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A dolgozatban hasznalt fontosabb roviditések jegyzéke

FSF fibrin stabilizald faktor, XIII-as véralvadasi faktor
Ca proenzimet és az aktivalt enzimet is igy jeldltemd

TG-az szdveti (pl. majd> transzglutaminaz
r—GTP r—glutamil—-transzpeptidaz

Szubsztituensek, reagensek, olddszerek

Z benzil-oxikarbonil, v. karbobenzoxi
Boc terc. ~-butil—-oxikarbonil

Trt tritil

Me metil

Ac acetil

Bzl benzil

Ph fenil :

Tcp 2,4,5~-triklérfenil

Pfp pentafluorfenil

Su¢ szukcinil

But tercier-butil

TEA trietil—amin

DCC diciklohexil-karbodiimid

DCU diciklohexil—-karbamid

DPKA 3,5-dimetil-pirazol—-1-karboxamidin
JBT jodozobenzol-bisztrifluoracetat
NBP 4-C4-nitrobenzil)-piridin

TMDDM N,N,N’ ,N’~tetrametil—diamino—~difenil—metan
CHIBE klérhangyasav—izobutil—-észter
TosOH toluolszulfonsav

TFA trifluorecetsav

AcOH ecetsav

EtOAc etil—acetat

Pip piperidin

Pir piridin

THF tetrahidrofuran

DMF dimetil-formamid

Ritkabban eldforduld és dj aminosavak

Azl anthglutin, GluC(NHNH-PhI[2-COOH1>
Aly 2—amino—4—-(2—aziridild-vajsav
Ase azaszerin, Ser(COCHNz)

Dap 2,3-diamino—-propionsav

Glc 2—amino—4-ciano—vajsav

Don 5-oxo-6—diazo—norleucin

Pald(3> 3-(3—-piridild>—alanin



I.Bevezetés

I.1. A véralvadasrdol altalaban

A hemosztazis az €18 szervezet egyik fontos védekezd
rendszere. A magasabb rendi szervezetek eme igen bonyolult,
arnyalt szabalyozasi rendszer segitségével akadalyozzak meg az
elvérzést. az érfalak sériilése esetén, valamint a spontan belsd
vérzéseket.

A szabalyozasi fol&amatbaﬁ részt vesznek az érfalak, a
vérlemezkék, valamint a plazmaban oldott fehér jék, az alvadasi
és fibrinolitikus rendszer faktorai. E tényezdk Osszehangolt
kélcs6nhatasa a hemosztazis. Az érfalak sériilése miikddésbe
hozza a vérlemezkéket és az alvadasi rendszert, mely utdbbi
még kilédn is kdlcsdnhatidsban van az el6$bivel. Az alvadék
proteolitikus lebontasat a fibrinolitikus rendszer végzi.

A hemosztazis folyamatai kozil emberben a véralvadas a
meghatarozs. A plazmaban végbemend alvadasi kaszkad-
folyamatrdl alkotott mai elképzelést az 1. abran lathatjuk. A
rémai szamok azokat az uUn. koaguldcids faktorokat jelolik,
melyek a plazmaban talalhatdk inaktiv A&allapotban. Toébbségiik
igen specifikus tripszinszerd enzimek zimogénje: igy a XII,
X1, IX, X, VII és II1. Ez utdbbi protrombin néven ismert. Az
V-6s és a VIII-as =zimogének aktivalas utén akceleriatorként
mikddnek. A XIII—-as faktor a transzglutaminaz eldenzimje, és a

PL a folyamatban résztvevd foszfolipideket jeléli. Az a



indexszel az enzimek aktiv formait jeloltik.
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Az alvadas folyamata két fé fazisra bonthatd. Az elsdben
egymast kovetd zimogén—enzim atalakulasokat talalunk, melyek
végiil trombin képzddéséhez vezetnek. A masodik fazisban a
trombin a fibrinogént hasitva hidrofdb és ionos kotésekkel
stabilizalt fibringélt alakit ki, melyet az ugyancsak a
trombin &ltal aktivalt XIII-as faktor "oldhatatlan®, térhalds
fibrin—-polimerré alakit [11.

A trombin specifikus gatlasara iranyuld torekvéseket a
trombinnak a véralvadasban jatszott k6zépponti szerepe
indokol ja. Intézetiinkben Bajusz Dr. és kollektivaja jelentds
sikereket konyvelhet el e téren. Az altaluk szintetizalt GYKI
14166 (D-Phe-Pro—-Arg-H), ill. a kés&bb kifejlesztett
N-monometil—-szarmazék, a GYKI 14766 jeld D-MePhe—-Pro-Arg-H
:10_8 M koncentracid tartomanyban specifikus;n képesek gatolni
a trombint.

Az intézeti hagyomanyok és az elért sikerek kapcsan a
70—es évek végén prdbalkozasok térténtek a kaszkad egy masik
fontos enzim jének, a XIII~-as, vagy fibrin-stabilizald
faktornak (FSF> a gatlasara. Az igy szerzett tapasztalatokra

tamaszkodva kezdtik el Gjra 1984—-ben az FSF gatlasara iranyuld

kisérleteinket. .



I.2. Irodalmi Attekintés; az FSF gatlasara iranyuld torekvések

A véralvadasi kaszkad utolsd szakasza, a stabilizalt,
"oldhatatlan” fibrin kialakulasa ©Onmagaban is Osszetett
folyamat.. Legaldbbis gerincesekben az. Megismerése  t&bb
évtized tudomanyos munka jat foglal ja magaban.

A fibrinogén izolilasara és fibrinné vald atalakulasara
vonatkozod elsd vizsgalddasok egy évszazadra nyudlnak vissza. A
szazadforduld 6ta hatalmas informacidmennyiség gylilt Ossze e
fehér je fizikai, molekularis sajatsagairdl [2,31, mig a 70-es
évek végére felderitették kémiai szerkezetét, az
[(A)a,(B)ﬁ,le jeldléssel ellatott dimerstruktirat. Ebben az
oa—-, f3—-, és y—-fehér jelancokat cisztinhidak koétik 6ssze, A és B
az (Ado— és (B)3~lanc N—-terminalis, Un. fibrinopeptid része.
MindketLSt a trombin hasit ja le a fibrinogén—fibrin
transzformacidban [41.

Az a feltételezés, hogy a fibrin—szalak keresztkotései
transzamidalas Gt jan johetnek létre, mar az Otvenes évek végén
felmerilt Laki Kalman és Lorand Laszld elképzelésében, melyet
a hatvanas évek elején publikaltak [51. ‘

A fehér jelancok glutamin-részeinek ry—-savamid és
lizin-részeinek £—amino—csoport jai kozott izopeptid-—-koétés
létrehozasaért felelds enzim izolalasa és jellemzése a
hatvanas évek végétdl mondhatni egészen napjainkig elhiuzddott.,

mikoris 1986-ban sikeriilt meghatarozni az enzim primer

N



struktira jat [61. Az enzim a véralvadasi kaszkadban a XIITI-as
faktor elnevezést kapta, de ismeretes gy is mint Laki-Loérand
faktor, fibrinoligaz, transzglutaminaz, fibrin—-stabilizald
faktor (FSF). (A kdvetkezdkben ez utdbbi jeldlést hasznal juk.)D
Az enzimnomenklatura szerint: EC 2.3.2.13 (protein—glutamin:
amin »-glutamil—transzferaz>. FSF-aktivitast hordozd enzim
egyarant talalhaté a plazmaban, a lemezkékben és a
placentaban. A kb. 340000 D relativ molekulatoémegdi plazma FSF
katalitikus “a" MrXx 80000 D) és nemkatalitikus "b" (Mrx

85. 000 DD lancokbdl allé dimer. A lemezke— és

azxb;
placenta—eredetii FSF a “b" alegység nélkiili dimer formaban
1étezik, csak a katalitikus “a"—lancot tartalmazza (az). A
katalitikus ™a" alegység egy 730 aminosavbdl Aalld, nem
glikozilalt polipeptid lanc. Aktivalasa a kévetkezﬁ lépésekben

foglalhatd 6ssze [6]1 :

1.2 a trombin hasit ja a proenzimet az Arg37—résznél,

2.> ca®*-kstés 61n?%8 &s Asp479 térségében, melynek
kdvetkeztében
314 . e a2 asq. 2
3.2 Cys SH-csoport ja aktivalodik és a ;V--CONH2
k6tést amménia felszabadulasa mellett tio-—
észterré alakit ja.
A trombin a katalitikus “a"-lancot is  hasit ja a
Ly5513—rész mentén, ami az enzimaktivitas elvesztéséhez vezet.

Az a tény, hogy a trombin az FSF aktivalasaban és

inaktivalasaban egyarant részt vesz, Ujabb példat szolgaltat a



trombinnak a véralvadasban betoltott fontos szabalyozd
szerepére.

FSF-hez hasonld transzglutaminaz (TG-az> enzimet
izolaltak toébb szdvetbdl, pl. patkany majbol is. Ezeknek az
an. szdéveti TG-azoknak a szerkezete még nem ismert, tobbet
tudunk mikddésiik mechanizmusardl. A tengerimalac majabol
izolalt TG-az katalitikus miikédésének mechanizmusat vizsgalva
mar a 60-as évek kozepén megallapitottdk (Folk), hogy az enzim
aktiv centrumaban 1évd Gly-Gln—Cys-Trp cisztein jének
SH-csoport ja megfeleld akceptorral Cpeptid-Glnd amménia
kilépése kozepette tetraéderes acil—enzih komplexet képez,
mely amin-donor jelenlétében a komplex aminolizise révén
r—amidda és szabad enzimmé alakul [101]. Az is régdta
ismeretes, hogy a TG-azok aktiv centrumaban talalt fenti
tetrapeptid—szekvencia az FSF-re is jellemz6 [71. Jelentss
kiilénbség mutatkozik ugyanakkor a kétféle enzim
akceptor—szubsztrat specificitasaban. A maj TG—-aznak példaul
jo szubsztratjai a fibrinogén és a fibrin is, melyekkel 21
helyen képes izopeptid—kotéseket létrehozni. Az FSF a fibrint
csupan 6 intermolekuldris izopeptidkétéssel képes polime-—
rizdlni, s bar a fibrinogénhez vald affinitasa koézel azonos a
fibrinhez vald affinitasaval [391, a molekulankénti
keresztkdtések szama pontosan nem ismert. Altalaban dgy tinik,
hogy az FSF nagyobb szelektivitast mutat az akceptor Gln

kornyezetét illet8en, mint a TG—-azok, bar az FSF—-nek sem csak



a fibrin a természetes szubsztrat ja, hanem szamos fehérje is,
pl. az V-6s véralvadasi faktor, az—makroglobulin, lemezke—-
-miozin, aktin, fibronektin [61.

Az FSF ¢és a TG—azok akceptor-szubsztrat—specificitasat
vizsgalva Gorman és Folk olyan dekapeptidet szintetizalt [9al,
mely hatarozottan jobb szubsztratja az FSF—-nek, mint a
tengerimalac ma jbol izolalt TG—-aznak. E szubsztrat
kikisérletezésében jelent8s szerepet jatszott a hasonléd
specificitasdi FSF szubsztrat, a ’~kazein, melynek vizsgalatai

167
n

soran a Gl bizonyult az “aktiv" akceptornak. A

3

Leu—(Gly)S—Gln—Gly—Lys—Vél—Leu—Gly—NH peptidet a Leu

2
valtozataval egyitt az FSF aktivitasanak klinikai
meghatarozasara ajanl jak az eddig hasznialt (—-kazein helyett
[91. A Gly részeket Ser—nel felcserélve a specificitas
jelentdsen né az FSF iranyaba, mig a lancvégi Val-Leu egyszeri
felcserélése tel jesen lerontja a peptid FSF-szubsztrat
jellegét, noha tovabbra is jé TG-az-—-szubsztrat marad. Ha
azonban a Val, 1ill. Leu akarmelyikét Ala-ra cserélték, a
peptid szubsztrat—jellege mindkét enzimre nézve elveszett
[9al. (Kivaldé példaja ez annak, hogy a TG-az szubsztratok
esetében is lényeges az akceptor-Gln kornyezete, ha nem is
olyan mértékben, mint az FSF-nél.)>

Jé TG-az szubsztratnak bizonyult a 2Z-Gln-Gly-~OH (Folk>
dipeptid, melybdl az enzim hidroxilamin Jelenlétében

hidroxamatot képez. Az enzim a dipeptid y-p-nitrofenil-



—észterét elhidrolizal ja. Mas aktiv észterek hidrolizisére is
képes a TG-az. A trimetil—ecetsav p—-nitrofenil—-észterével vald
reakcidban a képz&d8 trimetil—acetil—-enzim komplex stabilitasa
olyan mértékid (a met.ilcsoportok elektronkildd effektusanak és
térkitdltésének kovetkeztébend, hogy lehetdvé tette jelzett
acil-enzim—komplex izolalasat [101. Ezzel szemben a
Z2-Gln—-Gly-0OH azon analégjai, melyek a {3—, vagy ¥—-szénatomon
CHa—szubsztituélt glutamint tartalmaznak, hidroxilamin
jelenlétében nem képeznek »-hidroxamatot a TG-az hatasara.
Valdszind tehéi, hogy nem képzddik acil-enzim komplex. A
dipeptid esetében eszerint fontos a Gln égyenes oldallanca,
szemben a trimetil—-ecetsav—észternél tapasztaltakkal. C(Ennek
az lehet a magyarazata, hogy a 2-Gln-Gly-OH koétSdésében a
Gln—oldallanc mellett a —CO—NH—CH—CO—NH—CHZ—CO— peptid-vaz is
részt vesz, mig a trimetil—-ecetsav—-észter esetében ilyen
molekularész nincs.)

Az emlitett aktiv észterek jo kompetitiv gatldknak
bizonyultak, s ennek alapjan Jallitottak eld kilonbézd
észtereket az FSF gatlasara. fgy pl. Lérand (171, majd azt
kévet8en Ch. Ljunggren [18]1 olyan tio—észtereket szinteti-
zadltak C(a tio—kolin és annak kiildnféle N-—alkil szarmazékainak
észtereit), melyek még a danzil-kadaverinnél (lasd alabb) is
valamivel jobb FSF—gatldknak bizonyultak.

A metil—-izocianat az enzim aktiv centrumaban 1év3 Cys

SH- javal tiokarbamoil-észtert képez, ami stabil vegyiilet; pl.



a jelzett metil—-tiokarbamoil-TG—-az izolalhatd volt. Folk [19]
ennek alapjan kiilénb6zd alkil—-izociandtokkal gatolni tudta a
TG—~azt. A gatlast 2Z-Gln—-Gly—-OH-val ki lehetett kiiszé6bdlni.
N-metil-karbamiddal az enzim nem reagalt, mint ahogy a
glutamin karbamid—analdg jabél képzett Z2—-Alb-Gly—-OH-val sem.

A fent emlitett TG-az szubsztrat, a 2Z-Gln—-Gly—-OH
kdézepesen gatolja az FSF—et a keresztkdtések kiépitésében.
Ugyanakkor az FSF e dipeptidet nem konvertalja a megfeleld
y—acil—szarmazékka pl. . hidroxilamin, danzil-kadaverin vagy
glicin—metilészter jelenlétében. Ennek alapjan a 2Z-Gln—-Gly-OH
nem tekinthetd az enzim szubsztratjanak. Jelzett Z2-Gln-Gly—OH
fibrinbe térténd inkorporialasat azonban nem vizsgaltak. Csak
azt. Aallithatjuk biztonsaggal, hogy a dipeptid az FSF
akceptor—kotéhelyén kdétddik, s ilymddon képes gatolni az
enzimet.. (Elképzelhetd, hogy nem képzddik acil-enzim, de az
sem zarhatd ki, hogy egy kevéssé aktiv komplex alakul ki.> A
Z2-G1ln—-Gly-OH jél1 példazza a két enzim akceptor—szubsztrat
specificitasanak kiilénb6zdségeét.

