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A dolgozatban felhasznált rövidítések .jegyzéke

A rövidítések általában megfelelnek az IUPAC ja­
vaslatának /J. Bioi. Cbem. 247 977 /1972/, a ritkáb­
ban használt rövidítések a következők:

ß -merkaptopropionsav 

dimetilfо rmamid 

p-nitrofenol
tere. butiloxikarbonil csoport 

benziloxikarbonil csoport 

benzil csoport 
diciklohexil-karbodiimid 

diciklohexil-karbamid

Mpa
DMF
HO.NP
BOC-
Z-
Bzl-
DCC
DCU
TOS- p-toluolszulfonil csoport 

polimer
di-terc. butil-pirokarbonát
8-Arg-vazopress zin
4-Val-8-Arg-vazopresszin
l-dezamino-4-Val-8-Arg-vazopresszin
8-D-Arg-vazopresszin
l-dezamino-8-D-Arg-vazopresszin
1-dezamino-4-Val-8-D-Arg-vazopresszin

P
/вос/2о-
AVP
VAVP
dVAVP
DAVP
dDAVP
dVDAVP -
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8-Lys-vazopresszin 

fluorenilmetiloxikarbonil csoport 

nijm’-dimetoxi <*, «* »-dimetilbenzil- 

oxikarbonil csoport 

tere. butil csoport

LVP
FNIOC-
DDZ-

BuF-
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BEVEZETÉS

Az emberi és állati szervezetek működésének sza­
bályozásában fontos szerepet töltenek be különböző 

peptidhormonok. Napjainkig számos peptidhormon léte­
zését bizonyították az élőszervezetekben, ezek je­
lentős részét izolálták, szerkezetüket igazolták, 

továbbá szintézisükre, esetenként számos analóg szin­
tézisére is sor került különböző kémiai és biológiai 
célkitűzésekkel.

A termelődési bely, valamint a hormon támadáspont­
ja szerint a peptidhormonoк csoportosithatók. A bel­
ső elválasztásu mirigyek által termelt hormonok pél­
dául az endokrinhormonok csoportjába tartoznak. Az 

utóbbiak közül legismertebbek az agyalapi mirigy ál­
tal termelt peptidhormonok.

Munkánk során az agyalapi mirigy hátulsó lebenyé­
ből /az un. neurohipofizisből/ izolálható jelentős 

peptidhormonnal, a vazopresszinnel foglalkoztunk. 

Mivel e hormon és analóg vegyületei nemcsak elméleti, 

hanem gyakorlati, gyógyászati szempontból is jelen­
tősek, e terület meglehetősen tanulmányozott. A ve-
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gyűl et c söpört hatásmechanizmusa és metabolizmusa a- 

zonban kevésbé ismert. A további biológiai vizsgála­
tokhoz szükségessé vált a radioaktivan jelzett vazo- 

presszin /illetve gyógyszerként hatásosabb analógja­
inak / jelzett formában történő szintézise.

Ezért célul tűztük ki a Szegeden folyó endokrin 

kutatási program keretében folyó biológiai vizsgála­
tokhoz néhány analóg előállítását radioaktiv jelzés­
sel és anélkül is. Vizsgálataink kémiai célkitűzése 

volt a triciumos jelzés lehetőségeinek vizsgálata 

ezen peptidek esetében.
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ELMÉLETI RÉSZ

За A vazopresszinek kémiája és biológiája

A neurohipofizis kivonatoknak több framakológiai 
hatása m/ír régen ismeretes, ezek a felfedezések sor­
rendjében a következők: az artériás vérnyomásemelő, 
un. vazopresszor hatás /Oliver, Schäfer 1895/, a 

méh kontrakciót okozó un. oxitocin hatás /Dale 1906/, 
az antidiuretikus hatás /Starling, Verney 1925/, to­
vábbá a legkülönfélébb simaizmokat összehúzó hatás 

\ l]. Az utóbbi időben több publikáció jelent meg e- 

gyéb, memóriára, illetve viselkedésre gyakorolt ha­
tásról is [2] .

A kivonat frakcionálása során Kamm 1928-ban két 

hatásos frakciót különitett el. A két hatóanyag a 

vazopresszin illetve az oxitocin aminosavösszetéte- 

lét és szekvenciáját du Vigneaud, Acher és Chauvet 
határozta meg 1952-54-ben [3], [ 4]. Az első szinté­
zisét is du Vigneaud közölte 1954-ben [5]« Az emberi 
és állati hipofizisekből kétféle vazopresszin izo­
lálható. Az emberi és a marha vazopresszin a 8-as 

helyzetben arginint tartalmaz /arginin-vazopresszin, 

AVP/.
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A sertésből izolálható hormonban itt lizin talál­
ható /lizia-vazopresazin, LVP/. A kétféle vazo- 

presszin szerkezete a következő:

H-Cуs-Tyr-Phe-Gln-Asn-C^s-Pro-Arg-Gly-Mg

H-Су s ~Ty r-Phe -G1 n-A s n-Cy s- Pro -Ly s - G1 у -Ш0
■ t_________________—---------------------------------- ------------------------ * —

Az első biológiai vizsgálatokat e szintetikus peptid- 

h. о rmon okkal Sawyer [ 6 ], Heidenreich [7] és Heller főj 
végezte. A vazopresszin legfontosabb hatása az anti- 

diuretikus hatás, ezért az orvosi szakirodalomban szo­
kásos az antidiuretikus hormon /ADH/ elnevezés is.

Az antidiuretikus hatás

Az ADH biztosítja a distalis tubulus, valamint a 

gyűjtő csatorna hámjának vizpermeabilitását, és igy 

a viz az ozmotikusán higabb tubuláris vizeletből a 

koncentráltabb internticiumba áramlik. Az ADH volta­
képpen a pórusátmérők növelése utján fejti ki a hatá­
sát* Az ozmózis-nyomáskülönbség esetén természetesen 

nincs viztranszportot fokozó hatása az ADH-nak. Az 

ADH hiánya /pl. a hipotalamusz-neurohipofizis rend­
szer pusztulásának eredményeként/ a diabetes insipi-

-Vf/*í

t szxaso
/Л.
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dús nevű kórképet eredményezi. Ez azt jelenti, nogy 

a napi vizeletmennyiség emberben 15-3o litert is el­
érhet. Oka, hogy a distalis tubulus és a gyűjtő csa­
torna hámja vizzel szemben nem átjárható, igy megszű­
nik az a visszacsatolás, amelynek révén a szürlet je­
lentős része visszatáplálódik a keringésbe, ezért gya­
korlatilag a teljes szürlet kiürül. A neuro- és az 

adenohipofizis teljes állományának kiirtása viszont 

nem vezet diabetes insipidushoz. A betegség kifejlő­
déséhez az ADH hiánya és az adenohipofizis hormonja­
inak jelenléte egyaránt szükséges. Az ADH szekréció 

fiziológiás ingere a vér ozmolalitásának emelkedése.

Az ADH egyéb hatásais

Nagy adag /~1NE/ ADH lo-2o percig tartó vérnyomás­
emelkedést okoz. A presszor válasz az agy és vese ér­
területeinek kivételével az összes többi ér kontrak­
ciójával kapcsolatos. A fiziológiás vérnyomásszabályo­
zásban az ADH nem játszik szerepet.

A vazopresszin a hipofizis hormon elnevezés ellené­
re nem a hipofizis hátsólebenyben, hanem a hipotalamusz 

magvakban termelődik /bcharrer 1933 [9]/» Az ADH egy 

transzport fehérjéhez, a neurofizinhez kötve vándorol.
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A neurohipofizis hátulsó lebenye tulajdonképpen a kö­
tött ADH raktározási helye. A kémiai szerkezet és bio­
lógiai hatás összefüggésének tanulmányozásához, továb­
bá esetleges specifikus, illetve magas aktivitású ana­
lógok előállítása céljából több száz származékot szinte­
tizáltak.

A változtatásokat három csoportba lehet sorolni:

1. A funkciós csoportok cseréje, illetve blokko­
lása

2. A lánc méretének megváltoztatása /gyürütag- 

szám, lánchosszabbitás, láncrövidités/

3. Az egyes aminosavak cseréje

A legfontosabb szintetizált analógok a következők:

1. Funkciós csoportok blokkolása, illetve cseréje

a/ N terminálison acetilezett AVP illetve LVP
[lo], [ll]

b/ A tirozin fenolos hidroxiljának blokkolása 

metil- illetve etiléter forrnájában[l2], 
с/ A 8-as helyzetű bázikus centrum acilezóse, 

azaz a 8-Lys/FOR/VP szintézise /Boissonnas

[l3]/
d/ Természetesen a trifunkciós aminosavak cse­

réje hasonló bifunkciósra ugyanilyen infor-
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Rációt biztosit, mint a fentiek. Ezek a le­
hetőségek a következők:
A 2 Tyr cseréje 2 Phe-ra, az 1 Cys cseréje 

P> -merkaptopropionsavra /Мра/, a 8 Lys illet­
ve Arg cseréje pl. Leu-ra, az Asn és a Gin 

változtatása Ala-ra illetve «* -aminovajsavra 

/Abu/.
Ezen analógok részletes ismertetésére a 3« pontban 

térek ki.
A fonti szerkezet változtatásokból levonható legfon­
tosabb következtetések a vazopresszor és antidiureti- 

kus aktivitás szempontjából:

Mivel a 8-as aminosav cseréje oxitocin analógot 
eredményezhet és ennek ADH aktivitása várhatóan cse­
kély, továbbá a Lys/FOR/-t tartalmazó peptid vazo­
presszor és ADH aktivitása is nagymértékben csökkent, 

a 8~as helyen levő bázikus centrum szükséges az ak­
tivitáshoz.

Az N terminálison acilezett analóg erősen csök­
kent aktivitású. Ezért úgy tűnik, hogy a terminális 

aminocsoport szükséges az aktivitáshoz. Az egyéb szin­
tetizált analógok azonban azt bizonyították, hogy a 

fenti megállapitás téves /erre később majd visszaté- 

X'ek/.
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A tirozin hidroxilcsoportja nem elengedhetetlen 

a biológiai aktivitáshoz, mivel mind a szubsztitu- 

ált származék, mind a 2-es helyzetben változtatott 

szekvenciáju hormon rendelkezik ADH aktivitással.

2. A lánc eredeti méreteinek megváltoztatása;

a/ Az N terminálison meghosszabbítva a lán­
cot Gly-LVP [14] esetén megközelítőleg 

lo NE/mg aktivitást kaptak. Guttmann és 

Boissonnas publikációja szerint a His- 

-Ser-LVP, Ser-His-LVP, Ac-Ser-Tyr-LVP, 

Ac-Ser-Tyr-Ser-LVP szintézise erősen 

csökkent aktivitású terméket eredményezett

[15].
b/ Az aktivitáshoz szükséges a diszulfidhid 

által összetartott 2o tagú gyűrű, de a
- S - S - molekularészlet cseréje
- CH2 - CH2 - re nem változtatja az akti­
vitásokat [l6],

с/ Szükséges továbbá a tripeptid oldallánc 

megléte. Ennek változtatása szintén az ak­
tivitás elvesztésével jár, pl. az 1-8 frag- 

mens nem rendelkezik endokrin aktivitással

U7].
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3• Aminosavak cseré,je:

a/ Az 1-es helyzetben fi -merkaptopropionsav 

szubsztitúcióval Huguenin [l8] által nyert 

terméknél az oxitocinhoz hasonlóan megma­
radt az aktivitás, sőt az ADH aktivitás 

körülbelül háromszorosára nőtt /13oo NE/mg/. 
Ebből és a terminálison acilezett analógok 

csökkent aktivitásából azt a következtetést 

vonhatjuk le, hogy a hatáshoz nem szükséges 

az aminocsoport, de a szabad terminális hely 

igen. Az esetlegesen itt levő nagy térkitöl- 

tésü csoport feltehetőleg zavarja a recep­
torhoz való kötődést.

b/ A 2-es helyzetben Huguenin és Boissonnas 

fenilalanint helyettesitett a tirozin he­
lyébe [19]* Mind az Arg, mind a Lys vazo- 

presszin megfelelő analógját szintetizál- 

• ták. Lényeges aktivitáscsökkenést tapasz­
taltak az analógok méhkontrakciót okozó il­
letve presszoraktivitásánál, azonban a leg­
fontosabb hatás, az ADH aktivitás lényegé­
ben változatlan maradt /35o NE/mg 2-Phe-AVP 

esetén/.
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A 2-es helyzetű aminosav tehát összhangban 

a funkciós csoportblokkolásnál megállapítot­
takkal nem esszenciális a biológiai hatás 

szempontjából. Legjobb azonban az eredeti 
Туг.

