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A dolgozatban telhasznalt roviditések jegyzike

A roviditések altalaban megfelelnek az IUPAC Ja-
vaslatanak /J. Biol. Chem. 247 977 /1972/, a ritkdb-

ban hasznilt roviditések & kovetkezdk:

Mpa - B -merkaptopropionsav

DMF - dimetilformamid

HONP - p-nitrofenol

BOC- - terc. butiloxikarbonil csoport
Z- - benziloxikarbonil csoport
Bzl- - benzil csoport

DCC - diciklohexil-karbodiimid

DCU - diciklohexil-~karbamid

T0S- - p-toluolszulfonil csoport

P - polimer

/BOC/ 0~ di-terc. butil-pirokarbonat

AVP - 8-Arg-vazopresszin

VAVP - 4-Val-8-Arg-vazopresszin

dvVAvVP - l-dezamino-4-Val-8-Arg-vazopresszin
DAVP - 8-D-Arg-vazopresszin

dDAVP - l-dezamino-8-D-Arg-vazopresszin

dVDAVP - l-dezamino-4-Val-8-D-Arg-vazopresszin



LVP
FMOC-
DDZ -~

Bu"-

8-Lys-vazopresszin
fluorenilmetiloxikarbonil csoport
m,m’~dimetoxi =, < ?-dimetilbenzil~
oxikarbonil csoport

terc. butil csoport



BEVEZETES

Az emberi és allati szervezetek miikodésének sza-
b&lyozasdban fontos szerepet toltenek be kiillonbszd
peptidhormonok. Napjainkig szédmos peptidhormon léte-
zéset bizonyitottak az éldészervezetekben, ezek je-
lentés részét izolaltak, szerkezetilket igazoltak,
tovabba szintézisiikre, esetenként szamos analédg szin-
tézisére 1s sor kerilt kiilonbozé kémiai és biolédgiai

célkituzésekkel.

A termelddési hely, valamint a hormon téimadédspont-
ja szerint a peptidhormonok csoportosithaték. A bel-
50 elvalasztésu mirigyek 4ltal termelt hormonok pél-
ddul az endokrinhormonok csoportjadba tartoznak. Az
utObbiak kozill legismertebbek az agyalapi mirigy &l-
tal termelt peptidhormonok.

Muﬁ&énk soran az agyalapi mirigy hatulsé lebenyé-
b6l /az un. neurohipofizisbdél/ izoldlhaté jelentds
peptidhormonnal, a vazopresszinnel foglalkoztunk.
Mivel e hormon és analdg vegyliletei nemcsak elméleti,
hanem gyakorlati, gydgydszati szempontbdédl is jelen-

t8sek, e teriilet meglehetésen tanulmidnyozott. A ve-



pyuletcsoport hatasmechanizmusa és metabolizmusa a-
zonban kevésbé ismert. A tovabbi biolégiai vizsgidla-
tokhoz sziikségessé v4lt a radioaktivan jelzett vazo-
presszin /illetve gyogyszerként hatisosabb analdgja-
inak/ jelzett formiban torténd szintézise.

Ezért célul tiztik ki a Szegeden folyé endokrin
kutatdsi program keretében foly¢é biolédgial vizsgila-
tokhoz néhiany aneldg eléallitasat radioaktiv jelzés-
sel és anélkill is. Vizsgilataink kémiai célkitiizése
volt & triciumos jelzés lehetéségeinek vizsgilata

ezen peptidek esetében.



ELMELETI RESZ

38 A vazopresszinek kémijja és bioldégiadja

A neurohipofizis kivonatoknak tobb framskolégiai
hatidsa mAr régen ismeretes, ezek a felfedezések sor-
rendjében a kovetkezbk: az artérids vérnyomdsemeld,
un. vazopresszor hatés /Oliver, Schafer 1895/, a
méh kontrakcidt okoz6 un. oxitocin hatas /Dale 1906/,
az antidiuretikus hatéds /Starling, Verney 1925/, to-
vabba a legklilonfélébb simaizmokat osszehuzd hatéas
{1]. Az utoévbi idében tobb publikécié jelent meg e-
gyéb, memériidra, illetve viselkedésre gyakorolt ha-

tasrél is [2].

A kivonat frakciondldsa soridn Kamm 1928-ban két
hat4asos frakciét kiilonitett el. A két hatdanyag a
vazoppesszin illetve az oxitocin aminosavisszetéte-
1ét és szekvenciajat du Vigneaud, Acher és Chauvet
hatarozta meg 1952-54-ben [5], [4]. Az elsd szinté-
zisét is du Vigneaud kbzolte 1954-ben [5]. Az emberi
és 4dllati hipofizisekbdl kétféle vazopresszin izo-
lalhatoé,., Az emberi és a marha vazopresszin a 8-as
helyzetben arginint tartalmaz /arginin-vazopresszin,

AVP/.



A sertésbfl izolalhatd hormonban itt lizin talsl-
hatdé /lizin-vazopresszin, LVP/. A kétféle vazo-

presszin szerkezebe a kévetkezd:

How! gs—Terﬂhembln-Asn—C b-Pro--Arg-Gly—NH2

He CybmrvA«;hu Glu-Asn—Cys-Pro-Lys-Gly—NH2

s s abnlss by

Az els86 biolégial vizsgédlatokat e szintetikus peptid-
hormonokksl Sawyer {6],,Heidenreich [7] és Heller [8]
vepezte. A vazopresszin legfontosabb hatiasa az anti-
diluretikus hatas, ezért az orvosi szakirodaslomban sSzo-

kasos az sntidiuretikus hormon /ADH/ elnevezés is.

L7 antidiuretikus hatéas

Az ADH biztositja a distalis tubulus, valamint a
£yiijtd csatorna hamjanak vizpermeabilitasat, és igy
a viz az ozmotikusan higabb tubuldris vizeletbél a
Koncesntraltabb intersticiumba 4ramlik. Az ADH volta-
kKeppen a poérusatméerék novelése utjan fejti ki a haté-
sat. Az ozmdézis-nyomaskilonbség esetén természetesen
nincs viztranszportot fokozd hatdsa az ADH-nak. Az
ADH hidnya /pl. a8 hipotsalamusz-neurohipofizis rend-

szer pusztuldsanak eredményeként/ a diabetes insipi-




dus nevii kérképet eredményezi. Ez azt jelenti, nogy

a napl vizeletmennyiség emberben 15-3%0 litert is el-
érhet. Oka, hogy a distalis tubulus és a gyijté csa-
torna hamja vizzel sSzemben nem atjarhatéd, igy megszii-
nik az a visszacsatolas, amelynek révén a sziirlet je;
lentés része visszatiplalddik a keringésbe, ezért gya-
korlatilag a teljes szirlet kiiiril. A neuro- és az
adenohipofizis teljes 4llomanyadnak kiiridsa viszont
nen vezet diabetes insipidushoz. A betegség kifejld-
déséhez az ADH hidnya és az adenohipofizis hormonja-
inak jelenléte egyardnt szikséges. Az ADH szekrécié

fiziolbégias ingere a vér ozmolalitédsanak emelkedése.

Az ADH egyéb hatésai:

Nagy adag /~1NE/ ADH lo-20 percig tarté vérnyomis—
emelkedést okbz. A presszor vdlasz az agy és vese ér-
terileteinek kivételével az 6sszes tobbi ér kontrak-
ciéjavel kapcsolatos. A fizioldgids vérnyomasszabilyo-

z4sban az ADH nem jatszik szerepet.

A vazopresszin a hipofizis hormon elnevezés ellené-
re nem a hipofizis hatsodlebenyben, hanem a hipotalamusz
magvakban termelédik /Scharrer 1933 [9]/. Az ADH egy

transzport fehérjéhez, a neurofizinhez kotve vandorol.



A neurohipofizis h4tulsé lebenye tulajdonképpen a ko-
tott ADH raktarozasi helye. A kémiai szerkazet és bio-
l6gial hatas oOsszefiiggésének tanulminyozidsihoz, tovab-
b4 esetleges specifikus, illetve magas aktivitdsu ana-
16gok eldhllitasa cél jaAbOl tobb sziz szarmazékot szinte-
tizdltak.

A valtoztatdsokat harom csoportba lehet sorolni:

1. A funkciés csoportok cseréje, illetve blokko-

lésa

2., A lédnc méretének megvAltoztatisa /gyiiritag-

szém, lanchosszabbitas, lancrovidités/
%. Az egyes aminosavak cseréje

A legfontosabb szintetizilt analdégok a kovetkezbk:

1. Funkcidés csoportok blokkolasa, illetve cseréje

a/ N termindAlison acetilezett AVP illetve LVP
{103, (1]

b/ A tirozin fenolos hidroxiljanak blokkolésa
metil- illetve etiléter formajaben(12],

¢/ A 8-as helyzetii bazikus centrum acilezése,
azaz & 8—Ljs/FOR/VP szintézise /Boilssonnas
(131,

d/ Természetesen a trifunkcidés aminosavak cse-

réje hasonlé bifunkcidésra ugyanilyen infor-
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maciot biztosit, mint a fentiek. Ezek a ie-
hetdségek a kovetkezdk:
A 2 Tyr cseréje 2 Phe-ra, az 1 Cys cseréje
B -merkaptopropionsavra /Mpa/, a 8 Lys illet-
ve Arg cseréje pl. Leu-ra, az Asn és a Gln
valtoztatidsa Ala-ra illetve o™ —aminovajsavra
/Abu/ .
Ezen analogok részletes ismertetésére a 3., pontban
térek ki.
A fenti szerkezet valtoztatésokbdl levonhatéd legfon—
tosabb kovetkeztetések a vazopresszor és antidiureti-

kus akbivitas szempontjibél:

Mivel a 8-as aminosav cseréje oxitocin analdgot
eredményezhet és ennek ADH ektivitédsa varhatdbéan cse-
kély, tovabba a Lys/FOR/-t tartelmazd peptid vazo-
presszor és ADH aktivitédsa is nagymértékben csokkent,
a 8~-as helyen levé bazikus centrum sziikséges sz ak-

tivitéshoz.

Az N termindlison acilezett analég erdsen csok-
kent aktivitdsu. Ezért ugy tinik, hogy a terminilis
aminocsoport szikséges az aktivitdshoz. Az egyéb szin-
tetizalt analodgok azonban azt bizonyitottidk, bhogy a
fenti megallapitas téves /erre késdbb majd visszaté-~

rek/.
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A tirozin hidroxilcsoportja nem elengedhetetlen

a biolégial asktivitashoz, mivel mind a szubsztitu—

4lt szarmazék, mind a 2-es helyzetben valtoztatott

szekvencidju hormon rendelkezik ADH aktivitassal.

2. A lanc eredeti méreteinek megviltoztatisa:

a/

b/

c/

Az N terminilison meghosszabbitva a lin~
cot Gly-LVP [14] esetén megkczelitdleg
lo NE/mg asktivitadst kaptak. Guttmann és
Boissonnas publikédcidéja szerint a His-
-Ser-LVP, Ser-His-LVP, Ac-Ser-Tyr-LVP,
Ac-Ser-Tyr-Ser-LVP szintézise erdsen

csokkent aktivitasu terméket eredményezett
[15].

Az aktivitashoz sziikséges a diszulfidhid
4ltal osszetartott 20 tagu gyliri, de a

- 5 - S5 - molekularészlet cseréje

- CH, - CH, -~ re nem valtoztatja az akti-
vitasokat [16].

