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I. BEVEZETES

1993-ban szereztem okleveles gydgyszerészi diplomat a Szent-Gyorgyi Albert
Orvostudomanyi Egyetem GyoOgyszerészeti Karan. Egyetemi doktori értekezésem a
diplomamunkam folytatdsaként készitettem az Egyetem Orvosi Kardnak Orvosi
Vegytani Intézetében.

A szerves kémian belil a modern peptidkémia mintegy negyvenéves multra
tekint vissza amikoris du Vigneaud és munkatarsai megvaldsitottdk a neurohipofizis
ismert peptidhormonjainak, az oxitocinnak és a vazopresszinnek els6 sikeres
szintézisét, amelyért a kivalé amerikai kutat6t Nobel-dijjal is jutalmaztak 1955-ben.

A peptidkémian beliil az elmult évtizedekben a neuropeptidek egyre nagyobb
jelentOségre tettek szert. A hetvenes évek elején kidertilt, hogy egyre tobb, mar
kordbban is ismert, az é16 szervezetben mas helyen felfedezett peptidhormon
megtaldlhaté a kézponti idegrendszer bizonyos részeiben, igy neuropeptid
sajatsdgokkal is, vagy f6leg neuropeptid sajatsagokkal rendelkeznek. A modern
biokémiai, szerves kémiai modszerek, az igynevezett nagymiiszeres izolalasi és
analitikai technikdk az elmult két évtizedben kiilondsen jelentss fejlddésen mentek at.
Ennek szinte egyenes kdvetkezménye, hogy 0j és 1) neuropeptid jellegil vegyiiletek
keriiltek kimutatdsra, izoldlasra és szerkezetiiket is igazoltak.

Ezen neuropeptidek kozt megtaldlhatok a mar fehérje nagysédgrendbe tartozo
orias molekulak, de taldlhatok koztiik egész kicsi di- vagy tripeptidek is, amelyek

szdmos neuropeptid sajatsagot hordoznak egyazon molekulan belil.



A neuropeptidek egy része, igy a MIF-1 is felfoghaté mint egy nagyobb
neuropeptid kisebb szdrmazéka vagy esetleg metabolitja. Fontos megemliteni, hogy
kiiléndsen a neuropeptideknél a nagyobb neuropeptidek kisebb szegmensei 4j, érdekes
bioldgiai hatdsokat hordozhatnak. Peptid analdgokrol akkor beszéliink, amikor az
eredeti bioldgiailag aktiv peptid eredeti aminosav-szekvencidjaban olyan
helyettesitéseket végeznek mas aminosavak, aminosav szarmazékok, nem
fehérjeeredetli aminosavak beépitésével vagy egész drasztikus valtoztatdsokkal,hogy
az eredeti peptidmolekula egész szerkezete kevésbé vagy lényegesen megvaltozik.
Ezzel természetesen a peptidmolekula bioldgiai sajatsagai is megvaltoznak.

A peptidanalégok szintézisének ma mar Oriési az irodalma. Ezért ebbdl csak
két dolgot emelek ki. Segitségiikkel 1ényeges informacidkat kaphatunk a peptid
kémiai szerkezete és biol6giai hatdsai kozti Osszefiiggésekre. Szamos esetben ilyen
tervezett analégok specifikus, vagy fokozott bioldgiai hatasokkal rendelkeznek.

Doktori munkam sordn kis neuropeptidek, neuropeptid szegmensek és olyan
analégjaik szintézisével és kémiai vizsgalataval foglalkoztam, amelyek valamely
nem fehérjeeredetli aminosavat tartalmaznak, a kutatocsoport profiljanak megfelelden,
amelyben dolgoztam. Ezen peptidek elsGsorban a kémiai szerkezet és a bioldgiai

hatdsok Osszefliggéseire adhatnak informaciét.



ILELOZMENYEK, CELKITUZESEK, MODSZEREK

I.ELOZMENYEK

Mint a bevezetdben is emlitésre keriilt, az ismert neuropeptidek kdzott szamos
alacsony aminosavszamu dipeptid €s tripeptid is taldlhatd, amelyek igen fontos
biolégiai hatdst vagy hatdsokat hordoznak. Nem véletlen példaként emlitem meg a
dipeptidek koziil az analgetikus/fajdalomcsillapitd hatdssal rendelkez6 kiotorfint, a
H-Tyr-Arg-OH alappeptidet [1]. Az elnevezés onnan ered, hogy a dipeptidet a japan
Kyotéban fedezték fel és morfin-szerd fijdalomcsillapité hatassal rendelkezik [2].

Ugyancsak két aminosavbél 4116 dipeptid az 1980-ban leirt morfin tolerancia
dependencia (fiiggdség és hozzdszokas) gatlé/inhibidld kis peptidek csaladdjanak
legegyszeriibb tagja az exogén Z-Pro-D-Leu-OH [3]. Ezen dipeptid az oxitocin
linedris, C-termindlis tripeptidjének,a MIF-1-nek [4] a szdrmazéka. Erdekes, hogy
az utébbi endogén tripeptid ugyancsak rendelkezik morfin tolerancia és dependencia
gatlé sajatsigokkal [5]. Ugyanakkor ezen tripeptid jo példa arra is, hogy
még egy kis peptid is szdmos bioldgiai sajatsdgot hordozhat magaban egyidejlileg.
Elég csupan ezen MIF-1, a H-Pro-Leu-Gly-NH, péld4jat megemliteni, amely a fenti
tovabbi fontos neuropeptid sajatsdga, hogy csokkenti a Parkinson-hatést tovabba

antiamnézias sajatsigokkal rendelkezik. A tripeptidamid fontos hormonhatasa, hogy



az MSH, az ismert hipofizis hormon felszabaduldsinak inhibitora is. Nevét is e
hatasarél kapta. A morfin tolerancia, dependencia gatlo csaladba tartozik még az eddig
nem emlitett ugyancsak exogén ciklo(Pro-Leu) [5] is.

Az ismert kis neuropeptidek koziil, amelyekkel a kutatdcsoportban is
dolgoztak, a fenti két dipeptiden €s az MIF-1 tripeptiden kiviil szeretném
megemliteni a tireotropin felszabadité hormont, a TRH-t [6], a Glp-His-Pro-NH,-t.
E tripeptid kutatécsoporti munkdibol két szabadalom  és két kozlemény [7,8] jelent
meg, ezért is emlitem ezt példaként. E tripeptid két f6 hatassal rendelkezik: részben
a tireotropin felszabadité hormonhatissal, részben szamos kdzponti idegrendszeri,
neuropeptid hatasokkal.

Doktori munkim soran elsésorban a kiotorfin (H-Tyr-Arg-OH), az endogén
és exogén morfin tolerancia és depencia gatl6 peptidek a Pro-Leu-Gly-NH, (MIF-1),
ésa Z-Pro-D-Leu-OH (MTDIP) nem fehérjeeredeti aminosavakat tartalmazo
analdgjai,valamint  a galanin (Gal) nevi, Gjabban intenziven kutatott neuropeptid
egy szegmensének szintézisével, tisztitdsaval, fizikai €s kémiai jellemzésével
foglalkoztam. Gydgyszerészként ©ndlléan foglalkoztam csaldn hatéanyagok egy
izolalasi technikdja kidolgozasdval, az extraktumok bizonyos jellemzésével. E
munka sajnos rajtam kiviil 4116 okokbdl nem nagy haladast ért el, de alapot ad tovabbi
kutatdsokhoz. A tovabbiakban e fejezet keretében az analgetikus dipeptid kiotorfin,
a morfin tolerancia és dependencia gatl6 dipeptid és tripeptid (MTDP és MIF-1), a
csirke galanin (Gal) nev( 29 aminosavat tartalmazé neuropeptid, valamint a csalan
hat6anyagkutatas legfontosabb irodalmi el6zményeir6l kivénok elkﬁlénitetten,
roviden beszamolni.

Természetes ezen irodalmi 9sszefoglaléban nem torekedhettemn a teljességre.



KIOTORFIN

A fajdalomcsillapitéds, az egyre hatdsosabb fijdalomcsillapité készitmények
kutatdsa az orvostudomany és a gyogyszeripar ma is él6 problémdja. A klasszikus,
készitmények ismert csalddja az Opiat tipusu alkaloidok (morfin, stb...)
hozzéiférhetdsége, relative olcsd eldallithatdsdga miatt ma is klinikai jelent&ségii.
Ugyanakkor sajnos vildgjelenség, és egyre jobban behatol Eur6péba, Eurépa kdzépsd
részébe, sOt Magyarorszagra is a kabitdszer fogyasztisa és annak folyamatos
emelkedése. Az Opidt tipusa alkaloidok is kéabitoszerek, amelyeknél mas
kabitoszerekhez hasonléan, egyéb mellékhatisok mellett fellépnek kilonbozd
kozponti idegrendszeri problémak, tobbek kozt a tolerancia €s a dependencia
jelensége, a stilyos hozzaszokds és a fliggdség jelenségeinek kialakulasa.

Szakemberek évtizedek Ota feltételezték a testidegen (exogén) morfin
alkaloidoknak megfelel6 human eredetdi, endogén, vagyis természetes
fajdalomcsillapité anyagok bioldgiai létezését. Ezen anyagot még felfedezése elott
varhat6an endogén mivolta €s morfinszeril hatdsa miatt endorfinnak nevezték el. A
fajdalomcsillapitidsban, a peptidkutatasban is Oridsi attorést jelentett 1977-ben Hughes
és munkatarsaifelfedezése, amikor a mar ismert szerkezet(i endorfinok fragmenseit az
endogén Met- és a Leu-enkefalint [9] felfedezték. Feltételezték, hogy az endorfinok
mellett az enkefalinok a természetes fajdalomcsillapité peptidek. Részletesen nem
kivanok kitérni az endorfinokra és az enkefalinokra, mert nem tartoznak doktori
értekezésemhez.

Ugyancsak nem foglalkozhatok a tej kazeinjébdl izolalt morfin-szerd



analgetikumok madsik csoportjaval, a kazomorfinokkal [10] és a kozeli rokon
dinorfinokkal [11].

Részletektdl eltekintve, sajnos az 6pidt tipusd endogén peptidekrdl és
hatdsosabb, mitobb reménytkelté analégjaikrol is kiderilt, hogy alkalmazasuknal
fajdalomcsillapitds ugyancsak fellép a tolerancia és a dependencia jelensége.

A Kkiotorfin elnevezés eredete az, hogy mint morfin hatdsa vegyiiletet
a japanok Kyoto varosdban fedezték fel eldszor. Takagi és munkatarsai
szarvasmarhaagybdl izolaltak [1,2]. Késébb tobb emlds agydban (patkany, egér,
nyul stb...) ugyancsak sikeriilt kimutatni, s6t ezekbdl is izolaltadk. Ezen analgetikus
dipeptid magas koncentricidban taldlhaté az agy szinaptoszom frakcidjaban. A
"kiotorfint tartalmaz6 neuronok" jelenléte azt sugalja, hogy a kiotorfin igy hat, mint
neurotranszmitter/neuromodulator. Taldn nincs messze a valdsagtol az az 4llitas, hogy
a kiotorfin (ha 4ttételesen is) a legkisebb endogén analgetikum. Japéan szerz6k az
analgetikus hatisok mérésére az éltaluk kidolgozott "tail-pin" vagy "tail-flick"
modszert alkalmaztik icv vagy ic adagolas mellett [12]. Fajdalomcsillapit6 hatdsat
oly médon fejti ki, hogy indukilja (10° vagy 107 M nagysagrendben) a
Met-enkefalin felszabadulasat az agybdl depolarizalé hatdssal az enkefalinerg
neuronokbdl koncentracié-fiiggé médon. Ezen indukélas elsGsorban a striatumban,
a gerincvel6ben és a medulla oblongata-ban [13-15] jelentds.

Altalanossagban elfogadott, hogy az intracellularis Ca?* koncentracié az idegi
termindlokban kozeli kapcsolatban van a neurotranszmitter felszabaditassal. Ebbdl
egyértelmiien az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy a kiotorfin dipeptid a Met-enkefalin

felszabaditisaval fejti ki analgetikus hatdsat. Igy valosziniisithetSen a kiotorfin a




fajdalomgatlé mechanizmusban fiziolégiai szereppel bir mint neurotranszmitter vagy
mint neuromodulator [16,17]. Valdszintisitették azt is, hogy a kiotorfin gatolja a
Met-enkefalint lebontd enzimek mikddését [18]. A kiotorfin viszont gyorsan bomlik
egy membranhoz kotott aminopeptiddz hatdsara [19]. A kiotorfin agybani
keletkezésérdl is sziikséges néhany dolgot elérebocsdjtani. Az irodalomban

két elmélet taladlhatd; egyik varidcid szerint egy a membrianhoz kotott prekurzor
proteinekbdl (az endogén CANP involvéalva van) képzddik el8szor az 1982-ben leirt
neo-kiotorfin [20], amely egy pentapeptid: H-Thr-Ser-Lys-Tyr-Arg-OH és egy
tripszinszerd peptiddz hatdsara a Lys és a Tyr kozott kiotorfinna hasad [21]. A masik
elmélet szerint, a kiotorfin dipetid az agy tobb helyén aminosavakbol, vagyis Tyr
és Arg-bol szintetizalodik [22]. A kiotorfin semmilyen Opidt receptorhoz nem
kotSdik, hanem egy specidlis receptoron az agy plazma membranjdban Ca’* -
mobiliz4lé mechanizmuson keresztiil fejti ki hatasat [23]. A dipeptid noveli a Ca?*
belépését a synaptosomakba koncentraciotdl fiiggé mdédon. Ez aldtdmasztja azt, hogy
a kiotorfin indukélhatja a Ca’* belépését a synaptosomakba egy specifikus receptor-
mediallt médon.