Donor-szubsztrat tekintetében azonban mindkét enzim joéval
kevésbhé specifikus. Szdmos kismolekulaji amint képesek példaul
fehér jékbe beépiteni. Napjainkban deriilt fény diaminok
(kadaverin, putreszcin), sét hisztamin glutamil-oldallancokba
térténd beépitésére, mely utdbbi immunstimulusokkal vald
Osszefliggéseit vizsgaltak [81.

A kilénféle kismolekuldji aminok fehér jékbe torténd



készséges inkorporalddasa 4dllitotta a kutatdk figyelmének
ké6zéppont. jaba az aminokat mint potencialis enzimgatldkat. Az
akceptor—enzim komplex aminolizise révén pl. glicin—-metil- és
etil—-észterek y—glutamil—-glicin—-észtereket eredményeznek
fibrin keresztkotések kiépiilése helyett. A gatld hatas gyenge
ugyan, de karakterisztikus (111.

Lérand [12]1 fejlesztette ki a maig egyik legjobb FSF
gatlét, a danzil-kadaverint [N—-(5—aminopentil)-5-dimetil-—
—amino-1i-naftalinszulfonamidl. A szamos szintetikus amin-
alakkal jellemezhetdk,

—inhibitor ko&zil, melyek X-(CH )n—NH

2 2
az n=5 "amin—-oldallanc"-hosszisag .mutatkozott igen
lényegesnek. A danzil—-kadaverin analdgok koézil egyedil a
"Lys"—oldallanc kézépsd részén kénatommal helyettesitett 3-tia
valtozat mutatott fokozottabb FSF—-gatld hatast [131.

A legijabb (1988) potens TG-az gatldk koézé tartoznak a

3~halo—-4,5-dihidro—-izoxazol—-szarmazékok (Castelhano). Ezen

vegyiiletek egyike tulajdonképpen egy a ¥»—glutamil-transzpep-

tidaz C¥—-GTPD irreverzibilis inhibitoraként ismert
antibiotikum, az Ca—8,5-8)—a—amino—3-klor—4,5~-dihidro-5-
~izoxazolecetsav dekarboxilezett, Z-Tyr—nel acilezett
szarmazeéka [311, Mig az antibiotikum akceptor—analdg

inhibitor, addig a fenti dekarboxilezett szarmazékrdl mar nem
allithat juk biztosan, hogy az akceptor-kétéhelyen kotddo
inhibitorrél van szdé. A karbobenzoxi-tirozil rész koétShelye

kédnnyen 1lehet. azonos a donor—inhibitor danzil-kadaverin

10



naftalin-részének kotdhelyével.

Meg kell még emliteniink, hogy a TG—-azt irreveerzibilisen
gatol jak -SH—reagensek, pl. jodacetamid, a—brém—4-hidroxi-3-—
-nitroacetofenon, N—-(2-hidroxi-5—nitrofenil—-acetild)-L-2-
—amino—-4—~oxo—-5-kldérvaleriansav-metil—észter. A jodacetamidos
gatlas Z2-G1ln—-Gly—-OH-val a metil—izocianathoz hasonldan

kivédhetd volt.

11



I.3.Célkitizések

Az irodalmi Attekintésben ismertetett szubsztratok és
gatldk igen fontos szerepet jatszottak az enzimkinetikai
vizsgalatokban, s6t klinikai enzimaktivitas mérések
tekintetében is. Terapias jelentdségili FSF-gatldét azonban nem
sikeriilt még eldallitani. Laboratdriumunkban ezért olyan
peptidszarmazékok tervezésével és szintézisével prodébalkoztunk,
melyek rendelkeznek az ehhez sziikséges hatdasossaggal.

Célunk volt tovabba az aktiv centrumra iranyitott gatldk
segitségével az aktiv centrum kérnyezetére vonatkozod
informacidk szerzése. 1Igy példaul esetleges ionos kotddési
helyek feltérképezése, mely igen fontos adat lehet specifikus
inhibitorok tervezéséhez.

A tovabbiakban az Altalam szintetizalt vegylileteket és
azok in vitro hatasanak vizsgalata soran szerzett

tapasztalatokat.,, eredményeket ismertetem.
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II. Szintézisek, modszerek

Ebben a fe jezetben ismertetem az FSF-gatlas cél jabdl
tervezett vegylletek szintézisét, kiilonos tekintettel a
felmeriult kémiai problémak megoldasara. |

A Z-Met—-Gly-OH (I> szintézise klasszikus peptidkémiai
médszerekkel tortént. Erdemes megjegyezni, hogy a vegyiilet
peroxiddal szennyezett éterbdl is jo termeléssel, tisztan
kristalyosithatad. A kevés szulfoxid—-szarmazék szennyezés
oldatban maradt.

A Z-Met(Me>'-Gly-0OH.TosO -t CII> elészér az I
metil—-észterébdl probaltuk eldallitani a Z—Met(Me)+—ONP
szintézisének alapjan 1{[14]. Ez utdébbi a Met—szarmazékbdl
toluolszulfonsav-—metil—-észterrel készilt vizm. EtOAc—-ban. Az I
metil—-észterének metilezése azonban nem sikerilt ilyen mddon.
Az S-metil-metionin szintézisének irodalmabdl kideriil, hogy a
kozeg polaritasanak fokozasa az ionos termék képzddését. nagy
mértékben eldsegiti [151. Ennek figyelembevételével I-et és
metil—-jodidot aceton-vizben oldva melegitettiink 45°C-on zart
ﬂérben. A II-nek megfeleld jodid néhany Ora alatt kialakult, a
reakcidelegy - az aceton ledesztillalasa és etil—-acetatos
extrakcid utan - tisztan tartalmazta a terméket. Az oxidacidra
érzékeny jodid ellenionok tozilat—ciklusd AG—-1X2 anioncseréld
gyantan készségesen lecserélddnek. A tozilat stabil

liofilizatumot ad. Rosszul o01dddé metionin—tartalmi peptidek
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oldékonysiga a metilezés révén javul pl. DMF-ben [14]. A fenti
miodszerrel esetleg nagyobb metioninos peptidek is metilezheték
(vizes aceton, vizes alkohol vagy vizes acetonitril
elegyekben), pl. ha fragmenskondenzacidhoz oldékonyabba
kivan juk tenni azokat.

Alkilez8 reagensként metil-jodid helyett benzil-bromidot.,
ill. 2-naftil-metil-bromidot hasznalva a fentiekkel egyezd
reakciditon a megfeleld benzil—, 1ill. 2-naftil-metil-szulfd-
nium szarmazékokhoz jutottunk, valamivel rosszabb hozammal
CIXIX, IVD>. A bromidsdk liofilizatumai néhany hetes &llas utéan
bomlanak.

A 2-Met—Gln-His-OH tripeptidet klasszikus peptidkémiai
modszerekkel szintetizaltuk, s a fentiekkel azonos médon
készitettilk el a metil—, benzil—, ill. 2—-naftil-metil-szulfd-
nium—-szarmazékokat (V,VI,6VIID.

A (Z—Hcy—Gly—OH)z—t C(VIII> a (Z—Hcy—OH)2 és Gly—OBut
vegyes anhidrides kapcsolasat kévetd8 TFA-s kezeléssel nyertiik.
A kiinduldsi homocisztint metioninbdl allitottuk eld [261.

A fentivel tel jesen analog mdédon nyertik a
(2-Cys-Gly-OH)> ,~t CIXD.

A 2-Met(0>-Gly-OH-t.,, az I szulfoxid—-szarmazékat 0O
99 ,5%-os ecetsavas oldatban 0,5N H202—dal készitettik I —-bdl.

A Z-His—Gly—OH-t X1 Z-His(Z>-0Tcp és Gly—OBut
kapcsolasaval &allitottuk eld. TEA-MeOH-lal eltavolitottuk a

Z2—-védbcsoportot az imidazolrdl, ma jd TFA-s kezeléssel
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eltavolitottuk a tercier—-butil-észtert. Vizes metanolos
Atkristalyositias utan sdmentes végtermékhez jutottunk.

A Z-His—-Gln-His-OH (XII) elBallitasanal a tripeptid-
-metil—észter NaOH-os hidrolizisét kdvetd sdtalanitas okozott
problémat. Végiil ekvivalens sdsav hozzdaadasa utan viz.-aceton
elegybdl somentesen nyertilkk ki a tripeptidet. Azt talaltuk
ugyanis, hogy 3mmol NaCl 20mL vizben oldva még 100mL aceton
hozzaadasara sem valik ki. Ez a mdédszer alkalmas lehet egyéb,
a karboxi-terminuson szabad hisztidint tartalmazdé peptidek
sémentesitésére, illetve belsd~-sd formaban torténd
izolalasara.

Z—Dap—Gly—OBut—bél kiindulva szintetizaltuk az
o~karbobenzoxi-f3—karboxamidil—L—-diaminopropionil—-glicin TFA-
-sd jat (XIIID. A Z2—-Asn—OH JBT-s (Hof fmann—reagens)
lebontasanak analdgidjara [271 a Z—Asn—Gly—OBut—t a megfeleld
Dap—-szarmazékka alakitottuk. A savanyd oxalat jé hozammal,
kromatografiiasan csaknem egységes termékként kristalyosithatd.
A 3,5~-dimetil-pirazol—1—-karboxamidin C(DPKA> acetat ja sem
0lddédik kelldképpen vizmentes DMF-ben, s 1igy a guanilezés
meglehetésen gyengén ment.. Egy csepp viz hozzdaadasa azonban a
reakcidt | gyorsan tel jessé tette. (Bazisként. TEA-t
hasznaltunk. >

A Z—-Ase—Gly—-OH DCHA-séjat (XIV) sikeriilt stabil, egységes
vegyliletként. eldallitani. Ehhez Z—Ser—Gly—OBut—b6l indultunk

ki, melyet Boc—-Gly—-OPfp—vel acileztik jo hozammal. CA
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klérszénsav-izobutil—-észterrel, ill. kldorszénsav-etil-észter—
rel képzett vegyes anhidridekkel nem sikeriilt acilezni a
szerin—OH~t. Triklérfenil-észterrel pedig csak rossz
hozammal.) (Az azaszerin szintézisénél az irodalomban [20,211]
az N—-védett glicin pivaloil—-kloriddal képzett vegyes
anhidridjével, kléracetil—, 1ill. brdmacetil—kloridon keresz-—
til, valamint N—-karboxi—glicin—anhidriddel képzik az
O—-glicil—-szerint.) A Boc—csoport eltavolitasat koévetSen a
trifluoracetat sét pH=4-en szobahdén diazotaltuk NaNO_-tel. A

2
termékiinket EtOAc—cal extrahdltuk. A Na_,SO,-on szaritott, hig

2774
EtOAc—os oldatbdl is kvantitative kikristélyosodott a dipeptid
DCHA-s6 ja.

A 2Z2-Don-OH piperidinium—-sdjat (XYI) sikeriilt izolalni.
Z2-Glu—-OPh, il1l. Z2-Glu—-0Bzl oldallancan CHIBE-vel képzett
vegyes anhidrid diazometanos reakcid jat kévetden az a—észtert
vizes metanolos piperidinnel hidrolizaltuk. (Az irodalomban
[23] részletesen ismertetett problémakkal mi is talalkoztunk,
az o,y—diészter mellett karbobenzoxi—-piroglutaminsav—-észter a
mi termékeinket is szennyezte.)? A hidrolizist kévetden a
jelentds 2-Glu—-OH-szennyezéstdl ugy szabadultunk meg, hogy
termékiink piperidinium-sd jat butanol /EtOAc 2:1 aranyua
elegyével extrahaltuk, ugyanis a dikarbonsav piperidinium-sdé ja
a vizben marad.

CA Tfa-Glu—-OEt-bol, a karbobenzoxi-szarmazékkal szemben,

problémamentes a y—-diazometil—-keton szintézise [321. U0 jabban
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azonban az (S>-3—-karbobenzoxi-5-oxo—4-oxazolidinpropionsav—
bél savkloridon keresztiil, diazometannal szintetizaltak
o—karbobenzoxi—y—diazometil-keton—szarmazékot a mellékreakcidk
kikilisztbblésével [341.)

A Boc—Glu(CHB)—OH (XYII) szintéziséhez Boc—-Glu-0Bzl-bdl
indultunk ki. A r—diazometil—-keton struktirat X¥I-hoz
hasonldéan vegyes anhidrid-/diazometan reakcidval épitettiik ki.
Itt azonban a Boc—csoport jelentds térgatlasa kovetkeztében a
vegyes anhidrid nem képez piroglutamin—-szarmazékot, s igy a
diazomet.il-keton is jobb hozammal képzddik. Metanolban,
piridin—kloérhidrat és 1N vizes sdsav hatasara (pH-5) a
diazometil—-keton kldérmetil—-ketonna alakithatd, melyet Pd-C
mellett 80%Z—os ecetsavban hidraltunk. A Cl készségesen
lehidralddott.. A képzddétt HC1 azonban  jelentds mértékben
hasitotta a Boc-csoportot. Ennek kikiszdbdlésére ekvivalens
NaOAc—ot adtunk az ecetsavas oldathoz.

A Z—MeGlu(CH3)~OH (XVYIII) szintézisénél Z—MeGlu(OBuL)—OH~
~bAl indultunk ki [281. El18bb fenol/DCC segitségével fenil-
—észterré alakitottuk, majd TFA-val eltavolitottuk a Y—OBut—
—csoportot, és végiil a fentiekhez hasonldéan kialakitottuk a
diazometil-ketont. A fenil-észter piperidines hidrolizisét
kévetden sdésavas EtOAc—cal klormetil-ketont. képeztink, melyet
Zn/AcOH-ban 1 Oran at refluxoltunk. A veéegtermékként. kapott

metil—keton—-szarmazékot oszlop—-kromatografiaval tisztitottuk.
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A metil-keton struktara kialakiéésénak egy masik
modszerével is prdébalkoztunk a Z~Glu(CH3)—OH.DCHA CXIX>, ill.
a Z—Glu(CH3)—Gly—OH (XX> eldallitasanal. A Z—Glu(NCHBOCHBD—
-0H-t vizmentes THF-ben MeMgCl segitségével konvertaltuk

metil—-ketonna, kdzepes hozammal. A XX szintézisénél
hasonldképpen Jartunk el, csak a megfeleld dipeptid

N, O-dimetil—-hidroxamat jabédl indultunk ki. (Megjegyzendd, hogy
a reakcid to6bbszéri prébalkozas utan sem ment végbe
metil—-magnézium-jodiddal. Tény, hogy a reagens éteres
oldatanak hatasara az elsd lépésben képzddd Mg—-sé kivalt, de a
reakcié elmaradasa ezzel ‘sem magyarézhaté,Amert THF—es higitas
utén, homogén oldatban sem képzddott metil-keton. D

A Z-Glc-0OH DCHA-séjat (XXID az irodalomban leirt mddon
szintetizaltuk [241, csak a DCHA-sd izolalasaval kristilyos
termékhez jutot.tunk.