Sziikséges tovabb4 a tripeptid oldallénc
megléte. Ennek valtoztatdsa szintén az ak-
tivitas elvesztésével jar, pl. az 1-8 frag-

mens nem rendelkezik endokrin aktivitassal

[17].
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3. Aminosavak cseréje:

a/ Az l-es helyzetben [ -merkaptopropionsav
szubsztituciéval Huguenin [18] 4ltal nyert
terméknél az oxitocinhoz hasonlban megma-
radt az aktivitas, sét az ADH aktivitas
koriilbeliil hiaromszorosara nétt /l%00 NE/mg/.
Ebbbl és a terminAlison acilezett analdgok
csokkent aktivitidsibol azt a kivetkeztetést
vonhatjuk le, hogy a hatashoz nem szukséges.
az aminocsoport, de a szabad terminglis hely
igen. Az esetlegesen itt levd nagy térkitol-
tésii csoport feltehetbleg zavarja a recep-
torhoz vald kotédést.

b/ A 2-es helyzetben Huguenin és Boissonnas
fenilalanint helyettesitett a tirozin he-
lyébe [19]. Mind az Arg, mind a Lys vazo-
presszin megfeleld analégjat szintetizil-
tak. Lényeges sktivitascsikkenést tapasz-
taltak az analégok méhkontrakciét okozd il-
letve presszoraktivitasanal, azonban a leg-
fontosabb hatias, az ADH aktivitas lényegé-
ben valtozatlan maradt /350 NE/mg 2-Phe-AVP

esetén/.



c/

- 1% -

A 2-es helyzetii aminosav teh&t Osszhangban

a funkciés csoportblokkolasnal megdllapitot-
takksl nem esszencidlis a biolégiai hatés
szempont jabél . Legjobb azonban az eredeti

Tyr.

A %-as helyzetben behelyettesitett aminosa-~
vak esetében /Ser, Trp, Tyr/ Boissonnas és
munkatérsgi lényeges aktivitascsokkenést ta-
pasztaltak mind az ADH mind a vazopresszor
és oxitocin hat4s tekintetében [20].

Ile helyettesités eseten a kapott termék Arg-
vazotocin, vazopresszor aktivitisa 231 NE/mg,
azaz AVP-re vonatkoztatva lényegében valto-
zatlan hatdsu a peptid [21].

A 3-as aminosav tehat valésziniileg nem elen-
gedhetetlen a biolé6dgiai hatéshoz, de a polé-

ros oldalfunkcidé nem kedvez a hormon recep-

" torhoz kotddésének.

a/

Rendkivil sok olyan analégot szintetizaltak
az elmult évek folyamdn, ahol a 4-es hely-
zetii Gln helyett mds aminosav szerepel. Ennek

oka a8z, hogy & Gln nemcsak hogy nem elenged-



e/

e A

hetetleniil sziikséges az aktivitéshoz, de
cseréje aktivitasnovekedést is okozhat.

Az elsék koz6tt szintetizilt két analég,
4-Ala-IVP és 4-Ser-LVP [13] némileg csokkent
nértékii ADH aktivitést mutat. A Zaoral 4ltal
elkészitett 4-Asn-LVP azonban mir az LVP-nél
magasabb, mintegy 600-800 NE/mg ektivitist
nutatott [22].

A Manning és munkatiarsai 4ltal elkészitett
4-Val-AVP és 4-Thr-AVP [23] kézil kilénssen
az elsé mutatott nagy ADH aktivitast.

Hasonléképpen jé antidiuretikus hatidsunak
bizonyult Gillessen és du Vigneaud ot-amino-

vajsav helyettesitése is [24].

A szintetizdlt analdgok hatisvizsgalatabédl
azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy a
négyes helyzeti lipofil csoport noveli az
ADH hatast, ugyanakkor ezen analégok vazo-
presszor hatdsa kivétel nélkil kisebb az e-

redetli hormonénil.

Az 5-0s helyzetben torténd cserék koziil a

Boissonnas altal szintetizalt 5-Ser-LVP [ 13)




£/

g/

h/
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biolégiai vizsgdlata szerint gyakorlatilag

a teljes aktivités elvész, tehidt feltételez-
hetd, hogy az 5-6s helyzeti Asn esszencidlis

a bioldégiai hatis szempontjabdél. Ez a jelen-
ség tapasztalhatd a hasonld oxitocin analédgok-
nal is.

A 6-08 helyzeti aminosav a molekulaszerkezet
drasztikus megvaltoztatasa nélkil nem lehet-
séges, mivel a Cys szulfhidril csoportja sziik-
séges a gyluru kiépitéséhez. Ezért az ilyen

cserének nincs jelentdsége.

A 7-es helyzetben torténd szubsztitucid ese-
tében 7-Val-LVP szintézisénél a szabad tisz-
titott nonapeptid nem mutatott aktivitast [25].
Ugy tinik, hogy az 5-0s vagy a 7-es aminosav
esszencidlis a biolégiail hatashoz, ezek cse-~

réjevel a hatids elvész., Tehat @z ... ASn-Cys-

" -Pro ... molekularészlet nem valtoztathaté.

A 8-as helyzetu bazikus oldalfunkcid blokko-
l4sa bizonyitotta, hogy ennek a csoportnak
megléte sziikséges a bioldégiai aktivitashoz.

Igy itt csak néhany aminosav alkalmazhaté
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szubsztituensként:

8-Cit-VP, 8-His-VP [26), 8-0rn-vP [27],
8-L-Dab-VP [28], 8-HArg-vP, 8-HLys-VP [29].

A felsorolt analégok kivétel nélkiil rendelkeznek
biolégial aktivitédssal, ADH aktivitédsuk megkézelitd~
leg azonos az eredeti molekulaéval. Természetesen
egyszerre nemcsak egy, hanem tobb aminosav is cse-
rélhetd. Szamos ilyen analégot is szintetizaltak, né-

hdny ezek koziil:

2-Phe~8-0rn-VP [30], 2-His-3-Ser-LVP,

2-Ser-3-His-LVP [19], 2-Phe-3-T1e-avp [31],
2-Phe~3-Ile~LVP [32], 2-Phe-3-Tyr-LvP [55],
2-Ser-3-Ile-LVP [25], 1-a-3-Tle-avP [34],
1-d-4-Val-AVP (2#], 1-d-4-Thr-AvP,

1-d-3-Ile-4-Thr-AVP [34].

Osszegezve megillapithatd, hogy a tobbszdri helyette-
sitések esetében kilonosen az l-dezamino és a 4-es
helyzefben lipofil aminosavat tartalmazé analdégok ADH
aktivitisa kedvezd.

Szintetizdltak olyan analégokat is, ahol az amino-
Sav ugyanaz maradt, csak a térszerkezet valtozott meg,
azaz L helyett D aminosavakat haszniltak fel. Ezen he-
lyettesitések kozil a 8-D-Arg-VP a legérdekesebb, mi-
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vel ennek ADH aktivitasa 257 NE/mg, mig a vazopresz-
szor aktivitésa mindéssze 1,1 NE/mg [55]. Specifikus
ADH aktivitas elérése céljaboél tehiat a 8-D-Arg, l-Mpa
és 4-es helyzeti lipofil aminosav /Val/ alkalmazasa
latszott jonak. A szintetizdlt analdgok, l-dezamino-
—-8-D-Arg-V>P [56] és l—dezamino-#-val;8-D—ArgAVP [Fﬂ
a varakozasnak megfelelden igen jé antidiuretikus és
vazopresszor aktivitasarannyal rendelkeznek. E sajat-
sdgaik miatt azéta gyogyszerforgalomba is keriiltek.
Az utdébbi idében szémos analodgot szintetizaltak
az l-es helyzetben alkalmazott merkaptopropionsav
szdrmazékainak felhasznalédsaval, mint amilyen pl. a
L-2-hidroximerkaptopropionsav, 3,32dimetil-3-merkapto-
propionsav, [3, 2dietil-B-merkaptopropionsav és a mer-
kaptof3,Rtciklopentametilénpropionsav [381, [59],
[40]. A megfeleld analdgokat oxitocinnal is szinteti-~
zaltadk, esetenként mas helyettesitéseket is alkalmaz-
va.
A biolégiai vizsgdlatok sordn az deruilt ki, hogy az
N termindlis helyzete koril kiépitett nagy térkitoltési

hidroféb csoport antagonista hatést okoz, kiildndsen

szembetiné ez az /1-[3 -merkapto-f3,3 '-ciklopentametilén~
propionil/ 4-Val-8-D-Arg-VP esetében [40].

Az elb6zbeket figyelembe véve a kovetkezd analdgok
szintézisét hataroztuk el, részben radioaktivan jel-

zett formaban: 8-arginin-vazopresszin, 4-valin-8-
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-arginin-vazopresszin, l-dezamino-4-valin-8-arginin-
-vazopresszin, 8-D-arginin-vazopresszin, l-dezamino-
-8-D-arginin-vazopresszin, l-dezamino-4-valin-8-D-
arginin-vazopresszin. A hirom helyen /1, 4, 8/ tor-
ténd szubsztitucidt a nagyobdb és specifikusabb anti-
diuretikus hatds indokolta. A szintézishez Merrifield
médszerét valasztottuk, mivel ez az el jaras joél be-

valt ilyen és hasonld oligopeptidek szintézisére

[41], [42].

3b A szilard fazisu peptidszintézis mébédszere

A peptidkémia egyik legjelentdsebb ujitédsa az ugy-
nevezett szilard fadzisu szintézis bevezetése volt.
R. B. Merrifield 1963-ban publikilta ezt az eljarast
[45], gmelynek lényege, hogy a C termindlis aminosav
karboxil csoportjat oldhatatlan makromolekula védi,
Ez az eredeti Merrifield féle médszernél 1-2% di-
vinilbenzollal térhaldésitott polisztirol gyanta [441,
[45], amelyet kloérdimetiléterrel klérmetileznek., Az
igy kapott aktivalt gyantdt a C terminilis, amino-

csoportjan adltalaban BOC-vel védett aminosav karboxil



- 19 -

csoportjaval észterezik valamilyen alkalmas sb se-
gitségével /pl. trietilamménium, cézium/. Az igy ka-
pott BOC-aminosav gyantardél a BOC-csoportot eltavo-
litva és alkalmas médszerrel a kovetkezd védett ami-
nosavval osszekapcsolva dipeptid”gyantéhoz jutunk.
Ez a ciklus elvileg tetszés szerint ismételhetd, és
igy tetszés szerinti tagszamu peptid-gyantiahoz jut-
hatunk. Errdl a peptidet eltavolitva, majd a védd-
csoportok hasitdsa és a sziikséges izolalasi miivele-
tek utin a kivant peptidet kaphatjuk.

Nagy elénye a mdédszernek, hogy nincsen sziikség
az intermedierek izolalasara, ugyanis sziiréssel min-
den mAs reakcidékomponens eltdvolithatd a rendszer-
b6l . Persze lehetéség sincs erre, é8 ez az eljaras
egyik hdtranya is. A szintézis nem koévethetd, és igy
az egyes reakcidk lefutdsénak koévetésére, valamint
az esetleges képzddd hibas szekvencidk /amelyek en-
nél a médszernél nem tul ritkak/ eltavolitasara sincs
méd . Megﬁrébélkoztak ugyan a kotott aminosavak méré-
sére el jArdsokat kidolgozni /pl. az egyes kapcsolé-
sok ut4n mintat venni a gyantabél, és hidrolizis u-
t4n aminosavanslizist késziteni beldle, vagy a ki-
sziirt, elreagélatlan BOC-aminosavat visszamérni/, de

ezek a modszerek tulsigosan dréagik, korilményesek,
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idéigényesek, igy a gyakorlatban nem terjedtek el.
[46], [47].

A Merrifield féle szintézis misik hAtranya, hogy
a heterogén fdzisu reakcidhoz viszonylag sok idé,
és az acilezd reagens nagy foldslege sziikséges, a-
mely meglehetbsen megdrigitja az eljarast.