A fentiekb6l adod6an az analgéziat produkalé kiotorfin mechanizmusa
kiilénbozik mas Opioid peptidekétsl. E dipeptid egy naloxon-reverzibilis €és hosszu
hatasi analgézidt okoz [24], de nem kot8dik specidlis Opiat receptorokhoz. Nincs
arra bizonyiték, hogy az endogén 6pioid peptidek, kiilondsen a Met- és a Leu-
enkefalin neurotranszmitter szereppel rendelkeznek. Ezért a kiotorfin analgetikus
hatisa endogén opioid peptideken keresztiil jatszodik le. Osszefoglaloan a

kiotorfin lehetséges hatasai: (1) enkefalin vagy endorfin felszabadito hatés; (2) az
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enkefalinokat lebont6 (degradéald) enzimekre gyakorolt gatld hatds. Bar az analgetikus
hatds nem csupan ezekkel magyarazhatd, mivel a szakirodalomban taldlhaték sokkal
hatdsosabb enkefalin-lebontast gitld inhibitorok (puromycin, bacitracin) még sincs
ezeknek analgetikus hatasuk.

Igy a legvalésziniibb, hogy a kiotorfin igy hat mint egy enkefalin és
endorfin felszabadité faktor [25]. A kiotorfint k6t specifikus receptorrdl
még nem sokat tudunk, de e receptor kapcsolatban van a G-proteinnel, lehet egy
GTPase. Egy dipeptid,a Leu-Arg egy hatasos, tiszta kiotorfin antagonista [26].
Ugyancsak részben bizonyitott, hogy a kiotorfin gyorsan degradalodik agyi
homogenizatumokban a synaptosoma €s a nyers mitochondrum frakciokban
a bestatin-érzékeny aminopeptiddzok hatdsara [19].

A neo-kiotorfinrél annyit emlitek meg, hogy kiotorfin-szeri hatassal
rendelkez$ pentapeptid, amelynek molekuldjaban a kiotorfin dipeptid megtalél-

hatd.
Roéviden a kiotorfin és analdgjai szintetikus munkdirdl €s az ezzel kapcsolatos

bioldgiai eredményekrdl. Az irodalom igen érdekes képet mutat. A kiotorfin
faldalomcsillapité hatasa moldris alapon 4,2-szer nagyobb a Met-enkefalinénal,
ugyanakkor a kiotorfin az enkefalinok esetleg az endorfinok felszabaditasan
keresztiil fejti ki hatasat. Igy a kiotorfin jelent§sége nagyobb, mint amilyet a

kevéssé terjedelmes irodalma mutat.



11

Az elsd szerkezetigazol$ szintézist kdvetSen szadmos kutatdcsoport eldallitotta
a kiotorfint kémiai szintézissel és a hasznalt analgetikus tesztektél fiiggetleniil azonos
relativ aktivitisokat kaptak. Meg kell emliteni, hogy e dipeptidet évek 6ta sikeresen
haszniljak az enzimatikus peptidszintéziseknél modellvegytiletként [27-29].

Az enzimatikus peptidszintézis lehetséget nyujt az igen tiszta, teljesen aktiv dipeptid
"large-scale" elballitasara is [30].

Yajima és munkatarsai elkészitették a kiotorfin retropeptidjét és a
D-izomereket [31], amelyek kozott volt a H-Tyr-D-Arg-OH a mai napig is az
egyik legaktivabb anal6g. Ennek analgetikus aktivitdsa a kiotorfinénak 5,6-szorosa.
Kubota és munkatarsai nyolc enkefalin analégot allitottak eld, amelyek mindegyike
tartalmazta a Tyr-Arg , vagy Tyr-D-Arg szekvenciarészt [32]. Utdbbi
Met-enkefalin analdgja 2,4-szer aktivabbnak bizonyult a morfinnal is.

Elkészitették a dipeptid és mindkét aminosavnal kilon-kiilon a D
ciklikus analégokat és azt talaltdk, hogy a D-aminosavakat tartalmazd keto-
piperazin analogok aktivitdsa nagyobb a kiotorfinénal. Van olyan, amely aktivitasa
a H-Tyr-D-Arg-OH aktivitdsdnak felel meg [33]. Olyan dipeptideket, illetve D
izomer enkefalin analdgokat is elfallitottak, amelyek aldehid C-terminélis végz6dést
tartalmaztak, de csokkent aktivitdsuk csalddast keltett [34]. Még emlitést teszek
arrdl, hogy Tyr, Arg és D-Arg tartalmu, esetleg tobszordsen is helyettesitett neo-
kiotorfin analégokrél szdmoltak be a szerzék [35], amelyek koziil nem egy 10-szer

aktivabbnak bizonyult a neo-kiotorfinnal.
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Kutatécsoportunkban kordbban intenziven foglalkoztak kiotorfin analégok
elGallitasaval és vizsgalataval, amely fontos szerkezet hatds tulajdonsidgokra mutatott
ra és sikerilt néhany igen aktiv analdgot is elBallitani [36].

Tovabbi szintetikus munkdk ismertetésétdl eltekintek, mert kémiailag vagy
biolégiailag kiilonds jelentdségiik nincs. Az irodalmi ismertetésem ezek nélkiil is

megadja a legsziikségesebb informacidkat.

MORFIN TOLERANCIA DEPENDENCIA GATLO PEPTIDEK

Ezen alfejezet keretében harom alappeptid (1) az exogén MSH-felszabaditast
gatld  peptid (MSH-RIF, MIF-1,vagy PLG: H-Pro-Leu-Gly-NH,), az exogén Morfin
Tolerancia Dependencia Inhibitor Peptid (MTDIP,vagy MTDP: Z-Pro-D-Leu-OH és
egy dipeptid ciklikus véltozata a ciklo(Leu-Gly) irodalmat tekintem &t roviden.
Hangstlyt fektettem a Z-Pro-D-Leu-OH irodalmara, ugyanis doktori munkdm soran
féleg ezzel és ennek analdgjaival foglalkoztam.

A MIF-1 tripeptidamid a human és szimos eml8s hipotalamusziban taldlhato.
ElSszor szarvasmarha hipotalamuszdbdl izolaltdk és szerkezetét bizonyitottak [37,38].
Mar kordn bizonyitast nyert, hogy e peptid gatolja az MSH felszabaduléasat
[39] és mai ismeretiink szerint is csak az egyediili endogén peptid, amely ezen
tulajdonsaggal rendelkezik. Id6kdzben kideriilt, hogy el6segiti a Parkinson-kor
kifejlédését [40], hatdsos az elektrokonzulviv sokk-indukalt amnéziaban,
antiamnézias sajatsagokkal is rendelkezik, amelyet szegedi kutatécsoport
bizonyitott [41]. Végiil, de nem utols6 sorban, gétolja a morfin toleranciat

és dependenciat [42]. E peptidek blokkoljak a tolerancia és a fizikai depen-
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dencia kifejlédését egérben anélkiil, hogy a morfin analgetikus potencialjat
modositanak.

Szerkezet - hatas Osszefiiggés vizsgalatok azt mutattdk, hogy szamos
peptid képes blokkolni a fizikai dependencia kifejlddését a morfium esetében [43].
A MIF-1-en kiviil (amely, mint emlitettem egyidejlileg szdmos mas hatassal is
rendelkezik) a szintetikus Z-Pro-D-Leu-OH dipeptid (amelynél mas hatdsokat nem
irtak 1le) és a ciklo(Leu-Gly) rendelkezik ilyen hatdsokkal. Erdekes médon az
elGbbi védett dipeptid tovabbi harom izomerje is képes blokkolni a morfin
fizikai fiiggoségét. Egy masik gytlris szirmazék, a ciklo(Pro-Phe) is aktivnak
bizonyult. Még ma sem ismert til sok ezen peptidek hatdsmechanizmusardl, de
az bizonyos, hogy a dopaminerg rendszerek nem jatszanak dontd szerepet. Az
egyértelmi, hogy a MIF-1, a Z-Pro-D-Leu-OH és a ciklo(Leu-Gly) a leghatasosabb
peptidek a morfin fizikai dependencidjanak blokkoldsaban. A MIF-1 és a ciklikus
peptid az Opiat tolerancia kifejlodésének gatldsan kiviil a dopamin receptorok
szuperérzékenységét is gatoljak [44].

Mivel e kis peptidek részét alkotjdk az oxitocinnak, amely nagyon kozeli
rokonsiagban van a vazopresszinnel, egyaltaldn nem meglepd, hogy az oxitocin €és a
memoria folyamatokban igen aktiv vazopresszin analdégok (DG-AVP, stb.)
szintén hatisosak az Opiat tolerancia kialakulds és a fizikai fliggdségek gétldsaban
[45]. Ezek a C-termindlis MIF-1 hatisaira vezethetSk vissza. A morfinnal szembeni
tolerancia kifejlédése a tanulds és a memoria folyamatok részének tekinthetd [46].

Logikus az is, hogy ha a PLG az 6pioid tolerancia és dependencia endogén

modulatora, akkor e kis peptidek valdszinisithetSen inhibitorai mas opioidoknak
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is (morfin), de ez nem nyert bizonyitast eziddig. Az viszont tobbszdrosen
bizonyitott, hogy az oxitocin és a PLG fragmense hasonl0 médon hatasos az alkohol
tolerancia kivédésében is [47]. Részletesen tanulmanyozott a MIF-1 konformacidja,
amely a vizsgilatok szerint egy eléggé flexibilis molekula [48]. Az endogén
tripeptidamid eléggé gyorsan degradalodik a vérben, a kiilonb6z6 szovetekben
és a vese uritése révén. A ciklopeptid, a ciklopeptidek megeldz6 irodalmat
kiilon szikségtelen részleteiben tirgyalni, ugyanis a MIF-1 és a Z-Pro-D-Leu-OH
kapcsan szdmos esetben kertil sz6ba. Annyit mindenesetre hangsulyozni kell,
hogy szintetikus volta miatt, de mds enzimatikus okok miatt is e ciklikus peptidek
hatisideje/felezési ideje 1ényegesen meghaladja a MIF-1 peptidét.

A fentiekben hangsilyoztam, hogy a hipofizis héatsolebeny hormonok
(oxitocin, vazopresszin) befolyasoljak (gatoljak) a kabitd fajdalomcesillapitok
irant kialakulé toleranciat és dependenciat/fligg6séget. A hetvenes évek végén
elsGsorban Walter és munkatarsai figyelték meg, hogy az oxitocin di- és tri-
peptid szdrmazékai a legaktivabb gatld peptidek (egerekben). A legaktivabbnak
ezek koziil is a Z-Pro-D-Leu-OH (MTDIP) peptidszdrmazék bizonyult [3,5].

Ez a dipeptid a leucin D mddosulatat tartalmazza és az N-termindlis részen
karbobenzoxi csoport van. Az enzimekkel szembeni rezisztencia valdszini, hogy
ennek kdszonhetd.

Mint emlitettem a hipofizis hormonok (oxitocin, vazopresszin) befolyasoljak
a tanulds memoriatarolasi folyamatait is [45, 46], azonban a MTDIP nem hat a
passziv elhdritd tanuldsra [49]. E peptid hatdsmechanizmuséar6l a morfin dependen-

cidban ugyancsak keveset tudunk. Erdekes, hogy bar maga a dipeptid nem
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rendelkezik fijdalomcsillapité hatdssal, magasabb dézisokban fokozza a
morfin hatasit. A szegedi kutatocsoportban megallapitottak, hogy az MTDIP
kozvetlen agyi tdmadasponttal gatolja a morfin dependencia kialakuldsat.
Nem valészinl azonban, hogy a peptid egyszeriien a morfin receptorral 1ép
kolcsonhatdsba [50]. Feltételezik viszont, hogy hatdsmechanizmusiban az
agytérzs neurotranszmissziOja szerepet jatszik [51].