с/ A 3-as helyzetben behelyettesített aminosa- 

vak esetében /Ser, Trp, Туг/ Boissonnas és 

munkatársai lényeges aktivitáscsökkenést ta­
pasztaltak mind az ADH mind a vazopresszor 

és oxitocin hatás tekintetében ^2о].
Ile helyettesítés esetén a kapott termék Arg- 

vazotocin, vazopresszor aktivitása 231 NE/mg, 
azaz AVP-re vonatkoztatva lényegében válto­
zatlan hatású a peptid [2l].
A 3-as aminosav tehát valószinüleg nem elen­
gedhetetlen a biológiai hatáshoz, de a polá­
ros oldalfunkció nem kedvez a hormon recep­
torhoz kötődésének.

d/ Rendkívül sok olyan analógot szintetizáltak 

az elmúlt évek folyamán, ahol a 4-es hely­
zetű Gin helyett más aminosav szerepel. Ennek 

oka az, hogy a Gin nemcsak hogy nem elenged-
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hetetlenül szükséges az aktivitáshoz, de 

cseréje aktivitásnövekedést is okozhat.

Az elsők között szintetizált két analóg,
4—Ala-LVP és 4-Ser-LYP [13] némileg csökkent 

mértékű ADH aktivitást mutat. A Zaoral által 

elkészített 4-Asn-LVP azonban már az LVP—nél

magasabb, mintegy 600-800 NE/mg aktivitást 

mutatott [22].

A Manning és munkatársai által elkészített 

4-Val-AVP és 4-Thr-AVP [23] közül 

az első mutatott nagy ADH aktivitást.

különösen

Hasonlóképpen jó antidiuretikus hatásúnak 

bizonyult Gillessen és du Vigneaud c*-amino- 

vajsav helyettesítése is [24].

A szintetizált analógok hatásvizsgálatából 

azt a következtetést lehet levonni, hogy a 

négyes helyzetű lipofil csoport növeli az 

ADH hatást, ugyanakkor ezen analógok vazo- 

presszor hatása kivétel nélkül kisebb az e- 

redeti hormonénál.

e/ Az 3-ös helyzetben történő cserék közül a 

Boissonnas által szintetizált 5-Sör-LVP ( 13)

ff
SÜIOÍDV /)

& *
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biológiai vizsgálata szériát gyakorlatilag 

a teljes aktivitás elvész, tehát feltételez­
hető, hogy az 5-ös helyzetű Asn esszenciális 

a biológiai hatás szempontjából. Ez a jelen­
ség tapasztalható a hasonló oxitocin analógok­
nál is.

f/ A 6-os helyzetű aminosav a molekulaszerkezet 
drasztikus megváltoztatása nélkül nem lehet­
séges, mivel a Cys szulfhidril csoportja szük­
séges a gyűrű kiépítéséhez. Ezért az ilyen 

cserének nincs jelentősége.

g/ A 7-ös helyzetben történő szubsztitúció ese­
tében 7-Val-LVP szintézisénél a szabad tisz­
tított nonapeptid nem mutatott aktivitást [25]. 

Úgy tűnik, hogy az 5-ös vagy a 7-es aminosav 

esszenciális a biológiai hatáshoz, ezek cse­
réjével a hatás elvész. Tehát az

molekularészlet nem változtatható.
Asn-Cys-• • •

-Pro • • •

h/ A 8-as helyzetű bázikus oldalfunkció blokko­
lása bizonyította, hogy ennek a csoportnak 

megléte szükséges a biológiai aktivitáshoz, 

így itt csak néhány aminosav alkalmazható
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szubsztituensként:

8-Cit-VP, 8-His-VP [2б], 8-0rn-VP [27], 

8-L-Dab-VP [28], 8-HArg-VP, 8-HLys-VP [29].

A felsorolt analógok kivétel nélkül rendelkeznek 

biológiai aktivitással, ADH aktivitásuk megközelítő­
leg azonos az eredeti molekuláéval. Természetesen 

egyszerre nemcsak egy, hanem több aminosav is cse­
rélhető. Számos ilyen analógot is szintetizáltak, né­
hány ezek közül:

[3o], 2-His-3-Ser-LVP,
[19], 2-Phe-3-Ile-AVP [31] , 
[32], 2-Phe-3-Tyr-LVP [Щ, 
[25], l-d-3-Ile-AVP [34], 
[24], l-d-4-Thr-AVP,

2-Phe-8-0rn-VP
2-Ser-3-His-LVP
2-Phe-3-Ile-LVP
2-Ser-3-Ile-LVP 

l-d-4-V al-AVP 

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

összegezve megállapítható, hogy a többszöri helyette­
sítések esetében különösen az 1-dezamino és a 4-es 

helyzetben lipofil aminosavat tartalmazó analógok ADH 

aktivitása kedvező.
Szintetizáltak olyan analógokat is, ahol az amino­

sav ugyanaz maradt, csak a térszerkezet változott meg, 
azaz li helyett D aminosavakat használtak fel. Ezen he­
lyettesítések közül a 8-D-Arg-VP a legérdekesebb, mi-
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vei ennek ADH aktivitása 237 NE/mg, mig a vazopresz- 

szor aktivitása mindössze 1,1 NE/mg [35]» Specifikus 

ADH aktivitás elérése céljából tehát a 8-D-Arg, 1-Mpa 

és 4-es helyzetű lipofil aminosav /Val/ alkalmazása 

látszott jónak. A szintetizált analógok, 1-dezamino- 

-8-D-Arg-VP [Зб] és l-dezamino-4-Val-8-D-Arg-VP ^37] 

a várakozásnak megfelelően igen jó antidiuretikus és 

vazopresszor aktivitásaránnyal rendelkeznek. E saját­
ságaik miatt azóta gyógyszerforgalomba is kerültek.

Az utóbbi időben számos analógot szintetizáltak 

az 1-es helyzetben alkalmazott merkaptopropionsav 

származékainak felhasználásával, mint amilyen pl. a 

L-2-hidroximerkaptopropionsav, /3,ß.»dimetil-ß-merkapto- 

propionsav, ß,ß ldietil-/i-merkaptopropionsav és a mer- 

kaptof^Lciklopentametilénpropionsav ^3ö], [39] »
[4o]. A megfelelő analógokat oxitocinnál is szinteti­
zálták, esetenként más helyettesítéseket is alkalmaz­
va.

A biológiai vizsgálatok során az derült ki, hogy az 

N terminális helyzete körül kiópitett nagy térkitöltés'ü 

hidrofób csoport antagonista hatást okoz, különösen 

szembetűnő ez az /1-/3 -merkapto»ß,/3 »-ciklopentametilén- 

propionil/ 4-Val-8-D-Arg-VP esetében [ 4o] •
Az előzőeket figyelembe véve a következő analógok 

szintézisét határoztuk el, részben radioaktivan jel­
zett formában: 8-arginin-vazopresszin, 4-valin-8-
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-arginin-vazopresszin, 1-dezamino-4-valin-8-arginin- 

-vazopresszin, 8-D-arginin-vazopresszin, 1-dezamino- 

-8-D-arginin-vazopresszin, l-dezamino-4-valin-8-D- 

arginin-vazopresszin. A három helyen /1, 4, 8/ tör­
ténő szubsztitúciót a nagyobb és specifikusabb anti- 

diuretikus hatás indokolta. A szintézishez Merrifield 

módszerét választottuk, mivel ez az eljárás jól be­
vált ilyen és hasonló oligopeptidek szintézisére
[ч-lj , [42].

3b A szilárd fázisú peptidszintézis módszere

A peptidkémia egyik legjelentősebb ujitása az úgy­
nevezett szilárd fázisú szintézis bevezetése volt.
R. B. Merrifield 1963-ban publikálta ezt az eljárást 

[43], amelynek lényege, hogy a C terminális aminosav 

karboxil csoportját oldhatatlan makromolekula védi.
Ez az eredeti Merrifield féle módszernél 1-2# di- 

vinilbenzollal térhálósitott polisztirol gyanta [44], 

[45], amelyet klórdimetiléterrel 
igy kapott aktivált gyantát a C terminális, amino- 

csoportján általában BOC-vel védett aminosav karboxil

klórmetileznek. Az
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csoportjával észterezik valamilyen alkalmas só se­
gítségével /pl. trietilammónium, cézium/. Az igy ka­
pott BOC-aminosav gyantáról a BOC-csoportot eltávo- 

litva és alkalmas módszerrel a következő védett ami- 

nosawal összekapcsolva dipeptid gyantához jutunk.
Ez a ciklus elvileg tetszés szerint ismételhető, és 

igy tetszés szerinti tagszámú peptid-gyantához jut­
hatunk. Erről a peptidet eltávolitva, majd a védő­
csoportok hasitása és a szükséges izolálási művele­
tek után a kivánt peptidet kaphatjuk.

Nagy előnye a módszernek, hogy nincsen szükség 

az intermedierek izolálására, ugyanis szűréssel min­
den más reakciókomponens eltávolitható a rendszer­
ből. Persze lehetőség sincs erre, és ez az eljárás 

egyik hátránya is. A szintézis nem követhető, és igy 

az egyes reakciók lefutásának követésére, valamint 

az esetleges képződő hibás szekvenciák /amelyek en­
nél a módszernél nem túl ritkák/ eltávolítására sincs 

mód. Megpróbálkoztak ugyan a kötött aminosavak méré­
sére eljárásokat kidolgozni /pl. az egyes kapcsolá­
sok után mintát venni a gyantából, és hidrolízis u- 

tán aminosavanalizist készíteni belőle, vagy a ki­
szűrt, elreagálatlan BOC-aminosavat visszamérni/, de 

ezek a módszerek túlságosan drágák, körülményesek,
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időigényesek, igy a gyakorlatban nem terjedtek el.
[46j, [47].