Ehhez a szintézistipushoz az 4ltalédnosan hasz-
nalt védécsoportok és kapcsolasi médszerek egy ré-
sze alkalmazhaté csak. Igy példdul nem alkalmazhaték
drasztikus védécsoport eltivolitdsi médszerek, ez
viszont az o aminocsoportok védésére haszndlhatd cso-
portok korét szﬁkiﬁi le az erdsen savlabilis uretan-
strukturaju csoportokra, illetve az ujabban beveze-
tett FMOC-ra /Carpigo, 1970 [Béy, amely enyhén bazi-
k1s korilmények kozott tavolithaté el. Az oldalfunk-
ciék védelménél természetesen nincs ilyen probléma,
mivel ezeket ugyis csak a szintézis végén, a peptid
gyantardl vald hasitias utan tavolitjuk el. Igy erre
a célra jol haszndlhaté a benziloxikarbonil vagy a
benziléter is. Megprébalkoztak az eljarias médosité-
saval, példdul az N termindlis végtdél indulé szinté-
zissel, amelynél az aminocsoportot kotik a gyantéhoz,
de a legigéretesebbnek a hordozé mdédositasa latszik.
A polisztirol ugyanis maga apolaros, ezért csak apo-
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lidros oldészerekben duzzad jél. A peptid viszont a
savamid kotések, tovabba az oldalfunkcidk jo része
mistt meglehetdsen polaros, igy apolaros kozegben
csak rosszul szolvatbtalddik. A mAtrix médositasara
leytobbet igérének az Athertom és Sheppard altal
bevevetett poliamid tipusu gél latszik, amelybe
{3-alanint polimerizalnak [48], [4§]. Igy a hordo-
20 polaritisa meglehetdsen hasonléva valik a pep-
tidéhez,

A kész védett peptid gyantardél vald hasitasara
pzamos mddszer ismert, a fontosabbak a kovetkezdk:

a/ Acidolizis: a felhasznAlhaté hasitd agensek

a kovetkezbk: HF, TEA/HBr trifluormetinszul-
fonsav, piridinium-polihidrogénfluorid, bdér-
trisztrifluoracetat |51}, [52], [53], [54].

b/ Bszikus koriulmények koézott: a hasitds ammédnia,

hidrazin, alkoholok vagy hidroxilion felhasz-
njlasaval torténik. A reakcié terméke eboen
az esetben észter, savamid, hidrazid vagy sza-
bad karboxil végi peptid lehet [55], [56].
A peptid gyantarél vald eltavolitasa utdn a védécso-
portok hasitasara illetve az jizolélashoz felhasznalt
muveletek megegyeznek a klas:szikus oldatfdzisu szin-

tésisben hasznalt modszerekkel.
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3¢ Vazopresszinanal 6gok szintézise

Munkédnk sorén a karboxilcsoportok védelmére nem volt
sziikség. Az K aminocsoportokat BOC-csoporttal védtiik
/kivéve a terminadlist, ezt Z-védécsoporttal/. A szinté-
zis sor4n a kovetkezd oldalfunkcidés csoportok védelme
valt szikségessé: cisztein szulfhidril, tirozin fenolos
hidroxil és az arginin guanidino csoportja. Az oldal-
funkcids csoportok védését a cisztein védése hataroz-
ta meg, mivel az SH csoport blokkolésa Jelentette a
legnagyobb problémat. Erre a szilird fazisu szintézis
korulményei kozott csak a benziltioéter bizonyult al-
kalmasnak [57]. Ez a véddécsoport azonban csak draszti-
kus korilmények kozott, Birch redukcidéval tavolithatéd
el. A Na/NH redukcidé ugyszoélvan minden véddécsoportot
eltavolit, ezért a Tyr-OH védésére alkalmazott benzil-
éter és az arginin guanidino csoportjdnak védésére
hasznalt TOS eltivolitidsa nem jelentett problémat. E-
zen védécsoportok ugyszintén stabilnak tekintheték a
szintézis korilményei kozott, ezért mis véddcsoportok
felhasznalasa mint pl. Arg/Zz/ vagy Tyr médositott
benziléter szikségtelennek latszott.

Az aszparagin és a glutamin (W savamidcsoportjit
nem veédtik, mivel ezek védelme elkeriilhetd aktivész-

teres kapcsolédsméd felhasznialasiaval. Igy ugyanis a
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DCC-s kondenzicid szimos mellékreakcidja nem lép fel,
mint pl. nitrilképzédés, ciklizacié [58]. Elkeriilhe-
t6 az aszparagin 68 a glutamin alkalmazésa az W sav-
amid utélagos kiépitésével [59], de ez mellékreakci-
6k miatt szintén nem vilt be. Ezért a p-nitrofenil-
é¢szteres acilezés mellett dontottiink. A fentieket
figyelemte véve a kovetkezd szintézistervek megvald-

sitasat tuztilk célul:
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Az egyes BOC aminosavakat Schnabel [60] illet-
ve Moroder [61] modszerével szintetizdltuk. Problé-
m4t Jjelentett az Arg-TOS védése, erre ugyanis ré-
gebbi szintézisut [62] /Z-Arg-OH — Z-Arg-/TOS/-OH -
H-Arg-/T05/-0H — BOC-Arg-/T0S/-0H/ tulsigosan ko-
rilményesnek tint, és nem is volt jél kivitelezhe-
t6é. Az el6seor valasztott Yamashiro [651 féle méd-
szer azonban nem va&lt be, a BOC-Nz és H-Arg-OH re-
akcidja soran szamos melléktermék keletkezett, a
terméket nehezen tudtuk izoldlni, és az itt leirt
tozilezésli modszer reprodukialhatatlan. A tozilezést
veéglul is Holton [64] moédszerével végeztik, az ar-
ginin = aminocsoportjanak védését pedig egy viszony-
lag uj acilezd reagenssel, BOCzo—val Moroder [61]
szerint. A cisztein Bzl védelmét Zervas [65], a ti-

rozinét Morley [66] eljarasa szerint végeztiik.

A kKlormetilezett Merrifield féle gyanta BOC-Gly-
~-0H-val torténd észteresitésére két utat proévbaltunk
ki, egyrészt a régebbi trietilaminnal torténd reak-
ciét /Stewart-Young [67] /, mAsrészt Gisin [68] cé-
ziumsdval torténd kapcsolasat. Ugy talaltuk, hogy a
trietilaminos észteresités kb. kétszeres BOC-glicin
feleslegel és 7o0-80 Ora reakcididével szamunkra ki-

elégitd mértéki /mintegy o0,%-0,6 mM/g bevitelére al-
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kalmas/, ezért a tovabbiakban ezt a mbédszert hasz-

naltuk.

A szintézishez minden esetben nagy tisztasagu,
abszolut oldészereket haszniltunk. Az N terminilis
védbcsoportok eltiavolitasdra 1 N HCl/jégecetet, a
gyanta semlegesitésére és a megkdot6dsott HC1l elta-

volitéasira trietilamint alkalmaztunk.

A szintéziseket manualis technikaval végeztiik.
A kész peptid gyantiardl torténd hasitdsira minden
esetben ammonolizist alkalmaztunk. Ezt az is indo-
kolta, hogy a végtermék analdégok C terminilisa sav-
amid koébtésben van, tehat igy egyszerre két lépést
hajthattunk végre. A kapott nyersterméket dimetil-
formamidos oldatbél éterrel, etanollal torténd ki-
csapassal tisztitottuk. Az eldallitott védett ana-~
légok fizikai allandéit az 1. tablazat tartalmazza.
A kapott védett peptidek &ltaldban kielégité tisz—
tasééuak voltak a vékonyrétegkromatogrifiss ellen-

érzés. szerint.

A védécsoportok eltavolitasara Na/NH5 redukciét
alkalmaeztunk. A diszulfidhid kiépitése minden eset-
ben kaliumferricianidos oxidaciéval tortént [69],

a kapott terméket Sephadex G-15 gélen kromatografi-
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4ssn tisztitottuk. Erre minden esetben sziikség volt,
mivel a nAtriumos redukcidé nagyszamu mellékreakcié-
ro. ad lehetéséget, mint pl. kotésszakadasok, prolin-
gyiurii hasadédsa, cisztein redukciéja alaninni [70].
Masrészt az oxidacid soran nemcsak intramolekuli-
ris, hanem intermolekuldris diszulfidhid is kiépil.
Altaldban kétszer kromatografaltunk, el3szdr 50%-os
ecetsav, masodik esetben 0,2 N ecetsav eludlészer
alkalmazasdval. A kromatogradfia detektdléséra UV
spektrofotométert alkalmaztunk. Az olddészereket min-
den esetben liofilizAldssal tavolitottuk el. A tisz-
titas és 1iofilizilas utan kapott anyagok fizikai és

kémiai 4llandéit a 2. tablazat tartalmazza. Az egyes
analégok sminosavanalizisei a 3. tablézaton talédlha-

+ )ko
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Op°C siymg | T% | R R?
AVP 228-230 280 25 1063 050
VAVP 22-244 350 27 | 067 060
dVAVP 231-233 220 19 | 070 080
DAVP 218-220 340 26 | 065 055
dDAVP 200-201 480 40 | 087 060
dVDAVP 240-242 420 35 | 070 065
l. tdblazat
ADH akt.(NE/mg) sdly mg T% RP 12
AVP 420 32 32 019 055
VAVP 730 40 41 020 060
dVAVP 1160 49 47 040 06l
DAVP 46 47 017 047
dDAVP 1230 39 37 035 053
dVDAVP 1450 47 45 045 065
2. tablazat




3d Tricidlasi médszerek

A biolégia és az orvostudomiany egyik fontos vizs-
ghlati mbédszere az izotdéptechnika. A kilénbozd hormo-
nok, biolégiai intermedierek termelédésének, hatismec—
hanizmusanak, metabolizmusanak, hormon-receptor koél-
csonhatasanak vizsgdlata ma ugyszélvan elképzelhetet-
len radiosktivan jelzett vegyliletek felhaszndlésa nél-
kiil . Radioaktiv jelzésre szamos izotép hasznilhato,
azonban tobb esetben /pl. 12°I vagy 171I veépitése
fehérjemolekulaba/ a kapott jelzett anyag biolégiai
hatésa tulsigosan médosul. Bzért a legjobb ebbdl a

szempontbol a 3H és a 14

C izotép alkalmazisa, bAr az
ilyen nehezebben kivitelezhetd mint az aktiv joéddal
torténd jelzés, Igaz, hogy a triciidlt termékek hasz-~
nalata problematikus a folyamatos izotopcsere miatt,
mégis szivesen alkalmazott mdédszer, mivel a jelzett
molekula megtartja eredeti strukturijat, és igy ere-

" deti biolégiai, immunolégisi hatésat is. Ebbdl a szem-

4% jelzés, mivel itt nincs izotoépcse-~

pontbdol jobb a
re sem, de a mdédszer driga, és a kapott termék fajla-
gos aktivitésa kicsi. A jelzésre szamos mbdbdszer ki-

nalkozik:
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I. Bioszintetikus /In vivo/ mbdszer:

Radioaktiv aminosavakbdl a szervezetben torténd
hormonszintézis. Mivel élettani korilmények kozott
torténik, igy a kapott jelzett molekula biolégiai-
lag kifogastalan. Azonban a kapott molekula fajla-
gos aktivitésa nagyon kicsi, a jelzés kivitelezése

hosszadalmas, hatasfoka alacsony.

II. Aktiv aminosavak in vitro beépitése:

Ebben az esetben a szintéﬁis sordn aktiv anyag-
gal kell dolgozni, esetleg tobb lépésen 4t. Sok ak-
tiv anyagra van suikség, igy meglehetésen draga méd-
szer. Elénye viszont, hogy a kapott termék fajlagos
aktivitasa nagy, és ha a jelzett aminosav a szekven-
cia N termindlis végére tehetd, a vele vald munka
sem jelent problémat a szintézis nagyobb része so-

rédn. .