A tovabbi helyi kutatdsok eredményei alapjan valoszintsithetd az is,
hogy a Z-Pro-D-Leu-OH hatdsa a morfin dependencidra kozvetleniil a kozponti
idegrendszer (CNS) irdnyitdsa alatt van és befolydsolhatja az agyi katechol-
aminergikus és/vagy serotonergikus neurotranszmisszid valtozasait [52]. Az
MTDIP nem befolydsolja a noradrenalin és a DA eltiinését az agyi rendszer-
bdl, ugyanakkor jelentésen védi az MPT-indukélt DA tartalom csokkenését
a stridtumban. Az, hogy ezen mechanizmusok/hatisok koziil melyek
okozzidk a Z-Pro-D-Leu-OH hatéasat a morfin tolerancia és dependencia
géatlasaban, még tovabbra sem tisztazott [50]. Az MTDIP térszerkezetére
és lebomldsi mechanizmusdra vonatkozdan Walter korai halalat kovetGen
vizsgalatok tudomasom szerint csak kevés helyen folynak, eléggé mérsékelt
utemben. Az irodalom tanulsidgai szerint szerkezet - hatds vizsgilatok €s 0j
hatdsosabb MTDIP anal6gok kutatdsa is csak kutatdcsoportunkban folyik. Ennek
kezdeti eredményeit igazolja, hogy sikerilt eldallitani az MTDIP két Iényegesen
aktivabb szerkezeti analégjat, nevezetesen a Z-Gln-Leu-OH és a Z-Glp-Leu-OH

dipeptid szarmazékokat {[53].
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GALANINOK

A gyomor-bél rendszer (gasztrointesztinum), a kdzponti és a periférids
idegrendszer kiilonb6zd helyein is jelent§s mennyiségben megtaldlhatd ezen relative
peptidhormon és neuropeptid csalddba tartozd lineéris, tobbnyire 29 vagy 30
aminosavat tartalmazé peptid. A galanin (Gal) csalad elsd tagjat, a sertés galanint
1983-banizolaltdk, megallapitottdk peptidszekvencidjat [54]. Ez egy linedris, 29
aminosavtartalmu peptidamid. A nyolcvanas évek végétsl a galaninok kutatdsa nagyon
felgyorsult nagyszamu és igen fontos bioldgiai hatasai miatt.

A kilencvenes évek kozepéig tovabbi 12 faj galanin szekvencidja vallt ismerté. Ezek
kozott nagy jelent6ségli a human galanin, amelynek szerkezetét 1991-ben igazoltdk
[55]. Erdekes médon ez az egyetlen galanin, amely 2 endogén formaban is létezik
(Gal 1-19 és Gal 1-30), mindkettd szabad karboxilcsoportot tartalmaz.

Az eddig ismert galaninok mindegyikének N-termindlis elsé 15 aminosava
megegyezik. A 16. aminosavnal vannak azonossiagok, viszont lényeges eltérések
vannak a C-termindlis részek aminosav Osszetételében. Feltételezhetden ez a bioldgiai
sajatsag kiilonbségekben is megmutatkozik. A galaninok igen nagyszamu (mar ismert)
biolégiai hatasainak felsoroldsidra nem vallalkozhattam, de megemlitem, hogy a
hormon hatdsok és a kézponti idegrendszeri hatdsok gy tlinik, jol elkiilonithetSek.

Kutatécsoportunk mér negyedik éve foglalkozik galanin kutatidsokkal szdmos
biologus partner segitségével. A kutatds f6 irdnya a humédn és a csirke galanin,

amelyek mar iddig szamos érdekességet vetettek fel. A kutatocsoport alaptedridja,
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hogy valdsziniileg a galaninndl tobb dgynevezett aktiv-centrum létezik, lehet, hogy
tobb receptora (vagy szubreceptora) 1étezik a galanin molekuldnak [56]. E kutatisok
sordn szamos galanint is eldallitott a kutatocsoport, igen nagyszamu kisebb-nagyobb
szegmensel valamint ezek anal6gjaival egyetemben. A kutatisok 6sszhangban vannak
mas kutatécsoportok kutatisaival.

Doktori munkdm sordn résztvettem a galanin szintetikus munkaiban is,
kisebb galanin szegmensek szintézisével, a nyers termékek folyadékkromatografis

tisztitasival és a fragmensek kémiai jellemzésével foglalkoztam.

A CSALAN (URTICA DIOICA)

Diploma dolgozatom kordbban ezen ismert, éveld, vadontermd ndvény
irodalmanak révid 6sszefoglaldsabol készitettem [57]. Doktori munkidm
soran egylittmikodésben foglalkoztam a csaldn kémidjaval is, igy €rtekezésem
irodalmi el6zményeit, ha roviden is, de ugy érzem targyalni sziikségeltetik.

A csalan az egyik legismeretebb gy6gynévény a népgyogyaszatban.
Maga a n6vény is, de alkotorészei a természetgydgydszat fontos anyagai és azokka
valhatnak. Ezért a vadontermdé gydgyndvény jelentdsége egyre novekszik. A tednak
és f6zelékféleként vald felhasznaldsa régen ismeretes, €s ma is haszndlatos. A
névény rendszertani besoroldsa, el6forduldsa, morfologidja stb. nincs kapcsolatban
dolgozatommal, ezek ismertetését6l eltekintek. Csupdn a ndvény leveleinek kémiai
Osszetételérdl ejtek néhany szot [58-60]. A csaldn szervetlen anyagai féleg dsvanyi

sOk, amelyek az €16 szervezet szdmara létfontossaguak; K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, P,
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sOi a levél vizében ionos formdban fordulnak el§. Ezek a névény leveleinek kisebbik
hanyadat képezik. A szerves anyagok vizoldékony vagy részben vizoldékony
vegyiiletek.

Karbonsavak és szarmazékaik: a novény féleg magas hangyasav [58], de
annak ecetsav [59] és vajsav [60] homoldgjaiban is gazdag. Azonosithatok a
levélbdl telitetlen dikarbonsavak mint a fumarsav [62], maleinsav [63], valamint
talalhaté benne citromsav [61], oxalsav [64], lakturonsav [65], glicinsav [66].
A szerves savak mellett sikeriilt kimutatni, elkiiloniteni a foszforsavat is [61,67].
Megtalalhaté a levélben a fenol és az esculetin (penészgomba €s €élesztdgomba
bénitids) [68] szarmazékok formdjaban.

A n6évény mikroorganizmus karositd hatasa elssorban a ferulsav [69], a
szinapinsav [70], és a kavésav [70] tartalomra vezethetd vissza [62]. Nem nagy
mennyiségben megtaldlhaté az aszkorbinsav (C-vitamin) [71]. A levél csip6 €s
hélyaghiiz hatasat a hisztamin és hangyasav tartalomra vezetik vissza [64].

Aminosavak, fehérjék: a begyijtott csalan fehérjetartalma 20-27% is lehet,
a szaritott levél kb. 5-10% aminosav tartalommal rendelkezik, nem csupan az 0sszes
esszencidlis, de minden aminosav megtaldlhaté [65]. Legnagyobb mennyiségben
az aszparaginsav és a glutaminsav fordul el6.

Klorofil és hasonlé vegyiiletek: a novény leveleiben a klorofil és a karotinok
[72,73] fordulnak el jelentds mennyiségben. A klorofil egy artalmatlan
szinezGanyag, igy élelmiszeriparban és gydgyszeriparban is felhasznalhato.

A cukorszarmazékok koziil elGszor a galakturonsavat mutattak ki , de szamos
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mas cukorféleséget is tartalmaz a novény levele, ha nem is nagy mennyiségben [74].
A hisztamin jelenléte a novényben bizonyos ismert gydgyhatasokat hordoz magaban
[75]. A vitaminokat mint ugyancsak fontos vegyiileteket az emlitett C-vitamin
mellett a K,-vitamin, az A-vitamin, a B, és a B; vitaminok képviselik [75,76].
Szteranvazas vegyiiletekr6l csupan annyit, hogy az els6ként izolalt szitoszterol
mellett Gjabban mas szteroidokat is kimutattak vagy izoldltak [77]. A targyalt
vegylileteken kiviill még megemlitend6k az alkaloidok, flavanoidok [69] és a

viaszok.
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2. CELKITUZESEK

Doktori munkdm célkit{izéseit a kapott feladatok hatdroztidk meg, amelyek
magukba foglaltdk az analgetikus hatdsu kiotorfin ismételt szintézisét,
valamint e dipeptid 13 tovabbi (némelyek nem fehérjeeredetli aminosavakat is
tartalmaznak) 1j anal6gjinak szintézisét és kémiai vizsgalatat. Tovabbi célkitlizésem
volt a morfin tolerancia és dependencia gatlé endogén MIF-1 (Pro-Leu-Gly-NH,)
és az exogén MTDIP alappeptidek és 5-5 0j, nem fehérjeeredeti aminosavat
tartalmazoé 0j analdg eldallitdsa és kémiai vizsgalata. Tovabbi feladatom volt az
eltérd szintetikus és mas kémiai analitikai munkat jelent§ csirke galanin 1-16
N-terminalis szegmensének szintézise és tisztitdsa, kémiai jellemzése. Célul tiiztem
ki tovabbi két szegmens tisztitdsdban és kémiai jellemzésében vald részvételt.

Nem szorosan kapcsolodott a szintetikus peptidkémiai témakhoz, de diploma-
munkam mintegy folytatdsaként célkitlizésem volt a csalannal kapcsolatos kémiai
munka, amely sajnos objektiv okok miatt csak csekély eredményel jart.

Részletezve feladatom volt a kiotorfin allappeptid, valamint 13, elsésorban nem
fehérjeeredetd aminosavat és védett analégot tartalmazé, uj kiotorfin analog
eldallitasa a klasszikus oldatfazisi peptidszintézis segitségével.

A felhasznalt nem fehérjeeredetii aminosavak el&allitasaval és rezolvalasaval,
védett és aktiv szarmazékainak elkészitésével is célkitizésem, feladatom volt

foglalkozni.
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Hasonlé6 médon eld kellett allitanom ismételt szintézissel a MIF-1 és az
MTDIP peptideket, ezen morfin tolerancia és dependencia gatld peptidek néhdny nem
fehérjeeredeti aminosavat tartalmaz6 analégjat a kiotorfin analégokhoz hasonléan a
klasszikus oldatfazisi peptidszintetikus moédszerekkel. Az eldalitottak koziil szamos
peptidet oszlopkromatografidsan tisztitani kellett.

Az 0j analégok mindegyikét a lehetség szerinti legalkalmasabb és
modern analitikai médszerekkel kellett jellemeznem.

A kutatécsoportban kordbban eldallitott néhdny peptidanaldgot, amelyek
a szintézis utdn, vagy hosszabb 4allds utdn részben bomlottak, ugyancsak meg kellett
tisztitanom a legolcsébb, de igen hatdsos szilikagél oszlopkromatografia médszerével.

Célkitlizéseim kozt szerepelt a szilard fazisi peptidszintézis modszerének
tanulmanyozasa. EI6 kellett dllitanom a human és csirke galanin k6zds N-termindlis
1-16 hexadekapeptidet, részt kellett vallalnom a csirke galanin 17-29 szegmens és
az elébbi peptid karbonsavamid szdrmazéka tisztitdsaban. Ezek tobblépcsds
folyadékkromatografias tisztitdsok voltak.

Célkitiizéseimben (a fentiek szerint) bennefoglaltattak a nagyfelbontoképességii
folyadékkromatografids modszerek alkalmazasai szemipreparativ tisztitisokra €s
analitikai jellemzésekre. Peptidszintetikus munkdim kapcsan feladatom volt
rutinszer{ien dolgozni egyszerd peptidanalitikai médszerekkel és megismerni a modern
nagymiiszeres analitikdkat értékelési szinten.

A csaldnnal kapcsolatos gyakorlati feladatként tiztem ki a nyers és szaritott
csalan leveleinek apritdsat, az ezt kdvet§ vizes, alkoholos és éteres extraktumainak

elkészitését laboratdriumi méretekben, ezen extraktumokat vizsgalni modern analitikai



22

modszerekkel (gézkromatografia és RP-HPLC). Ugyancsak feladatom volt

2

résztvenni ezen extraktumokbodl gyogykészitmények gyakorlati eléallitasaban.

//////

kisérleti leirdsok fejezetben szamolok be. Oszintén remélem, sikeriilt célkitizéseim

tilnyomé részét megvalositani.
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3 KISERLETI MODSZEREK

A kisérleti moédszerek tovabbi targyalasara a kutatdsi eredmények és a kisérleti
leirasok keretében is sor keriil. E fejezetben a munkdmhoz hasznilt médszerek és
technikdk rovid ismertetésére szoritkozom.

A peptidszintézisek sordn haszniltam mind a klasszikus/oldatfézisd, mind az
ugynevezett szilard fazisu peptidszintézisek modszerét. Az oldatfazisu szintézisek
MTDIP és a MIF-1 analégok esetében alkalmaztam. A galanin szegmensek és
analogja esetében a szilard fazisa peptidszintézis modszereit alkalmaztam. Ezen
peptidkémiai szintetikus mddszerek irodalméanak nagysaga, a kézikonyvek jelentds,
a leir6 irodalmak nagy szdma, tovabba doktori értekezésem korlatai miatt
ismertetésiktdl eltekintek.

A legsziikségesebb irodalmi alatimasztasokat ugyancsak kutatasi eredményeim
kapcsan ismertetem.

A nyers peptidek tisztitdsa sordn hasznaltam az oszlopkromatografias tisztitasok
szamos moddszerét. Alkalmaztam a megoszlas és adszorpcid elvén alapuld, talan
legrégebbi és legolcsobb, kis és fleg védett peptid molekuldk tisztitdsdra kivaléan
alkalmas szilikagél oszlopkromatografids modszert. Alkalomadtin a gélszlirésen
alapulé Sephadex oszlopkromatografia hasznalatara is sor kertlt.