A 2Z-Glc-OTcp kristalyos vegyilet, melyet Gly—OBut—vel
kapcsoltunk. TFA-s kezelés utan a megfeleld dipeptidhez (XXIID
Jjutottunk.

Itt érdemes megjegyezni, hogy a 2-Gln-OH -+ 2-Glc-OH
reakcid analdgia jara probalkoztunk a Z2—-G1ln—-Gly—-OH -
Z2~-Glc—Gly~-0OH reakciduton XXII direkt szintézisével. Vizmentes
piridinben DCC-vel szobahén nem tortént valtozas, mig 80°C-on
t.6bbkomponensii termékhez jutottunk. Ressler [241 megemliti,
hogy a szabad &-karboxi—csoportnak fontos szerepe van mind a

Gln, mind az Asn nitril-szarmazékanak ilyen médon térténd
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képzddésében. Ugy tidnik, hogy a dipeptid szabad
a—karboxi—-terminusa mar nem képes katalizalni a y-amidbdl
torténd vizelvonast. fgy a nitril-szarmazék csak erélyes
korilmények koézott, melléktermékként képzddik.

XXIII és XXIV szintézise klasszigus modszerekkel tortént.

A Z-Agl-Gly-OH-t CXXVD Z2-GluCO0Tcp>—-Gly—-0Bu® és
o—hidrazinobenzoesav—-kldorhidrat kondenzacid javal kaptuk.
(Vizmentes DMF-ben 2 ekv. TEA mellett.)> (Az o-hidrazino-
benzoesav belsd—-sdja TEA jelenlétében sem o0ldddik vizmentes

DMF-ben, mig a klérhidrat TEA hatasara eldbb oldatba megy,

ma jd levalik a TEA. HC1.)> Az o-hidrazinobenzoesav-—
~kldérhidratot antranilsav diazotalasat kévetd SOz—os

redukcidval allitottuk eld. Az Sn2+/Sn4+ redox rendszerrel
térténd redukcid a képzddS8 dSn—komplex stabilitasa miatt nem
bizonyult joé megoldasnak.

A 2Z2-Glu(Gly—-OH>-Gly—-OH (XXVI> eldallitasat a XXV-hoz
hasonldan Z—Glu(OTcp)—Gly—OBut és Gly—OBut reakcid jat koévetd
TFA-s kezeléssel oldottuk meg.

A Z2-Pal(3)-Gly—-OH (XXVII)> szintézisénél a rendelkezésre
allé Boc-Pal(3>-OH-bdél indultunk ki. El8bb a Boc-Pal(3)>-
—Gly—-OMe—t. Aallitottuk eld, majd a Boc—csoport eltavolitasa
utan 2Z-0Su-val acileztink, s végil szappanositottunk. A
metil—észter 1lugos hidrolizisét kovetden, kihasznalva a
vegylilet polaros és egyszersmind apolaros karakterét, vizes és

szerves extrakciodkkal tisztitottuk a kromatografiasan
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t6bbfoltos nyers terméket.

A Z-Aly—-Gly—-OLi (XXVIII)> dipeptidben az Aly Gj aminosav,
melyet. &—hidroxi-L-1izinb8l kiindulva szintetiz&ltunk. C(Az
L-hidroxi—-lizin-klérhidrat a Degussa cég ajandéka volt.)
El8sz6r a &é—hidroxi-L—-1lizin (Hyl> £—-Boc—-szarmazékat
[H—Hyl(Boc)—OH.l/ZCu2+] készitettilk el, a lizinnél jél bevalt
médszer szerint [401. A 2-Hyl(Boc)—-OH-t a réz—-komplex EDTA
melletti karbobenzoxilezésével szintetizaltuk. Ezt
benzol /etanol elegyben refluxolva, a terner elegyet észterezd
feltéttel elvalasztva alakitottuk laktonna. Kromatografiasan
két foltot kaptunk. Az egyik a laktén a masik pedig
etil—-észter volt. Az eldbbi éterbdl tisztan kristalyosodott.
Az étert beparolva olajos termékhez jutottunk, mely FfG&
tomegében az etil-észtert tartalmazta <(kb. 5-10x lakton
szennyezéssel). Jelentds eltérést mutatott a két termék
forgatdsa is. Kiildn kezelve a két frakcidt, mindkettdt néhany
dran at refluxoltuk vizmentes etanolban, kalium—glicinat
feleslege mellett [291. Ennek eredményeként mindkét frakcio
kromatografiasan azonos viselkedésii Z-Hyl(Boc)>—-Gly—OH-va
alakult, melyek DCHA—sG jat Jjo termeléssel izolaltuk
etilacetatbdl. A Z-Hyl(Boc>—-0OH DCHA-sdja, mely kb. 15-20%
szennyezésként volt jelen, kb. 15% dipeptiddel egyiutt az
anyalidgban maradt. Ebbd1l kovetkeztetve, az acilezés

(kalium—glicinat 5-sz6rts feleslege mellett) kb. 75-80x-os

volt mindkét frakcidnal. CEz pedig meég akkor is
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figyelemreméltd, ha tekintetbe vessziik a kalium—-glicinat
amino—funkcid janak jelentds nukleofilitasat.>d

(A tovabbiakban a laktonbdl szarmazd vegylleteket a az
etil—-észterbdl szarmazdkat pedig b izomernek nevezzik)

A 2Z2-Hyl(Boc>-Gly-OH.DCHA a és b frakcidinak forgatasa
eltért ugyan, de nem szignifikansan. A felszabaditott
DCHA-sékbdél a 2-Hyl(Boc)-Gly—-OMe—-szarmazékokat diazometannal
készitettilkk, majd az £-Boc-véddcsoport eltavolitasat kovetden
a Z2-Hyl-Gly-OMe. TFA-szarmazékokat. izolaltuk. A forgatasértékek
itt is csak kis mértékben tértek el. A fenti vegylletek
£—amino—csoport janak tritilezését vizmentes piridinben
tritil—-kloriddal végeztiilk. A 2Z2-Hyl(Trt)>—-Gly—-OMe—-szarmazékok
forgatasai azonban mar Jelentds kiildnbséget mutattak.
Lehetséges tehat, hogy az EDTA-réz—komplex jelenlétében
végzett karbobenzoxilezés ligos milidjében a &-C optikai
centrum racemizalddott, s a labilisabb laktont képzd
diasztereomer etilészterré alakult a laktonizalas koérilményei
kozott.. (Reflux etanol-benzol elegyben. >

A Z-Hyl(Trt)>—-Gly-OMe—szarmazékok O—-mezilezését vizmentes
piridinben, mezil-kloriddal végeztik. A 2Z-Hyl(é-Mes,c-Trtd-

-~Gly—-OMe—szarmazékokat TEA mellett, CHC1_MeOH elegyben

3
refluxolva alakitottuk ki az aziridin-gydridt [301. A
Z—-Aly(Trt)—-Gly—-OMe—-szarmazékok forgataseéertékei szintén

jelentds eltérést mutattak.

Erdemes itt megemliteni, hogy amennyiben a vizmentes
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piridinben végzett mezilezést kodvetden a reakcidelegyet tSbb
napig -18°C-on &llni hagytuk, az aziridin—-gydri nem képzddott
meg, szemben az azilin szintézisénél korabban tapasztaltakkal
[301]. A mezil-szarmazék piridines oldatat vizre ontottik, a
csapadékot klroformban feloldottuk, vizzel, KHSO4-tal, vizzel
mostuk, majd beparoltuk. Az igy kapott olaj azonban néhany d6ra
4llas utan jorészt egy kromatografidsan mobilisabb folpté
alakult. Egyértelmiien az aziridin-képzddés iranyaba ment
azonban a reakcid, ha kézvetleniil a feldolgozas utan
kloroformban oldottuk, és TEA felesleg jelenlétében néhany
6rat refluxoltuk anyagunkat.

Ezen tapasztalatok magyarazatara feltételezziik, hogy a
kromatografiasan mozgékonyabb, nagy Rf-értékﬁ termék ugy
keletkezik, hogy a 1lizin oldallanc 5-6s szénatomja és az
a—-Z-NH~csoport nitrogénje 6-tagu gyldridt zar. KulsS8 bazis
hianyaban a kilép8 metanszulfonsav a jelentdsen bazikus
Trt—amino—csoporton k&étddik meg, és egyudttal blokkol ja azt.
Ilyen médon az egyébként is stabil 6—tagd gylrd kialakulasa
kedvezményezett. Kiilsd bazis, pl. TEA jelenlétében azonban a
3-tagu gylirid képzddését a gyldrd viszonylagos stabilitasa
mellett a nukleofil Trt—-NH-csoport és a parcidalisan pozitiv
5-6s C-atom térbeli koézelsége, a tavozo—csoport kilépését
k6vetd gyors rekombinidlddas lehetdsége biztosit ja.

A Trt-véd&Scsoportnak az aziridin—-nitrogénrél to6rténd

eltavolitasakor azt tapasztaltuk, hogy mind a hangyasavas,
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mind a trifluorecetsavas mdédszerek a savérzékeny gylrd
részleges felnyilasiahoz vezettek; 30%—~os kloroformos TFA-ban
azonban egy o6ra alatt, szobahdn, a gyldrdi sériilése nélkiil el
lehetett tavolitani a Trt-véddcsoportot. A 2Z-Aly—-Gly—-OMe-
—szarmazékok érdekes mddon kloroformos oldatban napokig
eltarthatdék voltak, mig beparolva, olajként még -18°C-on is
kromatografiasan tobbfoltos termékké bomlottak. |
Az ekvivalensnél kevesebb 0,1N LiOH—-oldat hozzaadasaval
az a izomerbdl 2-3 foltos termék lett. A b izomer azonos
korilmények kézoétt kromatografidasan csaknem egységes termékké
CXXVIIID> alakult, s liofilizatuma eltarthatd volt.
Elkészitettink még néhany nagyobb peptidet is (IV-es
tablazat), melyek klasszikus peptidkémiai mddszerekkel tortént

eld3llitasat itt nem résziletezzik.
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III. Eredmények, hatas~szerkezet Osszefiiggések vizsgalata

A XIII-as véralvadasi faktort gatld vegyiletek
tervezésénél figyelembe vettiik az irodalmi Aattekintésben mar
emlitett ismereteket, és az intézetiinkben kordbban végzett
eziranyd vizsgalddasok tapasztalatait. ,

Vegyiileteink tervezésénél nagy segitséget jelentett még
az, hogy szinte azonnal vissza jelzést kaptunk azok
hatiasossagardl. Bar a kisérleti részben részletesen ismertetem
vizsgilati mdédszeriinket.,, néhany ezzel kapcsolatos gondolatot
érdemes elére megemliteni.

Minden egyes kereszt-kétés—gatlasra iranyuld mérésiinket
ugyanazon az ismert fibrinogén—tartalmﬁ,-lblazma—fehérjéktSl
tel jesen meg nem tisztitott nyers preparatumon végeztiik,
melynek viszonylag magas volt az FSF-aktivitasa. Ez egyben azt
is jelenti, hogy a méréseinket az egyik természetes
szubsztrat javal mintegy preinkubalt enzimen végeztiik. A
fibrinogén—fibrin atalakulast és a fibrin-FSF reakcidt Ca2+ és
trombin hozzdadasaval inditottuk el az inhibitor tavollétében
Ckontroll), ill. jelenlétében (teszt).

Minthogy in vivo az FSF és a fibrinogén nem komplex
forma jadban van jelen a véraramban [381, eredményeinkbdl nem
mindig kévetkeztethetiink vegylileteink fizioldégias
viselkedésére. Kiiléndsen érvényes ez nagyobb kotdtérséget

igényld nagyobb, kompetitiv gatld peptidek esetében, hiszen

24



mint ismeretes, az FSF természetes szubsztrat janak, a
fibrinnek Cill. a fibrinogénnek isd akceptor- és
donor—-kérnyezetben egyarant van specifikus k&étShelye az FSF
aktiv formajan. fgy tehat nem tel jesen azonosak a szubsztrat
és bizonyos gatldk kompeticid janak feltételei.

Mindezen meggondolasok ellenére mérési modszerink igen
alkalmas relativ keresztkdotés—gatlasok jol reprodukalhatd,
gyors meghatdrozasara. Kontroll vegyiiletként a mar korabban
emlitett danzil-kadaverint, és a 2Z-Gln—-Gly—OH—-t. hasznaltuk,
melyek rendszerinkben 10—4M—baﬂ“ kb. 50%—-ban gatoljak az
FSF-et.

Mivel elsddlegesen peptid—-szarmazékok tervezését és
szintézisét tiliztiikk ki célul, a Z-Gln—-Gly-OH és a Z-Gln—-Gln-
His—-OH tripeptid alapjan kezdtik munkankat. A Gln—-Gln-His
szekvencia ugyanis a fibrin y-lancanak az a részlete, melyrdl
bebizonyosodott, hogy ennek Gln1 részével alakul ki a fibrin
y—r—dimer (2. abrad a polimerizacid elsd lépésében. A
Z-Gln-Gln—-His—OH szintén gatolja az FSF-et, bar a fentieknél

valamivel kevéshbé (10_4M~ban X 40%—os gatlast mutat).

...=Glu-Gly-Gln—-Gln—-His-Leu-Gly—-Gly—Ala-Lys-Gln-~-Ala-...—COOH
HOOC-. ..—-Ala-Gln-Lys—Ala—-Gly-Gly-Leu-His—-Gln—-Gln—-Gly-Glu-...
2.abra. Human fibrinogén y—p—dimer keresztkdtésének vazlata.
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A Z—Met(CH3)+—Gly—OH (II> és hasonldképpen a III-VII
vegyliletek metionin oldallanca pozitiv téltésd kénatomot
tartalmaz a JS—helyzetben. Miutdn a glutamin oldallanc
parcialisan pozitiv karbonil szénatomja d(mellyel a TG-az
SH—csoportja acil—-enzim komplexet képez) is JS-helyzeti,
feltételeztiik, hogy a metil—-metionin—oldallanc kdélcsdonhatasba
lép az enzim aktiv centrumaval, sd-kdtést létesit az aktiv
SH-csoporttal, és azt metilezi 2Z-Met-Gly—-OH felszabadulasa
mellett. Ezt a varakozast alitamasztotta az a tény is, hogy a
metil—-metionint. tartalmazdé peptidek merkapto-etanollal kénnyen
deblokkolhatdk. (Bodanszky szulfoxidalddassal szembeni
véd&csoportként. javasol ja a metil—szulfdnium funkciot [141.D

Amint az I-es tablazatbél is lathaté, II 10 *M-ban
50%—ban gatolta az FSF-et., azaz sikerilt a
referencia-vegyiiletek hatasat egy egészen mas strukturaval
reprodukalni.

A metil—-metionin—-oldallancban a metil—csoportot benzil-—,
ill. 2-naftil—-metil—csoportokra cserélve apolaros, gylris
kétS8helyek utan kutattunk erdsebb kétédést remélve. A III-VII
vegyluleteknél mért gyengébb aktivitasok azonban nem
tamasztottak ala ilyen KkotShelyek 1létezését. Megjegyzendd
ugyanakkor, hogy vizsgalddasaink elején a TG-az gatlasat is
mértik fibrinogénen, és azt talaltuk, hogy a
Z-Met(Bz1)> —-Gly-OH (III> és a 2Z-Met(2-naftil-metild’ -Gly—OH

Ivd 10_4 M—ban 50, ill. 60%—-ban gatolta az enzimet, mig az
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FSF-et nem, ill. csak 23Z%-ban.