ITI. Prekurzor médszer: [71]

Az eljaras szerint radioaktiv atomra cserélhetd
csoportot vagy molekularészletet épitiink be. Az ak-
tiv atom 4ltalidban tricium, a prekurzor leginkabb
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kovalensen kotott halogénatom. A halogén 4ltalédban
aromis gyurihoz kapcsolddik, mint pl. tirozin, fe-
nilalanin esetében. A halogén féként jéd illetve
brém, mivel a klér dltaldban rosszul cserélhetd tri-
ciumra. A legjobb aktivitédst joédnadl lehet elérni,

a brém viszont stabilabb, konnyebb a szintézis so-
ran dolgozni vele. A mbédszer nagy elénye, hogy nem
kell egészen az utolsd lépésekig radioaktiv anyag—
gal dolgozni, kisebb az aktivitdsveszteség, tehit
olcsbbb, nagyobb specifikus aktivitiasu anyag allit-
haté eld vele, mint pl. az in vivo és in vitro szin-

téziseknél.,

Amikor a szekvencia nem tartalmaz halogénnel
Jjol jelezhetd aminosavat, illetve ha még nagyobb
gspecifikus aktivitast kivannak elérni, ujabban e-~
l6térbe kerilt olefin- vagy acetilénkotést tartal-
mazd molekularészletek beépitése. Az ilyen, ugyne-
vezett dehidroaminosavakat tartalmazé szekvencia
azutan triciummal kiredukilva az eredetinek megfe-
leld szerkezetet adja, molekuldnként 2,4,6 stb.
5H atommal. A médszer eldnye az elméletileg lehet-
séges tobb >H beépililésén kiviil a reakcid jobb ho-
zammal torténd lefutdsa is, viszont a tobbszorsés
kotések nagyobb reaktivitédsa szintetikus problé-

makat okozhat,.
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IV. Triciumra cserélhetd atom vagy csoport utéd-

lagos bheépitése:

Ez a médszer a kész hormon vagy fehérjemolekulé-
ba Jjéd vagy mas hasonld redukidlhatdé molekularészlet
beépitését jelenti. A gyakorlatban szinte kizardlag
J6ddal torténd jelzés terjedt el. Jb6ddsl leginkibb
tirozin illetve fenilalanin reagiél, de kisebb mér—
tékben hisztidin, triptofadn és cisztein molekuldba
is beéplilhet. A joéd beépitésére szdmos mbédszer ki-
nalkozik, amelyek egy részét radioaktiv jédizotép-
ral /125I, 131I/ torténd jelzésre dolgoztak ki.

1./ J6dozas jédmonokloriddal

Mc Farlane 1958-ban k6zd6lt el jarasa [72] szerint
a jodozni kivéant molekuldt 8-lo-es pH-n reagaltat-
jak jodmonokloriddal. A reakcid soran ICl hidroli-
z4l és hipojbédossav keletkezik, amely a peptid ti-
rozinjdval reagidl. A médsser hidtranya a nagyszému
mellékreakcidé. Ezért csak nehezen izolilhaté /pl.
nagynyomédsu folyadékkromatografiaval/ és viszony-

lag kis mennyiségii reakcidterméket kapunk.

2./ Kloramin-T-vel

Hunter és Greenwood 1962-ben irta le ezt a méd-
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szert [75]. A Kloramin-T /N-monoklér-p-~toluolszul-
fonamid/ enyhe oxidilészer, amely vizes oldatban
hipoklérossavat tesz szabaddd, ez az oldathoz adott
jodidionokat joédda oxiddlja, és az oxiddalt termék
reagdl a tirozinnal. Ennek a médszernek is hatranya,
hogy a joédozott termék nem eléggé kiméletes eljaras

‘soran keletkezik.

3./ Enzimatikus el jaras [24]

A médszer lényege, hogy a hidrogénperoxidbél en-
zimatikus uton felszabaditotg oxigénnel oxid4ljék a
jodidot jédda /fdéként laktoperoxidiz felhaéznélésé-
val/. Az eljaras elénye, hogy enyhe koriilmények ko-
20tt kivitelezhetd reakcid, tovabba, hogy a jbédozott
peptid vagy fehérje jol megtartja biolégiai tulaj-

d« nsagait.

4./ Elektrolitikus médszer [75]

Az oxidacié ebben az esetben elektromos uton tor-
ténik. Eldnye a kémiai mellékhatdsok kikiiszébolése,
és igy az el6vbieknél magasabb bioldgiai aktivitasu

jelzett termeket ad.

5./ Jodogénnel torténd jbédozas

A jodogén /1,5,4,6-tetraklér-3a,6a-difenil-glikol-

uril/ enyhe oxidald szer, amely vizben oldhatatlan.
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7. dbra A jodogén szerkezete

A jodozés vizes kidzegben torténik /a szabad pepti-
dek altaléban csak vizben olddbédnak/, a jodogén jo-
didbdl joédot tesz szabaddd, amely a jédozni kivant
molekula tirozinjanak az aromis gyiurijébe szubszti-
tudlédik 3-as illetve 5-6s helyzetben. A médszer
nagy eldnye, hogy az oxidalé agens heterogén fazis-
ban van, ami egyrészt a peptid kimélését, masrészt
a konnyebb izolalast Jelenti. Az eljarast 1978-ban
irta le Fraker és Speck [76] .

6./ Direkt jodozas

Legkézenfekvd moédszernek a fehérje illetve pep-
tid eleuwi jéddal torténé kozvetlen reagdltatésa
latszik, azonban a mellékreakcidk /oxidacié/ és a

reakcidtermék nehezebb tisztithatdésdga miatt nem
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tulsipgosan szivesen alkalmazott médszer. Ennek el-
lenére az utoébbi idbben néhany esetben jé eredmény-

nyel hasznaltak [77].

5e Prekurzor vazopresszin analdgok szintézise tri-

cidliashoz

A radioaktiv jelzést eldszdr prekurzor mébédszer-
rel kivantuk megoldani. Erre két lehetdség kinilko-
zott: egyrészt a tirozin, misrészt a fenilalanin ha-
logénezése, majd a kapott haiogénaminosav beépitése
a peptidmolekuliba, és végil a halogén triciumra va-
16 cseréje. Mivel a klér nehezen cserélhetd, a jod
viszont kevésbé stabilis, a brémmal torténd reakciod
mellett dontottiink. Elkészitettilk a brémfenilalanint
/Faulstich [78]/, illetve a 3,5-dibrém-tirozint [79].
Az elérhetd nagyobb fajlagos aktivitas miatt a 3,5
dibrém~tirozin aminocsoportjat BOC-csoporttal véd-
tik. Mivel ez az aminosav a 2-es helyzetben van, az-
az csak egy kapcsolédsra keriil utdna sor, és mivel a
két brém térghtoltta teszi a tirozin fenolos hidro-
xiljat, és a tirozin benziléter kiépitése nem Jo61
mend reakcid, ennek védelmétdl eltekintettiink. Az

O~acilezési mellékreakcid elkeriilése céljabodl a
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Z-Cys/Bzl/-0H-t is aktiv észterrel kapcsoltuk éz
elobbi szintézisekbgn felhaszndlt karbodiimides
kapcsolassal szemben. Az alkalmazott aktivészter-
képz& p-nitrofenol volt. Az elkészitett Z-Cys/Bzl/-
-ONP-vel elészor modellreakcidt végeztiink, H-
-Tyr/BrZ/—OH-val torténd kapcsolassal. A kapott di-
peptid /Z-Cys/le/—Tyr/Br2/—OH/ valéban a vart szer-
kezeti, nem tartalmaz O-acil csoportot, amit amino-
savanalizissel igazoltunk. /A Cys/Bzl/ és a Tyr a-
ranya a hidralizatumban 1:1./

A szildrd fazisu szintézist az eldébbiekben is-
mertetett mdéddon végeztilk, A kovetkezd harom védett

nonapeptid szintézisére kerilt soxr:

Z-Cys/Bzl/-Tyr/BrZ/—Phe-Gln—Asn-Cys/Bzl/—Pro—
—Arg/TOS/-—Gly-NH2

Z—Cys/le/—Tyr/Brz/—Phe-Val—Asn—Cys/le/-Pro—
-Arg/T OS/—Gly-—NH2

Mpa/le/—Tyr/Brz/-Phe-Val—Asn-Cys/le/-Pro-

—Arg/’l‘OS/—Gly—NH2

A szintézistervek a 9-es, lo-es és ll-es &bran taldl-
hatdék. A peptid eltavolitésat a gyantidrdl ugyancsak
a szokdsos médszerrel véegeztik, a kapott anyagok fi-

zikai 41landéit a 4. tablazat tartalmazza.
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- —————— e e —

Cave
rv—
VAVP
dVAVP

DAVP

d DAVP
| dVDAVP

;AVP

vave
dVAVP

[ DavP

[ dDAVP

LdVDAVP

3

2-Tyr(Brp)AVP
2-Tyr(Bry) VAVP

[ 2 TyriB) VAP |

Arg |Asp |Glu |Pro |Gly | Cys|Val |Tyr |Phe [SBzlCys|BrTyr
196 [103 (092|114 |100] — | — |090[0g9| 172 | —
088(100| — {099 {100| — {101|110]104] 188 | —
196 {099| — {094 {100} — |107|095{092] 086 | —
0,90{1,06 | 0800,98|1,00| — — |oss[104] 160 | —
0,85(105 [087]096|1,00] — | — |090102] 078 | —
1,03]099| — [092]100] — |098l0gs[103] 090 | —
108112 [ogs {11 [100joe1 | — [ ] — | —
126 (1,29 ] — | 125 |100 |og8 | 141 | 062|147 | — | —
088 (108 | — |098|100| — |18 |082]084] — —
085|102 (082|115 | 100l 065 — 083]106] — | —
105192 |16 {121 {1o0] — | — Jogsloge| — | —
|0.95[108 | — | 127 |100 — | 109 p,'9'7'*'1,08 — | =
092|114 |ogs | 112 {100| — | — | — [104] 165 |085
088/096| — {086{100{ — |090] — |092] 150 |os0
096|112 — [091]100| — |oes| — [o09s| 1€0 |op1

3. tablazat




10, &bra A védett 2Tyr/Br2/VAVP szintézisterve

Cys Tyr(Bry) Phe Val Asn Cys Pro Arg Gy
T0S BOC+®
: BOC A H-—%
| 80C150s
| BOC —+OH Hoo ®
! Be - e T ®
| BOC—OH H
| l 105
BOC ?‘BZ T0S ~®
q BOC—ONP  H-— s B
| BOC- e —~®
{ " | "\le T0S |
BOC— OH | = =
| e T - T05
! BOCHOH H
| BOC = dac -®
; Bzl 105
| BOC4-OH H Bl T0S ®
‘ BOC
epR H 05 |
Bzl Bzl
2 1 TCS
, B -NH,
Bzl 821 TOS

-€V..