A Merrifield féle szintézis másik hátránya, hogy 

a heterogén fázisú reakcióhoz viszonylag sok idő, 

és az acilező reagens nagy fölöslege szükséges, a- 

mely meglehetősen megdrágítja az eljárást.
Ehhez a szintézistipushoz az általánosan hasz­

nált védőcsoportok és kapcsolási módszerek egy ré­
sze alkalmazható csak. így például nem alkalmazhatók 

drasztikus védőcsoport eltávolítás! módszerek, ez 

viszont az aminocsoportok védésére használható cso­
portok körét szükiti le az erősen savlabilis uretán- 

strukturáju csoportokra, illetve az újabban beveze­
tett FMOC-ra /Carpino, 197o [5$$ amely enyhén bázi- 

k is körülmények között távolítható el. Az oldalfunk­
ciók védelménél természetesen nincs ilyen probléma, 
mivel ezeket úgyis csak a szintézis végén, a peptid 

gyantáról való hasitás után távolitjuk el. így erre 

a célra jól használható a benziloxikarbonil vagy a 

benziléter is. Megpróbálkoztak az eljárás módosítá­
sával, például az N terminális végtől induló szinté­
zissel, amelynél az aminocsoportot kötik a gyantához, 
de a legígéretesebbnek a hordozó módosítása látszik.
A polisztirol ugyanis maga apoláros, ezért csak apó-
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lóros oldószerekben duzzad jól. A peptid viszont a 

oavamid kötések, továbbá az oldalfunkciók jó része 

miatt; meglehetősen poláros, igy apoláros közegben 

csak rosszul szolvatálódik. A mátrix módosítására 

legtöbbet Ígérőnek az Atherton és Sheppard által 

bevezetett poliamid tipusu gél látszik, amelybe 

(i-alanint polimerizálnak [48], [49] . így a hordo­

zó polaritása meglehetősen hasonlóvá válik a pep­

tide hez«

A kész védett peptid gyantáról való hasítására 

számos módszer ismert, a fontosabbak a következők: 

a/ Acidollzis; a felhasználható hasitó ágensek 

a következők: I1F, TEA/HBr trifluormetánszul- 

fonsav, piridinium-polihidrogénfluorid, bór- 

trisztrifluoracetát [51] , [52], [53]» [54], 

b/ Bázikus körülmények között: a hasitás ammónia,

hidrazin, alkoholok vagy hidroxilion felhasz­

nálásával történik. A reakció terméke ebben

az esetben észter, savamid, hidrazid vagy sza­

bad karboxil végű peptid lehet [55] » [,5б] •

A peptid gyantáról való eltávolítása után a védőcso­

portok hasítására illetve az izoláláshoz felhasznált 

műveletek megegyeznek a klasszikus oldatfázisu szin-* 

tézisben használt módszerekkel.
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Jc Vazopresszinanalógok szintézise

Munkánk során a karboxilcsoportok védelmére nem volt 

szükség. Az t* aminocsoportokat BOC-csoporttal védtük 

/kivéve a terminálist, ezt Z-vódőcsoporttal/. A szinté­
zis során a következő oldalfunkciós csoportok védelme 

vált szükségessé: cisztein szulfhidril, tirozin fenolos 

hidroxil é3 az arginin guanidino csoportja. Az oldal­
funkciós csoportok védését a cisztein védése határoz­
ta meg, mivel az SH csoport blokkolása jelentette a 

legnagyobb problémát. Erre a szilárd fázisú szintézis 

körülményei között csak a benziltioéter bizonyult al- 

( kalmasnak {5?]. Ez a védőcsoport azonban csak draszti­
kus körülmények között, Birch redukcióval távolítható 

el. A Na/NH^ redukció úgyszólván minden védőcsoportot 
eltávolit, ezért a Tyr-OH védésére alkalmazott benzil- 

éter és az arginin guanidino csoportjának védésére 

használt TOS eltávolítása nem jelentett problémát. E- 

zen védőcsoportok úgyszintén stabilnak tekinthetők a 

szintézis körülményei között, ezért más védőcsoportok 

felhasználása mint pl. kxg/Z^/ vagy Tyr módosított 
benziléter szükségtelennek látszott.

Az aszparagin és a glutamin СО savamidesoportját 

nem védtük, mivel ezek védelme elkerülhető aktivész- 

teres kapcsolásmód felhasználásával. így ugyanis a
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DCC-s kondenzáció számos mellékreakciója nem lép fel, 

mint pl. nitrilképződós, ciklizáció {58]. Elkerülhe­
tő az aszparagin és a glutamin alkalmazása az oJ sav­
amid utólagos kiépítésével [59], de ez mellékreakci­
ók miatt szintén nem vált be. Ezért a p-nitrofenil- 

észteres aeilezés mellett döntöttünk. A fentieket 

figyelembe véve a következő szintézistervek megvaló­
sítását. tűztük célul:

t'/ \=i SZEGZB
JЛ
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1. ábra A védett AVP szintézisterve
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3. ábra A védett dVAVT szintézisterve
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4. ábra A védett DAVP szintézisterve
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5. ábra A védett dDAYP szintézisterve
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6. ähr*3. A védett dVDAVP szintézisterve
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Az egyes BOG aminosavakat Schnabel j^6o] illet­

ve Moroder [öl] módszerével szintetizáltuk. Problé­

mát jelentett az Arg-TOS védése, erre ugyanis ré­

gebbi szintézisut [ 62] /Z-Arg-ОН ► Z-Arg-/TOS/-OH-*- 

H-Arg-/TOS/-OH -*• BOC-Arg-/TOS/-OH/ túlságosan kö­

rülményesnek tűnt, és nem is volt jól kivitelezhe­

tő. Az először választott Xamashiro [63j féle mód­

szer azonban nem vált be, a BOC-Nj és H-Arg-OH re­

akciója során számos melléktermék keletkezett, a 

terméket nehezen tudtuk izolálni, és az itt leirt 

tozilezési módszer reprodukálhatatlan. A tozilezést 

végül is Holton [öh] módszerével végeztük, 

ginin aminocsoportjának védését pedig egy viszony­

lag uj acilező reagenssel, B0C20-val Moroder [6l] 

szerint. A cisztein Bzl védelmét Zervas [65] 

rozinét Morley [ööj eljárása szerint végeztük.

A klórmetilezett Merrifield féle gyanta BOC-Gly- 

-OH-val történő észteresitésére két utat próbáltunk 

ki, egyrészt a régebbi trietilaminnal történő reak­

ciót /Stewart-Young [ьу]/, másrészt Gisin [бв] cé­

ziumsóval történő kapcsolását. Úgy találtuk, hogy a 

trietilaminos észteresités kb. kétszeres BOC-glicin 

felesleggel és 70-80 óra reakcióidővel számunkra ki­

elégítő mértékű /mintegy o,3-o,6 mM/g bevitelére al-

az ar-

, a ti-
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kalmas/ , ezért a továbbiakban ezt a módszert hasz­
náltuk.

A szintézishez minden esetben nagy tisztaságú, 

abszolút oldószereket használtunk. Az N terminális
védőcsoportok eltávolítására 1 N НС1/jégecetet, a 

gyanta semlegesitésére és a megkötődött HC1 eltá­
volítására trietilamint alkalmaztunk.

A szintéziseket manuális technikával végeztük.
A kész peptid gyantáról történő hasítására minden 

esetben ammonolizist alkalmaztunk. Ezt az is indo­
kolta, hogy a végtermék analógok C terminálisa sav­
amid kötésben van, tehát igy egyszerre két lépést 

hajthattunk végre. A kapott nyersterméket dimetil- 

formamidos oldatból éterrel, etanollal történő ki­
csapással tisztítottuk. Az előállított védett ana­
lógok fizikai állandóit az 1. táblázat tartalmazza. 

A kapott védett peptidek általában kielégítő tisz­
taságnak voltak a vékonyrétegkromatográfiás ellen­
őrzés, szerint .

A védőcsoportok eltávolítására Na/NHj redukciót 

alkalmaztunk. A diszulfidhid kiépítése minden eset­
ben káliumferricianidos oxidációval történt N,
a kapott terméket Sephadex G-15 gélen kromatográfi-
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ásan tisztítottuk. Erre minden esetben szükség volt, 

mivel a nátriumos redukció nagyszámú mellékreakció­
ra ad lehetőséget, mint pl. kötésszakadások, prolin- 

gyürü hasadása, cisztein redukciója alaninná [7o] • 
Másrészt az oxidáció során nemcsak intramolekulá- 

ris, hanem intermolekuláris diszulfidhid is kiépül. 

Általában kétszer kromatografáltunk, először 5o%-os 

ecetsav, második esetben o,2 N ecetsav eluálószer 

alkalmazásával. A kromatográfia detektálására UV 

spektrofotométert alkalmaztunk. Az oldószereket min­
den esetben liofilizálással távolítottak el. A tisz­
títás és liofilizálás után kapott anyagok fizikai és 

kémiai állandóit a 2. táblázat tartalmazza. Az egyes 

analógok aminosavanalízisei a 3* táblázaton találha- 

t >k.
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Rr4 R?súly mg T7oOp°C

0,63 0,50

0,67 0,60

0,70 0,60

0,65 0,55

0,67 0,60

0,70 0,65

25280228-230AVP

27350VAVP 242-244

19220231-233dVAVP

26340218-220

200-201

DAVP
40480d DAVP

35420240-242dVDAVP

1• táblázat

ADH akt.(NE/mg) súly mg T°/0 R1,2f f
AVP 420 32 32 0,19 0,55

40 41 0,20 0,60

49 47 0,40 0,61

46 47 0,17 0,47

39 37 0,35 0,53

47 45 0,45 0,65

VAVP 730
dVAVP 1160

DAVP

d DAVP 1230

dVDAVP 1450

2. táblázat
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3d Triciálási módszerek

A biológia és az orvostudomány egyik fontos vizs­
gálati módszere az izotóptechnika. A különböző hormo­
nok, biológiai intermedierek termelődésének, hatásmec­
hanizmusának, métábólizmusának, hormon-receptor köl­
csönhatásának vizsgálata ma úgyszólván elképzelhetet­
len radioaktivan jelzett vegyületek felhasználása nél­
kül. Radioaktiv jelzésre számos izotóp használható,

vagy beépitéseazonban több esetben /pl.
fehérjemolekulába/ a kapott jelzett anyag biológiai
hatása túlságosan módosul. Ezért a legjobb ebből a

iáC izotóp alkalmazása, bár azszempontból a és a
ilyen nehezebben kivitelezhető mint az aktiv jóddal 
történő jelzés, Igaz, hogy a triciált termékek hasz­
nálata problematikus a folyamatos izotópcsere miatt, 

mégis szÍvesen alkalmazott módszer, mivel a jelzett 

molekula megtartja eredeti struktúráját, és igy ere­
deti biológiai, immunológiai hatását is. Ebből a szem-

, iápontból jobb a C jelzés, mivel itt nincs izotópcse­
re sem, de a módszer drága, és a kapott termék fajla­
gos aktivitása kicsi. A jelzésre számos módszer kí­
nálkozik:
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I. Bioszintetikus /In vivo/ módszer:

Radioaktiv aminosavakból a szervezetben történő
horraonszintézis. Mivel élettani körülmények között 

történik, igy a kapott jelzett molekula biológiai­
lag kifogástalan. Azonban a kapott molekula fajla­
gos aktivitása nagyon kicsi, a jelzés kivitelezése 

hosszadalmas, hatásfoka alacsony.