A (2-Hcy-Gly—-OHD CVIIID>, ill. (Z-Cys—-Gly-OHD CIX> 50,

2 2
ill. 58%-o0os gatlast mutattak FSF-en. Eredetileg feltételeztiik,
hogy az enzim aktiv SH-csoportja diszulfid-hidat 1létesit a
peptidek &é-helyzetii S—atomjaval [Hcy esetén: CH(a)—CHz—CHZ—
-8 CEY—S— -
SC&>~S~CH,CH,~,
Z2-Hcy—-Gly—-OH, 1ill. 2Z-Cys—-Gly—-OH felszabadulasa mellett. Az

Cys esetén: CH(a)—CHZ—S—S(6)—CH2—CH 1

észlelt mérsékelt gatld hatas arra utalhat, hogy a vart
Z2-Cys(enzim)-Gly-OH és Z-Hcy(enzim>-Gly—-OH ugyan kialakul, de
kénnyen el is bomlik, belélik éz enzim kdénnyen regeneralddik -
talan éppen az esetleg még a helyszinen tartézkodé Hey, ill.
Cys peptidek mint SH-vegyiletek hatasara.

A Z-Met—-Gly—-OH (I) egyaltalan nem mutatott gatld hatast,

¢
T
mig a szulfoxid ja X0 [—CHZCY)—S—CHB], mely formailag
(o]
H
hasonlatos a Gln [—CHz(r)—C—NHZJ savamid funkcid jahoz, 30x-ban

gatolta az FSF-et 10_4M koncentraciéban. A TG-azt azonban

63%—-ban gatolta 10—4M—ban, ami 1Gjabb igazolasa a két enzim
aktiv—centrum—kdérnyezete elteérd voltanak. CA szulfoxid-
—szarmazék gatld hatasat egyébként is csak valamilyen aktiv
centrum Aarnyékolasként értelmezhet jik.)>)

A mar emlitett VIII és IX vegyillet is jelentds TG-az
gatlast mutatott: 67x, ill. 52

J. M. Buchanan amido—-transzferazokrol irott részletes

tanulmanyaban [351 targyal ja, hogy ezen enzimcsalad a glutamin
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savamid-nitrogén jét épiti be nukleotidokba (purin, pirimidin),
antranilatba, nikotinamidba, hisztidinbe és még egy sor fontos
biocorganikus vegyililetbe. Ezen enzimek aktiv centrumaban
ugyancsak egy cisztein SH-csoport van, mely a glutamin
é—helyzeti karbonil szenével aktiv ticésztert képez. Az enzim
aktiv centrumanak és mikddése mechanizmusanak megismerésében
fontos szerepet kapott néhany vegyiilet.,, melyek az aktiv
centrummal stabil adduktot képeznek. Az antibiotikum azaszerin
és az 5-oxo—-6-diazo—-norleucin képesek alkilezni az enzim
SH-csoport jat, mig pl. az albizziin tiokarbamoil-vegyiiletet
képezve gatolja az enzimet.. A d4—oxo-5-kldérnorvalin szintén
alkilezés révén gatol. Ez utdbbi két vegyililet esetében az
enzim az oldallanc é-helyzetil szénatomjaval l1lép reakcidba, mig
az eldbbieknél az oldallanc e—helyzetd “alkilezg"”
szénatomjaval (3. abrad.

A glutamin—szubsztrat illeszkedésénél ugyan fontos
szerepet. jatszik az o—amino— és karboxi-funkcid, valamint az
oldallanc &-helyzetili karbonilja, erds alkilezdszerek esetén
azonban az oldallancon 1évé funkcids—-csoportok a—széntél vald
tavolsdga nem annyira meghatarozd. (A norvalin—-szarmazék
karbonil szene pl. y-helyzetd, mint az aszparagin—oldallanc-
ban. > Tény azonban, hogy a Z—homoglutaminil—glicin is

szubsztrat ja a TG-aznak [221.
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Egy masik SH-enzim, a y—glutamil transzpeptidaz (¥—-GTP>D
y—-peptidkdtésben 1évé glutaminok (pl. glutation) hasitasat
végzi, szintén acil—enzim—komplex kialakulasan keresztiil. Az
enzim természetes, irreverzibilis gatldi a mar emlitett
azaszerin és az 5-oxo—-6—-diazo—norleucin, valamint az
(a—8,5-8S)—o~amino—3-klor-4,5—dihidro-5-izoxazolecetsav és re-
verzibilis gatldja az antibiotikum anthglutin, mely a
glutaminsav yY—orto—-benzoesav—hidrazid ja.

Tovabbi vegyiileteinket a fenti ismeretek felhasznalasaval
terveztiik. A Z—-Alb—-Gly—-OH-t mar korabban vizsgaltak
intézetiinkben, s nem bizonyult hatdsosnak. Az albizziin-
—karbamid guanidin—analdg jatdol CXIIID az aktiv centrum
kézelében 1év3 esetleges pozitiv—tidltés—kotShely révén vartunk
arnyékold hatast. A vegyiilet azonban hatastalan volt.

A fent emlitett gylris izoxazolidin jo gatld sajatsaga
arra engedett kovetkeztetni, hogy egy 5—-tagu—-gyldris
oldallancot. az enzim képes felismerni. A hisztidin dipeptidbe
épitésével szintén joél k6t6d§, arnyékold hatasd gatlot
szandékoztunk eldallitani. A'“ Z-His—-Gly-OH X1 10_4M
koncentracidban 88%-ban és 10—5M—ban 32%~ban gatolta az FSF-et
fibrin keresztkdtések kiépitésében.

Azt a feltételezést, hogy a XI hatasat az aktiv centrum
kdzelében fejti ki, igazolni 1latszik a tény  hogy, a
Gln-Gln—His természetes szubsztratrészlet elsd, Takceptor”

glutaminjat hisztidinre cserélve, a kapott Z-His-Gln—-His—OH
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(XII> 75 és 23%—-os gatlast mutatott 10_4, ill. 10_5M

koncentracidban.

Mint 1lathattuk, az enzim aktiv S —-csoportja egyarant
felismeri a metil-metionin pozitiv téltési kénatomjat és a
hisztidin enyhén bazisos imidazol-NH- jat. Az imidazolnal
erdsebb bazicitasi gylrilis oldallanctdl jobb gatld sajatsagokat
remélve megvizsgaltuk a 2Z-Pald3>-Gly-OH-t  (XXVIID, mely
3-piridil-oldallancot tartalmaz. A vegyliilet hatasa pontosan
egyezik a 2Z2-His—Gly—OH—nal mért értékekkel. A Z-Phe-Gly-OH
(XXIX> hatasanak vizsgalataval eldonthetd, hogy a XXYII—-nél
mért gatlasért a piridin—-nitrogén nukleofil funkcidja a
felelds vagy sem. Minthogy a XXIX 10—4M—ban mindossze 19%—ban
gatolta az FSF—-et, az adott nukleofil funkcid fontossaga nem
vitathatd.

Az oldallancon megfeleld tavolsagban 1évd, az
enzim—SH-hoz kot&dd8 nukleofil alkilezd funkcidtdl jo gatléd
sa jatsagokat reméltink a fentiek alapjan. A 1lizin-oldallanc
végén elhelyezkedd aziridin—-funkcid megfelel ezen
kévetelményeknek. A 2Z2-Aly-Gly-OLi (XXVIII> hatasa azonban
elmaradt a varakozastodol: 10_4M—ban 58%-os, 10_5M—ban pedig
20%x—-os gatlast mutatott.

Az I-es tablazatban felsoroltam az eddig emlitett

fontosabb vegyiileteket és azok gatld hatasat.
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I. Tablazat.. Z2—-Xxx—Gly—OH dipeptidek FSF és TG—-az gatld hatasa

Vegyilet Gat.16 hatas(x> 100-10-1 uM—-ban
FSF/fibrin TG—-az fibrinogén
Szam Xxx 100 10 1 100 10
Gln (kontroll> 45 12 = 34 =
11 MetCCH> " 65 - - 52 ~
X Met (0D ‘ 32 = == 63 =
I Met 0 = = 4] =
X1 His 88 32 - - -
XIIT Dap(C[NH]NHz) 15 4] = - =
XXYII Pald3> 749 32 - = =
XXIX Phe 19 0 = = =
Danzil—kadaverin 62 = = 55 =

Chontrall)

A Z-Ase—-Gly—-OH-nal (XIVY> mért gatld hatasok szdortak
(10—4M—ban gyenge, ill. jé kozepes hatast kaptunkd. A fentihez

hasonld jelenséget tapasztaltunk a Z-Glu(CHN_ >—-OH-nal (XVYID>, a

2
Z—Glu(CHa)—OH—nél (XIX>, wvalamint a Z—Glu(CHBD—Gly—OH CXXO
dipeptidnél.
Feltételezésiink szerint a fenti vegylileteknél a

keton—funkciodo és az a—Z—NH-csoport viszonylag nukleofil
nitrogénje kozott egyensulyi reakcidban 5-6s gylrd alakul ki.

Az egyensily a korilményektdl foggden valtozik. (P1. a
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vizsgalandd anyagok oldasakor némely esetben kevés 0,5N
NaOH-ot. haszndaltunk a puffer hozzaadasa eldtt. A pH
jelentéktelen valtozasa pedig jelentdsen befolyasol ja az aktiv
keton— és a feltehetden inaktiv S5—hidroxipirrolidin-
—-szarmazék egyensilyi koncentracidjat). Ennek kikiiszébdlésére

szintetizaltuk a Z—MeGlu(CHB)—OH—t CXVIIID, melyben a

nitrogénen nincs proton, s 1igy a fenti gylris addukt nem
alakulhat ki. A XVIII ennek megfelelden a leghatésosabb.

vegyuletiink volt, mely ;O_aM-ban 100x-os, 10—5M—ban 63%-o0s és

6

10 “M-ban 15%-os gatld hatdst fejtett ki.

-3

A Boc—Glu(CHS)—OH‘(XVII) 10—4M—ban 100; 10 "M-ban 52 és

10_6M—ban 8%—o0s gatlast mutatott anélkiil, hogy szortak volna

az eredménvek. Ez pedig ©o6sszhangban van azzal, hogy a

Boc—NH—-csoportban a nitrogén reakcidkészsége a terc.-butil-

-csoport. térgatld hatasa miatt gyengébb, mint a
Z-NH-csoportban, s igy |gyilrlizarasi készsége sem oly
karakterisztikus. A Boc—szarmazék gyengébb hatasa pedig

alatamaszt ja azt” a korabbi megfigyelést, hogy a 2-csoport
Jjobban ko6tddik az enzimhez.

A metil—ketonifunkcié Jjoé SH-enzim—-gatld sajatsagai mar
régdta ismeretesek az irodalombdl. Fittkau [41]1 megfigyelései
szerint pl. .4a metil—ketonok gyakorta jobb cisztein—
proteaz—gatldk C(az enzimmel stabil tiohemiketalt képeznek),

mint a mégfelelé aldehidek, melyek a szerin—-proteazok

kozismerten Jjo reverzibilis inhibitorai C(az enzimmel stabil
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félacetalt adnakd.

A diazometil—-ketonok ugyancsak spec;fikus
tiol-proteaz—gatldk. A szerin—-protedzokat kevésbé gatol jak,
mint a klérmetil—ketonok, melyek egyarant joé inhibitorai
mindkét. enzim—-csaladnak [23,361. [BiAr a szerin—-proteazok
esetében nem a szerin—OH alkilezésén keresztiil fejtik ki gatlao
hatasukat., hanem a keton funkcié félacetalt képez az aktiv
OH-val, és a metil—-halogenid reész egy a katalitikus
proton—transzfer—folyamatban résztvevd kodzeli (X 3A tavolsagra
l1évd) hisztidin imidazol jat alkilezi. ]

A fentiek alapjan vizsgaltunk elsSsorban metil—keton és
diazometil-keton strukturakat.

Vizsgaltuk tovabba a Z-MeAse-Gly—-OH-t (XXXD is. d(Nehezen
kezelhetd termék, csupan kromatografidasan tudtuk azonositani.)
A vegyilet 10—4M—ban 95%—os, 1O~5M—ban pedig 32%~os
karakterisztikus gatlast mutatott. A mérési eredmények nem
szortak, szemben a XIV—-nel tapasztaltakkal, ahol az
a—Z—-NH—csoport nitrogénje nem volt metilezve.

) .

A Z2-Glu(H>-Gly—-OH aldehid-szarmazékot intézetiinkben mar
korabban vizsgaltak. A fentiek alapjan mar nem meglepd, hogy
nem mutatott karakterisztikus gatld sajatsagokat.

Minthogy néhany szerin—-proteaz—-gatld aldehid megfeleld
nitril-szarmazéka is viszonylag jé inhibitornak bizonyult, mi

is megvizsgaltuk a Z-Gln nitril—-analdgjat XXI)>, 1ill. ennek

glicinnel képzett dipeptid-szarmazékat (XXII>. Az elébbi,
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melyet. Z-Glc—OH-nak jeldltiink, 10 M-ban 82, és 10 ~M-ban
32%-ban gatolta az FSF-et. A 2Z2-Glc—-Gly—-OH azonban 10_4M—ban
csupdan 27X—-os gatlast mutatott. EbbSl arra kévetkeztethetiink,
hogy a kétddéshez nem feltétleniil szikséges a glicin az o—lanc
végén. A bevezetésben mar ismertetett, 1988-ban kozzétett
szintetikus transzglutaminaz-gatlsd, a Z-Tyr—nel acilezett
g—amino—3—klor—4,5-dihidro-5—-izoxazolecetsav dekarboxilezett
szarmazéka. Ez esetben tehat nemcsak a glicin marad el, hanem

az egész karboxi—terminus. (Természetesen az is elképzelhetd,

hogy — mint azt mar a bevezetdben is emlitettiik — a fenti
vegyiilet nem az akceptor-=, hanem a donor—-kétdShelyen kotédik. D
A TII. tablazatban felsoroltam a fenti meggondolasok

alapjan szintetizalt vegyileteinket. és azok gatldé hatasat.
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II. Tablazat. X-GludY) és X-MeGiludY) szerkezetd Kketonok,

valamint. Ser{Ac) analdgjaik FSF gatld hatasa

Gatld hatas (%> 100-10-1 yM—-ban

Szam Vegyilet 100 10 1
XVI Z—Glu(GHNz)* 75-18 32-0 =
XIX z—GlucCH3>* 30-17 7-0 =
XX Z—Glu(CHB)—Gly* a4 17 -
XVIIT Z-MeGluC(CH,) 100 &3 15
XVYII Boc—Glu(CHa) 100 S92 8
XIV z—SercGOCHNZ)—Gly** 47 11 -
XXX  Z-MeSer(COCHN,>-Gly 95 32 -
Xy z—Ser<COCH3>*** 0 = =

A meghatdarozas bizonytalan, a vegyiillet 5-hidroxipirrolidin

tautomer formaja feltehetden inaktiv.

o . 7S - . <

A XYI 4d—oxa—analogja Gly dipeptid formaban.
sotox B . i : . "

A XIX 4-oxa—analogja Gly—dipeptid formaban.