Mpa Tyr(Bry) Phe Val ATn Cys Pro Arg Gy
‘ T0S BOC+®
| BOC+-OH H——%
| BOC s
? BOC -OH HTTOS -+ ®
| BOC+ e —+®
BOCOH  H (
:
. B0C~2 Tos. ®
"Bzl 05 |
BOC+ONP  H—c —®
i | Bzl 105 ‘
BOC- - —®
| | ™ T0S |
| BOCH-OH H =—1®
! : ! Bzl |
| BOC— 10S ®
.L 1 Bzl @
BOC+0OH  H-— T0S
i | BZI @
BOC T ar TOS
BOC4-OH  H 1 e 703 o
®
BOC Bz T0S
-ONP H
2 = DL
Bzl ‘ - NH,
" 821 T0S

11, dbra A védett 2Tyr/Br2/dVAVP gzintézisterve
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CICKCICRCICROIE,

*

Cys Tyr(Bry) Phe Gin Asn Cys Pro Arg Gly
TOS BOCH
BOC £oH
80C oS
| BOCTOH  H——
| BOC %
BOC<OH H g
i ; Bocﬁ&' T0S
! | | B2t T0S
| BOC—+—ONP H ,
| Bz! T0S i
BOC— t
l Bzl TOS i
BOC—+—ONP H—+
§ | Bzl 0S
B80C 821 TOS
e Boﬁ Bzt 105
ZTM 8zl TOS
Kazl TOS
* B T0S

9. dbra A védett 2Tyr/Br,/AVP szintézisterve
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Op°C sllymg T% R’ Rp

2-Tyr(Brpy) AVP 208-210 300 17 0,67 00
2-Tyr (Brp) VAVP 214-216 365 21 069 07

2-Tyr (Bry ) dVAVP 220-224 360 23 079 075

4, tadblazat

A védécsoportok eltavolitdsat, velamint a diszul-
fidhid kiépitését ugyancsak a szokidsos mébédszerrel
prébaltuk megoldani. El8szor a vedett Br AVP-rdl
hasitottuk le a véddcsoportokat. A NaL/NH3 redukcié-
n4l azonban problémak léptek fel. A reakcid sorén
a VartnAl tobb Na fogyott, és a ferricianidos oxi-

daciét kovetd kromatografids tisztitdssal minden
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eddiginél tobb terméeket izoldltunk, Valészinivé
valt, hogy a reakcid soran a molekula nagymér-—
tékben kArosodott, az aromis gyirihoz kotott brém-
atom is redukilédott. Ezt a termékekrdl, az AVP-
rél valamint tirozinrdél és 3,5-dibrémtirozinrdl
készitett UV spektrumok igazoltidk. Ezek utin meg-
prébaltunk mas védécsoporteltavolitasi médszert
talalni. Az irodalomban t6bb uj hasitdhdgenst és
ezek reakcidit irtak le /Matsuura, 1976 [SI], Pless,
197% [52] és Yajima, 1975 [ 53] /. Ezek 4ltalaben
erdsen savas kézegben végzett acidolizisek. Eldszor
itt is modellreakcidét végeztiink, mivel a Cys/Bzl/
hasitédsara nem tartalmaztak adatokat a fenti cikkek.
2-Cys/Bzl/-0H-b61l 50 mg-os mennyiségeket reagiltat-
tw & piridinium polihidrogénfluoriddal |[52], tri-
fluormetianszulfonsavval [53J és boértrisztrifluor-
acetattal [51] . A reakcié eredményét Fixion 8 x 5o
kationcseréld vékonyrétegen detektaltuk. A vékony-
retegkromatogramok tanusiaga szerint az amino védd-

csoportok valdban 361 hasadnak, de a benziltioéter-
kotés gyakorlatilag stabilnak tekinthetd ezen koriil-
menyek kKozott.

Megproébaltuk megvaltoztatni a védécsoportkombing.-

ciét, olyan védécsoportokat alkalmazni, amelyek el-
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tavolitasandl nem szikséges a Birch redukcid. Ter-
meszetesen kovetelmény volt, hogy a szildrd fézisu
gzintézis korulményei kozott stabilak maradjanak
ezek az oldalfunkcids védodcsoportok. A Tyr és az

Arg védése nem jelentett ilyen szempontbdél problé-
mat, mivel a korabban is alkalmazott OBzl és TOS
veddcsoport megfelel ezen két kovetelménynek. A

Cys védese azonban megoldhatatlan problémgnak lat—
szott szémunkra, mivel az S-benzil-csoporton kivil
egyetlen, a Merrifield féle szintézis korulményei
kozott is stabil véd6050port6t sem talaltunk. A vi-
szonylag uj, S-terc-butiléter /Chimiak,1978 [80]/
sem bizonyult megfeleldnek. Megvizsgaltuk az S-terc-
-butiléter savstabilitasat Cys/But/ 50 mg-o0s mennyi-
ségeinek felhasznidladsaval. A kovetkezd savak hata-
sS4t vizsgaltuk: piridinium~-polihidrogénfluorid, tri-
fluormetianszulfonsav, boértrisztrifluoracetat, 1 N
HCl jégecetben, trifluorecetsav. A reakcidkat itt is
ioncsercld vekonyréteg segitségével kontrollaltuk.

A kromatogramok szerint a tioéterkités egyik savval
szemben sem volt stabil, tehat nem tavolithatd el
szelektiven melléle a BOC-csoport, ezért ez a védd-

csoportkombinacid scm volt alkalmas a munkinkhoz.

Ugy tiinik, hogy csak a teljes szintézis attervezé-
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se, a terminidlis aminocsoportok DDZ-vel vagy FMOC-
vel valé védése vezetne célhoz, mivel az utédbbi két
védocsoport szelektiven eltivolithaté pl. a BOC-~cso-
port mellél is. Azonban egyszeriibbnek gondoltuk a
3,5-dibrémtirozin beépitésének elvetését, és a ko-
r4dbbiakban elkészitett jé biolégiail aktivitasu AVP
analdgokba utélagoéan halogénatom beépitését. A
konnyebb reakcidé miatt brém helyett joédot hasznal-
tunk utdlagos beépitésre, és két kiilonbozé joédoza—
si moédszert prébéitunk kis

l./ direkt reakcidé joéddal
/Flouret [77]/

2./ jédozas jodogénnel

Az egyes mbédszerek kiprdbadldsdhoz oxitocint hasz-~
niltunk, mivel ez lényegesen nagyobb mennyiségben
4llt rendelkezésre /gyari anyag/. Mindkét médszer
jénak bizonyult jéd bevitelére, azonban az utébbi
jobb hatasfokkal, konnyebben tisztithaté terméket
adott. Ezért a tovabbi szintézisekhez ezt a mbddszert

valasztottuk.

Elkészitettiik az AVP, a dDAVP és a QVDAVP jo-

~ dozott szérmazékat lo-20 mg~os mennyiségek fel-
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hasznilasaval. A kapott termékek azonositisara vé-
konyrétegkromatografiat, aminosavanalizist és UV
spektroszkopiat haszndltunk [81] .



-51 -

KISERLETI RESZ

Altaldnos megjegyzések

Az olvadaspontok mérésére Koffler-késziiléket
haszndltunk. Az optilkal forgatdképességet Zeiss
asztali polariméteren mértik. A vékonyrétegkro-
matogramokat Kieselgél G /Merck/ adszorbénsen
fejlesztettik ki, néhAny esetben kész gyari rét

get alkslmazva.

A felhaszpnalt oldészerelegyek a kovetkezék volt
1l Xloroform - aceton

2 Kloroform - metanol -  jégecet

'3 Kloroform -~ metanol - aéeton

4 Kloroform - metanol

5 n-Butanol - jégecet - viz

6 n-Butanol - jégecet - viz

7 Etilacetidt - /piridin-jégecet-viz 20:6:11/
8 Btilacetat - /piridin-jégecet-viz 20:6:11/
9 Btilacetdt - /piridin-jégecet-viz 20:6:11/
io Etilacetat - /piridin-jégecet-viz 20:6:11/
11 BEenzol - jégecet

Cm

ak:

9:1

9:1:0,1
8:1:1

7:3
4:1:1
8:5:4
95:5
9:1
8:2
6:4
7:1
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12 n-Butanol - piridin - jégecet - viz 30:20:6:24

Az Re értékeknél felsd indexként jeleztiik, melyik
oldészert haszniltuk.

Az ioncseréld vékonyrétegkromatogramokat FIXION
50 x 8 kationcseréld rétegen készitettik, a kroma-

togramok kifejlesztésére a kovetkezd puffereket hasz-

naltuk:

1./ Natriumcitrat puffer pH = 3,3 M= 0,2
2./ Natriumcitrat puffer .pH = 4,25 M= o0,2
3./ Natriumcitrat puffer pH = 5,3 M= 0,2

A kromatogramok eldéhivasara ninhidrin-oldatot hasz-
nAltunk. A permetezést kdvetden a lapokat kb. 6 per-
cig infralédmpa alatt tartottuk. Ezt kovetden a kro-
matogramot néhany misodpercre klérgazba helyeztik,
majd szelldztetés utan o0-tolidin-~KI oldattal hiv-
tuk elé. A vékonyrétegkromatogramokat esetenként UV
abszorpcié alapjan értékeltiik.

Az anyagok oszlopkromatogriafids tisztitasdhoz
részben Kieselgél 6o toltetet és a fenti oldészer-
elegyeket, részben Sephadex G-15 és Sephadex G-25
hordozét, valamint 50%-0s, 0,2 N illetve 0,1 N

ecetsav oldatot mint eluenst hasznialtunk [82].
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A frakciokat részben LKB Ultrorac, részben
MUFEM gyartmanyu frakciészeddvel gyijtottik. A
kromatogridfia kovetésére részben vékonyrétegkro-
matografidt, részben UV abszorpcidémérést haszngl-
tunk. A felhasznilt spektrofotométer UVICORD IIIX
és UVICORD I volt. Az elnyelést 280 illetve 254 nm-

en mértik.

A végtermékek esetében a tiszta frakciékat lio-
filizdlassal izolaltuk. A felhasznilt liofilizator
WKF L 05 volt.

Az UV spektrumok Specord UV-Vis, az IR spektru-
1§ - NMR spektru-
mok pedig JEOL 60 késziléken, tetrametilszilan bel-

mok Unicam SP 200 késziiléken, az

86 standard alkalmazisival késziiltek.

A peptidek, tovabba a szilard fazisu szintézis-
hez felhasznidlt BOC-aminosav polimerek aminosav-
osszetételét BHD-1200 E valamint AAA 881 automati-
kus éminosavanalizétorral hataroztuk meg. Az amino-
- savanalizishez a kovetkezd harom hidrolizismédszert

hasznialtuk:

a/ 1-1,5 mg peptidet /lehet védett vagy szabad/
és 0,5 ml 5> M merkaptoetdnszulfonsav olda-

tot lefagyasztva és vadkuum alatt hidrolizis-
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csébe lezarva 12 6raig 110°C-on hidrolizél-
tunk {83].

b/ Merkaptoetanszulfonsav helyett 6 N sb6savval,
a hidrolizis ideje 24 O6ra volt 184].

¢/ lo-15 mg aminosav- vagy peptid-gyantat o,5
ml cc, HCl-val és 0,5 ml jégecettel hidro-
1izaltunk bombacsében 110°C-on [85].

A bioloégiail aktivitasméréseket az I. sz, Belkli-
nikan végezték. Brattlebero patkdnyokon de Wied
mddszere szerint, LVP standard felhaszniléaséaval
[86].

A szilard fazisu szintéziseket a kovetkezd ha-
rom szintézisciklus felhasznalasaval végeztiik, ma-

walis technikaval [67] .
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Reagens

1N HCl/CH4COOH

B I Lo

CH3 COOH
CyHg OH
CHaCly

10%,trietilamin
/CH2Cl2

CH,Clp
3ekv. BOC-amino-
ICHyCly >N
3ekv. DCC/ CHCh
CH2C|2
3ekv BOC amino-
ICHCly S
3ekv DCC/CHZCIZ
CHCly
CoHgOH
CH4 COOH

Terfogat Ismétlések 1dd (perc)

ml
50
50
50

50
50

50

50

50
10

50
50

50

szama

12. abra l. szintézisciklus

5
25

10

15

20

120

20

1¢jjel
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Lepés Reagens  Terfogat Ismétiések Idd (perc)
ml szama
1 IN HCl/CH3COOH 50 ’ 5
2 —_—— - 50 25
3 CH3 COOH 50 3
4 CoHg OH 50 3
5 CHyClp 50 3 3
6 10%trietilamin 50 10
| ICH,Cly
—— 50 15
8 CH,Clp 50 3 3
9 DMF 50 3 3
10 3ekv. BOC-amino- 10 20
| JoMF 5
11 3ekv.DCC/DMF 5 120
12 DMF 50 3 3
13 3ekv BOC-amino- 10 20
: IDMF sV
14 3ekv DCC/DMF 5 1éjjel
15 DMF 50 3 3
16 CoHsOH 50 3 3
17 CH3 COOH 50 3 3

15. 4bra 2., szintézisciklus
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Reagens

1N HCL/CHCOOH

——— ) ) ——

CH3 COOH
CoHg OH
CHyClp

10%strietilamin
/CHQClz

—_— ) —

CH,Cl
DMF

4 ekv. BOCamino-
sav-ONP
/ DMF

DMF
CoHg OH
CH3 COOH

14, 4bra 3. szintézisciklus

Térfogat Ismétlések 1dd (perc)

mi

50
50

50
- 50
50
50

50
50

50
15

50
50

50

szama

5
25

10

15
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BOC-glicin-gyanta eldallitasa

l./ 1o g Bio-Beads S£ 2 gyantat /merrifield sze-
rint, 0,9 mekv Cl/g tartalommal/ 50 ml abs. etanol~
ban 3,5 g /20 mM/ BOC-glicinnel és 2,8 ml /20 mM/
trietilaminnal keverés koézben olajfiirdén refluxil-
tattuk. Kb. 70-80 Ora reakciidé utian a gyantat
szurtik, mostuk etanollal, vizzel, etanollal, di-
k1l érmetannal, majd szaritottuk. A gyanta glicin

tartalma az aminosavanalizis szerint o,64 mM/g.