A nagy felbontoképességili (nagy nyomadsa) folyadékkromatografia (HPLC)

modszerének kidolgozasa és alkalmazdsa mintegy hiiszéves multra tekint vissza. Ezen
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a korabbi oszlopkromatografids mddszereken alapuld elvalasztasi technikat az elmult
id6szakban igen magas szintre fejlesztették. A peptidkémidban manapsig a HPLC-n
alapul6 preparativ és szemipreparativ elvalasztasok, analitikai ellenSrzések szamos
kivalé médszere 4ll a peptidkutatdsok rendelkezésére [78]. A mddszerek, a
berendezések, valamint a hasznalt olddszerek mindségi kdvetelményei miatt eléggé
koltségesek. Ezek ellenére elterjedten haszndljak a bioldgiailag aktiv vegyiiletek,
igy a peptidek tisztitdsira és analitikai jellemzésére is a HPLC technikat és
alkalmazasi teriiletiilk folyamatos bdviil.

Mivel az Orvosi Vegytani Intézet, ahol doktori munkédmt végeztem, a HPLC
technikat illetden jol felszerelt, rendszeresen alkalmaztam a szemipreparativ forditott
fazisi HPLC technikat (RP-HPLC) elsGsorban a galanin szegmensek és analdgjaik
tisztitdsdra. Részletek a kutatasi eredmények sordn keriilnek ismertetésre.

A szintetikus peptidjeim analitikai vizsgalatai/ellenSrzései soran a klasszikus
és a modern peptidkémiai analitika szdmos médszerét egyarant haszniltam. A
klasszikusnak tekinthetd vékonyréteg kromatografiat kész alufdlia vagy liveg szilikagél
lapokat alkalmazva rendszeresen haszniltam. Altalinossdgban minden peptid
ellendrzését két vagy harom alkalmas futtatészerben vizsgaltam. ElShivoszerként
ninhidrin reagenst és/vagy ninhidrint és kl6r-TMD-t (N,N,N’,N'-tetrametil-4,4-
-diamino-difenil metan) el6hivé reagenseket egyiittesen hasznaltam. Peptidjeimnél
néhiany esetben az olvadaspont meghatarozast is hasznaltam. Ennek jelentGsége
a szabad peptideknél minimdlis. Ugyanez mondhaté el a klasszikus elemi

analizisekrdl is.
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Kisebb peptidjeimnél néhdny esetben N vagy C,H,N elemi analiziseket kértiink,
amelyeket a JATE Szerves Kémiai Intézetében vagy a SZOTE Gyogyszerészeti
Vegytani Intézetben végeztek, amelyért kiilon koszonettel tartozom.

A szintetikus peptidek modern analitikai mddszerekkel torténd ellendrzésénél
elsGsorban az RP-HPLC mddszerét hasznaltam, elsdsorban gradiens valtozatban, a
peptid jellegétdl fiiggden kiilonbdzd hullimhosszoknal mért UV detektdlasokkal.
Személyesen ritkdn mértem (kivéve az IR-spektrometrids méréseket), de féleg kis
peptidjeim esetében rendszeresen mértek IR- és bizonyos esetekben NMR-
spektrumokat a SZOTE Gyoégyszerészeti Vegytani Intézetében.

Az Orvosi Vegytani Intézet analitikai laboratériumdban szintetikus peptidjeim
tilnyomo részérol ES-MS, a galanin szarmazékokrdl kapillar elektroforetikus
felvételek és aminosav analizisek is késziiltek, amelyek értékelésében,

vettem részt személy szerint.
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. KUTATASI EREDMENYEK

A doktori munkam soran elért kutatisi eredményeket vegyiiletcsoportonként
kilon értékelem, hangsulyt fektetve a kémiailag 0j vegytletekre vagy tijdonsagokat
jelentd eredményekre.

1. NEM FEHERJEEREDETU AMINOSAVAK

Uj vegyiileteim, analégjaim szintézise sordn haszniltam kédolt vagy
fehérjeeredeti aminosavakat is, valamint ezek D izomerjeit. Ez utébbiak ugyancsak
nem kdodolt aminosavakhoz tartoznak, de ezek alkalmazéasa gyakorlatilag
nem tér el az L aminosavak alkalmazasétdl, tovabba ezeket a D-pipekolinsavat (D
-Pip) és a D-fenilglicint (Pgl) kivéve a kereskedelembdl szereztik be, igy ezeket
nem részletezem. Annyit sziikséges viszont megjegyezni, hogy ezek peptidszintézisre
alkalmas szarmzékait ismert leiratok alapjan magam készitettem. A D-Pgl-t DL-Pgl-
bsl annak karbobenzoxi (Z) szarmazékat elkészitve az ismert L-tirozin-hidrazinos
rezolvaldsi moddszerrel [79] készitettem.

A pipekolinsav peptidkémia alkalmazasanak a kutatécsoportban jelent6s multja
van. Mivel még a DL-pipekolinsavnak is magas az 4ra reprodukaltam €s sikeresen
modositottam a magyar kutatok altal leirt L-1izinb6l kiindulé L-pipekolinsav
el6allitasat [80]. Ez azért 1ényeges, mert a DL-pipekolinsavbdl kiindul6 fennt emlitett
rezolvaldsi mddszer altalaban a D-izomert tisztin adja, de az L-izomerek tovéabbi
tisztitasra szorulnak.

Az ismert mddszerekkel elkészitettem ez utdbbiak nemcsak Z- de Boc- és

Fmoc- védett szarmazékait is.
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2. A KIOTORFIN ES ANALOGJAI
Munkim sordn az alabbi elsdsorban véddcsoportokat tartalmaz6 és nem
tartalmazd kiotorfint és kiotorfin analégokat allitottam eld (a mellélt szamok a

vegyliletek azonositd szdmai a kutatdcsoportban).

Z-Tyr/Bu'/-Arg-OH(KT-31); H-Tyr-Arg-OH(KT-1);
Boc-Tyr/Bzl/-Arg-OH(KT-12);

Z-Tyr-D-Arg-OH (KT-19); H-Tyr-D-Arg-OH (KT-19a);
H-D-Pgl-Arg-OH (KT-3);

Z-Pip-Arg-OH (KT-16); Z-D-Pip-D-Arg-OH (KT-26);
Z-D-Pro-Arg-OH (KT-9);

H-Tyr/Bzl/-Lys-OH (KT-2); H-Ser/Bzl/-Lys-OH (KT-17);
Z-D-Phe-D-Arg-OH (KT-5);

Z-Phe-Arg-OH (KT-7); Boc-Tyr/Br,/-Arg-OH (KT-28);

A 14 szintetikus kiotorfin szdrmazék és analog koziil, amelyet elkészitettem

5 ismert az irodalombdl, de 4j megkozelitést (szintézis, tisztitds) alkalmaztam.

A tovabbi 9 analdég esetében nem csak a megkozelités, hanem maguk a vegyiletek
is irodalmilag Gjak. A szintézisek sordn az N-terminalis aminosav difunkciondlis
Z- vagy Boc- aminocsoport védelmet hasznaltam. Ha az N-terminalis aminGsav
trifunkcionalis (Tyr, Ser) Boc/Bzl vagy Bzl/Boc véddcsoport kombinécidval
dolgoztam. A C-terminalis aminosavaknal még trifunkcionalis esetben (Lys, Arg)

is ideiglenes s6védelmet [81], N-metil-morfolint (NMM) vagy trietilamint (TEA)
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hasznaltam, amely egyszerd €s jol bevélt a szintéziseim sordn. A kapcsolast
minden esetben az N-termindlis aminosav izolalt N-hidroxi-sukcinimid (SuOH)
aktivésztereinek feleslegével végeztem. A védScsoportok eltavolitdsa a szokasos
modszerekkel trifluorecetsavval (Boc) vagy Pd/C (10%) katalizator jelenlétében
hidrogénezéssel (hidrogenolizis) tortént. Peptidjeim a szintézist kdvetSen

nem voltak tisztak.

Tisztitisukra még a védett szarmazékoknal is csupan néhany esetben bizonyult
megfeleldnek a kristalyositas, ezért igen gyakran alkalmaztam védett szirmazékoknal
a szilikagél oszlopkromatografiat kitlonb6z6 olddszerekben (a VRK-nak megfelelGen),
Leginkabb a kloroform-metanol kiillonbozd keverékeit hasznaltam. Ez a mddszer
esetenként szabad kiotorfinok tisztitdsara is megfelelének bizonytlt. Azon analégoknal
ahol ez a médszert nem bizonyult alkalmasnak és a nyers peptid viz-ecetsav
oldékonysaga jé volt, sephadex G-10-es oszlopon gélsziiréses tisztitast alkalmaztam.
A peptidek izoldldsa a kristalyositdson kiviil az oszlopkromatografids tisztitasok
(szilikagél) utdn a vakumbeparlast kdvetd éteres kicsapassal vagy gélszilirés utin
liofilizélassal tortént.

A kiotorfin peptidek tisztasdgellen6rzése, jellemzése minden esetben megtortént
vékonyréteg kromatografiaval és forditott fazisu analitikai HPLC-vel. Néhény esetben
elemi analizist, ES-MS ellenorzést, kvalitativ aminosav analizist is végeztiink, ahol
lehetett olvadaspontot is mértiink. Elég rendszerességgel készitettiink IR-spektrum
felvételeket néhany esetben NMR-spektrum is késziilt. A mért fizikai adatokat a
kisérleti részben adom meg, a helyes szerkezetet igazol6 néhdny IR- és NMR-
spektrummal nem foglalkoztam részletesen. Mellékletenként csatolom hat analog

RP-HPLC kromatogramjat a kdvetkez8 oldalon (1. dbra).
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3. A MORFIN TOLERANCIA ES DEPENDENCIA GATLO PEPTIDEK
ES ANALOGJAIK.
Az alappeptideken kiviil els6sorban D- vagy L-Pip-t tartalmaz6 analégokat

szintetizdltam, amelyek MTDIP esetén az alabbiak.

Z-Pro-Leu-OH (MTDIP-6); Z-D-Pip-D-Pip-OH (MTDIP-13);
Z-Leu-D-Pip-OH (MTDIP-35); Z-Pip-D-Leu-OH (MTDIP-22);
Z-D-Pip-Pro-OH (MTDIP-27); Z-Pro-D-Leu-OH (MTDIP-2);

Az MTDIP-2 alappetiden kivill a masik 5 analdg irodalmilag uj vegytilet ebben a
sorban (az MTDIP és az MTDP jel6lés teljesen azonos). A szintézisek soran csak
difunkcionilis, f6leg aromads és igen liofil aminosavakkal dolgoztam. Az N-termindlis
aminosavakat csak Z-véddcsoportal védtem. Az N-terminalis aminosavakat pedig nem
védtem a szintézisek sordn. A kiotorfin analdgokndl hasznalt sGvédelem mellett
ugyancsak aktivészteres kapcsolasi modszert alkalmaztam mivel a modszer ezen
dipeptid szarmazékoknal kiilondsn jol bevallt. A védScsoportot, mivel az alapvegyiilet
is hasonlé szerkezetd csak probaként tavolitottam el 2 esetben. Az Uj szintetikus
analégokat sikeresen lehetett kristalyositani, ezért tovabbi, a mar emlitett szilikagél
oszlopkromatografiat csak két esetben hasonld koriilmények kozt alkalmaztam. Ezen
Uj anald6gok tisztasdgellendrzése és jellemzése a kiotorfin analégokéval teljesen
hasonlé mddon tortént. A mért fizikai adatok a kisérleti részben, a helyes szerkezetet
igazold nehany IR- és NMR-spektrum nincs kiil6n targyalva dolgozatomban.

Az RP-HPLC kromatogrammok (egy kivétellel) a kovetkez6 oldalon talalhatok

(2.4bra).
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A tripeptid sorban a MIF-1 alappeptiden kiviil egy masik ismert és 5 j analogot
szintetizdltam. Ezen analégok is féleg L-pipekolinsavat tartalmaznak, melyek a

kovetkezOk.

Pro-Leu-Gly-NH, (MIF-1);  Z-D-Pip-Leu-Gly-NH, (MIF-11);
Z-D-Pip-D-Pip-OCH, (MIF-16); Z-D-Pip-D-Pip-NH, (MIF-22);

Z-D-Pip-D-Pip-D-Pip-OCH, (MIF-31); Z-D-Pip-D-Pip-D-Pip-NH, (MIF-36);

Ezen MIF-1 analégok szintézisét oldat fizisban az alabbi abran (3.4abra) lathat6

szintézis séma alapjan valdsitottam meg.

Pro (Pip) , Leu Gly
Z——OH H—— OCH,
71 oH 7 vegyes anhidrid OCH,
Z——0su H Palc -1, OCH, x AcOH
. NH;/|MeOH OCH,
Z NH,

oszlopkromatografia

3. dbra: a MIF-1 és analégjainak szintézis sémdja =~ .
s ‘
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A szintézis sordn az N-termindlis (difunkcids) aminosavak aminocsoportjat minden
esetben karbobenzoxi (Z) véddcsoportal mig a C-termindlis aminosavak
karboxilcsoportjat metilészter forméaban blokkoltam ideiglenesen. A alapdipeptid
kapcsolasat az ugynevezett vegyesanhidrides modszerrel (klérszénsav-izo
-butilészterrel) NMM mint bazis jelenlétében valdsitottam meg. A tovabbi
kapcsolasokndl aktivészteres (SuOH) kapcsolasokat €s TEA-t alkalmaztam. A védett
dipeptideket altalaban sikerilt kristalyositani és elfogadhatd tisztasidgot

elérni. Az MIF-16 analdég esetében tobbszori kristalyositast végeztem.