II. Aktiv aminosavak in vitro beépitése:

Ebben az esetben a szintézis során aktiv anyag­
gal kell dolgozni, esetleg több lépésen át. Sok ak­
tiv anyagra van szükség, igy meglehetősen drága mód­
szer. Előnye viszont, hogy a kapott termék fajlagos 

aktivitása nagy, és ha a jelzett aminosav a szekven­
cia N terminális végére tehető, a vele való munka 

sem jelent problémát a szintézis nagyobb része so­
rán. .

módszer: [ 7l]III. Prekurzor

Az eljárás szerint radioaktiv atomra cserélhető 

csoportot vagy molekularészletet építünk be. Az ak­
tiv atom általában tricium, a prekurzor leginkább
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kovalensen kötött halogénatom. A halogén általában 

aromás gyűrűhöz kapcsolódik, mint pl. tirozin, fe- 

nilalanin esetében. A halogén főként jód illetve 

bróm, mivel a klór általában rosszul cserélhető tri- 

ciumra. A legjobb aktivitást jódnál lehet elérni, 

a bróm viszont stabilabb, könnyebb a szintézis so­

rán dolgozni vele. A módszer nagy előnye, hogy nem 

kell egészen az utolsó lépésekig radioaktiv anyag­

gal dolgozni, kisebb az aktivitásveszteség, tehát 

olcsóbb, nagyobb specifikus aktivitású anyag állit- 

ható elő vele, mint pl. az in vivo és in vitro szin­

téziseknél .

Amikor a szekvencia nem tartalmaz halogénnel 

jól jelezhető aminosavat, illetve ha még nagyobb 

specifikus aktivitást kivárnak elérni, újabban e- 

lőtérbe került olefin- vagy acetilénkötést tartal­

mazó molekularészletek beépitése. Az ilyen, úgyne­

vezett dehidroaminosavakat tartalmazó szekvencia 

azután triciummal kiredukálva az eredetinek megfe­

lelő szerkezetet adja, molekulánként 2,4,6 stb. 
x atommal. A módszer előnye az elméletileg lehet-

x
H beépülésén kivül a reakció jobb ho­

zammal történő lefutása is, viszont a többszörös 

kötések nagyobb reaktivitása szintetikus problé­

mákat okozhat.

séges több
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IV. Triciumra cserélhető atom vagy csoport utó­
lagos beépítése:

Ez a módszer a kész hormon vagy fehérjemolekulá­
ba jód vagy más hasonló redukálható molekularészlet 

beépítését jelenti. A gyakorlatban szinte kizárólag 

jóddal történő jelzés terjedt el. Jóddal leginkább 

tirozin illetve fenilalanin reagál, de kisebb mér­
tékben hisztidin, triptofán és cisztein molekulába 

is beépülhet. A jód beépítésére számos módszer kí­
nálkozik, amelyek egy részét radioaktiv jódizotóp- 

pal /^^I, ^^1/ történő jelzésre dolgozták ki.

1./ Jódozás jódmonokloriddal

Mc Farlane 1958-ban közölt eljárása szerint
a jódozni kivánt molekulát 8-lo-es pH-n reagáltat- 

ják jódmonokloriddal. A reakció során IC1 hidroli- 

zál és hipojódossav keletkezik, amely a peptid ti- 

rozinjával reagál. A módszer hátránya a nagyszámú 

mellékreakció. Ezért csak nehezen izolálható /pl. 

nagynyomású folyadékkromatográfiával/ és viszony­
lag kis mennyiségű reakcióterméket kapunk.

2./ Kloramin-T-vel

Hunter és Greenwood 1962-ben irta le ezt a mód-
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szert [73]• A kloramin-T /N-monoklór-p-toluolszul- 

fonamid/ enyhe oxidálószer, amely v$.zes oldatban 

hipoklórossavat tesz szabaddá, ez az oldathoz adott 

jodidionokat jóddá oxidálja, és az oxidált termék 

reagál a tirozinnal. Ennek a módszernek is hátránya, 
hogy a jódozott termék nem eléggé kiméletes eljárás 

során keletkezik.

З./ Enzimatikus el .járás Í74]

A módszer lényege, hogy a hidrogénperoxidból en­
zimatikus utón felszabaditott oxigénnel oxidálják a 

jodidot jóddá /főként laktoperoxidáz felhasználásá­
val/. Az eljárás előnye, hogy enyhe körülmények kö­
zött kivitelezhető reakció, továbbá, hogy a jódozott 

pi ptid vagy fehérje jól megtartja biológiai tulaj­
ét nságait.

á./ Elektrolitikus módszer L73l

Az oxidáció ebben az esetben elektromos utón tör­
ténik. Előnye a kémiai mellékhatások kiküszöbölése, 
és igy az előűbieknél magasabb biológiai aktivitású 

jelzett terméket ad.

5./ Jodogénnel történő jódozás

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

uril/ enyhe oxidáló szer, amely vizben oldhatatlan.
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ci (Q) ci
\ /N N4
/ C=0o=c

/4N N
'ö/Cl

7. ábra A jodogén szerkezete

A jódozás vizes közegben történik /a szabad pepti- 

dek általában csak vizben oldódnak/, a jodogén Do­
didból jódot tesz szabaddá, amely a jódozni kivánt 

molekula tirozinjának az aromás gyűrűjébe szubszti- 

tuálódik 3-as illetve 5-ös helyzetben. A módszer 

nagy előnye, hogy az oxidáló ágens heterogén fázis­
ban van, ami egyrészt a peptid kimélését, másrészt 
a könnyebb izolálást jelenti. Az eljárást 1978-ban 

irta le Fraker és Speck [уöj .

6./ Direkt jódozás

Legkézenfekvő módszernek a fehérje illetve pep­

tid elemi jóddal történő közvetlen reagáltatása 

látszik, azonban a mellékreakciók /oxidáció/ és a 

reakciótermék nehezebb tisztithatósága miatt nem
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túlságosan szívesen alkalmazott módszer. Ennek el­
lenére az utóbbi időben néhány esetben jó eredmény- 

nyel használták [77] .

3e Prekurzor vazopresszln analógok szintézise tri-
ciáláshoz

A radioaktiv jelzést először prekurzor módszer­
rel kivántuk megoldani. Erre két lehetőség kínálko­
zott: egyrészt a tirozin, másrészt a fenilalanin ha- 

logénezése, majd a kapott halogénaminosav beépítése 

a peptidmolekulába, és végül a halogén triciumra va­
ló cseréje. Mivel a klór nehezen cserélhető, a jód 

viszont kevésbé stabilis, a brómmal történő reakció 

mellett döntöttünk. Elkészítettük a brómfenilalanint 

/Faulstich [7в]/» illetve a 3,5“dibróm-tirozint [79]• 

Az elérhető nagyobb fajlagos aktivitás miatt a 3,5 

dibróm-tirozin aminocsoportját BOC-csoporttal véd- 

tük. Mivel ez az aminosav a 2-es helyzetben van, az­
az csak egy kapcsolásra kerül utána sor, és mivel a 

két bróm térgátolttá teszi a tirozin fenolos hidro- 

xilját, és a tirozin benziléter kiépítése пещ jól 
menő reakció, ennek védelmétől eltekintettünk. Az 

O-acilezési mellékreakció elkerülése céljából a
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Z-Cys/Bzl/-OH-t is aktiv észterrel kapcsoltak az 

előbbi szintézisekben felhasznált karbodiimides
kapcsolással szemben. Az alkalmazott aktivészter- 

képző p-nitrofenol volt. Az elkészített Z-Cys/Bzl/- 

-ONP-vel először modellreakciót végeztünk, H- 

-Tyr/Bro/-0H-val történő kapcsolással. A kapott di- 

peptid /Z-Cys/Bzl/-Tyr/Br2/-OH/ valóban a várt szer­
kezetű, nem tartalmaz O-acil csoportot, amit amino- 

savanalizissei igazoltunk. /А Cys/Bzl/ és a Tyr a- 

ránya a hidrái izát uiaban 1:1./

A szilárd fázisú szintézist az előbbiekben is­
mertetett módon végeztük, A következő három védett 

nonapeptid szintézisére került sor:

Z-Cys/Bzl/-Tyr/Br2/-Phe-Gln-Asn-Cys/Bzl/-Pro-
-Arg/TOS/-Gly-NH2

Z-Cys/Bzl/-Tyr/Br2/-Phe-Val-Asn-Cys/Bzl/-Pro-
-Arg/T0S/-Gly-NH2

Mpa/Bzl/-Tyr/Br2/-Phe-Val-Asn-Cys/Bzl/-Pro-
-Arg/T0S/-Gly-NH2

A szintézistervek a 9-es, lo-es és 11-es ábrán talál­
hatók. A peptid eltávolítását a gyantáról ugyancsak 

a szokásos módszerrel végeztük, a kapott anyagok fi­
zikai állandóit a 4. táblázat tartalmazza.
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GluArg Asp GlyPro Cys Val Tyr Phe SBzICys Bf2Tyr

AVP 1.16 1,03 0,92 1,721,14 1,00 0,90 0,99
VAVP

dVAVP
1,000,88 0,99 1,00 1,01 1,10 1,04 1.58
0,99 0,941,16 1,00 0,951,07 0,92 0,86

VEDETT<
DAVP 0,90 1,06 0,80 0,98 1,00 0,85 1,04 1,60
dDAVP 0,85 1,05 0,960,87 1,00 0,90 1,02 0,78
dVDAVP 1,03 0,99 0,92 1,00 0,98 0,85 1,03 0,90
AVP 0,881,08 1.12 1,11 1,00 0,61 1,12 1,21

VAVP 1.26 1,29 0,621,25 1,00 0,68 1,41 1,47
dVAVP 0,82 0,840,88 1,08 0,98 1,00 1,18

SZABAD <
DAVP 0,85 1,02 0,82 0,65 0,83 1,061.15 1,00
dDAVP 1,05 1,00 0,88 0,861,12 1,14 1,21

dVDAVP 1,09 0,97 1,081,000,95 1,08 1,27

0,851,650,882-Tyr(ßr2)AVP 

2-Tyr(Br2)VAVP 

2 TydB^) dVAVP

1,040,92 1,14 1,12 1,00

0,800,96 0,86 1,000,88 0,92 1,500,90
0,810,96 1,600,91 1,000,96 1.12 0,88

3. táblázat
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11. ábra A védett 2Tyr/Br,j/dVÄVP szintézisterve
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TOS <B>BOC-^-OH H

BOC-v^---------
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TOSI Bzl ЧЛBOC-j-ONP H-j <0B2l TOS
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BOC-fOH H <0

Bzl TOS
0BOC

Bzl TOS
<0BOC^-OH H

Bzl TOS
<0BOC

Bzl TOS <02-^OH H
Bzl TOS

TOSfelBzl2 a nh2
TOSBzlBzl

9* ábra A védett ZTyr/B^/AVP szintézisterre
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Rf Rpsúly mgOp°C T%

2-Tyr(Br2) AVP 208-210 300 17 0,67 0,70

2-Tyr(Br2) VAVP 21 0,69 0,70214-216 365

2-Tyr (Br2) dVAVP 23 0,79 0,75220 - 224 360

4. táblázat

A védőcsoportok eltávolítását, valamint a diszul- 

fidhid kiépítését ugyancsak a szokásos módszerrel 

próbáltuk megoldani. Először a védett I&^VP-ről 

hasítottuk le a védőcsoportokat. A Na/NH^ redukció­

nál azonban problémák léptek fel. A reakció során 

a vártnál több Na fogyott, és a ferricianidos oxi­

dációt követő kromatográfiáö tisztítással minden
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eddiginél több terméket izoláltunk. Valószínűvé 

vált, hogy a reakció során a molekula nagymér­
tékben károsodott, az aromás gyűrűhöz kötött bróm- 

atom is redukálódott. Ezt a termékekről, az AVP- 

ről valamint tirozinról és 3,5"<iibrómtirozinról 
készített UV spektrumok igazolták. Ezek után meg­
próbáltunk más védőcsoporteltávolitási módszert 
találni. Az irodalomban több uj hasitóágenst és 

ezek reakcióit Írták le /Matsuura, 1976 [ 5l] » Pless, 
1973 [52] és Yajima, 1975 [53]/. Ezek általában 

erősen savas közegben végzett acidolizisek. Először 

itt is modellreakciót végeztünk, mivel a Cys/Bzl/ 

hasítására nem tartalmaztak adatokat a fenti cikkek. 