2./ 2 g /11 mM/ BOC-Gly-OH-t 15 ml etanolban ol-
dottuk, majd 5 ml vizet adtunk hozz&. Az oldat pH-
jat 25%—os vizes CsHCO3 oldattal 7,o0-re Allitottuk,
szédrazra paroltuk. Egy éjjel P205 folott szaritot-
tuk. 12 g Bio-Beads SX 1 gyantat /1,1 mekv Cl tarta-
lommal/ a kapott BOC-Gly-0OCs-sel 50 ml dimetilforma-
midban S50°C-on 24 or4dn 4t kevertiik. A gyantat sziir-
tik, majd mostuk a kovetkezd olddszerek illetve ol-
dészerelegyek 50 ml-es mennyiségeivel:ABK dimetil~
formamid, 3x dimetilformamid-viz 9:1, 3x dimetilfor-
manid, %x etanol. A gyantadt kiszaritottuk, a megkd-
t6dott glicin mennyiségét aminosavanalizissel haté-

roztuk nmeg, ez 0,23 mM/g-nak addédott.



BOC-Arg-0OH eldallitasa

20 g / loo mM/ H-Arg-OH x HCl~-t 25 ml 4 N NaQOH-dal
200 ml dioxén—viz’l:l elegyben oldottunk. 24 g / 1llo mM/
di-terc.butil-pirokarbonattal reagiltattuk keverés koz-
ben szobahdmérsékleten. A reakcid lefutdsit kromatogra-
fiidsan ellendriztik a 9. futtatdészerben. Kb. 24 6ra u-
tan feldolgoztuk a reakcidbelegyet: a diox4dnt bepérol-
tuk, a pH-t lo-re &llitottuk 4 N NaOH-dal, majd ket-
szer mostuk etilacetattal, a vizes fazis pH-ja4t 3-ra
41litottuk, beparoltuk kb. harmada térfogatra, hiité-
ben kristalyositottuk.

Op = 115-118 °C m= 13 g /47%/
R.2 = 0,3 R0 = 0,45
f ] f 4

BOC-Arg/T0S/-0H eléallitédsa

15 g / 50 mM/ BOC-Arg-OH-t 250 ml aceton és 75 ml
viz elegyében oldottunk. Az oldat pH-jat 4 N NaOH-dal
12,5-re allitottuk bH-mérével kontrollalva. Az ele-
gyet 0 °C-ra hiitottik, egy ora keverés utan 24 g / 75
mM/ TOS~Cl 50 ml acetonnal készitett oldatat csopog-

tettilk bele keverés kozben. A reakcidé folyamidn a hé-
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mérsékletet 0 °C-on, a pH-t 12,5-6n tartottuk. Uté-
na még ot 6ran a4t kevertettiik, majd a pH-t 1 N HCl-
val 7-8-ra allitottuk, az acetont vAkuumban bepi-~
roltuk, a maradékot vizzel kétszeresére higitottuk,
3x éterrel extrahiltuk. O °C-ra hiitve az oldat pH-
jdt 6 N HCl-val 3-ra 4llitottuk, NaCl-dal telitettiik,
majd 3x etilacetattal mostuk. Az etilacetitos fhzist
o,1 N HCl-~val, majd vizzel mostuk, szaritottuk, be-
paroltuk. Etilacetatbdl hiitében kristilyositottunk.

m = 14 g /664/ Op = lo8-112 °C

8

Rp/ = 0,3 Re2 = 0,5

H—Phe/Br/x;OH eldallitasa

5 8 / 30 mM/ H-Phe-OH-t 12,5 ml brémmal resgil-
tattunk exszikkadtorban, loo torr nyomidson. A barna
maradékot vizben felvettiik, szirazra paroltuk, éter
alatt elporitottuk. A 3 g /37%/ termék ioncseréld
vékonyrétegen harom izomer anyag, a kdvetkezd Re
értékekkel:

Re © = 0,5 Rp © = 0,3 Ry © = 0,1

a b c

Ezek az o és p monobrém, valamint a 2,5~-dibrém
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fenilalaninok, valamint az elreagalatlan fenilala-
nin /az o0-és p-izomer nem valt el egymastél/.

A fétermék /o- és p-brémfenilalaﬁin/:

Re® = 0,3 n=6g /804

BOC-Phe/Br/x-OH eld4llitésa

6 g/ 24 mMm/ H—Phe/Br/x—OH-t 50 ml absz. DMF-
ben 6,1 g / 28 mM/ /BOC/,0-tal reagdltattunk keve-
rés kozben 3,9 ml trietilamin jelenlétében. A reak-
cid lefutdsat vékonyrétegkromatogrifidsan ellend-
riztik a 7. futtatdészerben. A ninhidrin pozitiv
folt eltiinése utdn szirazra paroltuk, a maradék e-
tilacetitban és S5%-os KHSO4 oldatban oldottuk, az
etilacetitos f4dzist mostuk o,1 N HCl-val, vizzel,
majd Na,50,-on szaritottuk. Beparlas utdn sotét-

sarga olajat kaptunk.

2

m = 6,2 g /75%/ Ry’ = 0,8 Re? = 0,3

H—Tyr/Brz/—OH eldallitasa

9 g / 50 mM/ H-Tyr-OH-t 30 ml jégecetben szusz-
pendAltunk. Keverés kozben 24 g / 8 ml, 150 mM/
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brom 30 ml jégecettel készitett oldatat csdpdgtettiik
hozz4d. A reakcié hémérséklete 50-60 °C. A brém hozza-
addsa utan még két 6rat kevertettiik ezen a hémérsék-
leten. BepAroltuk, vizben oldottuk, csontszénnel de-
ritettiik, kb. loo ml vizbél pH = 6-on kristalyosi-

tottunk.

A termék = lo g /56%/ Op = 238-242 °C
Ioncseréld vékonyrétegen:

1 1l
R = 042 R =
> ’ nyr

1y mm spektrum sSzerint csak egyféle aromis proton
van, teh4at csak egy izomer / 3,5-dibrém-tirozin/

képz8dott.

BOC—Tyr/BrZ/—OH el84llitésa

N

26 g / 70 mM/ H—Tyr/BrZ/—OH—t és 21 ml / 160 mM/
1,1,3,3~-tetrametilguanidint szuszpenddltunk keverés
kézben 140 ml dimetilformamidban. A szuszpenziébt
0 °C-ra hiitottiik, 350 perc alatt keverés kazbeﬁ 18 ml
/ 125 mM/ BOC-Nj-ot csepegtettink hozzé. Még két 6~
r&t kevertettiik szobahén, majd bepdroltuk, a mara-

. dékot loo ml 5%-08 citromsavban és 200 ml etilacetit-
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ban oldottuk. Az etilacetatos fazist még kétszer
mostuk S5%-0s citromsavval, majd Nazsou—on 8z4ri-
tottuk, beparoltuk, hexan alatt hiitében kristalyo-

sitottuk.
T = 26 g /Bo%/ Op = 120-122 °C

Re? = 0,7 Rp! = 0,5

Z—Cys/le/—Tyr/Bra/-OH elballitasa

200 mg H-Tyr/Brz/-OH—t /'0,6 mM/ 5 ml absz. di-
metilformamidban oldottunk, majd hozziadtunk 270 mg
/ 0,6 md/ Z-Cys/Bzl/ONP-t. Szobahémérsékleten ke-
vertik egy éjjel, majd két napig 4llt. Vakuumban
beparoltuk, etilacetat és KHSO, oldat keverékében
oldottuk, az etilacetétos fazist vizzel mostuk, szd-
ritottuk, beparoltuk. A maradékot éterbbl kristialyo-
sitoftuk,

Op = 220 °c Rf7 = 0,75

Aminosavanalizis: Tyr 1,00 SBzlCys 1,lo
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Z2-Cys/Bzl/-1yr/Bzl/-Phe-Gln-Asn-Cys/Bzl/~Pro-

-Arg/TOS/~-Gly—-P /védett AVP-gyanta/ elb4llitésa

2 g/ 0,8 mM/ EOC~glicin—polimerb61 indultunk
ki, a polimert Merrifield edényben dimetilforma-
midban duzzasztottuk. A 2. szintézisciklus szerint -
2x 1,05 g / 2,4 mM/ BOC-Arg/T0S/-OH~t kapcsoltunk
hozz4. Utdna az 1. szintézisciklus szerint 2x 0,5 g
/ 2,4 mM/ BOC-Pro-OH-t, majd 2x 0,75 g / 2,4 nM/
BOC~Cys/Bzl/-0H~t kapcsoltunk a peptid gyantéhoz.
1,15 g / 3,2 mM/ BOC-Asn—ONP-t &S uténa 1,2 g
/ 3,2 mM/ BOC-Gln-ONP-t kapcsoltunk a 3. szintézis-
ciklus szerint. A tovadbbi haArom aminosav kapcsola-—
B4t az 1. szintézisciklus szerint végeztik 2x 0,65 g
/ 2,4 mM/ BOC-Phe-OH, 2x 0,9 g / 2,4 mM/ BOC-Tyr/Bzl/-
~OH é8 2x 0,85 g / 2,4 mM/ Z-Cys/Bzl/-OH felhaszné-
lasaval. A kapott nonapeptid-polimert dikl6rmetan—
nal, etanollal, ecetsavval, 1 N HCl/jégecettel, e-
cetsavval, etanollal, dikloérmetéannal, 5%-os dikl ér-
metanos trietilaminnal, végil ismét dikl érmetannal
mostuk. A gyantat ezutan metanollal kimostuk a szin-
tézisedénybdl, szirdn, majd exszikkétorban P205 fo-
10tt szaritottuk. A kapott nonapeptid gyanta sulya
2.4 g
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Peptid-gyantaroél a peptid hasitdsa ammonolizis-

sel /AVP esetében/

2,4 g védett nonapeptid-gyantiat gomblombikban
80 ml absz, metanollal 2 6ran &t kevertiink. Szé-
razjég-acetonos hiités mellett ammbénia-palackbédl
120 ml folyékony amménidt gyijtottink, amelyet
kb. 1 g fémnidtrium részletekben torténd hozzaadi-
saval szaritottunk. A peptid-gyantat tartalmazd
szuszpenzidba /-80 °C-ra hiitve/ Atdesztillaltuk
a kapott folyékony amménidt, majd a lombikot le-
zartuk, és szobahdmérsékleten 24 Oran 4t kever-
tettiik. Utdna -50 °C-ra hiitve kinyitottuk a lom-
bikot, & maradék amménidt vizsugdrszivattyuval el-
tavolitottuk, a gyantat sziirtik, 4x 30 ml dimetil-
formamiddal, 2x 30 ml metanollal mostuk. Az egye-
sitett szlirleteket vadkuumban beparoltuk, 20 ml e-
tanollal eldorzsoltik a maradékot, sziirtiik, éter-

rel mostuk, P205—6n vakuumban szaritottuk.
Op = 228-2%0 °C m = 280 mg /25%/

Rf5 = 0,50 Rf = 0,65

Aminosavanalizis: Asp 1,03 Glu 0,92 Pro 1,14
Gly 1,00 Tyr 0,90 Phe 0,99 SBzlCys 1,72 Arg

1,16
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Elemanalizis:
szamitott C 59,8 H 5,9

Védbcsoport eltavolitasa Na/NH3 redukciéval és

diszulfidhidkiépités Ki/Fe/CN/6/—tal /AVP ese-

tében/

Szarazjég-acetonos hités mellett ammbénia-palack-
bél kb. %00 ml folyékony amménidt gyijtottiink, amit
kb. 2 g natriummal sziaritottunk. HAromnyaku, 500 ml-
es gomblombikba desztilldltuk 4t az amméniat, majd
magneses keverés kozben 150 mg védett peptidet ol-
dottunk benne., Az oldathoz nAtriumdrétbol kis ada-
gokban Na-t adtunk 4llandé halvanykék szin megjele-
néséig. A natrium fogyas kb. 0,3 ml. Husz mAsodperc
utan 1 ml absz. ecetsavval a maradék Na-t elreagil-
tattuk. VAkuumban beparoltuk az amménidt, a maradé-
kot 600 ml 0,2%-08 ecetsavban oldottuk, majd az ol-
dat pH-jat 2 N amméniumhidroxiddal 6,7-6,8-ra 4lli-
tottuk. 0,01 M kdliumferricianid oldatot adtunk hoz-
z4 4llandé sirga szin megjelenéséig /kb. 17 ml/.