A dipeptidekrdl a Z védScsoportokat vizes ecetsavban Pd/C katalizator mellett
hidrogénezéssel tavolitottam el, majd igy acetat s formdjaban kapcsoltam

a tripeptid N-termindlis aminosavjaival. A védett tripeptidésztereket mar nem
sikeriilt kristalyositdssal jol megtisztitani. Ezért adott esetekben az eldzdekben
ismertetett szilikagél kromatografidval tovabbi tisztitast végeztem.

A védett tripeptidek izolalasa utdn azokat hig oldatban alacsonyabb
hémérsékleten ammonia gazzal amidaltam, az amidalas el6rehaladtat vékonyréteg
kromatografidval kovettem. A védett peptidamidokat izolaltam, kristalyositéssal
és szilikagél oszlopkromatografidval tisztitottam.

Az analégok tisztasagi ellendrzése és jellemzése a kiotorfinok és az MTDIP
analégokéhoz hasonldan tortént. A peptidek fizikai adatait a kisérleti részben
ismertetem, készilt néhany IR- vagy NMR-spektrum is ami a helyes szerkezeteket
igazolja. Az 5 irodalmi Gjdonsagot jelenté MIF-1 analog RP-HPLC
kromatogrammjai (kromatografids tisztasdguk bizonyitékai) egyiittesen a kovetkezd

oldalon talalhat6k (4.4bra).
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4. GALANIN SZEGMENSEK ES ANALOGJA

Mint a célkitizések fejezetben ismertettem a csirke €s a humén galanin
peptidek koziil egy szegmens teljes szintézisét masik kettd részbeni tisztitasat €s
jellemzését végeztem. Az alabbi abran (5.4bra) a human és a csirke galanin
aminosavszekvencidja taldlhat6, vastagon kihtzva az altalam szintetizalt szegmens

és amelyek tisztitisdban segédkeztem lalhatok.

G-W-T-L-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-H-A-V-G-N-H-R-S-F-S-D-K-N-G-L-T-S
G—W-T-L—N-S-A-G-Y—L—L—G-P—H-A—V—D-N-H-R—S-F—N—DFK-H-G-F-T-NHZ

5. dbra: a humdn és a csirke galanin teljes aminosavszekvencidja

és az altalam szintetizalt vagy tisztitott szegmensek.

Mint az abrin és az elmondottakbdl kideriilt, célkitlizésemnek megfeleléen
eldallitottam egy hexadekapeptidet (csirke, human Gal 1-16-OH) 6nnéléan
(a kisérleti részben csak ezt irom le részletesebben). Ennek termindlis
savamid analdgja (csirke, humdn Gal 1-16-NH,) és egy tridekapeptidamid
(csirke Gal 17-29-NH,) tisztitasanal milkodtem kozre.

A szilard fazisu szintézist [82] a klasszikus kézi modszerrel végeztem.
A szabad karboxil végi peptidnél 1% Merrifield gyantat hasznaltam. A peptidet
a C-terminalis oldalrél 1épésenkénti szintézissel allitottam el6.

A szintéziseknél minden esetben a Boc/Bzl kémiat alkalmaztam, a
kapcsoldsokat 3 ekvivalens Boc-aminosav felesleggel, DCC/HOBt-vel kétszer

végeztem a kapcsolast. A kvalitativ Kaiser tesztet rendszeresen alkalmaztam.



36

Szintézis kézben a Boc véddcsoportokat trifluorecetsav/ diklormetdnnal (TFA/DCM)
tavolitottam el, folyamatosan a normal protokolt [82] haszniltam. Szintéziseknél az
alabbi Boc-aminosavakat haszndltam: Boc-Ala, Boc-Asn, Boc-Gly, Boc-leu, Boc-Phe,
Boc-Pro, Boc-Trp, Boc-Val, Boc-Asp(OcHx), Boc-His(Tos), Boc-Lys(2-Cl-Z), Boc-
Ser(Bzl), Boc-Thr(Bzl) és Boc-Tyr(2-Br-Z).

A védett peptid szintézisét kdvetden az utolsdé Boc és az oldalfunkcids
védbesoportokat és a nyers peptidet a gyantdrdl egyidejileg cseppfolyos
HF-1 (anisol, dimetilszulfoxid szkevengerek hasznilata mellett) O°C-on kb. 1 dra
tavolitottuk el. A gyanta mell6l a peptid kiold4dsat vizes ecetsavval végeztem.
Liofilizalast kovetden a nyers peptidet analizaltam, kétlépcsSs szemipreparativ
RP-HPLC gradiens médszerrel tisztitottam. Az oszlop Vydac C 18, 1.6x25 cm
méretli (max.50 mg tisztithaté egyidejileg). Linedrisan véltakozé gradiensét
hasznaltam (A: 0.1% TFA vizes oldat, B: 80% AcCN+0.1% TFA). A peptidek
detektalasa UV 220 nm-en. A kromatografidsan tiszta frakcidkat Osszegyljtve
liofilizaltam a peptideket.

Ezt kovette a peptidek azonositisa (FAB-MS vagy ES-MS), tisztasag-
ellenGrzése a fenti RP-HPLC analitikai valtozata alkalmazasaval. A tovabbi
jellemzések aminosav analizissel, kapillaris elektroforetikus mérésekkel torténtek.

Eddigi adataink szerint miligrammos mennyiségekben sikertilt a harom galanin
peptidet eldallitanom. Ezek ES-MS felvételei és RP-HPLC kromatogramjai a kovet-

kez6 két dbran (6. és 7.abra) lathatok.
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5. CSALAN EXTRAHALASI VIZSGALATOK

Az eredeti elgondolasunkhoz mérten eredményeink eléggé szerények, ennek oka
els6sorban az, hogy a kutatdsokhoz nem sikeriilt megfelelé anyagi hattaret
teremteni. A permetmentes teriiletrdl szedett csaldnagak szar részét vagy
elkiilénitettiik a levelektSl vagy nem. Ezt természetes levegdn szdritis kovette.

Az apritast zizas kovette, majd elSkisérletek utdn két féle extrakciét végeztiink
kiilon-kiilon mintdkbdl, gy mint vizes €s alkohol-éteres extrahdlast. Az
extraktumokat szlirés utdn bes(rittettiik melegités nélkiil. Az étres-alkoholos
extraktumot szobahdmérsékleten vikumban beparoltuk és z6ldszinii olajos terméket
kaptunk. A vizes oldatot szobah8mérsékleten porlasztassal szaritottuk be és
sOtétzold finom porhoz jutottunk.

Mindkét siritmény nagymennyiségd klorofilt tartalmazott. A sliritményekkel
gazkromatografias és folyadékkromatografias eldvizsgalatokat végeztiink, amelyek
csupdn arra voltak alkalmasak, hogy megéllapitsuk az old6szer maradékot (alkohol
és viz). A nagy klorofil tartalom a fenti vizsgalatokat ugyancsak zavarja.
Tovabbi korrekt vizsgalatokhoz teljes kiszaritds és klorofilmentesités sziikséges. Az
igen terjedelmes csalan irodalomban ilyen nagymiszeres vizsgalatok (leirasa)
nem szerepel igy vizsgélataink elGsegitették a koriilmények kidolgozasat tovéabbi
vizsgalatokhoz.

A vizes frakci6 szaritott anyaga felhasznalasaval a SZOTE

Gyoégyszertechnoldgia Intézetének segitségével néhany probakészitményt dolgoztunk
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ki, amelyek maér ilyen formdban is forgalmazhat6k lehetnének kozmetikumokként,
ha a nagybani csaldntermeléshez, feldolgozashoz, engedélyeztetéshez és marketinghez
megfeleld partnert vagy anyagi hatteret sikeriilne biztositani.

Az emlitett probakészitmények reklamszerQ leirdsa a disszertaciéban részle-

tesen nincs megadva.
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IV. KISERLETI LEIRASOK

A szilard fazisu szintézist a hagyomanyos Merrifield edényben labora-
toriumi razogép segitségével végeztem. A hordozon kiépitett peptid és a védSesoportok
egyidejd eltavolitdsa cseppfoly6s HF-1 (UCAR)) zart késziilékben tortént.

Az olvadaspontokat Boetius-blokkal (VEB Analytik, Drezda) hatiroztam meg, a
mért értékek korrigdlatlanok. A vékonyréteg kromatografidhoz kész Merck lapokat
alkalmaztam (szilikagél 60, 0.25 mm) a kovetkez§ futtatoszerekkel (A) CHCl;/MeOH=9/1,
(B) piridin/ecetsav/viz=20/5/11 eszencia etilacetattal kiilonb6z6 koncentraciokra (5,10,20%)
higitva. Az el6hivokat mar kordbban targyaltam. A HPLC tisztitdsokat €s analitikai vizsgala-
tokat egy LKB 0sszedllitasu késziilékkel ( 2 db. LKB 2250 tipust pumpa, LKB 2250 tipusi
kontrolldld, LKB 2210 tipusu 2 csatornds irdszerkezet, KNAUER valtoztathato UV
detektor, automatikus szamitégépes program vezénylés) végeztem.

A tisztitdsokat és az ellendrzéseket is kiilonboz8 gradiensekkel A és B gradiensekkel
végeztem ahol (A) vizes 0.1% TFA, (B) AcCN-0.1% TFA.

A szilikagél oszlopokhoz Merck szilikagél 60 (0.063-0.04mm) tolteteket, a gélkroma-
tografidhoz sephadex G-10 vagy szephadex G-25 toltetet alkalmaztam.

A néhany klasszikus mikroanalitikai vizsgélaton kiviil a kvalitativ aminosav analizisek-
hez ioncseréld lapokat haszndltam. A kvantitativ aminosav analiziseket automata
aminosav analizatorral (Hewlett-Packard Aminoquant) végezték. Az aminosav analizisekhez
6 N HClI-s (24 6ra, 110°C) hidrolizdtumokat hasznaltam, ahol sziikséges volt (Trp) mas
hidrolizist is alkalmaztam. A peptidek azonositasat esetenként ES-MS-el Finigan

tomegspektrométerben végezték.
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L-Pipekolinsav (1)

10 g (54.6 mmol) L-lizin. HCI1 200 ml-es vizes, élénken kevert oldatdhoz (pH 9.5-re
allitva cc. ammoniumhidroxiddal) 18.6 g (64.6 mmol) nitropruszidnatrium (nitrozil-
pentacianoferrat (II.) dihidratot) adtam 60°C-on. A reakcid elején elszinezédés figyelhetd
meg. Folyamatos pH kontroll (pH 9.5) mellett, cseppenként adagoltam 4 N. NaOH-t. A
reakcid elGrehaladasat folyamatosan kovettem vékonyrétegkromatografiaval. A reakcid
végén a reakcioelegyet lehiittdttem, a kis mennyiségii vords-barna csapadéktol megsziirtem,
és az oldatot pH 3.5-re allitottam cc. s6savval. A sarga oldatot Kieselgel oszlopon desz-
tillalt vizben kromatografidsan tisztitottam. A frakcidkat vékonyrétegkromatografiaval
kovettem. A kombinalt féfrakciékat beparoltam szdrazra, a maradékot forrd
metanolban oldottam és éter-n.hexdn hozzdad4dsaval kristalyositottam. Az ismételt
kristilyositds ugyancsak metanol-éter-n.hexanb6l. Termelés: 30%; Op: 263-265°C;

[alp= ° (c=1, viz).

Karbobenzoxi-L-pipekolinsav (2)
Az (1) vegyliletb6l Z-OSu-val acilezve és a szokdsos mddon izoldlva. Termelés:

82%; kristalyositds: éter-petroléter; Op: 112-113°C; [a]p= -57° (c=1, ecetsav).

Butiloxikarbonil-L-pipekolinsav (3)
Az (1) vegyiiletb6l Boc-pirokarbonattal acilezve és a szokdsos médon izolalva.
Termelés: 68%; kristalyositds etilacetat-petroléter; Op:121-122°C; [alp= 62.2° (c=1,

ecetsav).

Fluorenil-metiloxikarbonil-L-pipekolinsav (4)

Az (1) vegyiiletbdl Fmoc-OSu-val acilezve és a szokasos mddon izolalva. Termelés:
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72 %; kristalyositas: metanol-petroléter; Op: 153-156°C; [a]p,= -14.88° (c=1, ecetsav).

Karbobenzoxi-D-pipekolinsav (5)
ElGallitva Z-DL-pipekolinsavbol L-Tyr-N,H;-0s rezolvalassal. Termelés: 82%;

kristalyositas éter-petroléter; Op:113-114°C; [a]p= + 55° (c=1, ecetsav).

Butiloxikarbonil-D-pipekolinsav (6)
ElGallitva (3) szerint. Termelés: 72 %; kristdlyositas etilacetat-petroléter; Op:

120-122°C; [a]p= + 60,5° (c=1, ecetsav).

