-

tesitése nem, vagy alig csökkenti a biológiai hatást. 

A heteroaromás gyűrű helyettesitése jelentősebb ha­

táscsökkenéssel jár.

3. / A metionin helyzetében a kén izosztér helyettesité-

se /Nie/, a kén elmozdítása az oldalláncban 

/S-etil-Gys/, az oldallánc elágaztatása /Leu/ nem 

változtatja meg az aktivitást, viszont a kénatom 

részleges vagy teljes oxidációjával jelentősen 

csökken a biológiai hatás [18].

4. / Az aktiv centrum egyik legérzékenyebb része az asz-

partil egység» Az oldalláncban levő karboxilcsoport 

legtöbb módosítása és az oldallánc hosszának növe­

lése /Glu/ megszünteti a biológiai hatást [19].

5. / A fenilalanin helyzetében végzett változásokra ke­

vésbé érzékeny a molekula.

6. / A láncvégi savamid csoport módosítására érzékenyen

reagál a peptid, a metilamid és hidrazid kivételé­

vel minden analóg kevésbé aktiv.
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A kolecisztokinin

A bélnyálkahártyából Ivy és Oldberg 1928-ban [20] 

egy epehólyagkontrakciót kiváltó anyagot izolált, amelyet 

"kolecisztokinin"-nek neveztek el. Később Harper és 

Raper [2l] "pankreozimin"-nek nevezte el az ugyanebből 

a kivonatból izolálható anyagot, amely stimulálna a has­

nyálmirigy enzimszekrécióját. Mutt és Jorpes [22] iga­

zolták, hogy a két különböző biológiai hatásért ugyanaz 

a vegyület felelős. Az ő nevükhöz fűződik e hormon ami- 

nosav-szekvenciájának felderitése is [23]:

Lys - Alá - Pro - Ser - Gly - Arg - Val

- Tie - Lys - Asp - Leu - Gly - Ser - Leu - Asp - Pro

- Ser - His - Arg - Ile - Ser - Asp - Arg - Asp -

-Туг/SO^H/ - Met - Gly - Trp - Met - Asp - Phe - NH2

Ser - Met

A CCK C-terminális pentapeptid.ie azonos a gasztrinéval.

A gasztrin-CCK család nagyjából azonos vékonybél-motili- 

tást okozó, továbbá sósavszekréciót kiváltó hatását a 

közös pentapeptid csoporttal magyarázzák. A CCK kole- 

cisztokinetikus és pankreász-enzim szekréció fokozó 

hatásában a 27-es tirozinon lévő szulfátészter csoport 

játszik központi szerepet [24]. Elsőként Ondetti és 

Pluscec szintetizálták a О-terminális oktapeptid-szul- 

fátésztert és néhány analógját. Azt találták, hogy maga 

az oktapeptid szulfátészter, valamint néhány analógja 

lényegesen hatásosabb a kolecisztokinin-pankreozimin 

teljes molekulánál [25-28]. SulyeRvségre számitva a
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CCK oktapeptid szulfátészter biológiai aktivitása 5-8- 

-szorosa a teljes molekuláénak. A származékok biológiai 

vizsgálatával a szerkezet és a hatás között néhány össze­

függést állapítottak meg:

1«/ A hormonhatás kiváltásához szükséges a tirozin 

szulfátészter*

2./ Az oktapeptidben a tirozin szulfátészter átvitele

a 2-es vagy a 5-as helyzetbe jelentős aktivitás csök­

kenéssel jár. A szulfátészter és a molekula más ré­

sze közötti távolság fontos szerepet játszik a 

receptorhoz való kapcsolódásban.

5./ A metionint hidrofób aminosavval /Ile, Leu - / he­

lyettesítve csökkent az aktivitás. Nagyobb mértékű 

az aktivitás csökkenése a б-os heüy zetben metionin 

helyett leucint tartalmazó oktapeptid esetén.

A CCK konformációs viszonyairól, térszerkezetéről még 

semmit sem tudunk0



- 14 -

2. A hormonok hatásmechanizmusa

A receptor

Az egysejtű élőlény a környezet változásait sejt­

membránja révén érzékeli. A változásokra'adott válasza 

gyors, fennmaradása jórészt reakcióinak sebességétől 

függ. A magasabbrendü szervezetekben a sejteknek szintén 

gyors reakciókészséggel kell rendelkeznie, membránjuk 

érzékenysége tehát megmarad. A különböző sejtek válasza 

csak a sejt életfeltételeit érintő ingerekre azonos a 

sejt speciális funkcióira nézve különböző. A kivülről 

érkező jelet felfogó képleteket receptoroknak, jelfogók­

nak nevezzük. Két főtipust különböztetünk meg: a sejt- 

felszini vagy membránreceptorokat és az intracelluláris 

receptorokat. A polipeptid hormonok a membránon hatnak, 

mig a szteroid hormonok a sejten belüli receptorokon [2]. 

A sejtmembránt kivülről egy glikoproteid burok veszi 

körül /glikokalix vagy external coat/. Az ebben elhe­

lyezkedő molekulák alkotják azt a receptor mintázatot, 

amely az adott sejtre jellemző. Feladatuk a hormonok 

felismerése és anyagtranszportban való részvétel. Az 

úgynevezett "marker" receptorok adják a sejt faji, szö­

veti és egyedi jellegét. A hormonok és a receptorok kö­

zötti kötés sztereospecifikus. A receptorok kémiailag 

összetett fehérjék, melyeknek térbeli orientációja 

döntő fontosságú. A receptorok száma dinamikusan változó:
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egy adott sejt felszínén a különböző időpontokban 

különböző mennyiségben vannak jelen és a környezetben 

levő hormonoknak a mennyisége növelheti vagy csökkenthe­

ti a számukat. A receptorok specifikusak: minden hormon­

nak megvan a hormon konfigurációjának megfelelő, jelleg­

zetes receptora. Л receptor specifitása igen nagyfokú, 

még akkor is elkülöníti a hormonokat, ha azok egyik 

vagy másik összetevője nagymértékben hasonlít vagy azo­

nos. így pl.: Baur és Bacon [29] kimutatták, hogy a CCK- 

-oktapeptid és a gasztrin nem kötődik ugyanahhoz a re­

ceptorhoz .

A hormon-receptor komplex kötés reverzibilis: nem kova­

lens kötés jön létre a hormon és receptora között /Hidro- 

génhid kötés, van der Waals kölcsönhatások, stb. révén/.

Az adenil-cikláz rendszer

Az adenil-cikláz rendszer valószínűleg a hormon 

specificitását biztositó hormon-receptorból és magából 

az adenil-ciklázból áll. A hormon úgy változtatja meg 

a receptor fehérjét, hogy allosztérikusan aktiválja [30] 

az adenil-ciklázt, és ez adenozin-trif oszfátból /ATI'/ a 

3J5’-ciklusos adenozin-monofősziat /сЛМР/ szintézisét 

katalizálja. A ciklikus AMP-t szekunder messengernek is 

nevezik, mivel ez közvetíti a hormonok /primer messenge- 

rek/ üzenetét a celluláris anyagcseréhez. /Nem a cAMP

az egyetlen szekunder messenger, más ciklusos nukleoti-
szerepet töltenekdók illetve a kalcium ionok i

be./
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A ciklusos AMP a sejt különböző folyamatait befolyásolja. 

Aktiválhat enzimrendszereket, befolyásolja a membrán- 

transzport folyamatait. Végül egy foszfatáz enzim, a 

ciklusos foszfoűiészteráz 5*-AMP-vé bontja. A kör ezzel 

bezárul: a hormon által közölt információt a receptor 

felvette és az adenil-ciklázon keresztül a cAMP szin­

tézisét indukálta, melynek hatására beindult a sejtre 

jellemző válaszreakció. Lényegében tehát csak a hormon 

és a receptor specifikus, a jelzést közvetitő cAMP és az 

utóbbit lebontó foszfatáz az egész élővilágban azonos.

A hormonok hatásmechanizmusában valamennyi kémiai lépés 

a hormon hatásától kezdve égés zen a foszforiláz aktivi­

tásáig pontosan ismert, csak az marad bizonytalan, hogy 

a hormon kötődése hogyan aktiválja az adenil-ciklázt.

Néhány szerző feltételezi, hogy a receptor és az 

adenil-cikláz azonos [31]. Ez az értelmezés leegyszerü- 

sitést jelent. Minden hormon specifikus hatást fejt ki 

egy bizonyos szövetre. Ha viszont minden szövet azonos 

adenil-ciklázzal rendelkezik és az adenil-cikláz azonos 

a receptorral, akkor a különböző hormonoknak azonos ha­

tása lenne, ami természetesen nem igaz..

Más elméletek szerint a receptorok mint regulátor 

alegységek veszik körül az enzimet [32]. A regulátor 

alegységek szövetről szövetre változnak és csak a speci­

fikus hormonnal kötődnek. A kötődés aktiválja az enzi­

met. Ha az egyes regulátor alegységeknek a molekulasú­

lya 100.000-200.000 között van, akkor nagyon nehéz, vagy
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lehetetlen, hogy ilyen molekulacsoport fizikailag a 

membránban helyezkedjen el, és a komplexben az összes 

receptor a vizes fázisban legyen.

A hagyományos modellek tehát egyrészt feltételezik, hogy 

a receptorok szerkezetileg összefüggnek az adenil-cikláz- 

zal, másrészt hogy ezek a szerkezetek a membránban rög­

zítve vannak.

A mobilis receptor hipotézist Cuatrecasas [ 33 ] és

Benett [34] állították fel. A membrán dinamikus és folyé­

kony természetéről kialakult koncepcióból indultak ki 

[35-371. A membrán a fehérjék és lipidek dinamikus rend­

szere, a membrán fluiditása biztosítja az egyes molekulák 

vándorlási lehetőségét. A mobilis receptor hipotézis 

szerint a receptorok regulátor molekulák, amelyek nem 

asszociálódnak az enzimmel, ha a hormon nincs jelen. A 

hormon kötődése után a receptorok kombinálódnak az enzim- 

a membrán fluiditása folytán. A receptor uj és egye­

di tulajdonságokat vesz fel, a hormon kötődésekor.

Ezen uj tulajdonságok egyike az, hogy a receptor-hor­

mon komplex speciális affinitást mutat az adenil-cikláz- 

hoz о

mel
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3. A hormon-receptor kötés vizsgálatának módszerei

Mivel a receptor egy adott fehérje adott konformá­

ciós állapotát is jelenti, nagyon lényeges azt denaturá- 

lás nélkül, biológiailag aktiv formában izolálni. Л hor­

mon-receptor kötés vizsgálatokat ezért a következő rend­

szerekkel lehet elvégezni:

- élő sejt-preparátummal

/élő sejtnek tekintjük azokat a sejteket, amelyeknek 

anyagcseréjük van, ezek intakt módon tartalmazzák a 

receptorokat/

- izolált membránfrakcióval, amely a receptorokat tartal­

mazza

- izolált receptorokkal

/az izolálás a szolubilizált sejtmembránból affinitás 

kromatográfiával történik/

A receptor assay, azaz kötésvizsgálat során azt fi­

gyelik, hogy a radioaktiv hormonnal telitett receptorról 

/pl.: élő sejtszuszpenzió Ringer oldatban/ a hormon ana­

lógok hogyan szőrit jók le a hormont.

л #*H ♦ R ; 

/F/ ♦
H = hormon 

R = receptor 

* H = jelzett hormon 

HR = hormon - receptor komplex 

H R = jelzett hormon - receptor 

komplex

HR

/3/

H

i
HR
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A szabad /F/ és kötött /В/ hormon arányából követ­
keztetnek a hormon-receptor kötés természetére. A vizs­
gálathoz nagy specifikus aktivitású /25-50 Ci/mM/ hor­
monokra van szükség.A leszoritás mellett adenil-cikláz 

aktivitás is mérhető. A ciklusos AMP szint mérése kö­
tőproteinnel vagy radioimmunassay-vel történik.