Tiz perc keverés utan 20 g Amberlyst A 26 gyantat
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adtunk hozzé, ezzel fél Ordig kevertettiik, majd sziir-

tik, a kapott sziirletet liofilizaltuk.

Gélkromatografids tisztitds /szabad AVP esetében/
i

a/ 2,7 x 1llo cm-es Sephadex G-15 oszlopon, 50%-
08 ecetsavban végeztiik az elsd kromatografist. A
liofiliz&lt nyers peptidet /kb. 1 g/ 20 ml térfoga-
tu 1:1 vizes ecetsav oldatban vittilk fel az oszlop-
ra. A kromatografia sordn az eluens 4ramlisi sebes-~
sége 8 ml/6ra volt. A gyijtott frakecidk térfogata
4 ml volt. A 46-76 frakcibdkat egyesitettiik, liofi-
liz4lbuk.

b/ 1,5 x 11lo cm-es Sephadex G-15 oszlopon, 0,2 N
ecetsavban végeztiik a masodik kromatografist. A li-
ofilizatomot lo ml oldatban vittiik fel az oszloprsa,
8 ml/6éra dramlisi sebesség mellett, 4 ml-es frakci-
6kat gyujtve kromatografidltunk. A 39-50 frakcidkat
b8szegyiijtve liofilizaltuk. A termék 32 mg /32%/.

£ = 0,19 R12 = 0,55

ADH aktivitas: 420 NE/mg

R

Aminosavanalizis: Asp 1,08 Glu 0,88 Pro 1,11
Gly 1,00 CySS 0,61 Tyr 1,12 Phe 1,21
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H—Qys—Tyr—Phe—ValuAsn—Qzﬁ—Pro—Arg-Gly-NH2

/VAVP/ eldallitasa

2 g/ 0,8 mM/ BOC-glicin~-polimerbél indultunk
ki. A szintézis a védett AVP elB8Allitasanil leirt
médon tortént, eltérés csak az 5. lépésnél volt.

Itt BOC-Gln-ONP helyett 2x 0,55 g / 2,4 mM/ BOC-
-Val-0H-t kapcsoltunk az 1. szintézisciklus szerint.
Az eljards végén kapott védett nonapeptid- gyanta
sulya 2,6 g volt. A gyantardl valé hasitds az AVP-
nél leirtak szerint tortént.

A nyerstermék sulya: 350 mg /27%/

Op = 242-244 °C fotp/ = =24,2

4

Re? = 0,60 Ret = 0367

C = 0,5, DMF

Aminosavanalizis: Asp 1,00 Pro 0,99 Gly 1,00
Val 1,01 Tyr 1,10 Phe 1,04 SBzlCys 1,58

A védidcsoportot 150 mg-rdl tavolitottuk el. A di-
szulfidhid kiépitése és a kromatogriafiids tisztitas
szintén a fentiek szerint tortént.

A kapott termék: 4o mg /417%/

Rf6 = 0,20 Rf = 0,60
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ADH aktivitas: 730 NE/mg
Aminosavanalizis: Asp 1,29 Pro 1,25 Gly 1,00
CySS 0,68 Val 1,41 Tyr 0,62 Phe 1,47

Mpa-Tyr-Phe—Val—Asn—Czs-Pro—Arg-Gly-NH2 /AVAVP/

elballitésa

2 g / 0,8 mM/ BOC-glicin-polimerbdl indultunk ki.
A szintézis, a peptid hasitisa a gyantarél, tovabba
a véddécsoporteltavolitas, a diszulfidhidkiépités és
-a kromatografia az AVP-nél leirtak szerint tortént.
Eltérés az 5. és a 8. lépésnél volt, itt 2x 0,55 g
/ 2,4 mM/ BOC-Val-OH-val kapcsoltunk az l. ciklus
és8 0,96 g / 3,2 mM/ Mpa/Bzl/ONP-vel a 3. szintézis-
ciklus szerint. A kapott nonapeptid-gyanta sulya
2,3 g, amibdl 220 mg /19%/ nyersterméket kaptunk.

Op = 231-233 °C

Rfu =,0,70 Rfs = 0,60
Aminosavanalizis: Asp 0,99 Pro 0,94 Gly 1,00

Vel 1,07 Tyr 0,95 Phe 0,92 SBzlCys 0,86

150 mg peptidrél a véddbcsoportot eltavolitva 49 mg
/4774/ terméket nyertiink.



Rf6 = 0,4-0 Rf12 = 0,61

ADH aktivitéas: 1160 NE/mg
Aminosavanalizis: Asp 1,08 Pro 0,98 Gly 1,00
Val 1,18 Tyr 0,82 Phe 0,84 Arg 0,88

H—CYS—Tyr—Phe—Gln—Asn—Cqs-Pro-D-Arg-Gly—NH2

/DAVP/ elballitasa

3,5 g / 0,8 mM/ BOC-glicin-polimerbdl indultunk
ki. A szintézis, tovabba az ezt kovetd lépések az
AVP szintézisnél illetve védécsoporteltavolitAsnal
leirtak szerint tortént. Eltérés az 1. lépésnél
volt: az L helyett BOC-D-Arg/TO0S/-OH-t hasznaltunk
fel.

A kapott termék sulya: 340 mg /26%/

Op = 218-220 °C

4
Ret = 0,65 Re” = 0,55

Aminosavanalizis: Asp 1,06 Glu 0,80 Pro 0,98
Gly 1,00 Tyr 0,83 Phe 1,04 SBzlCys 1,60

Arg 0,90

150 mg nyerstermékrdl hasitottuk le a véddcsoportotb,
46,4 mg /47%/ terméket kaptunk.
6

= 0,17 Rf12 = 0,47



_71_

Aminosavanalizis: Asp 1,02 Gluo,82 Pro 1,15
Gly 1,00 CySS 0,65 ©Tyr 0,85 ©Phe 1,06 Arg 0,85

Mpa-Tyr-Phe--Gln-—Asn-Cys-Pro—D-Arg—Gly—NH2

/ADAVP/ elballitasa

3,5g/ 0,8 mM/ BOC~-glicin-polimerbél indul tunk
ki. A kapcsolésok, a peptid hasitésa, tovabba a vé-
décsoporteltavolités és a diszulfidhidkiépités az
AVP-nél leirtak szerint tarfént. Eltérések az 1. és
a 8. lépésnél voltak, az 1. lépés a DAVP-nél, a 8.
1lépés a dAVAVP-nél leirtak szerint tortént. A ka-
pott termék 480 mg /40%/.

Op = 200-201 °C

. = 0,67 Rf5 = 0,60

Re
Aminosavanalizis: Asp 1,05 Glu 0,87 Pro 0,96

Gly 1,00 Tyr 0,90 Phe 1,02 SBzlCys 0,78 Arg 0,85

150 mg nyers peptidr8l tavolitottuk el a védécsopor-
tot, 39 mg /37%/ terméket kaptunk.
ADH aktivitas: 1230 NE/mg

Rf6 = 0,55 Rfla = 0,53
Aminosavanalizis: Asp 1,12 Glu 1,14 Pro 1,21

Gly 1,00 Tyr 0,88 Phe 0,86 Arg 1,05
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Mga-Tyr-Phe-Val—Asntggs-Pro-D-Arg-Gly-NH2

/dVDAVP/ elé4llitdsa

34,5 mg / 0,8 mM/ BOC-glicin-polimerbdl indultunk
ki. A szintézist, majd az ezt kovetd lépéseket az
elbzbeknél leirtak szerint végeztiltk. Az AVP szinté-
21sé6t6l a kovetkezdkben tertiink el: az l. lépést a
DAVP-nél, 8 4. 1lépést a VAVP-nél, a 8. lépést a
dAVAVP-nél leirtak szerint végeztiik.

A termék: 420 mg /35%/  Op = 240-242 °C

Ret = 0,70 Re” = 0,65

Aminosavanalizis: Asp 0,99 Pro 0,92 Gly 1,00
Val 0,98 Tyr 0,85 Phe 1,03 SBzlCys 0,90
Arg 1,03
150 mg peptidrdél tavolitottuk el a véddcsoportot,
a termék 47 mg /45%/.
ADH aktivitas: 1450 NE/mg

6 12

Rf = 0,45 Rf = 0,65

Aminosavanalizis: Asp 1,08 Pro 1,27 Gly 1,00
Val 1,09 Tyr 0,97 Phe 1,08 Arg 0,95 ’



fenilalaninok, valamint az elreagidlatlan fenilala-
nin /az o0-és p-izomer nem valt el egymastél/.

A fétermék /o-és p-brémfenilalanin/:

R = 0,3 m=6g /8oxs/

BOC—Phe/Br/x-OH eld4llitésa

6 g/ 24 mM/ H—Phe/Br/x—OH—t 50 ml absz. DMF-
ben 6,1 g / 28 mM/ /BOC/ZO—tal reagaltattunk keve-
rés kozben 3,9 ml trietilamin jelenlétében. A reak-
cid lefutasit vékonyrétegkromatogrifidsan ellend-
riztik a 7. futtatdészerben. A ninhidrin pozitiv
folt eltiinése utédn szarazra paroltuk, a maradék e-—
tilacetatban es 5%-os KH30, oldatban oldottuk, az
etilacetdtos fazist mostuk o,1 N HCl-val, vizzel,
majd Na2804—on szaritottuk. Beparlas utidn sotét-

sarga olajat kaptunk.

m= 6,2 g /7% Rp/ = 0,8 ReZ = 0,3

H—Tyr/Brz/—OH eléallitasa

9 g / 50 mM/ H-Tyr-OH-t 30 ml jégecetben szusz-
pendAltunk. Keverés kozben 24 g / 8 ml, 150 mM/
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Z—Cys/le/—Tyr/Bra/-Phe-Val-Asn-Cys/le/-Pro-

—Arg/TOS/-gly—NH2 eléallitasa

A szintézishez 1,7 g / 0,5 mM/ BOC-glicin-gyan-
t4t haszniltunk fel. A szintézist az eldz8 eldirat
/veédett Br,AVP szintézise/ szerint végeztiik, eltér-
tink a leirtaktol az 5. lépésnél, itt 2x 0,35 g
/ 1,5 mM/ BOC-Val-OH-t kapcsoltunk az 1. szintézis—
ciklus szerint. A peptid hasitisa a szokvanyos méd-
szerrel tortént, a nyers peptid sulya 365 mg /21%/.