A Z—-Agl—-Gly—-OH CXXVD> 10" 3M-ban 95%—o0s, 10 °M-ban 40%-os
gatlast mutatott. Maga az anthglutin és  karbobenzoxi-

—-szarmazéka pedig 30%—ban gatolta az FSF-et 10—5M—ban. CEnneéel
a vegyuletnél tehat a glicin karboxi—terminus kis mértékben
ugyan, de jobb kotddést. eredményez, szemben a XXII—-nél
tapasztaltakkal.) A megfeleld fenil—-hidrazid—-szarmazék XXIVD
FSF gatld hatasa 10_4M—ban 33%—-ra csokken, bar TG-az gatld

hatasa még mindig 62%-os. A fenil—csoportot is elhagyva, a

36



hidrazid—szarmazék (XXIII> mar csak 17%-os gatlast mutat
10~ %-ban.

Ezen adatokbdl jol lathatd az o—hidrazinobenzoesav rész
2—-karboxi—funkcid janak fontos szerepe. Megvizsgiltuk ezért a
Z=GluC31ly—OH>-Gly—OH-t (XXVID>, mely tartalmazza az oldallancon
a szikséges karboxi—-csoportot. Ez a vegyilet. pontosan ugyanazt
a hatast mutatta, - mint a XXV, igazolva az adott
karboxi—-funkcidé kiemelt fontossagat a kotddésben.

Az oldallancon glicin helyett (3-alanint tartalmazd

szarmazék (XXXID> — melynek karboxi-csoport ja egy CH.-csoport-

2
tal tavolabb helyezkedik el - 10—4M—ban nem mutat. gatld
hatast, mig a megfeleld prolin—-szarmazék (XXXII) esetén
10_4H—ban 29%—0s, gyenge gatld hatas észlelhets.

A III. tablazatban felsoroltam a fenti vegylileteket gatld

hatasukkal egyiitt.
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III. Tablazat. Az anthglutin Z-GludlXD>—-Gly szerkezetd dipeptid

analdg jainak FSF és TG-az gatld hatasa

Z—GludX>-Gly Gatld hatas (%> 100 és 10 pM—-ban

FSF/fibrin TG—az - fibrinogén

Szam X 100 10 100 10
XX¥  NHNH-PhI2-COOH] 95 392 100 40
XXIV¥ NHNH-Ph 33 - 62 -
XXIIT NHNH, 8 - 12 -
XXYI Gly-OH _ 97 39 - =
XXXI [3-Ala—-OH 0 - - =
XXXII Pro-OH : 29 - ‘ - -

Anthglutin* (kontroll> 25 30 - -
2

H-Gl1u{NHNH-PhI2-COOH1>

Mivel eddigi vizsgalatainkban a Gln—t His-re,
Glud(Giy-0OH>—ra, ill. Anthgiu—-ra cserélve jo gatld sajatsagokat
mutatd dipeptidekhez jutottunk, probalkoztunk néhany nagyobb,
specifikusan FSF-szubsztratban az akceptor Gln cseréjével.

Ismeretes, hogy a fibrin—-polimer természetes
degradacidjat a plazmin végzi. Ennek a szerin—-proteaznak
specifikus, természetes gatldja a=z dz—plazmin—inhibitor CPI>,
melyet az aktivalt FSF ko6t a véralvadasi folyamat kozben a
fibrinhez, catolva ezzel a képzddo fibrin—polimer
biodegradacid jat. A PI aminoterminusanak elsd négy aminosavja

az Asn—Gin—-Glu—Gln szekvencia, melybdl Gln2 az akceptor [371.
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A Z—Asn—Gln—Glu—Gln—NH2 10—4M—ban 50%—-0os, 10_5M—ban pedig
22%—0os gatlast mutatott. A Glu(Gly—OH)2 szarmazek ugyanilyen
£atld hatast fejtett ki, mig a H152 valtozat csak 28, ill.
10%—ban gatolta az FSF-et 10_4—H koncentracidban.

A bevezetésben mar emlitett Gorman [2al altal
szintetizalt FSF—szubsztrat dekapeptid alapjan keészitett
oligopeptideket a IV. tablazatban ismertetem, gatld hatasukkal
egyutt.

Iv. Tablazat. A—B—-Gly—C—-Val—-Leu—-Gly—NH oligopeptidek FSF

2
gatld hatasa

Oligopeptid Gatld hatas D

A B C 100 uM 10 M
Z—L.eu—Gly,3 Gln Lys 0 =
(kontroll*)
Z—Leu—Gly3 His Lys 64 10
H—Leu—Gly3 His Lys 28 =
Z Gln Lys 0 =
Z Glud(Gly—OH> Lys 55 8
Zz Glu(Gly—OHD Ala 24 27
Zz GluCNHNH-PhL[2-COOH1> Ala 68 33
s

Ismert FSF szubsztrat [2al Z-védett szarmazéka
Altalanossagban megallapithat juk, hogy nagyobb
peptidjeink hatasukban elmaradnak kisebb megfeleldikénél. A

fe jezet elején emlitett gondolatmenet alapjan azonban

39



elképzelhetd, hogy tiszta enzimet elbzetesen inkubdlva a fenti

szubsztrat—analdgokkal, . jelent&sebb hatas-kiilénbségek

mutatkoznanak.
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IV. Osszefoglalas

Jelen dolgozatban bemutattam a XIII-as véralvadasi faktor
gatlasara iranyuld torekvéseinket. Munkank soran sikerilt
eldallitani olyan aminosav—szarmazékokat, kisebb peptideket,
melyek egy nagysagrenddel hatasosabbnak bizonyultak a
fibrin—keresztkétések kiépilésének gatlasaban, mint a
referencia-vegyililetként hasznalt danzil-kadaverin.

Leghatasosabb vegyilileteink, a Z—MeGlu(CHB)—OH és a
Boc—Glu(Cﬂa)—OH 1 jabb példaval tamaszt jak ala azt a
megfigyelést, hogy a metil—-ketonok jo SH—enzim—gatldk.

Az antibiotikum anthglutin szerkezet—hatas Osszefliggéseit

tanulmanyozva feltartuk az aminosav oldallancan talalhatd

o—hidrazinobenzoesav rész karboxi—-funkcid janak fontos
szerepét.. Ennek felhasznalasaval sikeriilt egy vele azonos
gatld hatasi, egyszerili, természetes aminosavakbdél felépild

vegyililetet szintetizalni:a Z-Gludl(Gly—OH)>-Gly—-OH-t.
Emlitésre érdemes még az a megfigyelés, hogy a hisztidin
peptidjeinkben glutamin—antagonistaként viselkedett.
Viszonylag hat.dsos kisebb aminosav—, ill. Eeptid-
-szarmazékainkat azonban nem sikerilt olyan peptid—-kérnyezetbe
agyazni, mely erds, specifikus kotddést biztositva igazan

hatasos enzim—gatlot adott volna.
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Y. Kisérleti rész ‘s

Az olvadaspontokat mikro—Boetius késziiléken mértik. Az
adatok nincsenek korrigalva. A vékonyréteg—kromatografias

vizsgalatokat Merck DC—-Alufolien—Kieselgel 60, Art.No:5553

eldregyartott lapokon végeztik. Eléhivdszerként a
peptidkémidban szokasos reagenseket alkalmaztuk. Szabad

amino—funkcidk kimutatdsara ninhidrin acetonos oldatat, egyéb
NH-csoportokhoz N,N,N’ ,N’—-tetrametil—-diamino—-difenil—-metan
CTMDDM?>, KI és ninhidrin vizes ecetsavas elegyét hasznaltuk. A
metil-keton—funkcidkat 2,4-dinitrofenil-hidrazin foszforsavas
oldataval, az alkilezd-reagenseket 4-C(4-nitrobenzil>-
—piridinnel, a szerves vegyiileteket pedig kénsavas KMnO4

oldattal hivtuk eld. A hasznalt futtatdszerek a koévetkezdk

voltak:

1. CHClazﬂeOH (95:5>

2. CHCl3:aceton 95:5>

3. EtOAc:Pir: AcOH:H_ O (480:20:6:11>

2
4. EtOAc:Pir:AcOH:HZO C240:20:6:11)

5. ELOAC:Pir:ACOH:HZO (120:20:6:11)

6. EtOAc:Pir:AcOHrﬂyO C60:20:6:11>

7. EtOAc:Pir:ACOH:HZO €30:20:6:11>

8. EtOAc:Pir:AcOH:HZO (15:20:6:11)

9. EtOAc:Pir:HCOOH:HZO (60:20:6:5,5>

10. CHCIB:MeOH 9:1>
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11. CHC1l_:MeOH (97:3>

3
12. CHC13:NeOH 85:15>
13. CHClS:NeOH:HZO C11:9:5>

Vegyileteink C, H, N, és esetenként S, F, Cl, Br, I elemi
analizise kielégit8 egyezést mutatott a szamitott értékekkel.
Némely vegyllet azonositasat IR- és NMR-spektrumok
segitségével végeztik. Az infravdrds spektrumokat Perkin—-Elmer

Model 557 spektrométeren vettik fel, az 1H—NMR— és

13G_NMR-spektrumok Varian Model EM 390, ill. Bruker AC 250

miszerrel késziltek.

e M 2 i - o b4 4
I. Z=-Met-Gly-0H [42] CiSHZONZOSS : 340,403

4,62z (10mmold 2Z-Met—-OTcp—-t feloldottunk 10mL vizm.
DMF-ben, hozzaadtunk 1,25g <(10mmol) Gly—OMe.HCl-ot és 1,4mL

(10mmol) TEA-t, majd éjszakan At magneses keverdvel kevertiik.

A reakcideiegyet EtOAc—-cal meghigitottuk, mostuk vizzel,
NaHCOS—tal, vizzel, KHSOd—tal és ismét. vizzel. A szerves
fazist Na2304—on szaritottuk, majd beparoltuk. A Z-Met-Gly-

—~0Me~t éterbdl kristalyositottuk.
op: 91,5-92,5°C Rn:0,7C1) termelés: 87%

1,06g (3mmol) Z-Met—-Gly—-OMe—t 5mL metanolban feloldottunk
és 3,3mL 1N NaOH-ot adtunk hozza. Egy o6ra maltan 1N KHSOa—tal
kisavanyitottuk, a metanolt beparoltuk, EtOAc—-ban feloldottuk,
vizzel mostuk. Az etil—acetatot Na_,S0,—-on szaritottuk, majd

2774
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beparoltuk. Az igy kapott olajat éterbdl kristalyositottuk.

op:131-132°C R.:0,6C6) termelés: 70%

Szamitott: (x> (€:52,92 H:5,90 N:8,23 $S:9,40

Talalt: (%D C:52,99 H:5,90 N:8,42 S:9,57
53,10 5,85 8,57 9,70
II. Z-tel(le) —-Gly-OH.Tos0 C. . H_, . N_0O_.S.:526,635

2330 2°872"
1,7g (5Smmol) I-et feloldottunk 10mL viz-aceton 1:1 aranyu

elegyében és 0,95ml (15mmol) metil—jodidot adtunk hozza.
Ejszakan 4at szobahdn &llt, majd az acetont beparoltuk,
EtOAc—cal kiraztuk és a vizes fazist liofilizaltuk.

R_:0,3C7Y (R

£ 0,7-nél a I erds TMDDM pozitiv foltot ad.>

f‘:

N

Termelés: 97°

A Jjodid ellenionokat tozilat ciklusa AG 1-X2
anion—cseréld gvantan, vizes atmosassal toluoclszulfonat
anionokra cseréltilk. A vizes oldatot liofilizaltuk.

Szamitott: (%> C:52,50 H:5,70 N:5,30 S:12,10

Talalt: (%D C:50,39 H:5,54 N:5,41 S:12,10
50, 65 5,65 5,11 11,63
- - + - - - -
Iil. Z-Het(Bzl> -Gly=-OH.Br C,,H, N, 0 SBr:511,476

1,7g (Gmmdld i—et feloldottunk 10mL aceton-viz 1:1-ben és
hozzaadtunk 0,65mL (5,5mmol) Bzl-Br-ot. Harom J&ra miltan az
acetont,bepéroltuk, a vizes fazist EtOAc—-cal extrahaltuk, majd
liofilizaltuk.

Rf:O,é(T) Termelés: 98%
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Szamitott: (%> C:51,70 H:5;30 N:5,50 S:6,30 Br:15,60

Taldlt: XD C:51,47 H:5,46 N:5,14 S:5,98 Br:14,70
51,22 5,39 5,08 6,03 -
IV. Z-Met(2-naftil-metil) =Gly-OH.Br C,_H., N_O_SBr:561,503

26 29°2°5
A vegyiilletet a IIXI-nal ismertetett médon allitottuk eld,

csak benzil—-bromid helyett 2-naftil-metil-bromidot
hasznaltunk.
Rf:0,7(7) Termelés: 91%
+ =4 - -
VY. Z-Met(Med) =-Gln-His-OH.I1 025H35N607SI.689,819

2,34g (5,5mmol> Boc-Gln-0Tcp-t feloldottunk 5mL vizmentes
DMF—-ben, és hozzaadtunk 1,3g (5mmol) His-OMe.2HCl-ot, valamint
1,4mlL. (10mmol> TEA-t. Egy napon a4t magneses keverdvel
kevertiik, majd a TEA.HCl-ot sziirtiikk és a DMF—et. beparoltuk. Az
igy nyert olajat EtOAc—ban oldottuk és vizzel extrahaltuk. A
Boc—-Gln—-His~OMe~t a vizes fazisbhél pH = 8,5-en kristilyo—
sitottuk. Rf:0,3C6) Termelés: 65%

2g (5mmold Boc—Gln—His—-OMe—t 3mL TFA-ban feloldo£tunk.
Egy o6ra allas utan éterrel eldorzsodltiik. Termelés: 90%
R.:0,4C7D

1,6g (3mmolD H-Gln—His—-0OMe. 2TFA-t feloldottunk SmL
vizmentes DMF-ben, ma jd hozzaadtunk 1,52 (3,2mmol>
Z2—-Met—-OTcp—-t és 0, 84mL C6mmol)d TEA-t. A begélesedett
reakcidelegyet egy nap utan EtOAc—-cal eldérzsdltik, szirtik, a
szilirén vizzel alaposan mostuk. Termékiinket exszikkatorban P_ 0O

2°5
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mellett szaritottuk. Termelés:73% Rf:O,S(é)

0,56g (1mmold) Z-Met-Gln—His-OMe-t 5mL MeOH-ban felszusz-
pendaltunk és hozzaadtunk 1,1mL 1N NaOH-ot. Két 6ra multan a
reakcidelegy oldat lett. Ekkor 1,1mL 1N HCl-at adtunk hozza és
a MeOH—-t beparocltuk. A kapott szappanszerdi gélt 10mL 10%-os
AcOH-ban feloldottuk, majd AG 50VW-X2 kationcseréld gyantara
vittik, melyen az anyag és a Na+—ionok kikétédtek. Vizes
mosassal eltavolitottuk a sésavat, majd O,5N NH40H—da1
elualtuk a tripeptidet. A beparlas utan nyert géles anyaghoz
5mL vizet adtunk és pH=7-et A&llitottunk be 10Xx-os AcOH-val.
Ezutan 10mL BuOH-val extrahdltuk a tripeptidet és a BuOH-t
beparoltuk, hexannal elddrzsdltik. Termelés: 60 Rf:0,3(7)

0,275z (0,5mmol) 2Z-Met—-Gln—-His—-OH-t SmL aceton,viz 1:1
aranyi elegyében felszuszpendiltunk és hozzaadtunk 0,12mL
(Zmmol) metil-jodidot. Egy oOran at QSOC—on, zart térben
melegitettik és a reakcidelegy oldat lett. Az acetont
beparoltuk, a vizes fazist EtOAc—cal kiraztuk, ma jd
liofilizaltuk. Rf:0,1(7) és 0,5(8) Termelés:82%
Szamitott: (x> C:43,53 H:5,11 N:12,18 S:4,65 1:18,39