Z-Cys/Bzl/-OH-ból 5o mg-os mennyiségeket reagáltat- 

tui le piridinium polihidrogénfluoriddal [ 52j , tri- 

fluormetánszulfonsavval [53J és bórtrisztrifluor- 

acetáttal [5l] . A reakció eredményét Fixion 8 x 5o 

kationcserélő vékonyrétegen detektáltuk. A vékony­
rét egkromat о gramok tanúsága szerint az amino védő- 

csoportok valóban jól hasadnak, de a benziltioéter- 

kötés gyakorlatilag stabilnak tekinthető ezen körül­
mények között.

Megpróbáltuk megváltoztatni a védőcsoportkombiná­
ciót, olyan védőcsoportokat alkalmazni, amelyek el-
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távolításánál nem szükséges a Birch, redukció. Ter­

mészetesen követelmény volt, hogy a szilárd fázisú 

szintézis körülményei között stabilak maradjanak 

ezek az oldalfunkciós védőcsoportok. А Туг és az 

Arg védése nem jelentett ilyen szempontból problé­

mát, mivel a korábban is alkalmazott OBzl és TOS 

vedőcsoport megfelel ezen két követelménynek. A 

Cys védése azonban megoldhatatlan problémának lát­

szott számunkra, mivel az S-benzil-csoporton kivül 

egyetlen, a Merrifield féle szintézis körülményei 

között is stabil védőcsoportot sem találtunk. A vi­

szonylag uj , S-terc-butiléter /Chimiak, 1978 [öo]/ 

sem bizonyult megfelelőnek. Megvizsgáltuk az S-terc- 

-butiléter savstabilitását Cys/BuV 5o mg-os mennyi­

ségeinek felhasználásával. A következő savak hatá­

sát vizsgáltuk: piridinium-polihidrogénfluorid, tri- 

fluormetánszulfonsav, bórtrisztrifluoracetát, 1 N 

HC1 jégecetben, trifluorecetsav. A reakciókat itt is 

ioncserélő vékonyréteg segítségével kontrolláltuk.

А ктоmatоgramok szerint a tioéterkötés egyik savval 

szemben sem volt stabil, tehát nem távolítható el 

szelektíven mellőle a BOC-csoport, ezért ez a védő- 

csoportkombináció sem volt alkalmas a munkánkhoz, 
ügy tűnik, hogy csak a teljes szintézis áttervező-
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se, a terminális aminocsoportok DDZ-vel vagy FMOC- 
vel való védése vezetne célhoz, mivel az utóbbi két 

védőcsoport szelektiven eltávolitható pl. a BOC-cso- 

port mellől is. Azonban egyszerűbbnek gondoltuk a 

3,5-dibrómtirozin beépítésének elvetését, és a ko­
rábbiakban elkészített jó biológiai aktivitású AVP 

analógokba utólagosan halogénatom beépítését. A 

könnyebb reakció miatt bróm helyett jódot használ­
tunk utólagos beépítésre, és két különböző jódozá- 

si módszert próbáltunk ki;

1./ direkt reakció jóddal 
/Flouret [77]/

2./ jódozás jodogénnel

Az egyes módszerek kipróbálásához oxitocint hasz­
náltunk, mivel ez lényegesen nagyobb mennyiségben 

állt rendelkezésre /gyári anyag/. Mindkét módszer 

jónak bizonyult jód bevitelére, azonban az utóbbi 
jobb hatásfokkal, könnyebben tisztítható terméket 

adott. Ezért a további szintézisekhez ezt a módszert
választottuk.

Elkészítettük az AVP, a dDAVP és a dVDAVP jó- 

dozott származékát lo-2o mg-os mennyiségek fel-
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használásával. A kapott termékek azonosítására vé- 

konyrétegkromatográfiát, aminosavanalizist és UV 

spektroszkópiát használtunk [8l] •
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kísérleti rész

Általános meg,jegyzések

Az olvadáspontok mérésére Koffler-készüléket 

használtunk. Az optikai forgatóképességet Zeiss 

asztali polariméteren mértük. A vékonyrétegkro- 

matogramokat Kieselgél G /Merck/ adszorbensen 

fejlesztettük ki, néhány esetben kész gyári réte­
get alkalmazva.

A felhasznált oldószerelegyek a következők voltak:

1 Kloroform - aceton
2 Kloroform - metanol - ■ jégecet
5 Kloroform - metanol
4 Kloroform - metanol
5 n-Butanol - jégecet - viz
6 n-Butanol - jégecet - viz

7 Etilacetát - /piridin-jégecet-viz 2o:6:ll/ 95:5
8 Etilacetát - /piridin-jégecet-viz 2o:6:ll/ 9*1
9 Etilacetát - /piridin-jégecet-viz 2o:6:ll/ 8:2

10 Etilacetát - /piridin-jégecet-viz 2o:6:ll/ 6:4
11 Benzol - jégecet

9:1
9:l:o,l
8:1:1aceton
7:5
4:1:1
8:5:4

7:1



- 52 -

12 n-Butanol - piridin - jégecet - viz 3o:2o:6:24

Az értékeknél felső indexként jeleztük, melyik 

oldószert használtuk.

Az ioncserélő vékonyrétegkromatogramokat PDCION 

5o x 8 kationcserélő rétegen készítettük, a kroma- 

togramok kifejlesztésére a következő puffereket hasz­
náltuk:

1. / Nátriumcitrát puffer
2. / Nátriumcitrát puffer
3. / Nátriumcitrát puffer

pH = 3,3 

. pH = 4,25 

pH = 5,3

M = o,2 

M = o,2 

M = o,2

A kromatogramok előhívására ninhidrin-oldatot hasz­
náltunk. A permetezést követően a lapokat kb. 6 per­
cig infralámpa alatt tartottuk. Ezt követően a kro- 

matogramot néhány másodpercre klórgázba helyeztük, 
majd szellőztetés után o-tolidin-KI oldattal hiv- 

tuk elő. A vékonyrétegkromatogramokat esetenként UV 

abszorpció alapján értékeltük.
Az anyagok oszlopkromatográfiás tisztitásához 

részben Kieselgél 6o töltetet és a fenti oldószer- 

elegyeket, részben Sephadex G-15 és Sephadex G-25 

hordozót, valamint 5o%-os, o,2 N illetve o,l N 

ecetsav oldatot mint eluenst használtunk [82].
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A frakciókat részben LKB Ultrorac, részben 

MŰFÉM gyártmányú frakciószedővel gyűjtöttük. A 

kromatográfia követésére részben vékonyrétegkro- 

matográfiát, részben UV abszorpciómérést használ­
tunk. A felhasznált spektrofotométer UVICORD III 

és UVICORD I volt. Az elnyelést 28o illetve 254 nm­
en mértük.

A végtermékek esetében a tiszta frakciókat lio- 

filizálással izoláltuk. A felhasznált liofilizátor
WKF L 05 volt.

Az UV spektrumok Specord UV-Vis, az IR spektru­
mok Unicam SP 2oo készüléken, az - NMR spektru­
mok pedig JEOL 6o készüléken, tetrametilszilán bel­
ső standard alkalmazásával készültek.

A peptidek, továbbá a szilárd fázisú szintézis­
hez felhasznált BOC-aminosav polimerek aminosav- 

összetételét HD-12oo E valamint AAA 881 automati­
kus aminosavanalizátorral határoztuk meg. Az amino- 

savanalizishez a következő három hidrolizismódszert
használtuk:

a/ 1-1,5 mg peptidet /lehet védett vagy szabad/ 
és o,5 ml 5 M merkaptoetánszulfonsav olda­
tot lefagyasztva és vákuum alatt hidrolízis-
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csőbe lezárva 12 óráig llo°C-on hídrólizál- 

tunk Í83J.
b/ Merkaptoetánszulfonsav helyett 6 N sósavval, 

a hidrolízis ideje 24 óra volt {84]. 

с/ lo-15 mg aminosav- vagy peptid-gyantát o,5 

ml cc. HCl-val és o,5 ml jégecettel hidro- 

lizáltunk bombacsőben llo°C~on [85]•

A biológiai aktivitásméréseket az I. sz. Belkli­
nikán végezték. Bpattfebero patkányokon de Wied 

módszere szerint, LVP standard felhasználásával
[86].

A szilárd fázisú szintéziseket a következő há­
rom szintézisciklus felhasználásával végeztük, ma- 

íuális technikával [бу] .
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Lépés Reagens Térfogat Ismétlések Idó(pere)
ml száma

1N HCI/CH3COOH 501 5
50 252

CH3 COOH

C2H5OH
CH2Cl2

10%trietilamin 
/ CH2CI2

3 50 3 3

4 50 3 3
5 50 3 3
6 50 10

7 50 15# 1

8 CH2Ct2

3ekv. BOC-amino- 

/CH2Cl2

3ekv. DCC/CH2Cl2

ch2ci2
3ekv BOCammo- 

/CH2Cl2

3ekv DCC/CH2CI2 

CH2CI2 

C2H5OH 

CH3COOH

50 3 3

9 10 20
sav

12010 5

11 50 3 3

12 10 20
sav

1 éjjel13 5
14 3350
15 3 350

316 50 3

12. ábra 1. szintézisciklus



- 56 -

Lépés Reagens Térfogat Ismétlések Idő (perc) 
ml száma

1 INHCI/CH3COOH 50 5
502 25

3 CH3 COOH

c2h5oh
5 CH2Cl2

6 10°/otrietilamin
/CH2Cl2

50 3 3
4 50 3 3

50 3 3

50 10

7 50 15

8 CH2Cl2 50 3 3

9 DMF 3 350

10 3ekv. BOC-amino-
/DMF

11 3ekv.DCC/DMF

10 20
sav

5 120

12 3DMF 50 3

201013 3ekv BOC-amino-
/DMF sav

14 3ekv DCC/DMF 1 éjjel5
315 3DMF 50

316 C2 H5OH 

CH3 COOH

50 3

3317 50

13» ábra 2. szintézisciklus
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Lépés Reagens Térfogat Ismétlések Idő (perc) 
ml száma

1 INHCI/CH3COOH 50 5
502 25

3 CH3 C00H
c2h5oh
CH2C12

6 10°/otrietilamin 
/CH2Cl2

50 3 3
4 50 3 3
.5 50 3 3

50 10

7 50 151»

8 CH2Cl2 50 3 3

9 DMF 50 33

18 óra10 4ekv. BOCamino- 15 
sav-ONP 

/DMF
33DMF 5011
3312 ' c2h5oh

CH3COOH

50

3313 50

14. ábra 3* szintézisciklus
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BQC-gl1cin-gyanta előállítása

1./ lo g Bio-Beads Sk 2 gyantát /merrifield sze­

rint, o,9 mekv Gl/g tartalommal/ 5o ml abs. etanol- 

ban 3,5 S /2o mM/ BOC-glicinnel és 2,8 ml /2o mM/ 

trietilaminnal keverés közben olajfürdőn refluxál- 

tattuk. Kb. ?o-8o óra reakcióidő után a gyantát 

szűrtük, mostuk etanollal, vizzel, etanollal, di- 

klórmetánnal, majd szárítottuk. A gyanta glicin 

tartalma az aminosavanalízis szerint o,64 mM/g.