Fluorenil-metiloxikarbonil-D-Pipekolinsav (7)
Elgallitva (4) szerint. Termelés: 56%; kristalyositds metanol-petroléter;

Op: 150-153°C; [a]p= +18.2° (c=1, ecetsav).

Karbobenzoxi-D-fenilglicin (8)

A Z-DL-fenilglicin eldallitisd DL-fenilglicinbdl Z-OSu-val acilezéssel (2) szerint.
100 mmol Z-DL-fenilglicin és 100 mmol L-tirozin-hidrazid forrén oldva 500 ml 75%
metanolban és az oldat szobah6mérsékleten kevertetve 24 6rdig. A kivalo kristalyok a
Z-D-fenolglicin, amelyet kisz{irve és kristdlyositva metanol-éterbdl adja a tiszta szarmazékot.

Termelés: 80-85%, Op:182-184°C; [alp= -63° (c=1, metanol).

Boc-Tyr/Bzl/-Arg-OH (9)

440 mg (1 mmol) Boc-Tyr/Bzl/-OSu oldva 10 ml DMF-ben, az oldathoz hozzédadtam
209 mg (1,2 mmol) Arg-OH-t és 3 ekvivalens trietilamint. Kevertetés 5°C-on 2 6rat
és szobah6mérsékleten 1 napot. Savanyitva néhdny csepp cc.kénsavat adva az oldathoz, vizzel
higitottam (10 ml) és a reakcidelegyet extrahdltam etilacetéttél/f(g;(&;%\traktumot mostam

)

T
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1 N. NH,OH oldattal és vizzel, szaritottam (MgSO,). Az oldészert eltavolitva olajat kaptam,
melyet triturdltam n-hexdnnal ekkor amorf port kaptam. Ezen amorf port kromatografaltam
szilikagél oszlopon (eluens metanol-kloroform). A {6 frakcidk beparolva adtdk a tiszta
szarmazékot. Termelés: 60-65%; Op: 154-156°C; R(A) 0.2, (B) 0.4; HPLC egységes;

[a]p= -5.1° (c=1, metanol).

H-Tyr-Arg-OH (10)

150 mg (9) oldva 10 ml 80% TFA-diklérmetédnban és szobahOmérsékleten kevertetve
kb. 1 éraig, az oldatot beparoltam és tovédbbra is folyamatos vékonyréteg ellendrzés
mellett az olajat metanolban Pd/C jelenlétében kezeltem amig a véddcsoportokat eltavo-
litottam. A katalizatort kisz(irve az oldatot beparoltam, olajat kaptam, amelybél n-hexanos
trituralast kovetden amorf por forméjaban kaptam meg a dipeptid sot. Ez utobbit ioncserélve
a szabad dipeptidhez jutottam a féfrakciok liofilizalasat kovetSen. Termelés: 70-75%; R{(A)

0.05, (B) 0.15; HPLC egységes; [a]lp= +22° (c=1, metanol).

Karbobenzoxi-Tyr-D-Arg-OH (11)

395 mg (1 mmol) Z-Tyr-OSu oldva 10 ml DMF-ben, az oldathoz hozzaadtam 209 mg
(1,2 mmol) D-Arg-OH-t és 3 ekvivalens trietilamint. Kevertetés 5°C-on 2 6rit és szoba-
hémérsékleten 2 napot. Feldolgozas és szilikagél oszlopkromatografalas (10) szerint.
Az oszlopkromatografalds f6 frakci6i (tiszta/egységes) beparolva etilacetét-éterbdl
kristalyosithatok. Termelés 60-65%; Op:155-159°C; R«(A) 0.25, (B) 0.35; HPLC egységes;

[a]p= -14.5° (c=1, metanol).

H-Tyr-D-Arg-OH (12)

200 mg (11) oldva 40 ml 5% jégecetet tartalmaz6 metanolban és Pd/C jelenlétében
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szobahdmérsékleten hidraltam vékonyrétegkromatografias ellenérzés mellett. A hidralas
befejezése utan az oldatot bepéaroltam és a maradék olajat eldorzsoltem éter-n.hexdn
alatt, amorf anyagot kaptam. Termelés 80-85%; R«(A) 0.5, (B) 0.15; HPLC egységes;

[alp= -17° (c=1, metanol).

H-D-PGl-Arg-OH (13)

A kapcsolas és feldolgozas 1 mmol Z-D-PGI-OSu és 1,2 mmol Arg-OH-val a (11)
szerint. Utdnna szilikagél oszlopkromatografia, majd a kapott és jellemzett amorf
Z-D-PGI-Arg-OH 100 mg mennyiségérdl a véddcsoportot a (12) szerint hidrogenolizissel
tavolitottam el és feldolgoztam, amorf anyagot kaptam. Brutto termelés 40-45%; R{(A)

0.5, (B) 0.1; HPLC egységes; [a]p= +22.2° (c=1, metanol).

Karbobenzoxi-Pip-Arg-OH (14)

343 mg Z-Pip-OSu (1 mmol) oldva 10 ml DMF-ben, hozzaadva 209 mg (1,2 mmol)
Arg-OH-t és 3 ekvivalens trietilamint a reakcidelegyet kevertetés mellett 5°C-on
és szobahOmérsékleten reagiltattam 48 6rdig. A reakcidelegyet feldolgoztam (10)
szerint, de oszlopkromatografilds nem volt sziikséges. Kristalyositds etanol-éterbdl.
Termelés: 55-60%; Op:134-139°C; R(A) 0.2, (B) 0.4; HPLC egységes; [a]p= -32.3°

(c=1, metanol).

Karbobenzoxi-D-Pip-D-Arg-OH (15)

343 mg Z-D-Pip-OSu (1 mmol) és 209 mg (1,2 mmol) D-Arg-OH-bdl kiindulva a
(14)-1 azonosan kapcsoltam és dolgoztam fel. Oszlopkromatografia nem sziikséges,
kristalyositds ugyancsak etanol-éterbsl. Termelés: 55-60%; Op:129-133°C; R(A) 0.2,

(B) 0.4; HPLC egységes; [a]p,= +34° (c=1, metanol).
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Karbobenzoxi-D-Pro-Arg-OH (16)

662 mg (2 mmol) Z-D-Pro-OSu és 420 mg Arg-OH-bol kiindulva a (14,15) szerint
kapcsolva és feldolgozva. Viszont szilikagél oszlopkromatografias tisztitdsnak kellett
alavetni a nyers peptidet, amelynek végén amorf anyagot kaptam.

Termelés: 40-45%; R{(A) 0.05, (B) 0.25; HPLC egységes; [a]p= -59.5° (c=1, metanol).

Karbobenzoxi-Phe-Arg-OH (17)

Eléallitas a (14) szerint azonos mmol mennyiségbél, a reakcid id6 48 ora,
feldolgozas is azonos moédon tortént. Szilikagél oszlopkromatografia volt sziikséges,
a tiszta anyag viszont metanol-éter-n.hexanbdl kristalyosithat6. Termelés: 45-50%;

Op:130-133°C; R(A) 0.3, (B) 0.5; HPLC egységes; [a]p= -5° (c=1, metanol).

Karbobenzoxi-D-Phe-D-Arg-OH (18)
Eldallitas, feldolgozas, kristalyositas (17)-tel teljesen analég mddon.
Termelés: 52%; Op:110-115°C; R(A) 0.3, (B) 0.5; HPLC egységes; [alp= +22° (c=1,

metanol).

Boc-Tyr(Br,)-Arg-OH (19)

770 mg (1.5 mmol) Boc-Tyr(Br,)-)Su oldva 15 ml DMF-ben. Az oldathoz
hozzdadtam 315 mg (1.7 mmol) Arg-OH-t és 3 ekvivalens trietilamint majd 48 6raig
kevertettem az oldatot 5°C-on és szobahGmérsékleten. A feldolgozas azonos a (9)-1.
Az olajat szilikagél oszlopon az elézdeknek megfelelGen tisztitottam. Az egységes
frakci6 ugyancsak olaj, amelyet n.hexén alatt eldorzséltem €s sarga amorf anyaghoz
jutottam. Termelés: 20-25%; Op: 121-127°C; R(A) 0.38, (B) 0.48; HPLC egységes;

[a]p= -21° (c=1, metanol).
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H-Tyr/Bzl/-Lys-OH (20)

150 mg Boc-Tyr/Bzl/-Lys-OH oldva 20 mt cc. TFA oldatban kevertetés kdzben,
vékonyréteg kromatografias ellen6rzés mellett. Amikor a reakcidé befejez6dott az oldatot
beparoltam €és az olajos maradékot éter-n.hexan alatt eldorzséltem (higroszképos).
Kiszaritas utan amorf anyagot kaptam, amelyet még szilikagél oszlopon tisztitani
kellett. Valtozatlanul amorf anyagot kaptam. Termelés 70%; R{(A) 0.2, (B) 0.3; HPLC

egységes; [alp= -45.2° (c=1, metanol).

H-Ser/Bzl/-Lys-OH (21)
250 mg Boc-Ser/Bzl/-Lys-OH-bdl a (20)-nak megfeleléen készitettem, szilikagél
oszlopkromatografia sziikséges volt ugyancsak €s egységes amorf anyagot kaptam.

Termelés: 45-50%; R{A) 0.1, (B) 0.25; HPLC egységes; [a]p= -72.1° (c=1, metanol).

Karbobenzoxi-Pro-Leu-OH (22)

1.22 g (4 mmol) Z-Pro-OSu oldva 20 ml DMF-ben, az oldathoz hozziadtam 575 mg
(4,4 mmol, 10% felesleg) Leu-OH-t és 2 ekvivalens trietilamint majd kevertetés kozben
reagiltattam a komponenseket szobahOmérsékleten 24 6rdig. Az reakcidelegyet beparoltam,
a maradékot etilacetitban vettem fel, az oldhatatlan maradékot kisziirtem. Az oldatot
mostam hig sésavval, hig laggal és vizzel. Szaritds, beparlds utdn az olajos maradékot
kristalyositottam CHCl,-n.hexanbdl. Termelés: 65%; Op: 134-136°C; R{(A) 0.42, (B) 0.6;
HPLC egységes; [alp= -63.8° (c=1, metanol). C;;H,,O;N, (362.44), szamitott C:62.96,

H:7.23%, N:7.62%, taldlt C:62.62%, H:7.18%, N:7.62%.

Karbobenzoxi-Pip-D-Leu-OH (23)
680 mg (2 mmol) Z-Pip-OSu és 280 mg (2.2 mmol) D-Leu-OH oldva 15 ml DMF

ben 2 ekvivalens trietilamin jelenlétében (a D-Leu nehezen old6dik be csak a reakcid
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folyaman) és kevertetés szobahdmérsékleten 24 6rdig. A feldolgozas (22)-h6z hasonldan.
A maradék kromatografidsan egységes olaj, amelyet nem sikeriilt kristalyositani, ezért
szilikagél oszlopkromatografilast is végeztem, de ez is egységes termékre utalt és olaj
maradt vissza, amelyet ugyancsak nem sikerilt kristalyositani. Igy az olajat DCHA s6
formdjaban izoldltam Kristilyosan. Termelés 35-40%; Op:159-160° (DCHA s6); HPLC (olaj)
a DCHegységes; R(A) 0.2, (B) 0.35 (olaj); [a]p= -5,1° (c=1, metanol) (DCHA s9).

s6).

Karbobenzoxi-Pro-D-Leu-OH (24)

2 mmol Z-Pro-OSu-bdl és 2.2 mmol D-Leu-b6l kiindulva a szintézis és a feldolgozas
(22) szerint. A bepirlds utdn egységes olaj, amelyet az kloroform-n.hexanbo6l
kristalyositottam. Az analitikai adatok az irodalmi adatoknak megfelel6k csupan
minimalis eltérésekkel. Termelés: 45-50%; Op: 132-134°C; R{(A) 0.15, (B) 0.25;
HPLC egységes; [a]p= -43° (c=1, metanol); az elemi analizis C,H,N adatai is a

szamitottnak megfelelGek.

Karbobenzoxi-Leu-D-Pip-OH (25)

3 mmol Z-Leu-OSu-bdl és 3.3 mmol D-Pip-bdl kiindulva a szintézis és feldolgozas
(22) szerint. A beparlds utan szilikagél oszlopkromatografia, a kromatografidsan tiszta
olajat ugyancsak nem tudtam kristalyositani, DCHA s6 formdban levélasztottam. Az olajat
és a sot is jellemeztem. Termelés: 35-40%; Op: 88-92°C (DCHA s6); R{(A) 0.2,

(B) 0.3 (olaj); HPLC egységes (olaj); [a]p= +19.5° (c=1, metanol) (DCHA s0).

Karbobenzoxi-D-Pip-Pro-OH (26)
2 mmol Z-D-Pip-OSu-bédl és 2.2 mmol Pro-OH-bél kiindulva a szintézis és

feldolgozas a (22)-nek megfelelGen. A beparlds utin nem egységes olaj, ezért
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szilikagél oszlopkromatografiat alkalmaztam, olajat kaptam, amelyet sikeriilt
aceton-éter-n.hexanbdl kristalyositani. Termelés: 50-55%; Op: 113-116°C;

Rp(A) 0.25, (B) 035; HPLC egységes; [alp= - 5° (c=1, metanol), -22.5° (c=1, ecetsav);

Karbobenzoxi-D-Pip-D-Pip-OH (27)

2 mmol Z-D-Pip-OSu-bdl és 2.2 mmol D-Pip-OH-bol kiindulva a szintézis és a
feldolgozas a (22)-nek megfelelden. Beparlas utin egységes olaj, kristalyositas
etanol-éter-n.hexdnbdl. Kitlinden kristalyosodott. Termelés 75-80%; Op: 102-104°C;
R«(A) 0.35, (B) 0,5; HPLC egységes; [alp= +38.2, (c=1, metanol). Az elemi analizis

C,H,N adatai a szamitottnak megfelel6 a hibahataron bell.