A gasztrin receptor és a pentagasztrin kapcsola­
tának vizsgálatára egy uj módszert dolgoztunk ki, az 

úgynevezett affinitás mikros zkópiát [38]. Abból a hipo­
tézisből kiindulva, hogy ha egy hormont alkalmas hordo­
zón /pl.: Sepharose/ immobilizálunk és ez az affinitás 

abszorbens affinitás kromatográfiára alkalmas, akkor el­
képzelhető, hogy az adszorbens nem csak a szolubilizált 

receptor fehérjéket köti meg, hanem az élő sejteket is, 

amelyeknek a felszinén intakt, működőképes receptorok 

vannak. Mivel a gélszemcsék /100-200 ju/ és az izolált 

élő sejtek /10-20 ju/ mikroszkóppal jól láthatók, a kötő­
dés igy mikroszkóppal tanulmányozható. Az immobilizált 

hormont tartalmazó Sepharose szemcséket és az élő sej­
tek szuszpenzióját +20°-on adott ideig /2 perc/ fizio­

lógiás körülmények között inkubáljuk. Ezután megszámlál­

juk, hogy mennyi sejt kötődött az affinitás adszorbfM 

hez. A módszer alkalmazása.során szükséges, hogy vala­
mennyi paramétert standardizáljunk, hogy a mérési ered­
mények megismételhetők legyenek. Az affinitás mikrosz­
kópia céljára affinitás* adszorbensek szükségesek. Ezek
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az affinitás kromatоgráfiában jól ismertek. Az affini­

tás kromatográfia biospecifikus adszorbción alapuló 

elválasztás. Ha egy enzim és szubsztrétja, egy hormon 

és receptora, egy antigén és antitest rendszerből az 

egyik molekulát egy szilárd hordozón immobilizálják, 

a kapott adszorbens specifikusan megköti a komplemen­

ter molekulát. A specifikusan és reverzibilisen kötött 

molekula eluálható [59]. A fehérjék tisztításához aga- 

roz /Sepharose/ hordozót használnak, ez 0-40° között 

pH 4-9 tartományban ideális tulajdonságú. Könnyen ak­

tiválható brómciánnal, ligandumok kötése céljából.

A brómciános aktiválás egyszerű, könnyen reprodukálha­

tó egy lépéses módszer, amely nem változtatja meg lé­

nyegesen a polimer fizikai tulaja onsáeait /Axén [40]/. 

A reakció a következő módon játszódik le:

0-C0,\H2 karbamát 
(inert)J-OH J-0-C«N OH

BrCN /* /
/-0Н

átmeneti cianát
^-OH

0\ iminokarbamát
(reaktív)C =NH

Qy
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NH/
: >- 

S-O'

] —0 —C —NH —protein
'—он

NH2 - protein ^ izokarbomid
származék

NH

Л

0\ N-szubsztituált
iminokarbamátC — N—protein

0
II

✓ —0 —C— NH-protein 
] —OH

N-szubsztituait 
kar barnát

A ligandum a szilárd hordozón immobilizált molekula. 

Nagy molekulasulyu, kis affinitásu ligand /hormon/ 

esetén sztérikus gátlás léphet fel a hormon és recep­

tor közötti kötődésnél [41]. Emiatt sok esetben szük­

ség van egy megfelelő hosszúságú karra /spacer-re/ 

igy a ligand a szubsztrátba, mint kulcs a zárba, bele 

tud illeszkedni, térgátlás nélkül. A spacer-ek álta­

lában £-aminoalkil vegyületek. Lowe [42] kimutatta, 

hogy a spacer-nek van egy optimális hosszúsága, ez a 

kinázok esetén 8-10



A receptor kötőhelyének /receptor site/, aktiv 

centrumának meghatározására szolgáló módszer az affinity 

labelling. Az irodalomban eddig főleg enzimek aktiv 

centrumának meghatározására Írták le. A hormon-receptor, 
illetve az enzim-szubsztrát között kovalens kötést épít­
hetünk ki olymódon, hogy előállítjuk a hormon vagy 

szubsztrát kémiailag reakcióképes /pl.: azido/ formáját, 

majd miután a nem-kovalens biospecifikus kötés létrejött 

a hormon és receptor fehérjéje között, megfelelő hullám­
hosszúságú ultraibolya fénnyel besugározzuk a komplexet, 
igy kovalens kötést hozunk létre. Ha a hormont radioaktiv 

izotóppal jelezzük, a.hormon-receptor komplex könnyen 

kimutatható, igy meghatározható a receptor helye a sejt­
ben.

4. A peptidszintézis általános problémái

A peptidlánc felépítésének két módszere ismert: 

lépésenkénti /stepwise/ módszer és a fragmenskonden- 

záció. Mindkét módszernél szükséges a megfelelő funkciós 

csoportokat könnyen kiépíthető, könnyen és szelektive el­
távolítható védőcsoportokkal ellátni.

Az aminocsoportot acilezéssel, alkilezéssel, és sókép­

zéssel védhetjük. A karboxilcsoportot észterképzéssel 
és sóképzéssel védhetjük. A peptid kapcsolásnál mindig 

a karboxilcsoport aktiv származékait kapcsolják a szabad 

aminocsoporthoz. A leggyakrabban alkalmazott karboxil­

csoport aktiválási módszerek a következők:

a
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- vegyes anhidrides kapcsolás

- aktiv észteres kapcsolás

- DCG - kondenzációs kapcsolás

- azidos kapcsolás

- savkloridos kapcsolás

a./ Vegyes anh-idrides aktiválás о

Szénsav-felészterekkel a vegyes anhidridek gyorsan képződ­

nek és a kapcsolási reakciók nagy sebességgel, viszonylag 

jó termeléssel játszódnak le. Mellékreakcdóként az amino- 

komponens a szénsavészter résszel reagál és uretán kép­

ződik. Ez utóbbi mellékreakció elkerülésére kezdték a klór- 

szénsav-etilészter helyett a klórszénsav izobutilésztert 

alkalmazni vegves anhidrid képzésére. Az elágazó lánc nagy 

térkitöltése és. pozitiv induktiv effektusa révén csökken­

ti a szénsav karbonilcsoportjának reaktivitását.

ОCH2 — CH2
/ \R —GOGH + CH3 — N Ö + Cl-C— OR'
\ /CH2 - CH2

@/Ch2-ch2
o

l\ /H ch2 - CH2

GR -COO-CCO-R' + CH3 — N Cl

♦h2n-r"

R-CO-NH-R"* C02 ♦ HO - R'
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Az N-metil-morfolin a racemizáció mentes szintézis 

szempontjából kedvezőbb, mint a trietilamin [43].

b./ Aktiv észterek

Az aminocsoporlján védett ominoeavat elektronszivó 

csoportot./tartalmazó alkohollal vagy fenollal észte- 

resitve, úgynevezett "aktiv észter"-ek nyerhetők, 

amelyeknél a karboxilcsoport szénatomja pozitiv polá- 

roZottságot nyer és igy nukleofil támadásra érzékeny- 

nyé válik:

©о0 ©/
■> R-CR-C <•

\No-x 0 —X

Leggyakrabban szubsztituált fenolok /p^nitrofenol, 

pentaklór- illetve pentafluorfenol/ diciklohexil- 

-karbodiimides /DCC/ kondenzációjával állitják elő 

n z л к t i. v é a z törököt.

c./ Diciklohexilkarbodiimiddel /РС.С/ végzett kondenzáció

A módszert Sheehan [44] vezette be 1953-ben s azóta 

is az egyik leggyakrabban használt peptidképzési 

eljárás. A szabad karboxil- és aminocsoportot tar­

talmazó komponensek

szer hátránya, hogy az előző módszereknél nagyobb 

mértékű racemizáció következhet be.

DCC-vel kondenzálnak. A mód-
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R-СО-NH-QNH-R'0N-R'
:il11 fí?N-Q * NH-R'R -C -0 -CR -C0CH *C

IВ
С — 0 DCUN-R' N -R'

;
NH-R'

R'= cikiohexii



- 27 -

В. Kísérleti munka

1. Térszerkezeti vizsgálatok céljára szinte­
tizált gasztrin analógok

A gasztrin tetrapeptid "stacking" szerkezetének 

vizsgálatára szintetizáltunk olyan peptideket, ahol az 

egyik aromás aminosav hiányzik, az aromás kölcsönhatás 

eldöntése céljából. Egyrészt a triptofánt glicinre és 

leucinra cseréltük ki:

1. BOC - Gly - Leu - Asp - Phe- NH2 

2o BOC - Gly - Met - Asp - Phe-- NH2 

Leu - Asp - Phe - NH25. BOC - Leu

Másrészt a fenilalanint glicinre cseréltük:

4. BOC - Тгр/FOR/ - Leu - Asp - Gly - NH2
5. BOC - Trp - Leu - Asp - Gly - Ш2

A glicinnél nincs, a leucinnál felléphet apoláros
kölcsönhatás.

Az előállított tetrapeptidek /1, 2, 3, 4, 5/ vala­
mint két metionint tartalmazó tripeptid /9, 10/ szinté­

zisterve a következő:
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Тгр
/Leu/ 
/ Gly /

Leu PheAsp/Met/ /Gly/

Z-----NH2

VA
Z-^OH H-----NH2

OBu*

Z nh2\
OBu*

BOC-----OPCP H nh2\
OBut

BOC nh2\
OBu<

BOC- 77OPCP H
Vor tfa

nh2\
OH

BOC nh2INFOR OH

A dipeptid előállításához az aszparaginsav /äkarboxil ját 

tere. butilészterrel védtük a vegyes anhidrides kapcso­

lásnál. Az aminocsoport védelme karbobenzoxi-csoporttal 

történt. Azért alkalmaztuk ezt a védőcsoport kombinációt, 

mert a karbobenzoxi-csoport a tere. butilé^zter mellől 

hidrogenolizissel szelektive eltávolítható, és tere. bu- 

tilészter esetén hidrogenoliziskor gyürüzárással járó 

mellékreakció igen ritkán következik be.

A tri- és tetrapeptidek kiépítését aktiv-észteres kap­

csolással pentaklórfenilészterek alkalmazásával valósí­

tottuk meg. Az aminocsoportokat tere. butiloxi-karbonil



csoporttal védtiik. Ezt trifluorecetsavas kezeléssel köny- 

nyen eltávolítóttűk, egyidejűleg az aszparaginsav tere. 

butilészter is hasadt. A metionin tartalmú peptidek 

tio-metil csoportja könnven oxidálódik és könnyen alki- 

leződik a védőcsoportok acidolitikus hasításánál kelet­
kező kationok /tere. butil-, benzil-/ hatására. Ezért 
nitrogén atmoszférában kellett velük dolgozni, trifluor­
ecetsavas kezeléskor pedig merkaptoetanolt és vizet 

használtunk gyökfogóként. /Mosásra, vagy kifőzésre pedig 

csak peroxidmentes éter használható/.
A triptofán a peptidszintézis szempontjából a metionin- 

hoz hasonló: Oxidációval szemben érzékeny, savas közeg­
ben könnyen alkileződik. A mellékreakciók elkerülésére 

az indol-nitrogént formilcsoporttal védtük [45, 46]. A 

védőcsoport bázis hatására /pl.: piperidin/ lehasadt, 
igy könnven eltávolítható volt. A fenilalanin-amid 

tartalmú peptidek jól kristályosodtak, ezért átkristá- 

lyositással tisztítottuk őket /etilacetát/petroléter/.
A glicin-amid tartalmú peptidek nehezen kristályosodó 

olajok. Tisztításuk megoszlási kromatográfiával szili- 

kagél oszlopon éti lacetát-viz-piridinacetát oldószer- 

elegy alkalmazásával történt.
A ^-helyzetű karboxilcsoport konformációt befo­

lyásoló szerepének eldöntésére összehasonlító térszer­
kezeti vizsgálatok céljából olyan peptideket is szinte­
tizáltunk, melyeknél az; aszparaginsav ß karboxilcsoport- 

ja szabad illetve tere. butil vagy benzil-vé'dőcsoportot 

tartalmaz:
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6. BOC - Asp/ОН/ - Phe - NH2
7. BOC - Asp/OBuV - Phe - Ш2