Talalt: ¢z C:40,68 H:5,95 N:10,69 S:4,30 1I:20,60
40,40 5,71 10,67 4,23 -
< R -—
YI. Z2-Met(Bzl)> -Gln-His-OH.Br 031H39N607SBr.719,665

1,1g 2mmol) Z-Met-Gln—-His—-OH-t felszuszpendaltunk 5mL
acetonrsviz 1:1  aranyu elegyében, majd hozzaadtunk 0,26mL

(2,2mmolD benzil-bromidot es 45°C—on, zart térben
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reagaltattuk. Harom 6ra elteltével oldatot. kaptunk. Az acetont

beparoltuk, majd a vizes fazist EtOAc—cal Kkiraztuk és
liofilizaltuk.
Rf:0,4(7) Termelés: 50«

Szamitott:(x> (G:51,70 H:5,46 N:11,67 S:4,45 Br:11,10

Talalt: €2 C:48,16 H:5,48 N:10,62 S:3,80 Br:13,80
48,19 5,63 10,63 3,82 13,80

YII. Z-Net(z—naftil-metil)+-Gln-His-0H.Br—

035H41N607SBr:769,?25

A Vi-tal tel jesen azonos moadon, Bz1-Br helyett
2-naftil—metil—-Br—ot. hasznalva készitettik.
R.:0,5C7> Termelés: 70%

f
Szamitott:(x> C:54,61 H:5,37 N:10,92 S:4,17 Br:10,38

Talalt: 1D C:51,25 H:5,52 N:9,70 S:3,32 Br:13,40
51,08 5,40 9,74 3,72 -
YIII. (Z—Hcy-Gly-OH)z 028H320482:650’734

1,35g (5mmol)> Hcy—-t [26]1 feloldottunk 10mL 1N NaOH-ban és
0°C-on 1 éra alatt 1,6mL (11mmold 2Z2-Cl-ot és 11imL 1N NéOH—ot
csepegtettiink hozza [431. Tovadbbi 1 &éran at keveredett
szobahén, majd éterrel kiraztuk. A vizes fazist ezutan 1N
KHSO4—Lal megsavanyitottuk és EtOAc—cal extrahaltuk. A szerves
fazist NaZSO4—on szaritottuk, beparoltuk, ma jd éterrel
kristialyositottuk a (Z-Hcy-OH)>_-t. Termelés:T76% Rf:O,B(S)

2

1,6g (3mmold (Z—Hcy—OH)z—t feloldottunk 5mL vizmentes

DMF-ben, majd hozzaadtunk 0,67mL (6mmol)> NMM-et és -20°C-ra
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hitottilk a reakcidelegyet.. Ezutan hozzacsepegtettink O0,8mL
(6mmol) CHIBE-t 1dgy, hogy a hOmérséklet -15 és -10°C kézott
volt, majd -10 és -5°C kézétt tartva a hdmérsékletet tovabbi
15 percig kevertiik. Ezalatt 1g (6mmold Gly—OBut.H01—ot
feloldottunk 3mL vizm. DMF-ben és hozzaadtunk 0,88mL (6mmolD
TEA-t.. Az igy kapott oldatot ~-10°C-ra hiitéttiikk és hozzaadtuk a
fenti reakcidelegyhez. Egy o6ran at reagaltattuk -10 és -5°¢
kézo6tt, majd szirtik, beparoltuk. A beparlasi maradékot 50mL
EtOAc—-ban oldottuk, mostuk 5%—-os NaHCOB—tal, vizzel, 1N
KHSO4—ta1 és ismét vizzel. Szaritas és beparlas utan a kapott
olajat. 3mL TFA—ban oldottuk és 3 o6ran at allni hagytuk.
Toluolt adtunk ezutdn a rekcidelegyhez és beparoltuk, majd
éterrel eldérzsodltiik.

R.:0,7C6D Termelés: 65%

f
Szamitott: (x> C:51,68 H:5,27 N:8,51 S:9,85

Talalt: %D €:50,56 H:6,31 N:8,73 S:9,30
50,38 6,23 8,49 9,40
IX. (Z—Cys-Gly-OH)2 026H28N40482:622,680

A VIII-nal ismertetett médon szintetizaltuk.

Termelés: 60X Rf:0,3(6)

Szamitott: (x> C:50,15 H:4,53 N:8,99 S:10,30

Talalt: (%D C:50,58 H:5,17 N:8,52 S:11,86
50, 39 5,03 8,53 11,381
X. Z2=-Met(0>-Gly-OH C; sH,N,0,S: 356,402

1g (3mmol) I-et feloldottunk 10mL 99,5%—-o0os ecetsavban,
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majd 1 o6ra alatt szobahémérsékleten hozzacsepegtettiink 7,2mL

0,5N H202—ot. A reakcidelegyet beparoltuk, wmajd EtOAc—-bdl

kristalyositottuk a terméket.

Rf:O,i(S), mig a kiindulasi Z-Met-Gly—-OH-é Rf:0,6(5)

Rf:0,3(6) Termelés: 78%

Szamitott:(x> C:50,55 H:5,66 N:7,86 S:8,99

Taldalt: (%D C:50,91 H:5,34 N:8,05 S:9,44
50,74 5,39 8,01 9,50
XI. 2~His-Gly-OH ' C, gHy gN, 01 346,345

0,84g (Smmol>D Gly-OBut.HCl—ot feloldottunk 5mL vizm.
DMF-ben, majd hozzaadtunk O,7mL (5mmol) TEA-t és 3g (Smmol)
Z-His(2)-0Tcp-t. Ejszakan at magneses keverdvel kevertiik a
reakcidelegyet., majd EtOAc—cal kihigitottuk és vizzel mostuk.
Az EtOAc-os fazist Nazsod—on szaritottuk, majd beparoltuk. Az
igy nyert olajat 5mL TFA-ban feloldottuk és 1 dra Aalldas utan
toluol segitségével TFA—-mentesre paroltuk. Olajat kaptunk,
melyet 10mL MeOH-ban oldottunk és 0,5mL TEA—-t adtunk hozza.
Egy 6ra allds utan a reakcidelegyet vizmentesre péroltuk; ma jd
EtOAc—cal eldoérzsoltik és a végterméket. metanol /vizbdl
atkristalyositottuk.
Rf:0,4(5) és 0,5(7) Termelés:52% (a kindulasi anyagra nézve)
Szamitott: (%> C:55,48 H:5,23 N:16,17

Talalt: (XD C:55,24 H:5,50 N:16,17
55, 30 5, 31 16,46
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XII. Z2-His-Gln~His=-OH CZSH30N807:554,567

1,35 (2,57mmol) (VY szintézisénélnél ismertetett mddon
készitett) H-Gln—-His—-OMe.2TFA-t S5SmL vizm. DMF-ben oldottunk,
0,72mL (5,2mmol)> TEA-t, majd 1,55g (2,6mmol) 2Z-His(Z>-O0Tcp-t
adtunk hozza. Ejszakan Aat kevertiik szobahdémérsékleten, majd
diizopropil—éterrel kicsaptuk a reakcidelegyet.. Eterrel
tObbszdr mostuk az igy kapott szilard terméket, majd
metanolban oldottuk és vizzel ismét kicsaptuk. Ezt azutan 3mL
1N NaOH-ban feloldottuk‘és két Sran at kevertiik, majd 3mL 1N
HCl-at. adtunk hozza. A metanolt beparoltuk és kb. 30mL vizben
oldottuk az anyagot, majd 100mL acetonnal levalasztottuk a
kivant belsd-sodt.
R.:0,4¢(8> Termelés: 41% (a két lépésred

b
Szamitott: (x> (C:54,20 H:5,40 N:20,20

Taldlt: (%D C:50,87 H:5,63 N:19,27
50,70 5, 88 18,97
XIII. Z~Dap(CINHINH,>-Gly-OH.TFA C, gH,oN50,F5: 451,361

6,68z (1S5mmol) 2Z-Asn—-0Tcp-t feloldottunk 15mL vizmentes
DMF-ben és hozzaadtunk 2,52¢g (15mmol>D Gly—OBut.HCl—ot,
valamint 2.1imL (15mmol> TEA-t. Ejszakan &t Kkevertik a
reakcidelegyet.,, majd beparoltuk. Ezt kévetden CHCls—ban
feloldottuk, 5%-os NaHCOB—tal, vizzel, 1N KHSO4~tal, vizzel

mostuk. A CaClz—on szaritott kloroformos oldatot beparoltuk,
éterrel elddrzsoltik. Az igy kapott géles anyagot EtOAc-bdl

atkristalyositottuk, sziirés utan hexannal mostuk.
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Rf:0,7(3) Op:136—13800 [d]§0=—12,30(c=1,MEOH) Termelés: 67%

9,85g <(22,5mmold> JBT-t (Hoffmann—reagens) feloldottunk
120mL DMF-viz 1:1 aranyud elegyében. Ezutian feloldottunk 20mL
DMF-ben 5,7g <(15mmol) Z—Asn—Gly—OBut—t és hozzaadtuk a fenti

reakcidelegyhez [271. Tiz perc milva adtunk még hozza 1mL

piridint. Harom 6ra elteltével a reakcid teljes. (A képzddd

CO2 eltavozasat vakuum-elszivassal segitettik.) A vizet
vakuum—desztillacidval beparoltuk Ca jédbenzol vizgdz-—
—desztillacioval eltavozik, a szeddbdl tisztan

visszanyerhetd). A DMF beparlisa utan a kapott olajat 10%—os
K2003 és CHCl3 k6zo6tt * szétraztuk, majd a szerves fazist

izzitott choa—on szaritottuk. Beparlas utan 20mL éterben
feloldottuk az anyagot és 1,5g (16,7mmold vizmentes oxalsav
10mL-es éteres oldataval levalasztottuk a savanyu oxalatot.
Rf:0,2(4) és 0,606) Termelés: 57«

0,44¢ (i1mmol>D Z—Dap—Gly—OBut.C H, O,k —ot 3mL DMF—-ben

272 a4
felszuszpendaltunk és hozzaadtunk 0,32mL (3mmolD TEA-t,
valamint 0,2g d(1mmol> DPKA.AcOH-t. Egy csepp viz hatdsara a
reakcidelegy oldat lett. Tovabbi 0,2g d(1mmol) DPKA.AcOH és
0,14mL (1mmol)> TEA hozzaadasaval a reakcidt tel jessé tettiik. A
DMF-et beparoltuk, EtOAc/BuOH 1:1 aranyu elegye és viz kidzott
szétraztuk. A szerves fazist beparoltuk, a beparlasi maradékot
acetonréterrel megszilarditottuk. Az igy nyert terméket 2ZmL

TFA-ban oldottuk, majd 3 ora allas utan toluolt adtunk hozza

és beparoltuk. Eterrel eldérzsdlve kristalyositottuk.
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Rf:0,5(?) 0p:153—157°C Termelés: 50% (a két lépésred

Szamitott: (x> C:42,58 H:4,47 N:15,52

Talalt: €% C:42,41 H:4,44 N:15,72
42,48 4,49 15,58
- - - - /|
XIV. Z2-Ase-Gly-OH.DCHA C,H N 0.:545, 641

2,5g (7mmold Z—Ser—Gly—OBut—t feloldottunk 10mL vizm.
DMF-ben és hozzaadtunk 2,4g (7mmol) Boc—-Gly—-OPfp~t és 0,98mL
(7mmolD TEA-t.. Ejszakan &t keveredett, majd a DMF-et
beparoltuk, a kapott olajat EtOAc-ban feloldottuk, vizzel,
5%—o0s NaHCO3—tal és ismét vizzel mostuk, NaZSO4—on
szaritottuk, majd beparoltuk. A Z—Ser(Boc—Gly)—Gly—OBut—t
70%~0s termeléssel allitottnl 1A B0 A0ty

A tenti olajat Smi 1FA-ban oidottuk és 3 oOran at Aallni

hagytuk. Ezutan toluolt adtunk hozza és beparoltuk.
Termelés: 90% Rf:0,4(7)

0,59¢ {1, 2mmol> Z-Ser(Gly>—-Gly—OH. TFA-t 20mL vizben
oldottunk (pH=2,5), majd hozzaadtunk 0,2g (3,6mmolD NaNOz—et
2mL vizben oldva. Tiz perc miltan a vizes reakcidelegyet 20mL
EtOAc—cal extrahidltuk (a pH 5,5 1lett)>. Ecetsavval 3,5~4-es
pH-t Aallitottunk be [211 és udjabb 0,1g (1,8mmol> NaNOz—et
adtunk a vizes fazishoz. Tiz perc elteltével ismét extrahaltuk
a reakcidelegyet 10mL EtOAc—cal, a szerves fazisokat
Osszedntottilk, vizzel alaposan mostuk, NaZSO4—on szaritottuk.
A hig EtOAc—os fazishoz annyi DCHA-t adtunk, hogy a pH kb. 7

legyen. Az azonnal levald kristalyokat sziirtik, kevés jeges
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vizzel eldérzsdltiik Ca DCHA. AcOH vizben jél olddédik).

go= +5° Cc=1, MeOHD Rf:0,5(5) Termelés: 46

Szamitott: (x> C€:59,43 H:7,20 N:12,83

Op:172-175°C [«

Talalt: C:59,41 H:7,41 N:12,82
59,20 7,28 12,82
XV. Z=-Ser(AcO>-Gly-OH 015H18N205:338,328

1,96g (5,56mmold Z—Ser—Gly—OBut—t 6mL vizm. piridinben
feloldottunk, majd 0°c-on 1,2mL <(10mmol> ecetsavanhidridet
adtunk hozza. Egy o6ra miltan jégre ontdttik a reakcidelegyet
és éterrel extrahaltuk, 1N KHSO4—tal, vizzel mostuk, NaZSOQ—on
szaritottuk, majd beparoltuk. Termelés: 85« Rf:O,S(i)

Az igy kapott olajat 3mL TFA-ban feloldottuk és 3 déran at
4llni hagytuk. Ezutan toluolt adtunk hozza és beparoltuk.
EtOAc/hexanbdl kristalyositottuk.

Rf:0,4(5) és 0,606 C(Egy R_.:0,4C(6>—nal lévS szennyezéstdl

f
DCHA—-sén keresztiil tisztitottuk meg anyagunkat. ) Az
Ossztermelés igy 50%—-os lett.