2./ 2 g /11 mM/ BOC-Gly-OH-t 15 ml etanolban ol­

dottuk, majd 5 ml vizet adtunk hozzá. Az oldat pH- 

ját 25%-os vizes CsHCO^ oldattal 7,o-re állítottuk, 

szárazra pároltuk. Egy éjjel P20cj fölött száritot­

tuk. 12 g Bio-Beads SX 1 gyantát /1,1 mekv Cl tarta­

lommal/ a kapott BOC-Gly-OCs-sel 5o ml dimetilforma- 

midban 5o°C-on 24 órán át kevertük. A gyantát szűr­

tük, majd mostuk a következő oldószerek illetve ol- 

dószerelegyek 5o ml-es mennyiségeivel: 3x dimetil- 

formamid, 3* dimetilformamid-viz 9*1, 3x dimetilfor- 

mamid, etanol. A gyantát kiszárítottuk, a megkö­

tődött glicin mennyiségét aminosavanalízissel hatá­

roztuk meg, ez o,23 mM/g-пак adódott.
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BOC-Arg-OH előállítása

2o g / loo mM/ H-Arg-OH x HCl-t 25 ml 4 N NaOH-dal 
2oo ml dioxán-viz 1:1 elegyben oldottunk. 24 g / llo mM/ 
di-terc.butil-pirokarbonáttal reagáltattuk keverés köz­
ben szobahőmérsékleten. A reakció lefutását kromatográ­
fiásan ellenőriztük a 9» futtatószerben. Kb. 24 óra u- 

tán feldolgoztuk a reakcióelegyet: a dioxánt bepárol­
tuk, a pH-t lo-re állítottuk 4 N NaOH-dal, majd két­
szer mostuk etilacetáttal, a vizes fázis pH-ját 5-ra 

állítottuk, bepároltuk kb. harmada térfogatra, hűtő­
ben kristályosítottuk.

Op = 115-118 °C m= 13 g /47%/

TJ loRf9 s o,3 = o,45Rf

BOC-ArK/TOS/-OH előállítása

15 g / 5o mM/ BOC-Arg-OH-t 25o ml aceton és 75 ml 

viz elegebben oldottunk. Az oldat pH-ját 4 N NaOH-dal 

12,5-re állítottuk pH-mérővel kontrollálva. Az ele- 

gyet 0 °C-ra hütöttük, egy óra keverés után 24 g / 75 

mM/ T08-C1 5o ml acetoimal készített oldatát csöpög­

hettük bele keverés közben. A reakció folyamán a hő-
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mérsékletet 0 °C-on, a pH-t 12,5-ön tartottuk. Utá­
na még öt órán át kevertettük, majd a pH-t 1 N HC1- 

val 7~8~ra állítottuk, az acetont vákuumban bepá­
roltuk, a maradékot vizzel kétszeresére hígítottuk, 

3x éterrel extraháltuk. 0 °C-ra hütve az oldat pH- 

ját 6 N HCl-val 3-ra állítottuk, NaCl-dal telitettük, 

majd 3x etilacetáttal mostuk. Az etilacetátos fázist 

o,l N HCl-val, majd vizzel mostuk, szárítottuk, be­
pároltuk. Etilacetátból hűtőben kristályosítottunk.

Op = lo8-112 °Cm = 14 g /66%/

Rf7 =

H-Phe/Br/3C-OH előállítása

Rf8o,3 = 0,5

5 g / Зо шМ/ H-Phe-OH-t 12,5 ml brómmal reagál- 

tattunk exszikkátorban, loo torr nyomáson. A barna 

maradékot vizben felvettük, szárazra pároltuk, éter 

alatt elporitottuk. A 3 g /37#/ termék ioncserélő 

vékonyrétegen három izomer anyag, a következő R^ 

értékekkel:

2 = o,5 2 = 0,3 2 = o,lRf 
1b

Ezek az о és p monobróm, valamint a 2,5-dibróm
4 fc
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fenilalaninok, valamint az elreagálatlan fenilala- 

nln /az о-és p-izomer nem vált el egymástól/.

A főtermék /о- és p-brómfenilalanin/:

Ef2 m = 6 g /80 -/о/- o,5

BOC-Phe/Br/ -OH előállítása
л

6 g / 24 mM/ Н-Phe/Br/ -OH-t 5o ml absz. DMF-
A

ben 6,1 g / 28 mM/ /B0C/20-tal reagáltattunk keve­
rés közben 3,9 ml trietilamin jelenlétében. A reak­
ció lefutását vékonyrétegkromatográfiásan ellenő­
riztük a 7» futtatószerben. A ninhidrin pozitiv 

folt eltűnése után szárazra pároltuk, a maradók e- 

tilacetátban és 5%-os KHSO^ oldatban oldottuk, az 

etilacetátos fázist mostuk o,l N HCl-val, vizzel, 

majd Na^O^-on szárítottuk. Bepárlás után sötét­
sárga olajat kaptunk.

7 _ Ef2m = 6,2 g /75%/ = 0,8Ef = o,3

H-Tyr/Br2/-0H előállítása

9 g / 5o mM/ H-Tyr-OH-t 3o ml jégecetben szusz- 

pendáltunk. Keverés közben 24 g / 8 ml, 15o mM/

j Л a. и 
, ■/
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bróm 3o ml jógecettel készített oldatát csöpögtettük 

hozzá* A reakció hőmérséklete 5o-6o °C. A bróm hozzá­
adása után még két órát kevertettük ezen a hőmérsék­
leten. Bepároltuk, vízben oldottuk, csontszónnel de­
rítettük, kb. loo ml vízből pH = 6-on kristályosí­
tottunk.

Op = 238-242 °0A termék = lo g /56%/ 
Ioncserélő vékonyrétegen:

Rf1
Tyr

K f1 = 0,2 = 0,4

NMR spektrum szerint csak egyféle aromás proton 

van, tehát csak egy izomer / 3»5-dibróm-tirozin/ 

képződött.

B0C-Tyr/Br2/-0H előállítása

26 g / 7o mM/ H-Tyr/Br2/-0H-t és 21 ml / 16o mM/ 
l,l,3»3-t:etrametilguanidint szuszpendáltunk keverés 

közben 14o ml dimetilformamidban. A szuszpenziót 

0 °C-ra hütöttük, 3o perc alatt keverés közben 18 ml 
/ 125 mM/ BOG-N^-ot csepegtettünk hozzá. Még két 6- 

rát kevertettük szobahőn, majd bepároltuk, a mara­
dókot loo ml 5%-os citromsavban és 2oo ml etilacetát-
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ban oldottak. Az etilacetátos fázist még kétszer 

mostuk 5%-os citromsavval, majd Na^O^-on szárí­

tottuk, bepároltuk, hexán alatt hűtőben taristályo- 

sitottuk.

Op = 120-122 °C 

Rf? =

T = 26 g /Ьо%/

Rf2 = о,7 o,5

Z-Cys/Bzl/-Tyr/Br2/-0H előállítása

2oo mg H-Tyr/Br2/-0H-t / 0,6 mM/ 5 ml absz. di­
me tilformamidban oldottunk, majd hozzáadtunk 27o mg 

/ o,6 mM/ Z-Cys/Bzl/ONP-t. Szobahőmérsékleten ke­
vertük egy éjjel, majd két napig állt. Vákuumban 

bepároltuk, etilacetát és KHSO^ oldat keverékében 

oldottuk, az etilacetátos fázist vizzel mostuk, szá­
rítottuk, bepároltuk. A maradékot éterből kristályo­
sítottuk.

7 _Op = 22o °C 

Aminosavanalizis: Tyr l,oo SBzlCys l,lo
= o,75Rf
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Z-Cys/Bzl/-Tyr/Bzl/-Phe-Gln-Asn-Cys/Bzl/-Pro-
-Arg/TQS/-Gly-P /védett АУР-gyanta/ előállítása

2 g / o,8 mM/ BOC-glicin-polimerből indultunk 

ki, a polimert Merrifield edényben dimetilforma-
midban duzzasztottuk. A 2. szintézisciklus szerint
2x l,o5 g / 2,4 mM/ BOC-Arg/TOS/-OH-t kapcsoltunk 

hozzá. Utána az 1. szintézisciklus szerint 2x o,5 g 

/2,4 mM/ BOC-Pro-OH-t, majd 2x o,75 g / 2,4 mM/
BOC -Cy s / Bz 1 /-OH-t kapcsoltunk a peptid gyantához.
1,15 6 / 3,2 mM/ BOC-Asn-ONP-t és utána 1,2 g 

/5,2 mM/ BOC-Gln-ONP-t kapcsoltunk a 5» szintézis- 

ciklus szerint. A további három aminosav kapcsolá­
sát az 1. szintézisciklus szerint végeztük 2x o,65 g 

/ 2,4 mM/ BOC-Phe-OH, 2x o,9 g / 2,4 mM/ BOC-Tyr/Bzl/- 

-OH és 2x o,85 g / 2,4 mM/ Z-Cys/Bzl/-OH felhaszná­
lásával. A kapott nonapeptid-polimert diklórmetán- 

nal, etanollal, ecetsavval, 1 N НС1/jégecettel, e- 

cetsavval, etanollal, diklórmetánnal, 5%-os diklór- 

metános trietilaminnal, végül ismét diklórmetánnal 
mostuk. A gyantát ezután metanollal kimostuk a szin­
tézisedényből, szűrőn, majd exszikkátorban P20^ fö- 

lőtt szárítottuk. A kapott nonapeptid gyanta súlya 

2,4 g.
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Peptid-gyantáról a peptid hasitása ammonolizis-
sel /АУР esetében/

2,4 g védett nonapeptid-gyantát gömblombikban 

80 ml absz. metanollal 2 órán át kevertünk. Szá­
raz jég-acetonos bütés mellett ammónia-palackból 
12o ml folyékony ammóniát gyűjtöttünk, amelyet 
kb. 1 g fémnátrium részletekben történő hozzáadá­
sával szárítottunk. A peptid-gyantát tartalmazó 

szuszpenzióba /-8o °C-ra hütve/ átdesztilláltuk 

a kapott folyékony ammóniát,' majd a lombikot le­
zártuk, és szobahőmérsékleten 24 órán át kever- 

tettük. Utána -5o °C-ra hütve kinyitottuk a lom­
bikot, a maradék ammóniát vizsugárszivattyuval el- 

távolitottuk, a gyantát szűrtük, 4x 3o ml dimetil- 

formamiddal, 2x 3o ml metanollal mostuk. Az egye­
sített szürleteket vákuumban bepároltuk, 2o ml e- 

tanollal eldörzsöltük a maradékot, szűrtük, éter­
rel mostuk, P^O^-ön vákuumban szárítottuk.