8. BOC - Met - Asp/ОН/ - Phe - NH2
9 о BOC - Met - Asp/OBuV - Phe

10. H - Met- Asp/ОН/ - Phe - NH2
11. BOC - Leu - Asp/ОН/ - Phe - NH2
12. BOC - Leu - Asp/OBzl/ - Phe - NH2

- NH2

13. BOC - Trp - Leu - Asp/ОН/ - Phe - NH2
14. BOC - Trp - Leu - Asp/OBzl/ - Phe - NH2

15. BOC - Gly - Trp - Leu - Asp/ОН/ -.Phe - NH2

16. BOC - Tyr - Gly - Тгр/FOR/ - Leu - Asp/ОН/- Phe - NH2

A fenilalanin savamid-csoportját metilészterrel helyet­
tesitettük az alábbi analógoknál:
17. H - Leu - Asp/ОН/ - Phe - OCH^

18. Z - Leu - Asp/OBzl/ - Phe - OCH^
19. BOC - Trp - Leu - Asp/ОН/ - Phe - OCH^

A peptidek szintázisterve:

A BOC - Asp/OBuV - Phe - NHq/7/ pepiidet aktiv- 

-észteres kapcsolással nyertük, az acilező reagens pen- 

taklórfenilészter /ВОС - Asp/OBuV - ОРСР/ volt. A BOC 

védőcsoportot eredetileg a szabad dipeptiden /Н - Asp/OBuV - 

- Phe - NH2/ akartuk kiépiteni diterc. butil-pirokarbo- 

nát [47] segítségével, dioxánban, majd dimetilformamid-
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ban. Egyik reakció sem volt sikeres. A bázisos közegben 

számos mellékreakció következett be,/gyürüzárás, cL-*j3 - 

-transzpeptidáció^ a dipeptidet nem sikerült tisztán ki­

nyernünk. Az aktiv-észteres kapcsolással éteres kifő­

zés után a dipeptidet kromatográfiásan tiszta formában 

kaptuk meg. —■

BOG - Asp - Phe - NH^ /6/

PheAsp

VA
H----NH2OHБОС'

‘OSzl

nh2BOC 4OSzl

BOC' ■nh2\OH

A vegyes anhidrides kapcsolás során az aszparaginsav 

aminocsoportját tere. butiloxi-karbonil csoporttal, a 

^karboxilosöpörtоt 

észter a BOG védőcsoport mellől hidrogenolizissel Pd/csont- 

szén katalizátort alkalmazva szelektive eltávolitható.

ROC - Met - Asp - Phe - NbU /8/

benzilészterrel védtük. A benzil-

PheMet Asp

NH2НП\
C3ut

-OTCP NH2БОС— H K
OHTFA

BOC' \
OH
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A dipeptidről © ßterc. butilészter csoportot trifluor- 

ecetsavval távolitottuk el, majd BOC-metionin-triklór- 

fenil-észterrel nitrogén atmoszférában végeztük el az 

aktiv-észteres kapcsolásto

Egy korábban előállított tripeptidünkben a met ionin 

oxidálódott. Megpróbáltuk az oxidálódott metionint a 

peptiden belül redukálni» Redukálószerként merkapto- 

-etán-szulfonsavat /MES/ használtunk. A reakciót 5C°C-o> 

végeztük, és .a reakció lefutását vékonyrét,eg-krómatogró 

fiásan ellenőriztük: 5%-os vizes piridin-acetát-etil- 

acetát pufferben. A módszer nem vált be, mert a metio 

nin-szulfoxid ugyan redukálódott, de az erős sav /МЕС/ 

hatására a savérzékeny BCC védőcsoport is jórészt Ich:,- 

sadt.

Leu - Asp - Phe - NHp /11/ úgy állítottuk elő, 

hogy a TFAxH - Asp - phe - NHg szabad dipeptidet a BCC - 

- Leu - CPCP-vel acileztük.

A BOG

A BOC - Туг - Gly - Тгр/FOR/ - Leu - Asp/ОН/ - Phe - NBU/16/

szintézise:

Leu Asp PheTyr G!y Trp

BQC-^OPCP^H, 
FOR TFA

nh2

nh2BOC \
FOR

BOC —OPCP H' N"H2\
FCR

BOC - nh2
\

FOR
—OTCP HBOC- nh2\

TFA FOR
BOC nh2ín

FCR
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A kapcsolásokat aktiv-észteres /pentaklórfenilészter, tri- 

klórí'enilészter/ kondenzációval végeztük; az aktiv-észte­

res acilezések rendszerint igen jó hozammal járnak, a 

termék tisztítása egyszerűbb, s emellett nem vész kárba 

az értékesebb aminokomponens. Az aminocsoport védelmére 

minden esetbeTT'a BOC-csoportot alkalmaztuk, amit acido- 

lizissel távolítottunk el. A mellékreakciók elkerülésére 

a triptofán indolgyürüjét formil-csoporttal védtük.

A 12 és 14 peptidek szintézise:

Trp Leu Asp Phe

БОС .\:-i2\
03zl

БОС-----0?СР н-к мн2
QSzlTFA

БОС ^2\
О Szí

ВОС-----ОРСР н N!H2\
03zlTFA

ВОС NH2\
03zl

A szintézisterv jellegében hasonló az előzőhöz. Az asz- 

paraginsav /Skarboxil jót benzilészterrel védtük, hogy 

a BOG-csoport szelektive eltávolitható legyen.



- 54 -

A BOG - Trp - Leu - Asp - Phe - NH2/15./ és a BOC - 

Gly - Trp - Leu - Asp - Phe - NHq/15o/ tetra- és penta- 

peptidet a formil-védőcsoportot t»rtalmazó származékból 

állítottuk elő. A védőcsoportot я peptidekről piperidi­

nes kezeléssel távolitottuk el.

A 17., 18. é&-19. peptidek szintézise:

Trp Leu Asp Fr.o

2 cc:-:3\
C3z*

EOC 0 PCP H cc:-:3\
OH

soc -cc:-:3i\CH
A tripeptidről a benziloxikarbonil- és benzilészter védő­

csoportokat egy lépésben, hidrogenolizissel távolitottuk 

el. A 19. tetrapeptidet aktiv-észteres kapcsolással nyer­

tük.

A térszerkezeti vizsgálatokat Párizsban, a Fr«ncia Atom­

energia központ Biokémiai Intézetében végezték magmágne­

ses rezonancia spektroszkópia és cirkulár dikroizmus mé­

rések segítségével. A mérések egy része vizes oldatban, 

másik része trifluoretanol-viz elegyében történt./А tri- 

fluoretanol-viz elegy kevésbé poláros jellegű, mint a 

tiszta viz igy ezzel az oldószereleggyel szimulálják a 

sejtmembrán és közvetlen környezetének viszonyait./



Az eddigi mérési eredmények teljes mértékben megerősitik 

a "stacking" konformációt [15].

2. A hormon-receptor kölcsönhatás tanulmányo­

zására szintetizált gasztrin analógok

A hormon-receptor kölcsönhatás vizsgálatéra szin­

tetizáltuk a D-retro pentagasztrint:

Bzl - Gly ■*- TRP LEU*— ASP ■*-BMA

/Konvenció szerint a D aminosavakat csupa nagybetűvel rö-

NH kötésirányát jelzi/.

A fenilalaninamid helyett benzilmalonsav-félamidot /ВМА/ 

használtunk. Ezen analóg segítségével megállapítható, hogy 

a peptidkötések részt vesznek-e a receptorhoz való kötő­

désben.

A pentapeptid szintézisterve:

viditjük. A nyil a СО

Mal ASP LEU TRP Giy

H-----CDziBOC-----OPFP

OSzlBOC

VA
H -ОП/1BOC----- OH

TFA

BOC OBzl

Z-^-OPCP 03zlH
CBu* TFA

H2N— <^-0H z CßzlN
03u*Bzl

■OHH2N-^OPCP H \
OBu*Bzl

OHh2n1 \ \
OBu*Bzl

H2N OH\ \
OHBz!
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A glicin-benzilésztert hidroklorid sójából szabadítottuk 

fel. A sófelszabaditést és az aktiv-észteres kapcsolást 

nag.yon gyorsan kell elvégezni, mivel a benzilészter na­

gyon könnyen diketopiperszint képez. Ezért használtuk я 

pentafluorfenilésztert acilező-szerként. A BOG védőcso­

portot N2 atmoszférában trifluorecetsavas kezeléssel 

távolítottak el; gyökfogóként az indolgvürü védelmére 

merkaptoetanolt és vizet adtunk. A tripeptidet vegyes- 

snhidrides kapcsolással nyertük, mert a mellékreakció 

/gvürüzáródás/ a eryors acilezési reakcióval elkerülhető. 

A tetra- és penta peptidet már aktiv-észteres kondenzá­

cióval /pentaklórfenilészterek/ állítottuk elő. Az 

aszparaeinsav aminocsoport.iát karbobenzoxi csoporttal, 

a karboxilt tere. butilészterrel védtü^. Ezzel a védő­

csoport kombinációval a karbobenzoxi- és a benzilészter 

csoportok egv lépésben hidrogenolizissel a ^bterc. 

tilészter mellől szelektive eltávolithatók voltak. A 

tere. butilésztert savas hidrolízissel /trifluorecet- 

sav/ hasítottuk le a pentapeptidről.

A benzil - malonsav - félamid előállítása többlépéses 

a vegyületet két módszerrel is előállítottuk. 

Első lépés a benzil - malonsav - félészter előállítása:

bú-

reakció

COOEtCOOEtCOOEt
Na/EtOH. Bzl - Cl C - BzlNa - C - H ■*- HCH [48]í 2 COOEtCOOEt COOEt
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COOEt COOEt
KCH/EtOH

* H - C - BzlH - C -'Bzl [49] I
CnOEt COOH

A kapott félésztert megfeleztük és két különböző mód­

szer szerint állítottuk elő a benzilmalonsav-félamidot:

1./ Amidálás vizes közegben ammóniával:

COOEt COKIÉ,
I ^

H - C - Bzl

CONÍE 
I ^

H - C - Bzl
NH,OH HC14H - C - Bzl

I
COOH COOKH COOH4

2./ Amidálás tetrahidrofuránban:

COOKCOOEt COOH
KOH/MeOH HC1

* H - C - Bzl* H - C - BzlH - C - Bzl

CONH conh2 conh22

Az első módszerrel kisebb termeléssel fehér, kristályos 

terméket kaptunk, amely kromatográfiásan tiszta volt. A 

második módszerrel másfélszer jobb termeléssel sárgás 

olajat kaptunk, amely kromatográfiásan szintén egységes.

A pentapeptid szintézise közben publikálta Morley[7<6], hogy 

előállította a D-retro-pentagasztrint és ennek nincs gya­

korlatilag semmi biológiai aktivitása. Ezért a szinté­

zisünket mi is lezártuk, a malonsav-amid rész rezolválá- 

sát már nem végeztük el.
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A hormon-receptor kölcsönhatása affinity labelling- 

gel is vizsgálható/23.o./. Ezért előállítottuk a követ­

kező pentapeptidet:

- ßAla - Trp - Leu - Asp - Phe -BOG

Ebből a peptidből egy lépésben /reakció salétromossav- 

val/ előállítható a pentapeptid-azid, amely stabil ko­

valens kötést képez a kötőfehérjékkel./Figyelembe véve, 

hogy az azid nem stabil, a hidrazid benziloxi-karbonil 

csoporttal védett származékát adtuk át biológiai vizs­

gálatra. A vizsgálatok még folyamatban vannak/.

A pentapeptid szintézlsterve a következő:

/3 Alá Trp Leu Asp Phe Z

VA VA
BOC—^OH H О Me BOC-J-OH n2h3-

FOR

OMeBOC БОС о\
FOR

VA
БОС—i—ОРСР н-к ОМе ВОС-^ОН Н о

ОЗи*FOR TFA

вое ОМе БОС о\ \
ОВи*FOR

VA
БОС ОН Н о

\ \
FOR ОНTFA

БОС о
FOR

BOC' n2h3\
FOR
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A pentapeptidet a C-terminális di- és az N-terminális 

tripeptid fragmenskondenzációjával állítottuk elő.