Karbobenzoxi-D-Pip-Leu-Gly-NH, (28)

1.4 g (4 mmol) Z-Leu-Gly-OEt oldva 100 ml ecetsav-metanol 50 %-os keverékében
és Pd/C katalizitor jelenlétében ataramoltatdsos hidrogénezés 3 6rdig amikor a
vékonyrétegkromatografia szerint a hidrogenolizis befejez6d6tt. Vakumbeparlds utdn
az olaj Leu-Gly-OEt. AcOH-t éter alatt megszilarditottam, mostam €éterrel, sziirtem,
KOH felett vakumban szdaritottam 48 6rdig (kromatografidsan egységes).

A dipeptidészter s6t oldottam 20 ml DMF-ben és oldottam 20 ml DMF-ben majd
1,36 g (4 mmol) Z-D-Pip-OSu-t és 0.56 ml (4 mmol) trietilamint adtam a kevert oldathoz
szobahdmérsékleten. Keverés 48 Ordig. A reakcidelegy vakumbeparldsa utdn az olajos
maradékot oldottam etilacetitban (50 ml) azt extrahdltam 3x50 ml 5%-os NaHCO;
oldattal. A vizes fazist mostam tObbszor etilacetattal és a szerves fazist szaritottam,
beparoltam. A nyers terméket (olaj) szilikagél oszlopon kromatografaltam (metanol-

kloroform gradiens).
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A tiszta frakciot (olaj) kristalyositas nélkil oldottam hideg metanolban (jeges hiités)
és telitettem ammonia gazzal folyamatosan keverés mellett. 4 6ra utdn az oldatot beparoltam
és a kapott olajat sikeriilt kristilyositani metanol-éterbdl, fehér kristdlyos anyagot kaptam.
A termelés az mindhdrom reakcidra egyiittesen 25-30%; Op:142-144°C; HPLC egységes;

R{(A) 0.1, (B) 0.2; [elp= +10° (c=1, etanol); a N elemi analizis a szimitottal megegyezs.

Karbobenzoxi-D-Pip-D-Pip-OCH, (29)

1.7 g (5 mmol) Z-D-Pip-OSu oldva 25 ml DMF-ben. A kevert oldathoz 835 mg
(5 mmol) D-Pip-OCH;.HCI-t és 0.7 ml (15 mmol) trietilamint adtam és a reakcidelegyet
szobahdmérsékleten kevertettem 24 Ordig. Az oldatot beparoltam €s a maradékot oldottam
etilecetatban, ezen oldatot mostam 2N. HCI-l, vizzel, 5% NaHCO,-1, vizzel (3x), szdrités,
beparlds. Kromatografidsan egységes olajat kaptam, amelyet sikertlt kristdlyositani etanol-
éterbSl. Termelés: 68%; Op: 119-123°C; R(A) 0.3, (B) 0.55; HPLC egységes; [alp=

+69° (c=1, etanol); a N elemi analizis a szamitottal megegyezs.

Karbobenzoxi-D-Pip-D-Pip-NH, (30)

500 mg (kb. 1,3 mmol) (29) oldva 10 ml metanolban, amelyet -20°C alatt
tartottam, folyamatosan kevertettem és ammonia gézzal telitetten tartottam. Kb. 6 6ra
reakci6idé utidn (vékonyrétegkromatografids ellendrzés) az oldatot beparoltam €s az
egységes olajat kristalyositottam etanol-éterbdl. Termelés: 85-90%; Op: 168-172°C;

R«(A) 0.1, (B) 0.25; HPLC egységes; [alp= +62° (c=1, etanol).

Karbobenzoxi-D-Pip-D-Pip-D-Pip-OCH, (31)
770 mg (2 mmol) (29) oldva 20 ml metanol-ecetsav-ban és Pd/C jelenlétében

ataramoltatasos hidrogénezés 6 Oridig (egységes VRK-an). A katalizator kisziirése utan az
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oldatot beparoltam, a dipeptidészter-acetat (olaj) egységes VRK-an. Az olaj teljes
mennyiségét oldottam 10 ml DMF-ben és 0°C-on kevertetés kézben 0.22 ml (3 mmol)
trietilamint és 340 ml (1 mmol) Z-D-Pip-OSu-t adtam az elegyhez. Tovabbi 2 6ra keverés
ezen a hofokon, 48 6ra szobahSmérsékleten. Vakumbeparlds utin olajat kaptam, amelyet
oldottam etilacetatban (50 ml), mostam 2N. HCI-1, vizzel, 5% NaHCO,-1, vizzel (3x), az
oldatot szaritottam, beparoltam, olaj maradt vissza, amelyet szilikagél oszlopon
kromatografalni kellett. A tiszta frakcidk bepéarolva az olajat sikeriilt etanol-éterbdl
kristalyositani. Termelés: 52%; Op: 185-190°C; R«(A) 0.2, (B) 0.2; HPLC egységes;

[a]p= +92° (c=1, etanol).

Karbobenzoxi-D-Pip-D-Pip-D-Pip-NH, (32)

498 mg (1 mmol) (31) oldva 20 ml metanolban, amelyet telitettem ammonia gazzal
-20°C alatt kevertetés kozben. A hiitést, keverést fenntartva, idénként az ammoniat
pétolva 4 6ra reakcié idd utan VRK szerint az amidalas befejezddott. Bepdrlds utdn
szilikagél oszlopon kromatografidltam az olajat, majd a f6frakcidkat Osszegytjtve
bepérlds utdn a Kristalyositas sikeriilt etanol-éterbsl. Termelés: 60%; Op: 212-217°C;

R«(A) 0.1, (B) 0.1; HPLC egységes; [alp= + 80° (c=1, etanol).

Csirke GALANIN-(1-16)-OH ( G-W-T-L-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-H-A-V) (33)
4 g Boc-Val-1% Merrifield gyanta ( 0.4 mmol/g, dsszesen 1.6 mmol) DCM-be és
DMF-ben szuszpendalva 6 6rdig (Merrifield edényben razas). Utanna
a Val-gyantan lépésenkénti (ciklusonként) hasonl6 médon kézi kapcsoléassal
épitettem fel a védett hexadekapeptidet. A ismétl6dd ciklusok a Boc-Ala-OH

kapcsolési ciklushoz hasonldak igy ezt a 1épést ismertettem csak részletesen. A ciklusok
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tobbszori DCM mosasokkal indulnak (5x1 perc), a Boc-Val-gyantar6l a véddcsoport
eltavolitisa 2 1épésben (15, 30 perc) 50% TFA-DCM-I tavolitottam el, majd a gyantat
tobbszér mosva DCM-1 (3x1 perc) a semlegesités (TFA s6) 10% TEA-DCM-I (2x3 perc)
tortént. Ismételt DCM mosasok (3x1 perc) majd 4 ekvivalens (6,4 mmol) Boc-Ala-OH-t
4 ekvivalens HBTA és DCC hozzaadasaval kapcsoltam minél téményebb DCM
oldatban. Ismételt mosasi periddusok utdin DCM (3x), DCM-MeOH (2x), MeOH (2x)
a kvalitativ Kaiser-tesztte ellenoriztem a kapcsolds mértékét (5 perc forralas).

A kapcsolast ugyanazon mennyiségekkel és koriilmények kdzt megismételtem nemcsak

a Boc-Ala-OH hanem az 6sszes Boc-aminosav kapcsoldsa esetében kb. ugyancsak 2
Oraig. A masodik kapcsolds utdn ismételtem a mosasi periddusokat €s a kvalitativ
Kaiser-teszteket is, amely mind a 15 ciklus méasodik kapcsoldsa utdn negativ.

Ugyanezt a tesztet alkalmaztam a Boc véddcsoport mésodik eltdvolitdsa utan is. Ezek
minden esetben pozitivak voltak. Az utolsé ciklus (Boc-Gly-OH kapcsolasa) befejezése
utdn a gyantan 1évé védett peptidet mostam t6bbszér DCM- és MeOH-1, koz6nséges
sziir6re sziirtem a reakci6 edénybdl, mostam még MeOH-1 és a peptidgyantat szaritottam
exikatorban. A reakcié folyamédn 420 mg sulyndvekedést kaptam.

1.2 g peptidgyantirol a peptidet a vizmentes HF-1 (18 ml) 1 ordig kezelve
0°C-on 10 ml anizol, 1 ml DMS és 0.1 g acetiltriptofdn adalékanyagok jelenlétében N,
atmoszféraban tavolitottuk el. A gyantit és peptidet kiszlirve az éteres mosasok utan a
a gyanta melldl a peptidet kioldottam 50% és tomény ecetsavval. Az ACOH-s oldatot
vizzel meghiggitottam (maximum 5 %-ra) és liofilizaltam. 122 mg nyers peptidet kaptam,
amely kb. 70% tisztasagunak bizonyult HPLC-vel.

A nyers peptidet 2x50 mg mennyiségekben tisztitottam RP-HPLC szemipreparativ

oszlopon linearis gradinst [(A) viz-0.1% TFA és (B) 80% AcCN-0.1% TFA] alkalmazva 90
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percig. A tisztdbb frakcidkat (HPLC analizis utan) egyesitve liofilizdltam. 32 mg
85%-os tisztasdgu peptidet kaptam, amelyet ismételten a fenti oszlopon és gradienssel
tisztitottam, a tiszta frakcidkat egyesitettem és liofilizdltam. 12 mg tiszta peptidet
kaptam, amelynek ES-MS és analitikai RP-HPLC-je megfelelnek bizonyult. A peptid

amindsav analizise megfelel a szekvencidnak a hibahataron beliil.
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V.OSSZEFOGLALAS

Doktori értekezésem legfontosabb kutatasi eredményeit, a klasszikus irodalom
fliiggvényében pontokba szedve az alabbiakban adom meg.
1. A szilard fazisu peptidszintézisnél hasznilt Boc-aminosavak kivételével a
szintéziseimnél hasznalt kédolt aminosavak védett és aktivalt szarmazékait a szokasos
moédszerekkel magam készitettem. Ugyanigy jartam el a nem kddolt/nem
fehérjeeredeti aminosavak D izomérjeinél. A nem kdédolt pipekolinsav és fenilglicin
esetében a DL racemadtokat acilezve (Z) formaban sikeresen rezolvaltam.
Ez ut6bbi aminosavaknal haszndltam az 1j acilezési mddszereket Z, Boc és Fmoc
esetében is. Egy korabbi ismert médszer modositasaval L lizinb6l L
pipekolinsavat sikeriilt tisztdn eldallitani tisztdn, elfogadhato termeléssel.
2. Oldatfazisa szintézissel eldallitottam az analgetikus kiotorfin alappeptidet,
annak 13 analdgjat, amelybdl 9 j vegyiilet. Tisztitds utdn nyert tiszta vegyuletek
kémiai analitikai vizsgalatat elvégeztem és kémiai jellemzésiikre is sor kerult.
3. A morfin tolerancia és dependencia gatl6 MTDIP dipeptidet és a MIF-1 tripeptidet
mint alapvegyiileteket ugyancsak eldallitottam €s azonositottam. Szintetizaltam
ugyancsak oldat fazisban tovabba 5 4j MTDIP dipeptid és 5 4j MIF-1 tripeptid
analdgot. Ezek tisztasdgot bizonyit6 analitikai vizsgalatan kiv(il, ugyancsak sor Keriilt
a vegylletek kémiai kémiai jellemzésére.
4. A szilard fazisu peptidszintézis modszerével allitottam el6 a Boc-kémiai
alkalmazasaval a csirke és az emberi galanin k6zos N-termindlis 1-16 szegmensét.

Résztvettem a fenti savamid analégja valamint a csirke galanin C-terminalis

17-29-NH, nyers peptidek tisztitdsaban.
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Mindharom vegyliletet sikeresen tisztitottam az RP-HPLC mddszerével. A tisztasagot
bizonyitd, szerkezetigazold és a kémiai jellemzést szolgalé kémiai analitikai
vizsgalatokra is sor kertlt.

5. A csalan fobb alkatrészeinek izoldlasara és vizsgdlatira iranyuld kezdeti
vizsgdlatokat is végeztem, a nyers izolatumokbol néhany kisérleti kozmetikai
készitményt is kidolgoztunk. Sajnos a vizsgalatok objektiv okok miatt félbe-

maradtak.



56

KOSZONETNYILVANITAS

Eloszor is szeretném megkdszonni a Szent-Gyorgyi Albert Orvostudoményi
Egyetem vezetésének, hogy kiilfoldi allampolgarsdgom ellenére lehetGséget kaptam
a Gyogyszerésztudomanyi Kar elvégzése utan, a régi rendszer szerint, a doktori
munka végzésére és értekezésem megvédésére.