Op = 228-2^0 °C 

= o,5o

m = 28o mg /25%/

= o,63

Aminosavanalizis: Asp l,o3 Glu o,92 Pro 1,14 

Gly l,oo Туг o,9o Phe o,99 SBzlCys 1,72 Arg 1,16
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Elemanalizis:

С 59,8 

С 56,4
számított H 5,9 

H 5,9talált

Védőcsoport eltávolítása Na/NH, redukcióval és

diszulfidhidkiépités Kx/Fe/CN/g/-tal /AVP ese-

tében/ •

Szárazjég-acetonos hűtés mellett ammónia-palack­
ból kb. 5oo ml folyékony ammóniát gyűjtöttünk, amit 
kb. 2 g nátriummal szárítottunk. Háromnyaku, 5oo ml­
es gömblombikba desztilláltuk át az ammóniát, majd 

mágneses keverés közben 15o mg védett peptidet ol­
dottunk benne. Az oldathoz nátriumdrótból kis ada­
gokban Na-t adtunk állandó halványkék szin megjele­
néséig. A nátrium fogyás kb. o,3 ml. Húsz másodperc 

után 1 ml absz. ecetsawal a maradék Na-t elreagál- 

tattűk. Vákuumban bepároltuk az ammóniát, a maradé­
kot 6oo ml o,2%-os ecetsavban oldottuk, majd az ol­
dat pH-ját 2 N ammóniumhidroxiddal 6,7-6,8-ra állí­
tottuk. o,ol M káliumferricianid oldatot adtunk hoz­
zá állandó sárga szin megjelenéséig /kb. 17 ml/.
Tíz perc keverés után 2o g Amberlyst A 26 gyantát
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adtunk hozzá, ezzel fél óráig kevertettük, majd szűr­
tük, a kapott szürletet liofilizáltuk.

Gélkromatográfiás tisztítás /szabad AVP esetében/
I

a/ 2,7 x llo cm-es Sephadex G-15 oszlopon, 5o%- 

os ecetsavban végeztük az első kromatográfiát• A 

liofilizált nyers peptidet /kb. 1 g/ 2o ml térfoga­
tú 1:1 vizes ecetsav oldatban vittük fel az oszlop­
ra. A kromatográfia során az eluens áramlási sebes­
sége 8 ml/óra volt. A gyűjtött frakciók térfogata 

4 ml volt. A 46-76 frakciókat egyesitettük, liofi­
lizáltuk.

b/ 1,5 x llo cm-es Sephadex G-15 oszlopon, o,2 N 

ecetsavban végeztük a második kromatográfiát. A li- 

ofilizátomot lo ml oldatban vittük fel az oszlopra, 
8 ml/óra áramlási sebesség mellett, 4 ml-es frakci­
ókat gyűjtve kromatográfáltunk. A 39-5o frakciókat 

összegyűjtve liofilizáltuk. A termék 32 mg /32%/.

R 6 Rf r 12Rf
ADH aktivitás: 42o NE/mg

= o,19 = o,55

Aminosavanalizis: Asp l,o8 Glu o,88 Pro 1,11 

Gly l,oo CySS o,61 Tyr 1,12 Phe 1,21
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H-Cys-Tyr-Phe-Val-Asn-Cya-Pro-Arg-Gly-NHo

/УАУР/ előállítása

2 g / o,8 mM/ BOC-glicin-polimerből indultunk 

ki. A szintézis a védett AVP előállitásánál leirt 

módon történt, eltérés csak az 5. lépésnél volt.
Itt BOC-Gln-ONP helyett 2x o,55 g / 2,4 mM/ BOC- 

-Yal-OH-t kapcsoltunk az 1. szintézisciklus szerint. 

Az eljárás végén kapott védett nonapeptid- gyanta 

súlya 2,6 g volt. A gyantáról való hasitás az AVP- 

nél leirtak szerint történt.
A nyerstermék súlya: 35o mg /27%/ 
Op = 242-244 °C

Rf5 =

/aiD/ = -24,2 

= o', 67o ,6o

c = 0,5, ШР

Aminosavanalizis: Asp l,oo Pro o,99 Gly l,oo 

Val l,ol Tyr l,lo Phe l,o4 SBzlCys 1,58

A védőcsoportot 15o mg-ról távolitottuk el. A di- 

szulfidhid kiépitése és a kromatográfiás tisztitás 

szintén a fentiek szerint történt.

A kapott termék: 4o mg /41%/

Rf12Rf6 = о, 2o = о ,6o
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ADH aktivitás? 730 NE/mg

Aminosavanalizis: Asp 1,29 Pro 1,25 Gly l,oo 

CySS 0,68 Val 1,41 Туг o,62 Phe 1,47

Mpa-Tyr-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NHp /dVAVP/

előállítása

2 g / 0,8 mM/ BOC-glicin-polimerből indultunk ki, 

A szintézis, a peptid hasítása a gyantáról, továbbá 

a védőcsoporteltávolitás, a diszulfidhidkiépités és 

a kromatográfia az AVP-nél leirtak szerint történt. 

Eltérés az 5. és a 8, lépésnél volt, itt 2x o,55 g 

/2,4 mM/ BOC-Val-OH-val kapcsoltunk az 1. ciklus 

és 0,96 g / 3»2 mM/ Mpa/Bzl/ONP-vel a 3* szintézis­
ciklus szerint. A kapott nonapeptid-gyanta súlya 

2,3 g, amiből 22o mg /19%/ nyersterméket kaptunk,
op = 231-233 °C

Rf4 Rf5 =

Aminosavanalízis: Asp 0,99 Pro o,94 Gly l,oo 

Val l,o7 Tyr o,95 Phe o,92 SBzlCys 0,86

= ,o,7o 0,60

15o mg peptidről a védőcsoportot eltávolitva 49 mg 

/47%/ terméket nyertünk.
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Rf12

ADH aktivitás: Ибо NE/mg

Rf6 = o 161= o,4o

Aminosavanalizis: Asp l,o8 Pro 0,98 Gly l,oo 

Val 1,18 Туг o,82 Phe o,84 Arg о,88

H-Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Рго-D-Arg-Gly-NHg

/РАУР/ előállítása

3,5 g / °»8 mM/ BOG-glicin-polimerből indultunk 

ki. A szintézis, továbbá az ezt követő lépések az 

AVP szintézisnél illetve védőcsoporteltávolitásnál 
leirtak szerint történt. Eltérés az 1. lépésnél 
volt: az L helyett BOC-D-Arg/TOS/-OH-t használtunk 

föl.

A kapott termék súlya: 34-0 mg /26%/ 
Op = 218-220 °C

•D 4- 
x

Aminosavanalízis: Asp l,o6 Glu o,8o Pro o,98 

Gly l,oo Tyr o,83 Phe lfo4 SBzlCys l,6o 
Arg o,9o

Rf5 = o,55= o,65

15o mg nyerstermékről hasítottuk le a védőcsoportot, 

4-6,4 mg /47%/ terméket kaptunk.

Rf12 = o,47R 6Rf = o,17
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Aminosavanalizis: Aspl,o2 Glu o,82 Pro 1*15 

Gly l,oo CySS o,65 Tyr o,85 Phe l,o6 Arg о,85

Mya-Tyr-Phe-Gln-Asn-Gys-Pro-D-Arg-Gly-NHp

/сШАУР/ előállítása

3*5 g / o,8 шМ/ BOC-glicin-polimerből indultunk 

ki. A kapcsolások, a peptid hasitása, továbbá.a vé- 

dőcsoporteltávolitás és a diszulfidhidkiépités az 

AVP-nél leirtak szerint történt. Eltérések az 1. és 

a 8. lépésnél voltak, az 1. lépés a DAVP-nól, a 8. 
lépés a dVAVP-nél leirtak szerint történt. A ka­
pott termék 48o mg /4o%/.

Op = 2oo-2ol °G

Rf5 =

Aminosavanalizis: Asp l,o5 Glu o,87 Pro o,96 

Gly l,oo Tyr o,9o Pbe l,o2 SBzlCys o,78 Arg о,85

r/ = o,67 о ,6o

15o mg nyers peptidről távolitottuk el a védőcsopor­
tot, 59 mg /57%/ terméket kaptunk.

ADH aktivitás: 125o NE/mg

r 12

Aminosavanalizis: Asp 1,12 Glu 1,14 Pro 1,21 

Gly l,oo Tyr o,88 Phe o,86 Arg l,o5

R 6 Rf = o,55 = 0,55
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Mpa-Tyr-Phe-V al-Asn-C;y s -Pro-D-Arg-Gly -NH2

/dVDAVP/ előállítása

3,5 mg / o,8 mM/ BOC-glicin-polimerből indul tunic 

ki. A szintézist, majd az ezt követő lépéseket az 

előzőeknél leirtak szerint végeztük. Az AVP szinté­
zisétől a következőkben tértünk el: az 1. lépést a 

DAVP-nél, a 4. lépést a VAVP-nél, a 8. lépést a 

dVAVP-nél leirtak szerint végeztük.
A termék: 42o mg /35#/

= o,7o
Op = 240-242 °C 

= o,655R 4 jF Hf

Aminosavanalizis: Asp o,99 Pro o,92 Gly l,oo 

Val o,9Q Tyr o,85 Pbe l,o3 SBzlCys o,9o 

Arg 1,оЗ
15o mg peptidről távolitottuk el a védőcsoportot, 

a termék 47 mg /45%/.
ADH aktivitás: 145o NE/mg

12 Л cc= o,65•6 = о ,45Ef i

Aminosavanalizis: Asp l,o8 Pro 1,27 Gly l,oo 

Val l,o9 Tyr o,97 Phe l,o8 Arg о,95
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fenilalaninok, valamint az elreagálatlan fenilala- 

nin /az о-és p-izomer nem vált el egymástól/.

A főtermék /о- és p-brómfenilalanin/:

Rf2 m = 6 g /80%/= o,3

BOC-Pixe/Br/ -OH előállítása
A

6 g / 24 mM/ H-Phe/Вг/ -OH-t 5o ml absz. DMF— 

ben 6,1 g / 28 mM/ /ВОС/20-tal reagáltattunk keve­

rés közben 3»9 ml trietilamin jelenlétében. A reak­

ció lefutását vékonyrétegkromatográfiásan ellenő­

riztük a 7. futtatószerben. A ninhidrin pozitiv 

folt eltűnése után szárazra pároltuk, a maradék e- 

tilacetátban és 5%-os KHSO^ oldatban oldottuk, az 

etilacetátos fázist mostuk o,l N HCl-val, vizzel, 

majd Na2SO^-on szárítottuk. Bepárlás után sötét- 

sárga olajat kaptunk.

Rf7 = R^ = o,3m = 6,2 g /75%/ 0,8

H-Tyr/Br2/-OH előállítása

9 g / 5o mM/ H-Tyr-OH-t 3o ml jégecetben szusz- 

pendáltunk. Keverés közben 24 g / 8 ml, 15o mM/

.%w'44
ff ‘

$w
\\>



- 7^-

Z-Cys/Bzl/-Tyr/Br2/-Phe-Val-Asn-Cys/Bzl/-Pro-

-Arg/T0ß/-gly-NH2 előállítása

A szintézishez 1,7 g / о,5 mM/ BOC-glicin-gyan- 

tát használtunk fel. A szintézist az előző előirat
/védett Br-pAVP szintézise/ szerint végeztük, eltér­
tünk a leírtaktól az 5* lépésnél, itt 2x o,35 g 

/ 1,5 mM/ BOC-Val-OH-t kapcsoltunk az 1. szintézis­
ciklus szerint. A peptid hasitása a szokványos mód­
szerrel történt, a nyers peptid súlya 365 mg /21%/. 