A C-terminális dipeptidet vesyes-anhidrides kapcsolás­

sal nyertük, az aszparaginsav aminocsoport jának és (b 

karboxiljának védelmére a ROC- és tere. butilészter 

védőcsoportokat használtuk, mert ezek acidolizissel 

szelektívek, egy lépésben eltávolithatók a benziloxi- 

-karbonil csoport mellől.

Az N-terminális tripeptidet vegyes-anhidrides és aktiv- 

-észteres kondenzációval kaptuk. Az aminocsoportot itt 

is BOC-csoporttal védtük és trifluorecetsavas kezelés­

sel távolitottuk el a metilészter mellől. A triptofán 

indolgyürüjét formilcsoportal védtük. A metilésztert 

lúgos körülmények között hidrolizáltuk. A fragmense- 

ket vegyes-anhidrid segítségével kapcsoltuk össze.

Metaholizmus vizsgálatokkal már előzőleg valószí­

nűsítették, hogy egy metabolizáló enzim a glicin és 

triptofán között hasítja a pentragasztrint [50]. Ezért 

olyan peptideket szintetizáltunk, amelyekben térgátlás 

miatt a triptofán és az N-terminális aminosav közötti 

kötés az enzim számára kevésbé hozzáférhető; ezeknél 

feltételeztük, hogy elhúzódó biológiai hatást mutatnak:

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

Z - Val - Trp - Leu - Asp - Phe - NH2
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Az előállított peptidek szintézisterve:

Nmetil Trp LeuGiy PheAsp
VA

Eoc — c:-j H n;-52
IFA

EOC nh2

кл2ВО C--OPFP м
TFA

BOC KrJ2

A BOC - Nmetil Trp - metilészter előállítása Olsen [51] 

módszere alapján történt. A BOC-triptofánt DMF-es oldat­

ban CH-jI-dal, frissen leválasztott Ag20 katalizátor je­

lenlétében metileztük. A metilezett terméket kromatográ­

fiásan tisztítottuk. Felmerül a kérdés, vajon a tripto- 

fán indolgyürüje metileződhet-e a fenti reakció során. 

/Az indolgyürüben elvileg az 1-es, 2-es, 3-as atom, va- 

ocamino és a karboxilcsoport [52] metilezőő-lamint az

hét/

CH3
-CH2—CH—со —CH3

I
NH—CH3

CH3
©
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A proton NMR vizsgálatok azt mutatták, hogy csak az ы ami­

no- és karboxilcsoport metileződött.

A metilésztert lúgos hidrolízissel elhidrolizáltuk, az 

igy nyert N.-metil-triptofán kromatográfiásan tiszta. A 

tetrapeptidből tisztítás után, aktiv-észteres kapcsolás­

sal nyertük a pentapeptidet. Aktiv-észterként az N-metil- 

-triptofán oi.im.ino csoportjának a prímet aminokhoz képest 

csökkent reakciókészsége miatt pentafluorfenilésztert 

■ használtunk.

A valin.tartalmú pentapeptidet a már korábban elő­

állított TFAxH - Trp - Leu - Asp - Phe - NH2 tetrapeptid­

ből aktiv-észteres kapcsolással nyertük. A valin elágazó 

szénlánca miatt az oc-karboxilcsoport reakciói nagymér­

tékben gátoltak [53], ezért az aminosav pentafluorfenil- 

észter származékát használtuk kapcsoláshoz.

Az eddigi vizsgálatok szerint az N-metil-triptofán tar­

talmú peptid hatástalan, a valin tartalmú peptid pedig 

csökkent biológiai hatású. Feltételezhető, hogy térszer­

kezeti okok miatt nem tudnak megfelelően kötődni a re­

ceptorhoz.

Megvizsgáltuk, hogy savas és bázikus csoportok be­

építése hogyan módosítja a gasztrin biológiai hatását. 

Ebből a célból szintetizáltuk az alábbi analógokat:

BOC - DL 7Aza Trp - Leu - Asp - Phe - NH0( 2

Z - LGla - Gly - Тгр/FOR/ - Leu - Asp - Phe - NH2 

Z - DGla - Gly - Тгр/FOR/ - Leu - Asp - Phe - NH2
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A /'j'-karboxi-glutaminsav /Gla/ szerkezete a következő:

COOII

CH - nh2

CH2

COOHHOOC

A ^-karboxi-glutaminsav származékok előállításának több 

célja is volt:

1./ A fehérjék és peptidek szekvencia analízise és ami- 

nosav analízise alapján igen nehezen dönthető el, hogy 

csak glutaminsav illetve ^-karboxi-glutaminsav is van 

a molekulában? Az analízist megelőző savas hidrolízis 

során ugyanis a ^-karboxi-glutaminsav elbomlik gluta- 

minsavrao Lehetséges, hogy számos peptid /igy a gasztrin 

is/ melyben jelenleg csak glutaminsavat feltételezünk

a valóságban /-karboxi-glutaminsavat is tartalmaz.
2+ ,2./ A ^-karboxi-glutaminsavnak nagyon jó a Ca 

kötő képessége /kelátot képez/. A Ca 

vezetben igen nagy jelentőségű, az újabb kutatások

ion
2+ ion az élő szer-

szerint "second messenger" szerepet tölt be a hormon­

hatás közvetítésében, akárcsak a ciklikus AMP.

Зс/ Nem ismert, hogy a hormon hatását hogyan befolyásol­

hatja egy újabb karboxilcsoport beépítése. /А gasztrin- 

hoz hasonló kolecisztokininnél a biológiai hatásért 

nagymértékben a tirozin szulfátészter csoport a fele­

lős»/
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A peptidek szintézise:

A BOC - 7Aza Trp - Leu - Asp - Phe - NH2 tetra- 

peptidet a tripeptidből /TFAxII - Leu - Asp - Phe - NH2/ 

vegyes-anhidrides kapcsolási módszerrel állítottuk elő.

A ‘у-karboxi-glutaminsav tartalmú hexapeptideket szabad 

pentapeptidből /Н - Gly - Тгр/FOR/ - Leu - Asp - Phe - 

- NH2/ pentaklórfenil-észteres kapcsolással állítottuk 

elő, az aminocsoportot karbobenzoxi-csoporttal a 

Gla j-karboxilt pedig tere. butilészterrel védtük.

Az eddig elvégzett biológiai aktivitás vizsgá­

latok szerint a bázikus csoport bevitele a hormon hatá­

sát csökkenti: a 7-azatriptofént tartalmazó peptid bio­

lógiai aktivitása 30%-kal csökkent a gasztrin tetra- 

peptidhez képest [54]. Ez valószínű azzal magyarázható, 

hogy a triptofán és fenilalanin közötti aromás kölcsön­

hatás erősebb, stabilabb térszerkezetet ad, mint a 7-aza- 

triptofán analóg tetragasztrinnál.

A 'J'-karboxi-glutaminsavat tartalmazó hexapeptidek 

biológiai vizsgálata és komplexképzési tulajdonságai 

közötti összefüggések felderítése most van folyamatban,.

3« Kolecisztokinin oktapeptid szintézise farma­

kológiái vizsgálatok céljára

Előállítottuk a gasztrin család másik tagját, a 

kolecisztokinin /ССК/ C-terminális oktapeptidjét az alábbi 

szintézisterv alapján farmakológiái vizsgálatok céljára:
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Asp Tyr Met Gly Trp Met Asp Phe

BOC- 'sHDPCPjH- 
FGR та

nh2

BOC nh2\
FOR

BOO OPCP ,4 NR2\
FORTFA

BOC NH2\
FOR

nh2BOC—1-OPCP H \
FORTFA

BOC- —nh2\
FOR

BOC— s^OPCP JhF
oou* та

nr2\
FOR

ЕОС- NR2N
OBu* FOR

A szintézistervben szereplő H - Met - Asp - Phe - NH2 és 

BOG - Met - Gly - OPCP peptideket az irodalomból ismert 

módon aktiv-észteres kapcsolással állítottuk elő, BOC -

- pentaklórfenilészterek alkalmazásával. Amint 

az ábrából is látható a Trp, Туг és Asp kapcsolását is 

pentaklórfenil-észterek seÄitsdgdvel oldottuk meg.

A peptidkémiai szakirodalomban az oktapeptid és 

oktapeptid - szulfátészter előállítására korábban leirt 

módszerek egyike sem alkalmaz védőcsoportot a trip+ofán 

indolgyürüjének védelmére. Az irodalom és a sa.iát kísér­

leti tapasztalataink szerint ez számos mellékreakciót 

okoz.

ammosav
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Az - BOC - védőcsoportok eltávolítása közben a trip- 

tofán aromás gyűrűje tere. butileződik

ch2-ch —coo;-i ch3
R * H vegy — C — CH3

s
СМ3

Ezáltal olyan stabil melléktermékek képződnek, amelyek 

kémiai és fizikai tulajdonságaikat, tekintve nagyon közel 

állnak a kívánt peptid főtermékhez, s rendkívül nehéz 

tőlük megszabadulni, a végtermék hormon aktivitását pe­

dig jelentősen csökkentik.

További melléktermék képződéshez vezet, hogy a szulfát­

észter képződésnél a nagy feleslegben alkalmazott piri- 

din - kéntrioxid komplex a triptofánt szulfonálja; in­

termedierként N1-szulfonsav képződik, amely magasabb 

hőfokon 2-szulfonsavvá alakul át:

C'río-CH —COQ
I
NÍH—Ac

CH2-OI-COQ
I
NH-Ac

SO-j/piridin^
o-c

CH2-CH —COQ
I
n;h-ac

Ac = acil (amino -acil) csoport 

—OR vagy — NHRQ = —OH <
SO3H



- 46 -

Ez я kísérleti tapasztalatunk jó összhangban van 

Terentyev és Hímből kísérleti eredményeivel [55]*

Az említett mellékreakciókat úgy kerültük el, hogy a 

triptofán indol N-jét az oktapeptid szintézise során 

formilcsoporttal védtük. Az N-acil- és N-formi1-trip- 

tofán csak igen magas hőfokon /13П-140°С/ szulfonál- 

ható a piridin -SO^ komplexszel [56].

További problémát okozott a védett oktapeptidből a 

szabad oktapeptid-szulfátészter előállítása. Az ok­

tapeptid szulfatálását eddig úgy oldották meg, hogy 

tirozin fenolos hidroxilcsoportját piridin-kéntri- 

oxid komplexszel [65] ill. koncentrált kénsavval 

reagáltetták [25]. A teljesen védett peptid a

reagens segítségével [64, 65,.66] is szul­

fátészterré alakítható. A kénsavas, módszernél eleve 

nagy mennyiségű melléktermék képződésével /szulfoná- 

lódás/ kell számolni. Megvizsgáltuk a piridin-kéntrioxid 

komplexen kívül jó néhány tercier amin kéntrioxiddal 

képzett komplexét, abból a célból, hogy megállapítsuk, 

melyik komplex a legalkalmasabb a szulfátészter elő­

állítására. Vizsgálataink szerint legalkalmasabb erre 

a célra a TEA, ill. N-metil-morfolin-kéntrioxid komplex. 

Az N-metil-morfolin-kéntrioxid komplex reaktivitása 

THF ill. dioxán adagolásával fokozható. Ezek katalizá­

tor szerepe azzal magyarázható, hogy a kéntrioxiddal 

adduktumot képeznek.

A gyakorlatban problematikus a szulfátészter-cso-

a

DCC- H2S04
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port mellett a védőcsoportok eltávolítása. A peptid me- 

tionin tartalma miatt erre a célra csak a nagy savérzé- 

kenységü védőcsoport /ВОС/ jöhet számításba. A szulfát- 

észter savérzékenysége miatt a ВОС-csoport eltávolítá­

sára alkalmazott igen rövid /15-20 perc/ trifluorecet,sa­

vas kezelés is mintegy 20-3n%-ban hasítja a szulfátész­

tert is. A Na, ill. К-só viszont megakadályozza a szul­

fátészter acidolitikus hasítását. Ezzel a módszerrel jó 

termeléssel nyerhető az oktapeptid-szulfátészter Na-sója, 

és a végtermék tisztítása könnyen megvalósítható szili- 

kagél oszlopkromatográfiával.