Op = 214-216 °C

Rf4 = 0,69 Rf5 = 0,70

Aminosavanalizis: Asp 0,96 Pro 0,86 Gly 1,00
Val 0,90 Phe 0,92 SBzlCys 1,50 Br2$yr 0,60
Arg 0,88

Mpa-/Bzl/-Tyr/Br,/-Phe-Val-Asn-Cys/Bzl/-Pro-Arg/T0S/-

—Gly—NH2 eldallitasa

1,7 g / 0,5 mM/ BOC-glicin-polimerbdl a szokvéa-
nyos, vedett BrZAVP—nél leirt médszerrel tortént a
szintézis. Eltéréseink az 5. és 8. lépésnél voltak,
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itt 2x 0,35 g / 1,5 mM/ BOC-Val-OH-val az l. és
0,65 g / 2 mM/ Mpa-/Bzl/-ONP-vel a 3. szintézis-
ciklus szerint tortént a kapcsolds. A kapott vé-
dett peptid sulya 360 mg /23%/.

Op = 220-224 °C

qu- = 0,79 Rf5 = 0,75

Aminosavanalizis: Asp 1,12 Pro 0,91 Gly 1,00
Val 0,88 Phe 0,96 SBzlCys 1,60 BrzTyr 0,81
Arg 0,96

Veddcsoporteltavolitas modellezése trifluor-

metdnszulfonsavval

a/ 500 mg Z-Cys/le/-OH—t 2 ml trifluormetian-
szulfonsav és 1 ml anizol elegyében oldottunk,
4o °C-on 45 percig reagaltattuk, majd éterrel, hexéAn-
nal kicsaptuk. A kiv4lt kristilyokat sziirtiik. A re-
akcidét Fixion kationcseréldé vékonyrétegen ellendriz-

tik 4,25-68 pH-ju pufferben.

b/ 50 mg H—Cys/But/-OH-t 0,2 ml trifluormetéan-
szulfonsav és 0,1 ml anizol elegyében oldottuk. Egy
6rén 4t 4o °C-on 4llni hagytuk. A reakcidét "Merck"
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szilikagél vékonyrétegen ellendbritiik az 5-68 fut-

tat6szerben.

Védbécsoporteltavolitas modellezése piridinium-

polihidrogénfluoriddal

a/ 500 mg Z2-Cys/Bzl/-OH-t 2 ml piridiniumpoli-
hidrogénfluoridban és 0,2 ml anizolban oldottuk.
Egy érén 4t 20 °C-on 4llni hagytuk, majd o,2 N
AcOH-val leillitottuk a reakciét., A kivalt kristi-
lyokat sziurtik, 4,25-6s pH-ju pufferben Fixion la-

pon ellendriztiik a reakcié lefutasat.

b/ S0 mg H~Cys/Bu®/-OH-t 0,2 ml piridiniumpoli-
hidrogénfluorid és 0,02 ml anizol elegyében oldot-
tuk. Egy 6ra utidn kromatogram az 5-~68 futtatoszer-

ben.,

Véddcsoporteltavolitas modellezése bér-trisz-—

~tri-fluor—-acetittal

a/ 500 mg 2-Cys/Bzl/-OH-t 2 ml bér-trisz-tri-
-fluor-acetatban oldottunk 0 °C-on. Egy 6ra utéan
a reakcidéterméket éter és hexian felhasznilésaval

kicsaptuk. A reakcié ellendrzésére az eldzbéekhez
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hasonlé médszereket alkalmaztunk.

b/ 50 mg H-Cys/Bu®/-OH-t 0,2 ml bér-trisz-tri-
~-fluor-acetatban oldottunk O °C-on. Egy 6éra mulva

ellendériztik az 5-0s futtatészerben}

Védécsoporteltavolitds modellezése 1 N sébdsavas

Jjégecettel

50 mg H—Cys/But/—OH-t 2 ml 1 N sésavas jégecet-
ben oldottunk 20 °C-on. HArom éra utdn kromatogri-
fidsan ellendriztiik szilikagélen az 5-68 futtatd-

szerben.

Oxitocin jodozasa Flouret szerint

90 mg / 90 pM/ oxitocint 4,5 ml viz, 45 ml me-
tanol és 0,46 ml 12 M NH40H elegyében oldottunk.
Hozzéadtunk 0,6 ml / 90 pM/ 3,9%-08 kloroformos
jédoldatot, lo perc szobah8n valé 4ll4s utén 0,66 ml
CH5COQH-t adtunk a reakcibelegyhez, a reakciétermé-
ket kromatografiigval izolaltuk.
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A jédozott oxitocin kromatografiaja

Az els$ esetben Sephadex G-15 hordozdét és 50%-
o8 CHBCOOH—t hasznaltunk eluensként. Az oszlopmé-
ret 2,5 x 150 cm, az aramldsi sebesség 20 ml/éra,
a gyujtott frakcibtk térfogata 8 ml volt. A kroma-
tografiat UV kontrollai végeztik /254 és 280 nm/.
A 130-152 frakcidkat egyesitettiik, liofilizéltuk.

A miasodik kromatografia Sephadex G-25 hordozén
1y-0s CHBCOOH eluens felhas?néléséval tortént. Az
oszlopméret 1,5 x 1llo cm volt, a tobbi paraméter
megegyezett az eldézbekkel. A 34-78 frakcibékat osz-
szegylijtottiik, liofiliziltuk.

Oxitocin jodozasa Jjodogén /1,3,4,6~tetraklbér-

3a,6a-difenilglikoluril/ felhasznalisaval

22 mg / 50 pM/ jodogént 1 ml CHClB—ban oldottunk.
Az oldatot vdkuumban egy kémcsé faldra paroltuk.
Hozz4adtunk 12 mg / lo uM/ oxitocin és 6,6 mg / 4o
M/ KI oldatat 0,5 ml viz és 0,5 ml CHBCOOH elegyé- .
ben. A reakcidé lefutdsit vékonyrétegkromatografid-
san kovettiuk az 5-0s futtatdészerben. 60 perc eltel-

te utan -20 °C-on lefagyasztottuk.
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Jb6dozott AVP elballitésa

20 mg / 20 nM/ arginin-vazopresszint és 13 mg
/ 40 pM/ KI-t 1 ml deszt. vizben oldottunk. 22 mg
/ 50 nM/ jodorént 1 ml CHCl,~ban oldva egy kémcsd
faldra paroltunk vadkuumban. Az AVP-KI oldatot a
kémcsbbe ontottlik, egy 6ran 4t 4llni hagytuk, utéi-
na - 20 °C-on lefagyasztottuk. Kromatogramot készi-
tettink a o-os és 1l2-es futtatészerben.

Rf12 - B 7
A reakcibelegyet Sephadex G-15-6n 0,2 N CH;COOH—
ban megkromatografdltuk. Az oszlop mérete 1,5 x
1lo cm, UV detektialéds 254 nm-en. A 44-54 frakcid-
kat egyesitettiik, liofiliz4dltuk. Liofilizdtum: 16,5 mg.

Aminosavanalizis: Asp 1,02 Glu 0,90 Pro
Gly 1,00 Tyr 0,62 Phe 0,82 Arg 0,88
UV spektrum:

200 250 300 350



= B0

Jbédozott ADAVP elédllitésa

lo mg / lo uM/ l-dezamino-8-D-arginin-vazo-
presszint és 6,5 mg / 20 pM/ KI-t 0,5 ml deszt.,
vizben oldottunk. 11 mg / 25 pM/ jodogént 1 ml
Xloroformban oldva egy kémcsd faldra péroltunk
vakuumban. A dDAVP-KI-oldatot a kémcsébe ontot-
tilkk, egy Ordn 4t Allni hagytuk. A reakciédt
-20 9C-ra t6rténd lefagyasztéssal dllitottuk le.
A reskcié lefutésat kromatografidsan ellendriz-
tik a 1l2-es futtatészerben. Az anyagot Sephadex
G-15 kromatografidval sdémentesitettiik 0,2 N
ecetsav mint eluens felhasznilédsdval. Az Ossze-

gyujtott frakcidkat liofilizidltuk.

UV spektrum:

IdDAVP

200 250 300 350
nm
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Jodozott l-dezamino—4-valin-8-D-arginin-

~vazopresszin elédllitésa

lo mg / lo pM/ peptidbél indultunk ki. A reak-
ciét az eldzd szintézisnél /ADAVP jbédozésa/ leirt
médon végeztiik.

R,1C = 0,87

UV spektrum:

J-dVDAVP

v v ¥ v v 3(')0 L i b 350
200 250 nm
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OSSZEFOGLALAS

A neurohipofizis egyik hormonjédnak, a vazopresz-
szinnek hat kilonboz6, az l-es, 4-es és 8-as hely-
zetben szubsztitudlt analégjat allitottuk eléd. A
szintézishez a Merrifield féle szilard fazisu peptid-
szintézis moédszerét haszniltuk fel. Megallapitottuk,
hogy a védett peptidamidokat 2o0-40, adtlagosan 30%-
os termeléssel tudtuk szintetizalni a kiindulési
BOC-glicin~-polimerre vonatkoztatva. A védett peptid
Jjol megtisztithatd az esetleges képzddd kis mennyi-
ségli hibads szekvencidktdédl. A véddcsoporteltiavolités
és gyliriizards soran atlagosan kb. 40% termelést tud-
tunk elérni. Ez a nagyszamu mellékreakcid /kotésha-
sadasok, gyurinyiléas a prolinnal, a cisztein reduk-
cidja alaninnd illetdleg intermolekulédris diszulfid-
hidképz6dés/ miatt nem rossz az eredmény. A kapott:
analégok biolégiai aktivitasa kivétel nélkiil az i-
rodalomnak megfeleld, az ebbdl szamithatd peptidtar-
talom /a liofiliz&tumok vizet, kotsétt ecetsavat e-
setleg sékat is tartalmazhatnak/ magas. Az egyéb a-
nalitikal adatok /aminosavanalizis, optikai forgaté-

k¢rosség, vékonyrétegkromatogramok/ is kielégitbek.
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Megvizsgidltuk a triciumos jelzés lehetdségeilt
ilyen tipusu peptidek esetében.

Elkészitettiink hirom, 2-es helyzetben 3,5-dibrdém-
tirozint tartalmazé védett vazopresszin analébgot
triciumos Jjelzés céljara. Ennek soridn megvizsgaltuk
halogénatom beépitésének lehetdéségeit aromias amino-
savakba, tovibba a kapott szarmazékok felhasznilha-
t6sdght a peptidszintézis korilményei kozotbt. Mi-
vel nehézségek léptek fel a védbécsoporteltavolitis-
'n4dl a prekurzor analégok esetében, kiprébaltunk uj
védécsoporteltavolitasi mddszereket, illetve meg-
probalkoztunk uj védécsoportkombinidciéval is. Ennek
soran arra a felismerésre jutottunk, hogy az SH cso-
port védésének nehézségei meghatdrozzidk az alkalma-
zott véddcsoportkombinacidét és a véddéesoporteltavo-
litdsi, valamint kapcsolasi médszereket. Ezért a
szintézisut megvaltoztatasa, mias SH-védécsoportok
felhaszndlésa sem oldja meg teljesen a problémakat.
A mar szintetizalt analégokroédl csak folyékony HF
felhasznialasaval lehetséges a benziltioéter csopor-
tot eltavolitani ugy, hogy az 8TOmAS gyurihoz ko-
tott brém ne karosodjék. Ezen okok miatt megkisé-
reltik a halogénatom utdélagos bevitelét a mar kész

peptidbe. Ennek sordn két médszert vizsgdltunk meg,



amelyek kozul kiilonésen a jodogént /1,3,4,6-tetra~
klér-}a'6a-d1fenilglikoluril/ felhasznilé tinik jé-
nak. Elkésziﬁettﬁk harom vazopresszin anslég tiro-
zinon Jjédozott szarmazékidt. Ezeket kivétel nélkiil

jo termeléssel izolaltuk. A jod beépiilésének igazo-
laséra ugy taldltuk, jél haszndlhaté az UV spektrosz-
képia. Ezt az eljardst kitiind eredménnyel hasznil-
tuk tobb peptidhormon jéddal torténé jelzéséndl is.
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