Szamitott: (x> C:53,25 H:5,36 N:8,28

Talalt: (%) ¢:52,88 H:5,26 N:8,12
52,87 5,20 8,19
XVI. Z-Glu(CHNz)—OH.Plp 019H26N405:390,443

4,1g (11,47mmold 2Z-Glu—-OPh-t feloldottunk 10mlL vizm.
DMF-ben, majd 1,2mL <(11,47mmol> NMM—-et adtunk hozza. Ezutan
-20°C-ra hiitéttik és ezen a hdmérsékleten hozzaadtunk még

1,5mL (11,47mmol)> CHIBE-t. Tiz percig keveredett -10 és -5°C
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k6zott, majd -20°C-on 80mL (3mmol.mL toménységidd éteres
diazometadnt adtunk hozza. Ezutan fél 6rat keveredett a
reakcidelegy -10 és -5°C, majd tovabbi fél d6rat -5 és 0°C
kozott. Ezt kdvetden szobahdmérsékleten 100mL éterrel

meghigitottuk, vizzel, 5%-os NaHCOS—tal és ismét vizzel

mostuk, NaZSO —~on szaritottuk, majd beparoltuk. Az igy kapott

4
olaj kromatografiisan tébbfoltos termék volt. CA

Z—Glu(CHNz)—OPh Rf:0,6(1)-né1 jellegzetes sarga szini foltot

ad ninhidrinnel, melegités utan.>

A fenti olajat 10mL MeOH-ban oldottuk és 1,5mL (15mmol>
piperidint, valamint 2mL vizet  adtunk hozza. Egy éra
elteltével a MeOH-t beparoltuk, SmL vizet adtunk hozza és 50mL
BuOH/EtOAc 1:1 aranyu elegyével extrahaltuk a vizes fazist. (A

jelentds mennyiségli Z-Glu—OH-szennyezés igy a vizes fazisban

maradt. > A szerves fazist beparoltuk, ma jd éterrel
eldébrzssltiik.
Rf:O,SSCS) Ossztermelés: 50%

Szamitott: (x> C:58,5 H:6,70 N:14,40
Talalt: 2 C:58,35 H:6,90 N:11,40
58,24 6,62 11,27

A szerkezetet IR- és NMR-spektrum alapjan is azonositottuk.

XVYII. Boc-Glu(CH3)-0H 011H19N05:245,279

3,37g <(10mmol)> Boc—Glu-0Bzl-bdl a XVI-nal ismertetett
modon Boc—Glu(CHNZ)—Ole—t szintetizaltunk.
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AZ 1igy nyert olajat 10mL MeOH-ban oldottuk, ma jd
hozzidadtunk 5g (43mmol> Pir.HCl-ot és 10mL 1N vizes sdsavat.
Harom &ran &t szobahdn keveredett a reakcidelegy, majd 100mL
éterrel meghigitottuk és vizzel alaposan mostuk. Az éteres
fazist NaZSOQ—on szaritottuk és beparoltuk. Az igy kapott
olajat 50mL 80X-os AcOH-ban oldottuk és hozzaadtunk 1g
(12mmol) NaOAc-ot (a felszabaduld HCl megkétéséred, majd Pd)C
katalizatoron 2 Oran At hidraltuk. Sziirés és beparlas utan
kromatografiasan kétfoltos termékhez jutotﬁunk. Rf:0,6(3) és
Rf:0,7(3) (Nitrofenil~hidrazinnal mindkét termék a ketonokra
jellemzé sarga szinreakciét mutatta.) Merck szilikagél 60-on
végzett oszlop—kromatografias elvalasztas utan az
NMR-spektrumok alapjan az elsd, Kkisebb éf—értékﬁ vegylilet

bizonyult a kivant terméknek. A td&bblépéses reakcid 6sszhozama

20%—os volt.

XVIII. Z—MeGlu(CHSD-OH 015H19N05:265,268

3,51g (10mmol> Z—HeGlu(OBut)—OH—t [28] feloldottunk 10mL
vizm. THF-ben majd hozzaadtunk 1g (11immol) fenolt és 0°C-on
2,17g €10,5mmol) DCC-t. E jszakan at keveredett, majd sziirtik a
DCU-t és a THF-et beparoltuk. A beparlasi maradékot EtOAc—ban
oldottuk, 5x—os NaHCO3—tal, vizzel, 1N KHSOQ—tal és ismét
vizzel mostuk, NaZSO4—on szaritottuk, majd beparoltuk.

Az igy kapott olajat 5mL TFA-ban oldottuk, harom &ran at

allni hagytuk, majd toluolt adtunk hozza és beparoltuk.
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1,85g (5mmol) 2Z-MeGlu—OPh-t a XVI-nal ismertetett mdédon
Z-MeGlu(CHNz)—OH-vé alakitottunk, majd a kapott olajat 10mL
vizmentes EtOAc-ban feloldottuk és 0°C-on 1mL C(4mmol.mL
t.oménységli) sdsavas etil—acetiatot adtunk hozza. Ezutan 1g
NaQOAc 10mL vizes oldataval és kétszer 10mlL vizzel mostuk,
Nazsod—on szaritottuk, majd beparcltuk.

Az igy nyert kldérmetil—-ketont 10mL 99 ,5%-os AcOH-ban
oldottuk, majd 0,5g Zn—forgacsot. adtunk hozza és egy o6ran at
forraltuk [41]1. Ezutan az AcOH-t beparoltuk, 1N KHSO4—tal
megsavanyitottuk, és EtOAc—cal extrahaltuk, vizzel alaposan
mostuk, szaritottuk, majd beparoltuk. Az igy kapott olajat
oszlop—kromatografiaval tisztitottuk.

R :0,5(35 Ossztermelés: 20%

f

A szerkezet azonositiasa IR—- és NMR-spektrumok alapjan tortént.

XIX. Z—Glu(CH3)—OH.DCHA 026H4ON205:460,619

3,72 (10mmol> Z-Glu—-0Bzl-bdl vegyes anhidriden keresztil
képeztiik a y—N,O0—-dimetil—hidroxamatot, majd a benzilésztert a
XYVI—nal ismertetett mdéddon elhidrolizaltuk.

2,5g (Smmol> Z—Glu(NCHB—OCH >—OH.DCHA-t 10mL 1N KHSOa—

3
—tal felszabaditottunk, és 20mL EtOAc—cal extrahaltunk. Az
EtOAc—os fazist benzol-etanol eleggyel viztelenitettik. Az igy
,en szaritott THF-ben feloldottuk és
0°C-on 5mL (immol.mL toménységlid THF—-es MeMgCl-ot adtunk

nyert olajat 5mL CaH

hozza. Ejszakan at szobahdmérsékleten keveredett, majd 0°C-on
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ujabb 5mL MeMgCl-oldatot adtunk hozza. (Két oOra maltan a
konverzid tel jes volt.> Ezutan 0°C-on 25mi. 1N KHSOd—nldatnt
adtunlkt a reakcidelegynez, majd 5dDUmL EtUAc—cal meghigitottuk,
3-szor 50mL vizzel mostuk, NaZSO4—on szaritottuk és
beparoltuk. Az igy kapott olajat szilikagélen oszlop—
—-kromatografiaval tisztitottuk [Rf:0,6(5)]. A piridinium-sét
ezutan 1N KHSO4—ta1 felszabaditottuk, é&terrel extrahaltuk,
majd szaritas utan étersdiizopropil—éterbdl levalasztottuk a

DCHA-sOt.. Termeles:41x.

A szerkezetet. IR- és NMR-spektrumokkal azonositottuk.

XX. Z—Glu(CHa)—Gly—OH C16H20N206:336,346

XIX alapjan szintetizaltuk és étersdiizoprpiléter—rel
kristalyositottuk.
R_.:0,6C6) Termelés: 40

f
Szamitott: (x> C:57,14 H:5,99 N:8,33

Talalt: €% C:57,45 H:5,78 N:8,13
57,22 5,63 8,08
XXI. 2-Glc-OH.DCHA CsHy N0, : 443,596

1,4g (SGmmol) Z-Gln—-OH-t feloldottunk 5mL vizm. piridinben
és hozzaadtunk 1,1g (5,3mmol) DCC—-t [24]. Ejszakan at
keveredett, majd szirtik a DCU-t. A piridint beparoltuk, 5mL
1N KHSO4—tal felszabaditottuk a piridinium—sét és 50mL
EtOAc—cal extrahdaltuk a 2-Glc—-OH-t. Az EtOAc—ot szaritottuk,

beparoltuk, majd hozzaadtunk 1mL (5mmol) DCHA-t és 20mL
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éterrel levalasztottuk a DCHA-sot.

Rf:O,SCZ) Termelés: 70x%

Szamitott: (%) C:67,69 H:8,414 N:9,47

Talalt: %D C:67,97 H:8,51 N:9,47
68,04 8,52 9,56
XXII. Z-Glc~Gly-OH 015H17N305:319,321

0,8g (3mmold Z-Glc—-OH-t feloldottunk 5mL vizm. THF-ben,
majd hozzaadtunk 0,65z (3,3mmolY> HOTcp-t és 0°C-on 0,65¢g
(3,15mmolY> DCC-t. Ejszakan at keveredett, majd a kivalt DCU-t
sziirtiik és a THF-et beparoltuk. A triklérfenil-észtert forrd
EtOH-b41l atkristilyositottuk. Op:159—16000
Rf:0,8(2) Termelés: 73%
Szamitott:(x> (C:51,66 H:3,42 N:6,34 (C1:24,08
Talalt: D C:51,47 H:4,10 N:6,04 Cl:24,22

51,26 4,04 6,18 24,28

0,4d4g (1mmol) Z-Glc—0Tcp-t feloldottunk 2mL vizm. DMF-ben
és hozzaadtunk 0,172 (1mmoldD Gly—OBut.HCl—ot, valamint 0O,11imL
(immol) NMM-et. Ejszakan at keveredett, majd a reakcidelegyet
éterrel meghigitottuk, vizzel mostuk, NaZSO4—on szaritottuk és
beparoltuk. A beparlasi maradékot hexannal elddrzséltik és a
hexant ledntottiik. Ezt a miveletet 3-szor ismételve
triklorfenoltdl mentes olajat kaptunk. Ezt 30%-os toluolos
TFA-ban oldottuk és 3 o&ran at 3allni  hagytuk. Ezutan

beparoltuk, toluoclt adtunk hozza és ismét beparoltuk. A

maradékot EtQOAc—ban feloldottuk, vizzel mostuk, majd NaZSOQ—on
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szaritottuk és beparoltuk. Az igy nyert olajat éterrel

eldorzsoltiik.
Rf:0,7(6) Termelés: 70%
XXIIXI. Z-Glu(NHNH_)>~Gly-OH.TFA C,_H..N O_F_:465,365

2 17720 478 3°
2g (Smmol>D Z—Glu(OMe)—Gly—OBut—t feloldottunk S5mL

MeOH-ban és hozzaadtunk 0,73mL <C(15mmolY hidrazin—-hidratot.

E jszakan at keveredett, ma jd boparoltuk és éterrel
eldoérzsoltik.
Rf:0,7(4) Termelés: 92«

0,84g (2mmol> Z—GIuCNHNHz)—Gly—OBut—t feloldottunk 2mL

TFA-ban, majd 3 o6ra &allas utan toluolt adtunk hozza és

beparoltuk. Eterrel eldorzsdlve kristalyos termékhez
Jutottunk.
Rf:0,5(7) Termelés: 70% Op:67—700C

Szamitott: (x> C:43,88 H:4,33 N:12,04

Talalt: 2 C:46,55 H:4,67 N:14,11
46,28 4,52 14,28
XXIVY. Z=-Glu(NHNH-Ph>-Gly-OH C21H24N406:428,448

2z (5mmol> Z—Glu(OMe)—Gly—OBut—t 5ml. MeOH-ban oldottunk
és hozzdaadtunk 1,6mL ((15mM)> fenilhidrazint. Két napon &t
kevertiik, majd beparoltuk. Ezutan S5SmL TFA-ban feloldottuk és
harom &6ran at allt, majd toluolt adtunk a reakcidelegyhez és
beparoltuk. A beparlasi maradékot 20mL 1N NaOH-ban feloldottuk

és EtOAc-cal extrahaltuk. Ezutdn AcOH-val pH=4—-et Aallitottunk
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be és a terméket EtQOAc—ba aAtraztuk. Az EtOAC~os fazist vizzel

mostuk, Na.,SO,-on szaritottuk, majd beparoltuk és éterrel

2 4
eldorzsoltiik.
Rf:0,4(5) Op:lO?—llOoC Termelés: 50% (a két lépésre)d
XXY. Z2~Agl-Gly-OH C, . H, N, 0_:472,457

2224 478"
1,9 (3,1mM> Z—Glu(OTcp)—Gly—OBut—t 5mL vizm. DMF-ben

oldottunk, ma jd hozzaadtunk 0,57¢g (3mmol> o~hidrazino-
benzoesav-klérhidratot és 0,88mL (6mmold TEA-t. Ejszakan at
kevertiik, majd a reakcidelegyet EtOAc—cal meghigitottuk, a
kivalt Kkristalyokat szilrtiik, 1N KHSOa—tal, majd vizzel
alaposan mostuk és exszikkatorban P, O_ mellett szaritottuk.

2°5
Rf:0,7(3) Termelés: 60%

Az igy kapott kristialyos terméket. TFA-ban oldottuk, harom
6ran at Aallni hagytuk, majd toluolt adtunk hozza és
beparoltuk. A beparlasi maradékot EtOAc—cal eldorzséltik és
szlirtik.

R.:0,5C63 Op:231-235°C  Termelés: 80%
Szamitott:(x) C:55,90 H:5,10 N:11,90

Talalt: €O C:55,65 H:4,91% N:11,89
55,79 5,05 11,92
XXYI. 2-Glu(Gly~-OHD>-Gly-OH 017H21N308:395,375

0,86g <(1,5mmol> Z—Glu(OTcp)—Gly—OBut-t feloldottunk 2mL
vizmentes THF-ben, ma jd hozzaadtunk 0,25¢g (1,5mmol>

Gly—-OBu®.HCl-ot és 0,21imL (1,5mmold> TEA-t. Ejszakan &t
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kevertiik, majd EtOAc—cal meghigitottuk, vizzel, 1N KHSOd—tal

és ismét vizzel mostuk, Na2304—0n szaritottuk. Beparlas utan a
maradékot. éterben feloldottuk, majd hexannal kicsaptuk és a
feliiliszdét ledntottiik. Ezt a miveletet 3-szor megismételve
triklorfenoltdl mentes olajat kaptunk. Ezt 2mL TFA-ban
feloldottuk, majd 3 o6ra alldas utian toluolt adtuﬁk hozza és
beparoltuk. A maradékot. 10mL BuOH/EtOAc 1:1 aranyu elegyében
feloldottuk és vizzel mostuk. A szerves fazist beparoltuk és
éterrel eldodrzsodltiik.

Rp:0,5C7) op:160-162°C Termelés: 80%

Szamitott: (%> C:51,64 H:5,35 N:10,63

Talalt: (XD C:51,30 H:5,46 N:10,97
51,30 5,20 11,09
XXVII. 2-Pal(3>~Gly-OH C, gl gN50: 357,369

0,266g <(1mmol> Boc—-Pal(3>-0H-t feloldottunk 2mL vizm.
DMF-ben és hozzaadtunk 0,125g d(1dmmol) Gly—-OMe.HCl-ot, O,14mL
(immol> TEA-t, majd 0°C-on 0,22z (1,05mmold DCC-t. Ejszakan at
kevertiik szobahdmérsékleten, majd a kivalt DCU-t szilrtik és a
DMF-et beparoltuk. A beparlasi maradékot feloldottuk 5SmL
EtOAc~ban és 2mL 1N KHSO,—tal extrahdltuk a terméket. Ezutan

4

5%-os NaHCOB—tal pH=7—et Allitottunk be és a vizes fazist

EtQAc—cal ismét extrahaltuk. Az EtOAc-os fazist vizzel mostuk,

Na2S04—on szaritottuk, majd beparoltuk.