Ezek az újítások magyar szabadalmi védelmet nyertek [57,

58].

4. Élő sejtek izolálása kutya gyomor nyálka­

hártyából; a sejtek kötődésének vizsgálata*

a./ Élő sejt izolálás

A hormon-receptor kölcsönhatás vizsgálatának egyik 

módszere hormonok kötődésének mérése élő sejt preparátu­

mon. Élő sejtnek tekintjük azokat a sejteket, amelyeknek 

anyagcseréjpk van. Célunk élő parietális sejt izolálása 

volt [59], a tetragasztrin, pentagasztrin és analógjai 

biológiai hatásának vizsgálatára. A parietális sejt izo­

lálását az irodalomban leirt módszerek ismeretében tervez­

tük meg.
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Kutyagyomor artériába kollagenázt adtunk be. így 

az enzim a véráram utján jutott el. a gyomorba. A kolla- 

genáz lebontja a sejtek közötti ragasztó fehérjéket.

/Ezt a lépést a későbbi élősejt izolálások alkalmával 

elhagytuk, mert e nélkül is jó eredményt értünk el./

Gyors kioperálás után, a belső nyálkahártya réteget 

eltávolitottuk mosással. /А mosó oldatot előzőleg 

C>2 - CC>2 -dal telitettük./ A kivágott darabot Krebs-Rin­

ger oldatban emésztettük kollagenázzal, hialuronidázzal 

és kimotripszinnel 37°C-on. Az oldathoz glükózt és 

komplett aminosav-szuplementet adtunk, valamint állan­

dóan biztositottuk az 02-С02 95:5% arányát, hogy a 

sejtek életben maradjanak.

Az első enzimes emésztés után EDTA adagolásával kál- 

cium-kelátot.képeztünk, ez elősegiti a szövet fellazu­

lását és sejtekre történő szétesését. Visszapótoltuk 

a kalcium és magnézium sókat, elvégeztük a második emész­

tést. A sejtek disszociációját mágneses keveréssel se­

gítettük elő. Ezután a sejtek szeparálása és mosása 

következett - eközben megszabadultunk az enzimtől és a 

sejttörmeléktől - gradiens centrifugálással. Ily módon 

sikerült élő, parietális sejtet nyerni kutyagyomor 

nyálkahártyából, mely alkalmas receptor vizsgálatokra.

Ez a módszer költséges, de hormonok kötődésének vizsgála­

tára közvetlenül alkalmas. Közvetlenül az izolálás után 

a sejtek 95-98%-a élt, ezt tripánkék festék kizáródása 

és a szukcinil-dehidrogenáz enzim kimutathatósága bizo-
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nyitotta.

*

Az izolált élő sejtek hűtőszekrényben, megfelelő körül­

mények közö+t jól tárolhatók. Még 4 nappal az izolálás 

után is kb. a sejtek 70%-a életben marad C^-CC^-dal 

telitett +4°C-on tárolt Krebs-Ringer oldatban, amely 

adalékként glükózt és komplett aminosav szupplementet

tartalmazott.

b./ Affinitás adszorbensek készítése

Az élő sejt preparátummal affinitás mikroszkópiái 

vizsgálatokat végeztünk. Ehhez affinitás adszorbenseket 

készítettünk. A hexagasztrint' BrGN-nal aktivált Sepharose 

4B-hez immobilizáltuk. Spacerként £-aminokapronsavat

/g-АСА/ használtunk.
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£-ACA- hexapeptidet /ВОС - £ АСА - Tyr - Gly - 

- Тгр - Met - Asp - Phe - NHg-ot/ már korábban előállí­

tották,, Ez nem volt megfelelő tisztaságú, ezért szili- 

kagél oszlopkromntográfiával tisztítottuk. А BOC védő- 

csoportot trifluorecetsovas kezeléssel távolitottuk el.

Az igy nyert. £-ACA-hexagasztrint BrCN-nal aktivált 

Sepharose 4B gélhez kapcsoltuk [60]. A BrCN-os aktivá­

lás 20°C-on, pE 11-en történt. A reakció során felsza­

baduló sav miatt 8N KOH adagolásával tartottuk a pH-t 

11-en. A reakció exoterm, ezért a reakció elegyet jéggel 

hütöttük. /Az aktiválási idő. 25-30 perc./ Ezután a gélt 

azonnal szűrtük és 0,2 M NaHCO^ pufferrel /pH 9,5/ 

mostuko A gélt gyorsan áttettük egy edénybe, amely a li- 

gandumot tartalmazta. A kapcsolási idő +4°C-on 20 óra.

A kapcsolás mértékét a reakcióelegy pH-ja meghatározza, 

mert az aminocsoport nem-protonált formája a reaktiv.

A szubsztituált gélt nagy ionerősségü /2М КС1/ oldattal, 

majd 0,2 M Na-acetát pufferrel /pH 5/ mostuk, és 0,2 M 

pH 5 Na-acetát pufferben tároltuk +4°C-on.

A mosás célja: a nem-kovalensen kötött ligand eltávolítása. 

Tároláskor fellép a "szivárgás" /leakage/ jelensége, 

amelynek során a ligandum lehasad a hordozóról. A folya­

mat pH függő, pH 5 alatt nem játszódik le, mivel a kötés 

stabil.

A védett
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A kapcsolt ligand mennyiségét UV spektrofotométerben,

1 mm-es küvettákat használva 'Á= 270 nm-nél határoztuk

meg. A hexapeptidnek mintegy 90%-a kapcsolódott a hor­

dozóhoz /90 mg/20 ml gél/.

A fent leirt módszerrel a következő' adszorbenseket ké­

szítettük el:

a. / Sepharose - £ AGA - Tyr - Gly - Trp - Met - Asp - Phe -NH2

b. / Sepharose - &ACA - Butilamin

c. / Sepharose - £ACA

Az a./ adszorbens készítésénél 20 ml Sepharose 4B-t 2 ml, 

2 g BrGN tartalmú BrCN/acetonitril oldattal aktiváltuk, 

majd 100 mg eACA - hexagasztrinnal kapcsoltuk. 90 mg 

/10”%/1/ hexapeptid kötődött a mátrixhoz.
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Aba/ adszorbens készítésénél 20 ml Sepharose 4B-t a ' 

fenti módon aktiváltuk, majd 2 ml n-butilaminnal reagál- 

tattuko Ez az adszorbens szolgált az apoláros kölcsön­

hatások vizsgálatára.

Ac./ adszorbens csak a "spacert" tartalmazta. Erre azért 

van szükség, mert néhány esetben megfigyelték [61, 62], 

hogy a makromolekula és ligand közötti specifikus kötődés 

mellett nem-specifikusan is kötődnek fehérjék azáltal, hogy 

hidrofób oldalláncúk kölcsönhatásba lép a térkitöltő mo­

lekulával. Ha tehát teljesen azonos körülmények között 

elvégezzük a kísérletet a gél - spacer - ligand és a gél - 

- spacer adszorbenssel és a makromolekula csak az első 

adszorbenshez kötődik., akkor kizárhatjuk a nem-specifikus 

kötődés lehetőségéto

Laboratóriumunkban neurotranszmittereket is immo- 

bilizáltak AH - Sepharose-hoz vegyes anhidrides kapcso­

lási n^ódszerrel. Neurotranszmitterként hisztamint, ace- 

tilkolint, szerotonint és noradrenalint használtak. Eze­

ket az adszorbenseket is felhasználtuk a gyomor parie- 

tólis sejt affinitás mikroszkópiái vizsgálatához.

Affinitás mikroszkópiái vizsgálatok

Az élő sejt preparátummal és az affinitás adszorbensek- 

kel affinitás mikroszkópiái vizsgálatokat végeztünk /20.o./ 

Az immobilizált hormont tartalmazó Sepharose szemcséket 

és az élő sejt szuszpenziót +20°C-on 2 percig Krebs-Ringer 

oldatban inkubáltuk, amely még glükózt és komplett amino-



JJ "

sav saiiplementet tartalmazott.

Ezután megszámláltuk, hogy mennyi sejt kötődött az adszor- 

benshez. A vizsgálatok során az alábbi paramétereket 
standardizáltuk:

1. Sepharose szemcsék koncentrációja
2. Parietális sejtek koncentrációja 

5. Hőmérséklet
4. A preparátum vastagsága
5. Inkubációs idő
6. Az alkalmazott közeg pH-ja

7. Vizsgálandó látóterek száma
8. Aspecifikus kötődés visszaszoritása

A standard paramétereket betartva az alábbi mérési ered­
ményeket kaptuk:

Adsorbens Kötött sejt /%/Reagens az 
inkubáló oldatban

Sepharose 4B-BrCN
Seph. 4B-buti1amin
Seph. 4B-hexagasztrin

Seph. 4B-hexagasztrin Hisztamin 10~Síí

Seph. 4B-hexagasztrin Hisztamin 10”^M
_R

Seph. 4B-hexagasztnn Pentagasztrin 2.10 M 

АН-Seph. 4B-hisztamin 

АН-Seph. 4B-acetilkolin 

АН-Seph. 4B-szerotonin 

АН-Seph. 4B-noradrenalin

17 - 19

16-19

28

34

33,7

24

41

33

17

21
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A mérések 8 sejtizolálás utáni átlag értékeket tartalmaz­

nak és alkalmanként 5-10 mikroszkóplátótérben számoltuk 

meg a sejteket.

Méréseink alapján úgy tűnik, hogy a szerotonin és a 

noradrenalin nem kötődik a gyomor mucosa sejtekhez. A 

hexagasztrin,- a hisztamin és az acetilkolin immobilizált 

alakban is kötődik az izolált sejtekhez. A hexagasztrin -

- Sepharose - ról a sejtek pentagasztrinnal leszoritha- 

10 M hisztamin pedig erősiti a kötést /in--4tók, 10 

terdependencia/

Az élő sejtek kötődnek az immobilizált hisztaminhoz
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A azerotonin csak az aspecifikus kötődésnek megfelelő 

értékben kötődik az élő sejtekhez

A kísérleteket /élő sejt izolálás és aff. mikroszkópia/
sz. BelgyógyászatiSzegedi Orvostudományi Egyetem I. 

Klinikájával közösen végeztük.
a
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III. KÍSÉRLETI rész

.Általános megjegyzések

Az olvadáspontok mérésére Koffler-készüléket hasz­

náltunk. Az optikai forgatóképességet Zeiss asztali pola­

riméteren mértük. A vékonyrétegkromatogramokat Kieselgél G 

adszorbensen fejlesztettük ki, néhány esetben kész gyári 

rétegeket alkalmazva.

A vékonyréteg kromatográfiában alkalmazott oldószer rendsze­

rek az alábbiak voltak:

9:11/ Kloroform: aceton

2/ Kloroform: metanol 8:2

5/ Kloroform: metanol

4/ Kloroform: metanol: ecetsav

5/ Benzol: ecetsav

6/ n-Butanol: ecetsav: viz

7/ piridin-acetát puffer: etilacetát 

/piridin: jégecet: viz = 20:6:11/

8/ Metil-acetát puffer: etilacetát 

/metanol: jégecet: viz = 2:1:2/

9/ Kloroform: aceton: metanol

9:1

9:1:0,5

7:1

4:1:1

x:/100-х/

x:/100-х/

8:1:1

7:310/ Kloroform: metanol

11/ Kloroform:. .hexán 4:1

12/ Kloroform: metanol: viz. 70:30:1
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A vékonyréteg kromatogramok előhívására a következő rea­
genseket alkalmaztuk:

Ninhidrin reagens:

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

Tolidin reagens:

A : 0,05 M KI oldat
В : 0,2 g o-tolidint 3 ml jégecetben oldottunk és vizzel 

100 ml-re egészítettünk ki.