Op = 214-216 °C 

Rf4 =o,69 Rf? = o,7o
Aminosavanalízis: Asp o,96 Pro o,86 Gly l,oo 

Val o,9o Phe o,92 SBzlCys l,5o Br2Tyr o,6o 

Arg o,88

Mpa-/Bzl/-Tyr/Br2/-Phe-Val-Asn-Cys/Bzl/-Pro-Arg/T0S/-

-Gly-KH2 előállítása

1*7 g / °»5 mM/ BOC-glicin-polimerből a szokvá­
nyos, védett Br2AVP-nél leirt módszerrel történt a 

szintézis. Eltéréseink az 5. és 8. lépésnél voltak,
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itt 2x o,35 g / 1,5 шМ/ BOC-Val-OH-val az 1. és 

о,65 g / 2 mM/ Mpa-/Bzl/-ONP-vel a 3» szintézis­
ciklus szerint történt a kapcsolás. A kapott vé­
dett peptid súlya 36o mg /23%/#

Op = 220-224 °C

= o,79 Rf5 = o,75

Aminosavanalizis: Asp 1,12 Pro o,91 Gly l,oo 

Val o,88 Phe o,96 SBzlCys l,6o Br^Tyr o,8l 
Arg 0,96

Védőcsoporteltávolitás modellezése trifluor-
me t áns z ul f onsaw al

a/ 5oo mg Z-Cys/Bzl/-OH-t 2 ml trifluormetán- 

szulfonsav és 1 ml anizol elegyében oldottunk,
4o °G-on 45 percig reagáltattuk, majd éterrel, hexán­
nal kicsaptuk. A kivált kristályokat szűrtük. A re­
akciót Fixion kationcserélő vékonyrétegen ellenőriz­
tük 4,25-ös pH-ju pufferben.

b/ 5o mg H-Cys/BuV-OH-t o,2 ml trifluormetán- 

szulfonsav és o,l ml anizol elegyében oldottuk. Egy 

órán át 4o °C-on állni hagytuk. A reakciót ’’Merck"
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szilikagél vékonyrétegen ellenőritük az 5-ös fut- 

tatószerben.

Védőcsoporteltávolitás modellezése piridinium-
polihidrogénfluoriddal

a/ 5oo mg Z-Cys/Bzl/-OH-t 2 ml piridiniumpoli- 

hidrogénfluoriában és o,2 ml anizolban oldottuk. 

Egy órán át 2o °C-on állni hagytuk, majd o,2 N 

AcOH-val leállítottuk a reakciót. A kivált kristá­
lyokat szűrtük, 4,25-ös pH-jü pufferben Fixion la­
pon ellenőriztük a reakció lefutását.

b/ 5o mg H-Cys/BuV-OH-t o,2 ml piridiniumpoli- 

hidrogénfluorid és o,o2 ml anizol elegyében oldot­
tuk. Egy óra után kromatogram az 5-ös futtatószer­
ben.

Védőcsoporteltávolítás modellezése bór-trisz-
-t гi-fluo r-ace táttal

a/ 5oo mg Z-Cys/Bzl/-OH-t 2 ml bór-trisz-tri- 

-fluor-acetátban oldottunk 0 °C-on. Egy óra után 

a reakcióterméket éter és hexán felhasználásával 
kicsaptuk. A reakció ellenőrzésére az előzőekhez



- 77 -

hasonló módszereket alkalmaztunk.

b/ 5o mg H-Cys/BuV-OH-t o,2 ml bór-trisz-tri- 

-fluor-acetátban oldottunk 0 °C-on. Egy óra múlva 

ellenőriztük az 5-ös futtatószerben.

Védőcsoporteltávolítás modellezése 1 N sósavas
jégecettel

5o mg H-Cys/Bu^/-OH-t 2 ml 1 N sósavas jégecet­
ben oldottunk 2o °C-on. Három óra után kromatográ­
fiásan ellenőriztük szilikagélen az 5-ös futtató­
szerben.

Oxitocin jódozása Flouret szerint

9o mg / 9o pМ/ oxitocint 4,5 ml viz, 45 ml me­
tanol és o,46 ml 12 M NH^OH elegyében oldottunk. 

Hozzáadtunk o,6 ml / 9o pM/ 5»9%-os kloroformos 

jódoldatot, lo perc szobahőn való állás után o,66 ml 
CH^COOH-t adtunk a reakcióéiegyhez, a reakciótermé- 

ket kromatográfiával izoláltuk.
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A jódozott oxitocin kromatográfiá.ja

Az első esetben Sephadex G-15 hordozót és 5o%- 

os CH^COOH-t használtunk eluensként. Az oszlopmé­
ret 2,5 x 15o cm, az áramlási sebesség 2o ml/óra, 

a gyűjtött frakciók térfogata 8 ml volt. A kroma- 

tográfiát UV kontrollal végeztük /254 és 28o nm/. 
A I30-I52 frakciókat egyesitettük, liofilizáltuk.

A második kromatográfia Sephadex G-25 hordozón 

Г/ó-os CH^COOH eluens felhasználásával történt. Az 

oszlopméret 1,5 x llo cm volt, a többi paraméter 

megegyezett az előzőekkel. A 34-78 frakciókat ösz- 

szegyüjtöttük, liofilizáltuk.

Oxitocin jódozása jodogén /1,3.4,6-tetraklór-
3a, 6a-dif enilglikoluril/ felhasználásával

22 mg / 5o pM/ jodogént 1 ml CHCl^-ban oldottunk. 

Az oldatot vákuumban egy kémcső falára pároltuk. 

Hozzáadtunk 12 mg / lo pM/ oxitocin és 6,6 mg / 4o 

pM/ KI oldatát o,5 ml viz és o,5 ml CH^COOH elegyé- . 
ben. A reakció lefutását vékonyrétegkromatográfiá- 

san követtük az 5-ös futtatószerben. 60 perc eltel­
te után -2o °C-on lefagyasztottuk.
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Jódozott AVP előállítása

2o mg / 2o pM/ arginin-vazopresszlnt és 13 mg 

/ 4o pM/ KI—t 1 ml deszt. vizben oldottunk. 22 mg 

/ 5o дМ/ jodorént 1 ml CHClv~ban oldva egy kémcső 

falára pároltunk vákuumban. Az AVP-KI oldatot a 

kémcsőbe öntöttük, egy órán át állni hagytuk, utá­

na - 2o °G-on lefagyasztottuk. Kromatogramot készí­

tettünk a o-os és 12-es futtatószerben.

12 . 0.7

A reakcióelegyet Sephadex G-15-ön o,2 N CH^COOH- 

ban megkromatografáltuk. Az oszlop mérete 1,5 x 

llo cm, UV detektálás 254 nm-en. A 44-54 frakció­

kat egyesitettük, liofilizáltuk. Liofilizátum: 16,5 mg«

Aminosavanalizis: Asp l,o2 Glu o,9o Pro 

Gly l,oo Tyr o,62 Phe o,82 Arg о,88 

UV spektrum:

Rf

i

\
\
\
\
\

200
nm
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Jódozott dDAVP előállitésa

lo mg / lo pl&/ l-dezamino-8-D-arginin-vazo- 

presszint és 6,5 mg / 2o pM/ Kl-t o,5 ml deszt, 

vizben oldottunk. 11 mg / 25 pM/ jodogént 1 ml 
kloroformban oldva egy kémcső falára pároltunk 

vákuumban. A dDAVP-KI-oldatot a kémcsőbe öntöt­
tük, egy órán át állni hagytuk. A reakciót 

-2o °C~ra történő lefagyasztással állítottuk le. 

A reakció lefutását kromatográfiásan ellenőriz­
tük a 12-es futtatószerben. Az anyagot Sephadex 

G-15 kromatográfiával sómentesitettük o,2 N 

ecetsav mint eluens felhasználásával. Az össze­
gyűjtött frakciókat liofilizáltuk.

p 12
Rf
UV spektrum;

= о, 85
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Jódozott 1-dezamino-4-valln-8~D~arglnin-

-vazopresszin előállitása

lo mg / lo pM/ pepiidből indultunk ki. A reak­

ciót az előző szintézisnél /dDAVP jódozása/ leirt 

módon végeztük.

12 = 0,87

UV spektrum:

350300200 250 nm
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ÖSSZEFOGLALÁS

A neurohipofizis egyik hormonjának, a vazopresz- 

szinnek hat különböző, az 1-es, 4-es és 8-as hely­

zetben szubsztituált analógját állítottuk elő, A 

szintézishez a Merrifield féle szilárd fázisú pepfcid- 

szintézis módszerét használtuk fel. Megállapítottuk, 

hogy a védett peptidamidokat 2o-4o, átlagosan 3o%- 

os termeléssel tudtuk szintetizálni a kiindulási 

BOC-glicin-polimerre vonatkoztatva. A védett peptid 

jól megtisztítható az esetleges képződő kis mennyi­

ségű hibás szekvenciáktól. A védőcsoporteltávolitás 

és gyürüzárás során átlagosan kb. 4o% termelést tud­

tunk elérni. Ez a nagyszámú mellékreakció /kötésha­

sadások, gyürünyilás a prolimnál, a cisztein reduk­

ciója alaninná illetőleg intermolekuláris diszulfid- 

hidképződés/ miatt nem rossz az eredmény. A kapott 

analógok biológiai aktivitása kivétel nélkül az i- 

rodalómnak megfelelő, az ebből számítható peptidtar- 

talom /a liofilizátumok vizet, kötött ecetsavat e- 

setleg sókat is tartalmazhatnak/ magas. Az egyéb a- 

nalitikai adatok /aminosavanalizis, optikai forgató- 

kéT-osség, vékonyrétegkromatogramok/ is kielégitőek.

Yíi SZZQKO

* ."3
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' Megvizsgáltuk a triciumos jelzés lehetőségeit 

ilyen tipusu peptidek esetében.
Elkészítettünk három, 2-es helyzetben 3,5-dibróm- 

tirozint tartalmazó védett vazopresszin analógot 
triciumos jelzés céljára. Ennek során megvizsgáltuk 

halogénatora beépítésének lehetőségeit aromás amino- 

savakba, továbbá a kapott származékok felhasználha­
tóságát a peptidszintézis körülményei között. Mi­
vel nehézségek léptek fel a védőcsoporteltávolitás- 

•nál a prekurzor analógok esetében, kipróbáltunk uj 
védőcsoporteltávolitási módszereket, illetve meg­
próbálkoztunk uj védőcsoportkombinációval is. Ennek 

során arra a felismerésre jutottunk, hogy az SH cso­
port védésének nehézségei meghatározzák az alkalma­
zott védőcsoportkombinációt és a védőcsoporteltávo­
litási, valamint kapcsolási módszereket. Ezért a 

szintézisut megváltoztatása, más SH-védőcsöpörtök 

felhasználása sem oldja meg teljesen a problémákat.
A már szintetizált analógokról csak folyékony HF 

felhasználásával lehetséges a benziltioéter csopor­
tot eltávolitani úgy, hogy az aromás gyűrűhöz kö­
tött bróm ne károsodjék. Ezen okok miatt megkisé- 

reltük a halogénatom utólagos bevitelét a már kész 

peptidbe. Ennek során két módszert vizsgáltunk meg,
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amelyek közül különösen a jodogént /1,,6-tetrá­
ki ór-3a,ба-difenilglikoluril/ felhasználó tűnik jó­
nak. Elkészítettük három vazopresszin analóg tiro- 

zinon jódozott származékát. Ezeket kivétel nélkül 
jó termeléssel izoláltuk. A jód beépülésének igazo­
lására úgy találtuk, jól használható az UV spektrosz­
kópia. Ezt az eljárást kitűnő eredménnyel használ­
tuk több peptidhormon jóddal történő jelzésénél is.
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Jánosnak, az anyagok liofilizálásában nyújtott se­

gítséget az SZBK Izotóp Intézetének, a dolgozat 

kéziratának átnézését témavezetőimnek és Dr. Zarándi

Mártának szeretném megköszönni.

Továbbá szeretnék köszönetét mondani minden ked­

ves kollegámnak, akik segítséget nyújtottak a mun­

kámhoz.
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