Halasan koszonom Dr. Penke Botond egyetemi tanar és Dr. Er0s Istvan
egyetemi egyetemi tandr tanszékvezet6 uraknak, hogy lehetdséget nyujtottak
nyudjtottak az Orvosi Vegytani Intézetben és a Gydgyszerészeti Technoldgiai
Intézetben doktori munkam végzéséhez és, hogy folyamatos konzultacioval,
segitséggel lehet6vé tették értekezésem elkészitését is.

Kdszonetem szeretném kifejezni Dr. Baldspiri Lajos egyetemi docens
urnak, témavezet6mnek firadsagos munkajaért, segit6kézségért amelyet egész
munkam és az értekezés elkészitése kapcsan nyujtott.

Koszonettel tartozom Dr. Jandky Tamds egyetemi docensnek és az Orvosi
Vegytani Intézet analitikusainak a peptid analitikai munkék elvégzéséért, a
szintetikus laboratériumban Kocsisné Horvath Gizella laboratériumi asszisz-
tensnek, Pirosné Menyhért Eva és Nogradi Imre technikusoknak munkdm soran
nyujtott napi segitségukért.

Végezetill k6szondm Dr. Dombi Gyodrgy egyetemi docens ur €s a
Gyodgyszerészeti Vegytani Intézet analitikai laboratériuma munkétarsainak

az ugyancsak elvégzett analitikai munkakért.



57

IRODALOM

10.

11

12

13

. Takagi, H., Shiomi, H., Ueda, H. és Amano, H.: (1979) Nature 282, 410.
. Takagi, H., Shiomi, H., Ueda, H. és Amano, H.: (1979) Eur. J. Pharmacol. 55, 109.

. Walter, R., Ritzmann, R.F., Bhargava, H.N., Rainhow, T.C., Flexner, L.B. és

Krivoy, W.A.: (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, 4573.

. Nair, R.M.G., Kastin, A.J. és Shally, A.V. Biochem. Biophys. Res. Commun. 43, 1376.

. Walter, R., Ritzmann, R.F., Bhargava, H.N. és Flexner, L.B. (1979) Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 76, 518.

. Guillemin, R., Burgus, R. és Vale, W.: (1971) Vitam. Horm. 29, 139.

. Somlai, Cs. és Balaspiri, L.: (1994) Acta Chim. Hung. - Models in Chemistry

129, 871.

. Somlai, Cs. és Balaspiri, L.: (1994) J. prakt. Chem. 336, 525.

. Hughes, J. és Kosterlitz, H.W.: (1977) British Med. Bull. 33 157.

Brantl, V., Teschemacher, H., Henschen, A. és Lottspeich, F.: (1979) Hoppe-

Seylers Z. Physiol. Chem. 360, 1211.

. Montecucchi, P.C., de Castiglione, R., Piani, S., Gozzini, L., és Erspamer, V.:

(1981) Int. J. Peptide Protein Res. 53, 275.

. Nett, M.V. (1968) Eur. J. Phar, Pharmacol. 5, 93.

. Shiomi, H., Kuraishi, Y., Ueda, H., Harada, Y. Amono, H. és Takagi, H. (1981)

Brain Res. 221, 161.

14. Janiacki, P.K. és Lipkowski, A.W. (1983) Neurosci. Lett. 43, 73.



58

15. Ueda, H., Yoshihara, Y. és Takagi, H. (1986) Biochem. Biophys. Res. Commun.
137, 897.

16. Beaumont, A. és Hughes, J.: (1979) Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 19, 245.

17. Ueda, H., Tasumi, K., Shiomi, H. és Takagi, H.: (1982) Brain Res. 231, 22.

18. Ueda, H., Amano, H., Shiomi, H. és Takagi, H.: (1979) Eur. J. Pharmacol. 56, 265.

19. Ueda, H., Ming, G., Hazato, T., Katayama, T. és Takagi, H.: (1985) Life Science
36, 1865.

20. Fukui, K., Shiomi, H., Takagi, H., Hayashi, K., Kiso, Y. és Kitagawa, K.:

(1983) Neuropharmacology 22, 191.

21. Yoshihara, Y., Ueda, H., Imajoh, S., Takagi, H. és Satoh, M: (1988) Biochem.
Biophys. Res. Commun. 155, 546.

22. Ueda, H., Yoshihara, Y., Fukushima, N., Shiomi, H., Nakamura, A. és Takagi,

H.: (1987) J. Biol. Chem. 262, 8165.

23. Rackham, A., Wood, P.L. és Hudgin, L.: Life Science 30, 1337.

24. Takagi, H., Satoh, M., Shiomi, H., Akaike, H., Ueda, H., Kawajiri, S., Yamamoto,
M és Amano, H.: (1979) Endogenous and Exogenous Opiate Agonists and Antagonists,
Pergamon, New York 201.

25. Snyder, S.H. és Childers, S.R.: (1979) Ann. Rev. Neurosci. 2, 35.

26. Ueda, H., Yoshihara, Y., Misawa, H., Fukushima, N., Katada, T., Ui, M., Takagi,
H. és Satoh, M.: (1989) J. Biol. Chem. 264, 3732.

27. Florsheimer, A., Schwarz, A., Steinke, M., Kittelmann, M., Herrmann, G., Kula,

M.R. és Wandrey, C.: (1991) Ann. New York Acad. Sci. 38, 633.



59
28. Clapés, P., Valencia, G., Torres,, J.L., Reig, F., Garcia-Anton, J.M. és

Mataalvarez J.: (1988) Biochim. Biphys. Acta 953, 157.

29. Wandrey, C. és Kula, M.R.: (1994) J. Biol. Chem. 278, 1497.

30. Ueda, H. és Takagi,H.: (1994) Japan J. Pharmacol. 26, 216.

31. Yajima, H., Ogawa, H., Ueda, H. és Takagi, H.: (1980) Chem. Pharm. Bull.
28, 1935.

32. Kubota, M., Nagase, O., Amano, H., Takagi, H. és Yajima, H.: (1980)
Chem. Pharm. Bull. 28, 2580.

33. Sasaki, Y., Akutsu, Y., Suzuki, K., Sakukada, S. és Kisara, K.: (1981)

Chem. Pharm. Bull. 29, 3403.

34. Kubota, M., Kojima, H., Nagase, O., Amano, H., Takagi, H. és Yajima, H.
(1982) Chem. Pharm. Bull. 30, 2447.

35. Kitagawa, K., Kawai, N., Kiyawa, S., Akita, T., Kiso, Y., Ueda, H., Ming,
G. és Takagi, H.: (1985) Chem. Pharm. Bull. 33, 377.

36. Balaspiri, L., Kovics, K., Gecse, A., Telegdy, Gy. és Neubert, K.: (1982)
Peptides, K.Blaha és P. Malon (eds.), Walter de Gruyter Co. Berlin, New York,
487.

37. Nair, R.M.G., Kastin, A.J. és Shally, A.V.: (1971) Biochem. Biophys. Res. Commun.
43, 1376.

38. Nair, R.M.G., Kastin, A.J. és Shally, A.V.: (1972) Biochem. Biophys. Res. Commun.
47, 1420.

39. Kastin, A.J., Shally, A.V. és Viosca, S.: (1971) Proc. Soc. Exp. Biol. Med.

137, 1437.



40. Kastin, A.J. és Barbeau, A.: (1972) Can. Med. Assoc. J. 107, 1079.

41. Kovics, L.G., Szabé, Gy., Telegdy, Gy., Balaspiri, L., Palos, E. és
Szpornyi, L.: (1989) Pharmacol. Biochemistry and Behavior 31, 833.

42. Van Ree, J.M. és de Wied, D.: (1976) Life Science 19, 1331.

43. Bhargava, H.N., Walter, R. és Ritzmann, R.F.: (1980) Pharmacol.
Biochemistry and Behavior 12, 73.

44. Bhargava, N.H.: (1981) Life Science 29, 45.

45. Van Ree, J.M. és de Wied, D.: (1976) Life Science 19, 1331.

46. Clouet, D.H. és Iwatsubo, K.: (1975) Ann. Rev. Pharmacol. 15, 49.

47. Pucilowski, O., Kostowski, W. és Trzaskowska, E.: (1985) Peptides 6, 7.

48. Live, D.H., Wyssbrod, H.R. Fischman, A.J., Agosta, W.C., Bradley, C.H. és
Cowburn, D.: (1979) J.Amer. Chem. Soc. 101, 474.

49. Walter, R., Ritzmann, R.F. Bhargava, H.N. és Flexner, R.: (1979) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 76, 518.

50. Szontagh, L., Kovics, G.L., Balaspiri, L., H4édi, K., Bohus, P. és Telegdy,
Gy.: (1981) Kisérletes Orvostudomdny 33, 369.

51. Kovics, L.G., Szontiagh, L., Balaspiri, L., H46di, K., Bohus, P. és Telegdy
Gy.: (1981) Neuropharmacology 20, 647.

52. Kovics, G.L., Szontiagh, L., Balaspiri, L. és Telegdy, Gy.: (1984) Acta
Phys. Hung. 63, 83.

53. Balaspiri, L. és Adi, B.: (1995) Kis neuropeptid analdgok szintézise, vizsgalata.

MKE Vegyészkonferencia, Debrecen.

60



61
54. Tatemoto, K., Rokaeus, A., Jornvall, M., McDonald, T.M. és Mutt, V.: (1983)

FEBS Lett. 164, 124. -
55. Bersani, M., Johnsen, A.H., Hjup, P., Dunning, B.E., Andressen, J.J. és
Holst, J.J.: (1991) FEBS Lezt. 283, 189.
56. Balaspiri, L.: Sikeres OTKA pélyazat, OTKA T 7300.
57. Adi, B.: (1993) Gyobgyszerész Szakdolgozat, SZOTE Gyégyszerésztudomanyi Kar.
58. Augustin, B., Javorka, S., Giovanni, R. és Rom, P.: (1948) Magyar Gyégynovények,
Medicine Budapest.
59. Rapoti, J. és Romvary, V.: (1983) Gydgyito Novények, Medicine, Budapest.
60. Pokai, E.: (1987) Gyégyszerész Szakdolgozat, SZOTE Gyégyszerésztudomanyi Kar.
61. Verza-Petri, G.:(1979) Drogatlasz, Medicina, Budapest.
62. Beschia, M., Leonte, A. és Oance, I.: (1984) C.A. referencia 101, 169335c.
63. Ulrich, I., Jahn-Deesbach, W.: (1984) Angew. Bot. 58, 255.
64. Trofimova, E.P.: (1978) Izv. Akad. Nauk. Tadzh., C.A. referencia 89, 87365.
65. Adamski, R. és Bieganska, 1.: (1984) Herba Pol. 30, 17.
66. Grandi, A., Lupatelli, M. és Paola, G.: (1985) C.A. referencia 102, 94557m.
67. Vezarné Petri G. (1982) Farmakognosia, Medicina, Budapest.
68. Penmans, Lay, M. és Broechaert, W.F.: (1984) FEBS Lert. 177, 99.
69. Ulrich, I. és Deesbach, W.: (1984) Angew. Bot. 58, 255., C.A. referencia
102, 146176h.
70. Schicher, H. és Effenberger, S.: (1986) Dtsch. Apoth. Ztg. 126, 79., C.A.

referencia 104, 156063z.



71. Rosishaya, G.I. Bargaeva, 1.D. Butko, L. és Nikolaev, S.M.: (1984) Farm. Zh.

3, 67., C.A. referencia 101, 78720h.

72. Hughes, R.E., Ellery, P., harry, T., Inkins, V. és Jones, E.: (1980) J. Sci.
Food. Agric. 31, 1279., C.A. referencia 94, 190425d.

73. Baribar, C., Broncano, F.J., Lazaro-Cassaro, M. és Rebuelta, M.: (1983)
Ann. Bromatol. 35, 99., C.A. referencia 101, 53533m.

74. Olah, A.: (1987) A természet patikdja. Kossuth Kénykiad6, Budapest.

75. Verzar, G., Nyeredy, Sz. Batulko, P., Mikita, K., Mésziros, S., Gulyés, A.,
Galambos, B. és Vincze, J.: (1985) Ger. Off. 3, 504, 355. C.A. referencia
101, 165938v.

76. Andersen, S. és Wold, J.K.: (1978) Phytochemistry 17, 1875.

77. Racz, G., Riacz-Kotilla, K. Laza, A.: (1984) Gyogynévényismeret. Cases,
Bukarest.

78. Székany, Gy. és Jandky, T.: (1996) A kémiai ujabb eredeményei. HPLC
a peptidkémidban. Akadémiai Kiadd, Budapest.

79. Vogler, K. és Lanz, P.: (1966) Helv. Chim. Acta 49, 1348.

80. Kisfaludy, L. és Korenczki, F.: (1982) Synthesis, 163.

81. Ogawa, H. és Kubota, M.: (1990) Chem. Pharm. Bull. 38, 1315.

82. Stewart, J.M., Young, J.D.: (1968) Solid Phase peptide Synthesis
Freeman Company, Saan Francisco; és Stewart, J.M., Young, J.D.: (1983)

Solid Phase Synthesis, Pierce Chemical Company, Rockford.

62