Az A:B = 1:5 arányú elegyét használtuk.

A vékonyréteg lapokat először ninhidrin oldattal permetez­
tük le, majd azt kb. 6 percig infralámpa alatt tartottuk. 

Kzt követően a kromatogramot néhány másodpercre klórgázba 

helyeztük, majd szellőztetés után tolidin reagenssel hív­

tuk elő.
Néhány esetben TJV abszorpció alapján is értékeltünk. Az UV- 

-elnyelést 280 illetve 254 nm-en mértük.
Az anyagok oszlopkromatofíráfiás tisztításához Kieselgél 
60 adszorbenst és a fenti oldószerelegyeket használtunk.
A frakciókat MŰFÉM gyártmányú frakciószedővel gyűjtöttük.

A kromatográfia követésére részben vékonyrétegkromatográ- 

fiát, részben UV abszorpciómérést használtunk.

Z-Phe-OH

A fenilalanin acilezését karbobenzoxi-kloriddal /Z-Cl/
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végeztük Bergmann és Zervas módszere [67] szerint 0,5 M 

fenilaleninból kiindulva.
Termelés; 88 g / 0,294 M / / 98% /

op: 88 - 89°C 

R^: 0,4 

M: 299,32

Z-Phe-NHp

A karbobenzoxi-fenilalanin amidálását vegyes anhidrides 

módszerrel végeztük [68] 0,25 M &-Phe-0H-ból indultunk ki. 

Termelés: 69 g / 0,23 M / / 92% /
op: 165°C
r|: 0,6 

M: 298,3
R^: 0,1

H-Phe-NH2

A karbobenzoxi-fenilalanin-amidról az amino-védőcsoportot 
hidroeenilizissel távolitottuk el [67] Pd/C katalizátor .je­
lenlétében [69] .
0,134 M-os mennyiségből indultunk ki.

Termelés: 21,7 g / 0,131 M / / 98% /
80 - 81°C 

rJ: 0,15 /20% /
M: 165

op:
rJ: 0,3 / 40% /

Z-Asp/OBuV-QH

A terméket mint diciklohexilamin sót állitottuk elő. A só 

felszabaditása után szintelen olajat kaptunk [70].



- 59 -

0,138 M diciklohexilamin sóból indultunk ki. 

Termelés: 42 g / 0,1298 M / / 94% /.
M: 323,41

A peptideket vegyes anhidrides és aktivészteres módsze­
rekkel állítottuk elő.

A vegyes anhidrides módszer alkalmazásakor az alábbi ál­
talános recept szerint jártunk el:

10 mM ámino-védőcáoportot tartalmazó aminosav absz. etil- 

acetátos oldatához intenziv keverés mellett -15°C-on 

10 mM N-metil-morfolint és 10 mM klórszénsav-izobutil- 

észtert adtunk. 5 perc múlva öntöttük a vegyes'anhidridhez 

a 10 mM aminokomponens absz. DMF-es oldatát, majd egy órán 

át kevertettük 0 - -5°C között és 10-12 órán át szoba­
hőmérsékleten állni hagytuk. Az N-metil-morfolin x HCl-ot 
kiszűrtük, a szürletet vákuumban szárazra pároltuk, a ka­
pott olajos maradékot etilacetátban oldottuk. Az etilace- 

tátos oldatot 5%-os KHSO^ oldattal, vizzel majd 5%-os 

KHCO^ oldattal és ismét vizzel mostuk. Na2S0^-on szárítot­
tuk, s utána bepároltuk.

A BOC-aminosavakat Schnabel [71] módszere szerint állítottuk

elő.

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

diimides kondenzációval [72, 73] nyertük.

A peptidek aktiv észteres kapcsolását az alábbi általános

recept alapjáii végeztük:
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5 mM aminokomponenst és 5,5 mM aktiv észtert szuszpendál- 

tunk 40 ml absz. DMF-be, majd ekvivalens mennyiségű TEA-t 
adtunk hozzá. A reakcióelegyet szobahőmérsékleten állni 
hagytuk. A reakció lejátszódása után a DMF-es oldatot 

kb. 6 ml-re bepároltuk és Q°C-on 40 ml 5%-os KHSO^ és 

20 ml éter elegyébe öntöttük. A kivált kristályokat szűr­
tük, vizzel és éterrel mostuk.

Z-Asp/OBuV-Phe-NIL,

A dipeptidet vegyes anhidrides módszerrel állítottuk elő, 

0,086 M-os mennyiségekből kiindulva.
Termelés: 54,2 g / 0,0728 M / / 85% /

158°C 

r|: 0,5 

M: 469,6

op:
0,45

H-As p/OBu1/-Phe-NH^

A Z-védőcsoportot hidrogenolizissel távolitottuk el a vé­
dett dipeptidről,72,6 mM-os mennyiségből indultunk ki. 

Termelés: 24 g / 71,8 mM / / 99% /
op: 120°C
Ф 0,6

M: 554

0,6

BOC-Leu-OH

A BOC védőcsoport kiépítésekor 15 mM leucinból indultunk ki.

Termelés: 2,4 g / 10,57 mM / / 69% / 

86 - 87°Cop:
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rJ: 0,9 / 5% / 

M: 231,33

BOC-Leu-QPCP

Az aktiv észter előállításához 39 mM BOC-leucint használ­
tunk fel.

Termelés: 10,2 g / 21,26 mM / / 54% /
op: 95 - 100°C 

rJ: 0,65 

M: 479,66

BOC-Leu-Asp/OBuV-Phe-NtL,

A tripeptidet aktiv észteres módszerrel állítottuk elő, 

23 mM-os mennyiségből indultunk ki.
Termelés: 5,6 g / 10,2 mM / / 44% /

op: 158-16Q°C 

h£: 0,9 / 5% /

M: 548,63
[о<:]2д= -42,7° / c = 1, etanol /

TJAxH-Leu-Asp/OHZ-Phe-NH^

A védett tripeptidről a BOC és a tere. butilészter védő- 

csoportot vízmentes trifluorecetsavval távolitottuk el 

[74, 75 ] • 102 mM-os mennyiségből indultunk ki.
Termelés,: 3,6 g / 9,18 mM / / 90% /

op: 185°C 

R^: 0,4 / 40% /
M: 392,01
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BOC-Gly-Leu-Asp-Phe-NEU

Az aktiv észteres kapcsolást 1 mM tripeptidből kiindulva 

végeztük;.

Termelés: 400 mg / 0,73 mM/ /73% / 

op: 145-150°C

0,33 / 20% / ,rL R^>: 0,15 / 10% /f *
M: 549

BOC-Leu-Leu-Asp-Phe-NHo

Az aktiv észteres kapcsolást 0,4 mM tripeptidből kiindulva 

végeztük.

Termeiéa: 150 mg / 0,248 mM / / 62% / 

op: 115-120°C 

r£: 0,5 / 20% /

M: 605,33
rJ: 0,25 / 10% /

Z-Gly-ШЦ
A N-karbobenzoxi-glicin amidálását vegyes, anhidrides mód­
szerrel végeztük, 50 mM-os mennyiségből kiindulva. 

Termelés: 9,4g/45mM// 90% /

138-139°C 

R^: 0,75 / 5% /
M: 208,25

op:

Z-Asp/QBuV-G1.v-NH2

A védett dipeptidet vegyes anhidrides módszerrel állitot. tűk 

elő, 16,5 mM-os mennyiségekből kiindulva.



- 65 -

Termelés: 2,5 g /6,6 mM/ /40%/ 
op: 110 - 115°C 

r|: 0,65 

M : 579,51

BOC-Leu-Asp/OBuV-Gl.v-NH2

A tripeptidet aktivészteres módszerrel állítottuk elő 

9,5 mM-os mennyiséggkből kiindulva.

Termelés: 5,4 g /7,41 mM/ /78%/ 
olaj

ít£: 0,5 /2%/
M : 458,7

B0C-Trp/F0R/-Leu-Asp-Gl.v-NH2
A tetrapept.idet aktivészteres módszerrel állítottuk elő 

5,5 mM-os mennyiségekből kiindulva 

Termelés: 1,5 g /2,25 mM/ /67%/ 
op: 65-70°C 

kJ: 0,5 /20%/

M : 672,9

7R£: 0,15 /10%/

BQC-Trp-Leu-Asp-Gly-NEU

1 g /1,48 mM/ B0C-Trp/F0R/-Leu-Asp-Gly-NH2 peptidet 

5 ml absz. DMF-ben oldottunk, hozzáadtunk 0,8 ml 

/5 ekvivalens/ piperidint, 10-15 perc után éterrel ki­
csaptuk, a kivált kristályokat szűrtük, éterrel mostuk.

/
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Termelés: 800 mg /1,24 mM/ /83,8%/ 
op: 95 - 100°C 

R^: 0,3 /20%/

M : 644,9

R%: 0,15 /10%/

B0C-Asp/0But/-Phe-NH2

. A dipeptidet aktivészteres kapcsolással állítottuk elő 

1,4 mM-os mennyiségből kiindulva 

Termelés.: ЗЮ mg /0,71 mM/ /50,7%/ 
op: 65 - 70°C 

Rj: 0,75 /5%/
M : 455,59

rJ: 0,9 /20%/*

BOC-Asp/OBzl/-Phe-NHo
A dipeptidet vegyesanhidrides módszerrel állítottuk elő 

6,2 mM-ból indultunk ki.
Termelés: 2,4 g /5,1 mM/ /82,2%/ 

op: 125 - 150°C
r|: 0,8 /2%/ r£: 0,75 /5%/

M : 469,57

B0C-Asp/0H/-Phe-NH2
A dipeptidről az aazparaginsav y^-benzilésztert hidro- 

genolizissel távolitottuk el, 5,2 mM-os mennyiségből in­

dultunk ki.
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Termeiéa: 1,7 g /4,5 mM/ /87%/ 
rJ: 0,25 /5%/
М : 579,45

kJ:. 0,4 /Ю%/

TFAxH-Aap/OH/-Phe-NH2
A dipeptidről а ВОС védőcsoportot trifluorecetsavas ке-

2,7 mM-os mennyiséből indul-zelésael távolitottuk el
tunk ki.

Termeién: 900 mg /2,5 mM/ /85%/ 
Rj: 0,25 /50%/

M-: 595,55

7.R£: 0,52 /40%/

BOC-Leu-Asp/OHZ-Phe-NHo

A tripeptidet aktivészteres. módszerrel állítottuk elő 

1,55 mM-os mennyiségekből kiindulva.
Termelés: 540 mg /0,69 mM/ /52%/

R^: 0,25 /10%/

M : 492,65

Rj: 0.,5 /20%/

BOC-Trp/FORZ-Leu-Asp-Phe-NH^
A tetrapeptidet aktivészteres módszerrel állítottuk elő 

5 mM-os mennyiségekből kiindulva.
Termelés: 2,9 g /4,1 mM/ /82%/ 

op: 205 - 208
rJ: 0,5 /20%/

M : 707,01
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BOC-Trp-Leu-Asp-Phe-NfrU
A tetrapeptidben a triptofán indolgyürüjéről a formil- 

csoportot piperidines kezeléssel tóvolitottuk el, 0,28 mM-os 

mennyiségből kiindulva.
Termelés: 160 mg /0,235 mM/ /82%/ 

op: 185°C 

R^: 0,15 /10%/

M : 678,83

12R| : 0,35

BOC-Gly-Trp/FORZ-Leu-Asp-Phe-NI^
A pentapeptidet aktivéazteres; módszerrel állitottuk elő, 

4,5 mM-os mennyiségekből kiindulva.
Termelés: 2,4 g /3,1 mM/ /68,9%/

R^: 0,1 /10%/,
M : 763,94

rJ: 0,35 /30%/

BOC-Gly-Trp-Leu-Asp-Phe-NHo
A pentapeptidben a triptofán indolgvürüjéről a formil- • 

csoportot piperidines kezeléssel távolitottuk el, 0,67 mM-os 

mennyiségből kiindulva.