Rf:0,6(3) Termelés: 80%
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A fenti olajat feloldottuk 3mL 30%-os toluolos TFA-ban és
egy oOran at allni hagytuk. Ezutan beparoltuk, toluolt adtunk
hozza és ismét. beparoltuk. Rf:O,S(Q)

0,32z (0,7mmol> Pal(3>—-Gly—-OMe.2TFA-t. feloldottunk 2ml,
DMF-hen Az  hozzaadtunk 0,21imL (1, 5mmodl TEa-t és 0,2¢g
(0,8mmol) 2-03u-t. Ejszakan at kevertiik, majd a DMF-et
beparoltuk. A beparlasi maradékot feloldottuk 5mL EtOAc—ban,
majd imL 1N KHSOa—t,al extrahaltuk a terméket. Ezutan 5%-os
NaHCOa—tal pH=7—et. allitottunk be és a vizes fazist 5SmL
ETOAc—cal ismét extrahaltuk. Az EtOAc—-ot ezutan vizzel mostuk,
Na_,SO,-on szaritottuk, majd beparoltuk.

2774
R.:0,6(3> Termelés: 80x

f

0,18¢ C0,5mmol> Z-Pal(3>—-Gly-OMe-t. feloldottunk 3mL
MeOH-ban és hozzaadtunk 1,2mL 0,5N NaOH-ot.. Két oéran at
kevertiik, majd 1,2mL O0,5N HCl-at adtunk hozza és beparoltuk.
Ezutan feloldottuk 5SmL vizben és kétszer extrahaltuk 5SmL
EtOAc/éter 1:1 aranyu elegyével (a szerves fazis tdbb apolaros
szennyezést elvitt). A vizes fazist ezutan BuOH/EtOAc 1:1
aranyd elegyével haromszor extrahaltuk (a polaros szennyezések
a vizben maradtak). A szerves fazist beparoltuk, majd éterrel
eldérzsoltik.
Rp:0,4¢6) Op: 207-210°C Termelés: 70%
Szamitott: (% GC:60,50 H:5,36 N:11,76

Talalt: ¢ C:59,72 H:5,35 N:11,39
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XXV¥III. Z-Aly-Gly~OLi 016H20N305L1:341,294

6,59g (28,15mmol) &é—hidroxi—-L-lizin.2HCl-ot feloldottunk
42 ,2mL 2N NaOH-ban, majd 10mL vizben feloldottunk 3,5¢g
(14,67mm01) CuSO4.5H20—t és hozzaadtuk a fenti oldathoz.

Ezutan 10mL tercier—butanolban oldott 6,6mL (33mmol>D

(Boc),0-t adtunk az elegyhez. Ejszakan &t erdtel jesen
kevertiik. (A felszabaduld CO2 eltavozasat vakuum—elszivassal

segitettiik.) A reakcidelegyet beparoltuk, 20mL jeges vizzel
elddrzsdltiik, sziirtik, majd mostuk djabb 20mL jeges vizzel,
kétszer 50mL acetonnal és éterrel. Rf:0,5(7) Termelés: 93%

7,65g (26mmol>d H—Hyl(Boc)—OH.i/ZCu2+—t felszuszpendal-
tunk 20mL vizben és hozzaadtunk 20mL vizben oldott 12g
(27,6mmol) EDTA-tetranatrium—sdét.. Ezutan 0°C-on 20mL dioxanban
oldott 5mL (35mmol)> Z-Cl-ot és 17,5mL 2N NaOH-ot adagoltunk a
reakcidelegyhez 5 részletben 1 dra alatt. Tovabbi két o6ran &t
szobahdén kevertiikk, majd vizzel 500mL-re higitottuk és kétszer
50mL éterrel extrahdaltuk. Ezutan a vizes fazist 1N KHSO4—ta1
pH=3-ra savanyitottuk és kétszer 50mL EtOAc—cal extrahaltuk.
Az EtOAc-ot haromszor 30mL vizzel mostuk, NaZSO4—on
szaritottuk és beparoltuk. Rf:0,5(4)

Az igy kapott olajat feloldottuk 100mL benzolban és 50mL
EtOH-t adtunk hozz&, majd 8 o&6ran at refluxoltuk. (A terner
elegyet észterezd-feltéttel elvalasztottuk.> A reakcidelegyet

ezutadn beparoltuk, a kapott olajat éterben feloldottuk.

H{itében &llni hagytuk 1 4ran at és ezalatt kikristalyosodott
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4g (41%) anyag [R_.:0,6C10>1. Ezutan beparoltuk az anyalugot. A

f
kapott 7g beparlasi maradék 3 komponense a vékonyréteg-—
—kromatografiasan Rf:0,7(10)—né1 meg jelend folt, melyet kb.
5-10% Rf;0,6(10)—nél l1athatd folt kisért.

Az NMR—-spektrumok alapjan a kisebb Rf—értékﬁ folt a
megfeleld lakton—szarmazéknak, mig a nagyobb Rf—értékﬁ folt a
Z2-Hyl1(Boc)>-OEt—nek felelt meg. (A két frakcidét a tovabbiakban
kiilén kezeltiik. A laktonbdl szarmazd vegyilileteket a izomernek,
az etil-észterbdl szarmazdkat b izomernek neveztik el. Az
egyes szarmazékok forgatasértékei ugyanis & hidroxi-lizin—

-oldallanc &-helyzetili kirdlis centrumanak racemizalddasat

igazoltak.>

a : Op:113-115°C [a]lz)°=—44,29° (c=1, metanol)
b : - [a]lz)°=—13,93° Cc=1, metanol)

(A tovabbiakban a két izomerrel tel jesen azonos reakcidsoron
keresztiil jutottunk el a végtermékhez. Ezért az egyes
szintézis—lépéseket. csak az a izomer esetében ismertetem.)>
3,74z (50mmol) glicint és 2,8g (49,9mmol) granulalt
KOH-ot. feloldottunk 300mL forrd, vizmentes EtOH-ban, majd
hozzdadtunk 3,78g (10mmol)Y laktont (a). A reakcidelegyet nyolc
oran at refluxoltuk, majd az EtOH~t beparoltuk. A beparlasi
maradékot iN KHSO4—ta1 megsavanyitottuk és EtOAc—-cal
extrahaltuk. Az EtOAc—-os fazist vizzel mostuk, NaZSO4—on

szaritottuk, majd 2ZmL <(10mmold DCHA-t adtunk hozz&. Fél 6ra

alatt szobahdn kikristalyosodott a Z-Hyl(Boc)—-Gly—-OH. DCHA
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Rf:0,2(4) és 0,4(5D Termelés: 66

Szamitott: (%> C:62,43 H:8,57 N:8,82

Talalt: €% C:61,89 H:8,85 N:8,58
61,62 8,73 8,51

a izomer: Op:170-172°C [a]go=—5° Cc=1, MeOH)

b izomer: Op:169-171°C («129=-3,08%c=1, MeOH>

D
4,38g (6,9mmol> Z-Hyl(Boc)—-Gly—OH.DCHA-s6t felszabaditot-

tunk. Az igy kapott olajat 10mL éterben feloldottuk, majd
0°C-on hozzaadtunk 25mL.  C0,3M-os> éteres diazometant, és
engedtiik felmelegedni szobahdre. Ezutan az étert beparoltuk.
Kromatografiasan egységes olajhoz jutottunk [Rf:0,3(10)].

2,8g C6mmol>D Z—-Hyl1(Boc)~-Gly—OMe-t feloldottunk 5mL
TFA-ban és egy 46ran at allni hagytuk. Ezutan toluolt adtunk
hozza és beparoltuk. A beparliasi maradékot SmbL vizm. CHClB—ban
feloldottuk, majd 5ml vizm. THF-et adtunk hozza és a keletkezd
kristalyokat sziirtik.
R_.:0,5(6) Termelés:60% [A Z-Hyl(Boc)—-Gly—OH.DCHA-ra nézvel

f
Szamitott:(x>) C:47,40 H:5,44 N:8,73

Taldlt: (%D C:47,66 H:5,36 N:8,50
47,78 5,41 8,76

a izomer: Op:150—151OC [a]go=—15,70 (c=1, MeOHD

b izomer: Op:147-149°C [a]go=—14,08° Cc=1, MeOH>

(A b izomer Kkristdlyosodisi készsége eltért az a izomerétdl,
mert csak t&bb d6ras Aallas utdan Kkristalyosodott hidegen,

erdtel jes ddérzsodlés hatasara.?D
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1,58g (3,28mmolY> 2Z-Hyl-Gly-OMe.TFA-t felszuszpendaltunk

o

20mL vizm. CHClB—ban és hozzaadtunk 0,95mL (6,8mmol> TEA-t,
ma jd 0°C-on 0,92g (3,3mmolY> Trt-Cl-ot. Ejszakdan &t hidtében
allt, majd a kloroformot mostuk vizzel, 1N KHSO4—Lal, vizzel,
5%-os NaHCOB—tal és ismét vizzel. Ezutan a kloroformos
fazishoz toluolt adtunk és beparoltuk. A beparlasi maradékot
éterben oldottuk é€s hexannl elddrzsoéltiik.

Rf:0,2—0,3(11) Celnyult TMDDM-pozitiv foltdD Termelés: 65%
Szamitott: (%> C:70,92 H:6,45 N:6,89

Talalt: (%D C:70,53 H:6,72 N:6,32
70,68 6,73 6,31
. o 20 o
a8 izomer: Op:43-48 C Camorf) [a]D =-15,02" (c=1, MeOHD
b izomer: Op:114-115°C [129%=-11,2° cc=1, HeOH>

D
(Gyakorlatilag ett6l a ponttdl tekintettiik bizonyitottnak az

a és a b szarmazékok izomer jellegét.)

1,17g (41,92mmol> Z-Hyl(Trtd>-Gly-OMe—-t feloldottunk 3mL
vizm. piridinben és hozzaadtunk O0,54mL (3,85mmol)> TEA-t és
-10°C-on 0,18mL €2,3mmol) mezil-kloridot. Ejszakan &t 0°C-on
allt, majd a piridines reakcidelegyet jégre ontaottilk, vizzel
két.szer eldérzséltik. Az igy kapott olajat CHCla—ban

feloldottuk, mostuk vizzel, 1N KHSOd~tal, vizzel, 5%-os

NaHCOa—tal és ismét vizzel. A kloroformos fazishoz ezutan
toluolt adtunk és beparoltuk. Az igy kapott
Z-Hyl(&—-Mes, e-Trt)-Gly—OMe kromatografiiasan egységes,

Rf:0,4—0,5(11)—né1 elnyalt TMDDM~- és NBP-pozitiv foltot adott.
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A fenti 2Z2-Hyl(é—Mes,£-Trtd—-Gly-OMe kloroformos oldatahoz
kb. 10% metanolt és 0,5mL TEA-t adtunk. Harom 6ras reflux utan
a reakcidelegyet beparoltuk, 10mL CHCla—ban feloldottuk, majd
mostuk vizzel, 5%-os NaHCOa—tal és ismét vizzel. Ezutan
toluolt adtunk a kloroformos fazishoz és beparoltuk. A
beparlrasi maradékot éter-hexan eleggyel eldérzsoltiik.

Rf:0,5—0,6(11) C(TMDDM—~ és NBP-pozitiv) Termelés:66% (2 lépés)d

Szamitott: (x> (C:73,07 H:6,30 N:7,10

Talalt: C%D C:73,08 H:6,66 N:6,78
73,06 6,69 6,79
. o . 20 o
a izomer: Op:49-53 " C Camorf?> [0(]D =+22,8 (c=1, MeOHD
b izomer: Op:89-91°C [«12%=428°  cc=1, MeOH>

D

A szerkezeteket NMR—spektrum alapjan is azonositottuk.
330mg <(0,56mmold> Z-Aly(Trtd—-Gly—-OMe—-t feloldottunk 2mL

vizm. CHCla—ban és hozzaadtunk 1imL TFA-t. Egy &ran at alilt

szobahdn, majd 5mL CHCl_—mal és 5mL vizzel meghigitottuk. A

3

ket fazist ezutan elvalasztdt.dlecsérben &sszeraztuk,

elvalasztottuk és a vizes fazist szilard NaHCOa~tal

semlegesitettik. Ezutan 10%-os NaZCOS—oldattal pH=8,5-et

allitottunk be és CHCl3—mal extrahaltuk. A kloroformos fazist

vizzel mostuk, izzitott K2C03_0n szaritottuk, majd beparoltuk.

Rf:0,5(12) C(TMDDM— és NBP—pozitiv) Termelés: 67% (olajd

CAz anyag klororoformos oldata napokig eltarthatd bomlas
nélkil, mig beparolva még -20°C-on is t&bb kisebb Rf—ﬁ foltra

bomlik néhany éra allas utan, noha k&ézvetleniil a beparlas utan
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még kromatografiasan egységes.)

130mg C0,37mmold Z—-Aly-Gly—OMe-—t. feloldottunk 3mL
MeOH-ban és hozzaadtunk 2,75mL O0,1N LiOH-ot.. Egy o6ra keverés
utan CHCls—mal és vizzel meghigitottuk, majd a két fazist
elvalasztottuk, a vizes fazist liofilizaltuk.
a2 izomer: a hidrolizis folyaman tébbfoltos termék keletkezett,
mely kb. 50-60%-ban tartalmazta az Rf:0,3(13)—nél 1étha£6
TMDDM—-és NBP-pozitiv foltot.
b izomer: kromatografidsan csaknem egységes [Rf:0,3(13)],
liofilizdtuma stabilan eltarthatd. PMR- és 13CMR—spektrumok
alapjan XXVIII jelenléte a liofilizatumban igazolhatd volt,
bar a szén—spektrum alap jan az anyag nem tekinthetd

egységesnek.
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Az FSF-fel indukalt fibrin-polimerizacié és a TG-azzal
indukalt fibrinogén-polimerizacié gatlasanak vizsgalata in

vitro

A vizsgalatokhoz hasznalt reagensek:

1. 0,15M—os TRIS.HCl puffer (pH=7,4>

2. FSF—-et tartalmazd fibrinogén (FBG/FSF> (KABI Diagnostica,
Sweden?, 2Z2mg/mL toménységli oldat TRIS.HC1l pufferben,

3. 10 NIH U, mL toménységii trombin—oldat.,

4. 0,1M-os vizes CaCl_—oldat,

2
5. A vizsgalandd anyag TRIS.HC1l pufferben,
6. 2¥%—os monoklorecetsav (MCA)Y vizes oldata,
7. TG—-az <(tengerimalac majbdl Folk el jarasaval (101 nyert
készitmény)> 0,9%-os NaCl-ban oldva.
FSF—gat.las (fibrin-polimerizacid>

2001l FBG/FSF—-oldathoz adunk 100ul. puffert (K1) vagy
100uL. MCA-t (K2> vagy 100uL pufferben oldva a vizsgalandd
anyagot (1), majd 5SO0uL CaClz—oldat és 100uL trombin—-oldat
hozzdadasaval elinditjuk az alvadékképzddést. A Kl és i
esetben azonnal képzddik fibrin—alvadék, a K2 esetben az
alvadékképzddés elmarad. A reakcidelegyet 2 oOra utan 3,5mbL
MCA-oldattal higitjuk és 18 o6éran at allni hagyjuk, majd
spektrofotométerben 280nm—en leolvassuk az extinkcids értéket.
A Kl és K2 esethen észlelt kontroll értékek (EKi és EK2) a

O0x~os, 1ill. a 100%-os gatlasnak felelnek meg. Ezeknek és az
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i esetben mért extinkcids értéknek (Ei) a segitségével
hatarozzuk meg a vizsgalt anyag gatlasi x—-at az alabbi képlet

szerint:

100 - x 100 = %-os gatlas
K1

TG-az gatlas (fibrinogén polimerizacidd
A TG-4z gatlas meghatarozasa a fent leirtaktdél annyiban
tért el , hogy a trombin helyett 2004l pufferben oldott TG-az

preparatumot adtunk a rendszerhez.
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