Termelés: 430 mg /0,58 mM/ /87%/
R^: 0,13 /10%/

M : 737,10

R^: 0,4 /30%/

TFAxH-Glv-Trp/FORZ-Leu-Asp-Phe-NH^
A pentapeptidről BOC védőcsoportot trifluorecetsavas keze-/

léssel távolitottuk el 2,28 mM-os mennyiségekből kiindulva.



- 67 -

Termelés: 1,6 g /2 mM/ /87,7%/ 
R^r 0,8 /40%/
M : 776,84

BOC-Tyr-Gly-Trp/FOR/-Leu-Asp-Phe-NHg
A hexapeptidet aktivészteres kapcsolással állítottuk elő, 

0,4 mM-os mennyiségekből kiindulva.
Termelés: 515 mg /0,34 mM/ /85%/ 

op: 197 - 200°C 

r|: 0,45 /20%/
M : 927,14

ф 0,25 /10%/
[oc]p° = - 30,52 / c = 2,665; DMF /

H-Leu-Asp/QH/-Phe-QCH^
Z-Leu-Asp/OBzl/-Phe-OCH^ hidrogenolizisével nyertük, 

0;27 mM-os mennyiségből kiindulva.
Termelés: 100 mg /0,245 mM/ /91%/ 

op: 60 - 62°C 

Rj: 0,25 /20%/
M : 407,50

B0C-Trp-Leu-Asp/0H/-Phe-0CH,
A tetrapeptidet aktivészteres kapcsolással állítottuk elő, 

0,19 mM-os mennyiségből kiindulva».
Termelést 83,8 mg /0,12 mM/ /63%/ 

op: 85 - 90°C 

R|: 0,35 /5%/
M : 693,83

«
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BOC-Leu-Aap/OBzlZ-Phe-NHo
A tripeptidet aktivészteres módazerrel állítottuk elő, 

0,1 mM-os mennyiségből kiindulva.
Termelés: 34 mg /0,058 mM/ /58%/ 

op: 120 - 125°C 

0,8 /5%/
582,8M :

ВОС-Тгр-Leu-Asp/OBzl/-Phe-NH^
A tetrapeptidet aktívé azterea módazerrel állítottuk elő, 

0,04 mM-oa mennyiségekből kiindulva.
Termelés: 23,4 mg /0,03 mM/ /75%/ 

op: 135 - 140°C 

R^: 0,5 /5%/
M : 769

BOC-Met-Asp/OBuV-Phe-NiL,

A tripeptidet aktivészteres módszerrel állítottuk elő, 

17,6 mM-os mennyiségből kiindulva.

Termelés: 6,3 g /11,1 mM/ /63%/ 

op: 150°C 

Rj: 0,8 /5%/

M : 566,79

r|: 0,64

TFAxH-Met-Asp-Phe-NHp
A tripeptidről a BOC védőcsoportot trifluorecetsavas ke­

zeléssel távolitottuk el, 1,165 mM-os mennyiségekből
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kiindulva.

Termelés: 520 mg /1,025 mM/ /88%/ 
op: 110 - 115°C 

R^: 0,2 /30%/
M : 507,52

BOC-Gly-Met-Asp~Phe-NH2
A tetrapeptidet aktivészteres módszerrel állítottuk elő, 

0,88 mM-os mennyiségekből kiindulva.
Termelés: 300 mg /0,53 mM/ /60%/ 

op: 93 - 95°C 

Rj: 0,45 /20%/
M : 568,7

BOC-TRP-Gly-OBzl
Termelés: 620 mg /1,37 mM/ /80%/ 

op: 35 - 40°C 

R^: 0,36 

M : 451,57

TFAxH-TRP-Gly-OBzl
A dipeptidről a BOC védőcsoportot trifluorecetsavas keze­
léssel távolitottuk el, 1,2 mM-os mennyiségből indultunk 

ki.
Termelés: 430 mg /0,6 mM/ /80%/ 

olaj
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]ф 0,9 /4056/ 
M : 447

BOC-MJ-TKP-Gly-OBzl
A tripeptidet vegyesanhidrides módszerrel állítottuk elő, 

1,42 mM-os mennyiségekből indultunk ki.
Termelés: 193 mg /0,34 mM/ /24%/ 

op: 85 - 86°C 

ít£: 0,6 /5%/
M : 565

TFAxH-LEU-TRP-Gly-OBzl
A tripeptidről a BOC vődőcsoportot trifluorecetsavas ke­
zeléssel távolitottuk el, 0,32 mM-os anyagmennyiségből 
kiindulva.
Termelés;: 147 mg /0,26 mM/ /81%/ 

olaj
Rj: 0,5 /20%/
M : 562

Z-ASr/OBuV-LEU-TRP-Gly-OBzl

A tetrapeptidet aktivészteres módszerrel állítottuk elő, 

0,26 mM-os mennyiségből kiindulva..

Termelés: 61 mg /0,20 mM/ /77%/ 

olaj
rJ: 0,25 /10%/
M : 306
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Benzil-malonsav-dietilészter

250 ml absz. etanolban oldottunk 11,5 g /0,5 ats./ nátri­

umot. Oldódás után a visszafolyós hűtőre CaC^-os csövet 

tettünk és 83 g /0,518 М/ malonésztert adagoltunk be 

állandó ütemben, keverés közben. Majd 62,2 g /0,5 М/ ben- 

zilkloridot csepegtettünk be 2-3 óra alatt. Az elegyet 

refluxáltattuk 8-1C órán át /közel 7-es рЫ-ig/. Az alkoholt 

vákuumban bepároltuk, a maradékot 200 ml sós vízzel mostuk. 

Az észter fázist éterrel extraháltuk, Na2S0^-on szárítot­

tuk. Az étert lepároltuk, a maradékot vákuumban desztil­

láltuk.

Termelés: 69 g /0,276 М/ /55%/ 

fp: 145 - 155°C/5 Hgmm 

n^: 1,4910 

M : 250

Benzil-malonsav-félészter

55 g /0,22 М/ benzil-malonsav-dietilészter absz. etanolos 

oldatához 12,34 g /0,22 М/ káliumhidroxid absz. etanolos 

oldatát adtuk. A félészter káliumsója csapadékként kivált. 

A hidrolízis lejátszódása után az etanolt vákuumban bepé- 

roltuk, a maradékot a legkevesebb vízben feloldottuk. Az 

elhidrolizálatlan diésztert éterrel extraháltuk. A vizes 

oldatot hűtés közben sósavval pH 2-re savanyítottuk, majd 

éterrel többször extraháltuk. Az éteres oldatot Na2S0^-on 

szárítottuk, az étert ledesztilláltuk.
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A félészter sárgásfehér olaj. 

Termelés: 43,2 g /0,19 М/ /86%/ 
nD: 1,4995 

M : 222

Benzil-malonsav-félamid
1/ 21,6 g /0,095 М/ benzil-malonsav-félésztert feloldot­
tunk 230 ml 20%-os NH^OH-ban és egy hétig 20°C-on tar­
tottuk. Az NH^ jelentős részét levegőbefuvatással eltávo- 

litottuk a rendszerből, majd a pH-t 7-re állítottuk és a 

viz jelentős részét bepároltuk vákuumban, ezután a vi­
zes oldat pH-ját 2-re állítottuk. A félamid kristályosán 

kivált, forró vízből átkristályositottűk.
Termelés: 8 g /0,0342 М/ /36%/ 

op: 142 - 143°C 

й|: 0,3 

M : 234

2/ Az amidálást THF-ban vegyesanhidrides módszerrel végez­

tük, 0,095 M-ból kiindulva- A benzil-malonsav-félamid-fél- 

észtert lúgos körülmények között, abszolút metanolban hidro-

lizáltuk.

Termelés: 14 g /0,0598 М/ /54%/ 

r|: 0,3 

M : 234
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BOC-Phe-NpHp-Z
A BOO-Phe-^b^— Z-ot vegyes anhidrides módszerrel állitot- 

tűk elő, 11,3 mM-os mennyiségből kiindulva.
Termelés: 3,8 g /9,2 mM/ /81,4%/ 

op: 65 - 70°G 

й|: 0,8 

M : 413,48

TFAxH-Phe-NpHp-Z
A BOC védőcsoportot az aminosav származékról trifluorecet- 

savas kezeléssel távolitottuk el, 9,3 mM-os mennyiségből 
indultunk ki.
Termelés: 3,3 g /7,7 mM/ /83%/ 

op: 40 - 45°C 

R^: 0,8 /30%/
427,38M :

BOC-Asp/OBuV-Phe-NpHp-Z

A dipeptidet vegyes anhidrides kapcsolással állitottuk 

elő, 5 mM-os mennyiségekből kiindulva.
Termelés: 2 g /3,4 mM/ /68%/ 

op: 58 - 63°C 

Rj: 0,78 /5%/

M : 584,74
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TFA,sH-Aap/OH/-Phe-N2H2-Z
A dipeptidről a BOG védőcsoportot trifluorecetsavas keze­
léssel távolitottuk el, 3,2 mM-os mennyiségből kiindulva. 

Termelés: 1,03 g /1,9 mM/ /59,3%/ 
op: 65 - 70°C 

1 hJ: 0,75 /30%/
M : 542,48

[oc]£° = + 5,25 /с = 1,56,DMF/

B0C-Trp/F0R/-Leu-0CH^
A védett dipeptidet vegyes anhidrides kapcsolással állí­
tottuk elő, 10 mM-os mennyiségekből indultunk ki. 

Termelés: 3,5 g /7,6 mM/ /76%/
68 - 70°G 

R^: 0,9 /10%/

M : 459,57

op:
e|: 0,85 '

TFAxH-Trp/FQR/-Leu-QCHy
A dipeptidről a BOC védőcsoportot trifluorecetsavas keze­
léssel távolitottuk el, 76 mM-os mennyiségből indultunk ki. 

Termelés: 2,6 g /6,25 mM/ /82%/ 

olaj
r£: 0,45 /20%/

M : 475,46
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BOC-y#Ala-Trp/FOR/-Leu-OCH^

A védett tripeptidet aktivészteres kapcsolással állítot­
tuk elő, 4 mM-os mennyiségből indultunk ki.
Termelés: 1,76 g /3,3 mM/ /82,45%/ 

op: 125 - 130°C 

rJ: 0,5 /2%/
M : 530,66

R^: 0,75 /5%/R^Q. 0,7

BOC- ^Ala-Trp/FOR/-Leu-OH
A metilészter lúgos hidrolízisét, az áLábbi recept szerint 

végeztük el: 1,44 g /2,63 mM/ BOC-^3Ala-Trp/FOR/-Leu-OCH^-t 
feloldottunk 30 ml metanolban, majd 10 ml vizet és annyi 
2 N NaOH-ot /12 ml-t/ adtunk hozzá, hogy az oldat pH-ja 

9 legyen. A hidrolízis 5-6 óra alatt lejátszódott, a reak­
ciót kromatográfiásan ellenőriztük. /7-es /5% és 10%-os/ 
futtatószerben/. A reakció lejátszódása után 1:1 HCl-al a 

pH-t 7-re állítottuk. A metanolt vákuumban lepároltuk, 

majd a pH-t 1. N NaOH hozzáadásával 8-ra állítottuk. Az e- 

setleg megmaradt metilésztert etilacetátos extrakcióval el- 

távolitottuk. A vizes fázist hűtés mellett 1:1 HCl-val 

pH 3-ra savanyítottuk, majd etilacetáttal extraháltuk.

A szerves fázist Na2S0^-on szárítottuk, vákuumban bepároltuk. 

Termelés: 1,30 g /2,5 mM/ /95%/ 
op: 85 - 88°C 

Rj: 0,33 /5%/

516,64

r£: 0,5 /10%/

M :

20 = -15,16 /с = 1,58, DMF/[ä]d
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BOC- Ala-Trp/FORZ-Leu-Asp-Phe-N^Hp-Z 

A fragmenseket vegyesanhidrides módszerrel kapcsoltuk 

össze, 0,4 mM-os mennyiségekből indultunk ki. 

Termelés: 113 mg /0,122 mM/ /30,5 %/ 
op: 97 - 98°C 

R^: 0,7 /20%/
M : 927,09

Rj: 0,3 /10%/

BOC-Nmetil Trp-QCH^
A BCC-Nmetiltriptofán-metilésztert Olsen módszere szerint 

[51] állítottuk elő, 0,02 M BOC-triptofánból kiindulva. 

Termelés: 4,7 g /0,014 М/ /70,7%/ 
olaj
R^: 0,8,

M : 332,36

11R^: 0,25

BOC-Nmetil Trp-QH

A BOC-Nmetdiltriptofánt 9 mM BOC-Nmetiltriptofán-metilész- 

terből nyertük lúgos hidrolízissel. A hidrolízist vizes-lú­

gos metanolban véeeztük.

Termelés: 1,16 g /3,6 mM/ /40%/ 

op: 135 - 140°C 

R^: 0,15

M : 318,33 [0C]£

3. rJ: 0,75 /2%/

/ c = 1,6355; DMF /

R£: 0,2 

20 = -18,95
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BOC-Nmetil Trp-Leu-Asp-Phe-NH^
A tetrapeptidet vegyes anhidrides módszerrel állítottuk 

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

op : 65 - 70°C 

R®: 0,17 /5%/

M : 692,83

8 9.0,33 /10%/ 
[oc]g° = -30,27

RJ: 0,11
/ c = 1,7835; DMF /

TFAxH-Nmetil Trp-Leu-Asp-Phe-NH^
A tetrapeptidről a BOC védőcsoportot trifluorecetsavas ke­
zeléssel távolitottuk el, 143 mM-os mennyiségből kiindulva.
Termelés: 745,3 mg / 1,06 mM / /74%/ 

op: 210 - 213°C 

Rj: 0,8 /30%/
M : 701,72 [OC]“. -28,37 / c = 1,68; DMF /

BOC-Gly-Nmeti 1 Trp-Leu-Asp-Phe-NPL,

A pentapeptidet aktivépzteres módszerrel állítottuk elő, 

1 mM-os mennyiségekből kiindulva.

Termelés: 589,3 mg /0,79 mM/ /79%/ 

op: 215 - 217°C 

R^: 0,5 /20%/

M : 744,92 

-30,52

8R£: 0,2 /10%/

20 ^ / c = 2,665;. DMF /Cä3d
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Z-Val-Trp-Leu-Asp-Phe-NH^
A tetrapeptidet aktivészteres módszerrel állítottuk elő, 

0,257 mM-os mennyiségből indultunk ki.
Termelés: 80 mg /0,095 шМ/ /57%/

95°C

rJ: 0,7 /20%/
M : 840,02

op:
Rj: 0,5 /10%/

B0C-7Aza Trp-Leu-Asp-Phe-NEU
A védett tetrapeptidet vegyes anhidrides módszerrel állí­
tottuk elő, 0,68 mM-os mennyiségből kiindulva.
Termelés: 280 mg /0,517 mM/ /46,6%/

60 - 65°C 

r|: 0,14 /10%/

M : 884,05

op:
R^: 0,06

Z-LGla/OBut/2-Gl.v-Trp/FOR/-Leu-Asp-Phe-NH;:

A hexapeptidet aktivészteres módszerrel állítottuk elő 

0,25 mM-os mennyiségekből kiindulva.
Termelés: 144,14 mg /0,155 mM/ /57,8%/ 

op: 125 - 150°C 

R^: 0,5 /20%/
M : 1085,58

R^: 0,25 /10%/
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Z-D.Gla/OBuV 2-Gl.y-Trp/F0fí/-Leu-Asp-Phe-NH2 

A hexapeptidet aktivészteres módszerrel állítottuk elő, 

0,23 mM-os mennyiségből kiindulva».
Termelés: 69,5 mg /0,064 mM/ /27,8%/ 

op: 120 - 125°C
Rj: 0,52 /20%/
M : 1083,38

rJ: 0,85 /30%/

BOC-Trp/FOR/-Met-Asp-Phe-NH2
A tetrapeptidet aktivészteres módszerrel állítottuk elő, 

2,7 mM-os mennyiségekből kiindulva.

Termelés: 1,7 g /2,3 mM/ /85%/ 
op: 204 - 206°C 

R^: 0,3 /20%/
M : 724,38

rJ: 0,7 /40%/

20=Ob / c = 2 ; DMF /-22

BOC-Met-Gly-OH
A dipeptidet aktivészteres kapcsolással nyertük, 10 mM-os 

mennyiségekből kiindulva.
Termelés: 1,9 g /6,2 mM/ /62%/ 

op: 124 - 126°C 

rJ: 0,55 /20%/

M : 306,38

BOC-Met-Glv-OPCP

A dipeptid aktivésztert DCC-s kondenzációval állítottuk
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elő, 6,2 mM-os mennyiségből indultunk ki„ 

Termelés: 2,19 g /3,95 mM/ /63,6%/ 
op: 169 - 171°C 

R|: 0,8 

M : 554,72

BOC-Met-Gly-Trp/FORZ-Met-Asp-Phe-NHo
A hexapeptidet aktivészteres módszerrel állitottuk elő, 

2,47 mM-os mennyiségekből kiindulva.
Termelés: 1,5 g /1,64 mM/ /66,3%/

180 - 182°C 

R|: 0,45 /20%/
M : 913,09

op:

B0G-T.vr-Met-Gly-Trp/F0R/-Met-Asp-Phe-NH2 

A hexapeptidet aktivészteres módszerrel állitottuk elő, 

1,65 mM-os mennyiségből kiindulva.
Termelés: 1,28 g /1,19 mM/ /72%/ 

rJ: 0,55 /20%/
M : 1076,26

B0C-Asp/0BuV-T.yr-Met-Gly-Trp/FQR/-Met-Asp-Phe-NbL,
A védett oktapeptidet aktivészteres kapcsolással állitot­
tuk elő, 1 mM-os mennyiségekből indultunk ki.
Termelés: 1 g /0,8 mM/ /80%/

220 - 221°C

rJ: 0,7 /20%/

M : 1247,45

op:
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B0C-Asp/0BuV-Tyr/S0^Na/-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2

1,3 ml klórszulfonsavat 1,6 ml kloroformban feloldottunk, 

-10°C-on erős keverés közben hozzácsepegtettünk 15 perc 

alatt 2,7 ml N-metil-morfolint 4 ml absz.. dioxánban 

oldva. Az oldatot 5 percig szobahőmérsékleten kevertettük, 

majd hozzáöntöttük az 1 g /0,8 mM/ védett oktapeptid 8 ml 
DMF-es oldatát, és 3 órán át kevertettük szobahőmérsék­
leten. Ezután 0°C-on,. keverés közben 0,8 ekvivalens 

4W NaOR-ot adtunk hozzá. A reakcióelegvet szárazra párol­
tuk, a párlási maradékot jeges vizben eüdörzsöltük, a 

pH-t З-4-ге állítottuk HCl-val. A kivált kristályokat 

szűrtük, vizzel, majd kevés éterrel mostuk. A kiszűrt 

kristályokat metanol:viz =1:1 elegyében feloldottuk, 

az oldat pH-ját 7,8-8-ra NaOH hozzáadásával beállítot­
tuk. 10 perc múlva az oldatot szárazra pároltuk, aceton 

alatt kristályosítottuk.

Termelés: 723 mg /0,547 mM/ /68%/
Rj: 0,35 /20%/

M : 1321,45
Rp 0,5 /30%/

TFAxH-Asp/OH/-T.vr/SO^Na/-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,-,
Az oktapeptid-szulfátészter-Na sójáról BOC és tere. 

butil védőcsoportot trifluorecetsavas kezeléssel távolitot- 

tuk el, 0,547 mM-os mennyiségből kiindulva.
Termelés: 490 mg /0,383 mM/ /70%/

R^: 0,15 /40%/
1278,22

R^; 0,27

M :
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Élősejt izoláláshoz szükséges oldatok:

Krebs-Ringer + adalékok pH 7,4

NaH2PC4 0,5 mM
1 mMNa2HP04

NaHCO^ 20 mM
70 mMNaCl

KC1 5 mM

HEPES 50 mM
80 mMGlükóz

1 %BSA
Aminosav szuplement

G.yomormucosa mosó oldat pH 7,4

NaHCO^ 20 mM

97 %NaCl
KC1 5 mM
Glükóz 80 mM
CaCl 0,1 mM 

1,2 mM
2

MgCl2
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Aminosav szuplement

mg/lAminosav mM
0,6 105Arg

24Cys 0,1
292Gin 2,0

His 0,2 51
Ile 0,4 52

0,4 52Leu

0,4 58Lys

0,1 15Met
Phe 0,2 32
Thr 0,4 48

0,05 10Trp
36Tyr 0,2
46Val 0,4

BSA 40%-os törzsoldat

CaC^ 0,1 M törzsoldaV-, 
MgClg 0,1 M törzsoldat 

EDTA 0,2 M törzsoldat

t‘*i
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ÖSSZEFOGLALÁS

Munkánkban gasztrin analógokat szintetizáltunk, me­
lyek vizsgálatával megismerhető a gasztrin illetve a 

kolecisztokinin aktiv centrumának térszerkezete, és kö­
vetkeztetések vonhatók le a hormon és receptora kapcso­
latáról .

Összesen 26 analóg szintézisére került sor.
A gasztrin tetrapeptid "stacking” szerkezetének vizs­
gálatára olyan analógokat állítottunk elő, melyekkel a 

triptofán és fenilalanin között fellépő aromás kölcsön­
hatás bizonyítható volt, valamint az aszparaginsav fi- 

helyzetü karboxilcsöpörtjának konformációt befolyásoló 

szerepét el lehetett dönteni. A különböző spektroszkópiai 
módszerekkel végzett térszerkezet vizsgálatok eddigi ada­
tai azt bizonyítják, hogy már a tetrapeptldnek jól jelle­

mezhető, stabil térszerkezete van vizes és nemvizes ol­
datban egyaránt.
A hormon-receptor kölcsönhatás tanulmányozására szinteti­
zált gasztrin analógok biológiai hatásvizsgálata alapján 

elmondható, hogy ha a 4. vagy 5. aminosavat nagy térki- 

töltésü csoporttal helyettesitjük /N-metil-i'riptofán, 

valin/, az igy kapott analógok feltételezhetően térszer­
kezeti okok miatt nem tudnak megfelelően kötődni a recep­

torhoz.
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A 7-azatriptofánt tartalmazó analóg csökkent biológiai 
aktivitása alapján arra következtettünk, hogy a bázikus 

csoport bevitele a hormon-receptor kötődést gyengiti. Va­
lószínű, hogy a triptofán és fenilalanin közötti aromás 

kölcsönhatás is erősebb, mint a 7-azatriptofán analóg 

tetragasztrinnál.
Előállítottuk a gasztrin család másik tagját, a kolecisz- 

tokinin C-terminális oktapeptid-szulfátésztert. A szin­
tézisben néhány uj módszert vezettünk be /a triptofán 

l^-forinil védelme a szintézis és a szulfátészter képzés 

során, az N-metil-morfolin-kéntrioxid komplex alkalmazá­
sa dioxán jelenlétében, valamint a védőcsoportok acidoli- 

tikus hasitása a szulfátészter Na-sóról/. Ezek lehetővé 

tették, hogy a CCK oktapeptid szulfátésztert jó termelés­
sel, tisztán és teljes biológiai aktivitással állitsuk 

elő.

Egy uj módszert, az affinitás mikroszkópiát dolgoztunk ki, 

a hormonok kötődésének mérésére élő sejt preparátumon.
Ehhez élő parietális sejt preparátumot és affinitás ad- 

szorbenseket készítettünk. Méréseink alapján a hexagasztrin, 

hisztamin és acetilkolin immobilizált alakban is kötődik 

az izolált sejtekhez. A hexagasztrin-Sepharose-ról a sej­
tek pentagasztrinnal leszoríthatok, a hisztamin pedig 

erősiti a kötést. Eredményeink alapján arra következtettünk, 

hogy a hisztamin elősegiti a gasztrin hatását.
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