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A talalmany targya eljarés 4j, (I) altalanos kép-

letd vegyiiletek, mely képletben

P jelentése Phe vagy Phe(4'-Alk), csoport,

X jelentése D-Leu, D-lle, D-Tyr, vagy D-Tyr
(Et) csoport, ’

Y  jelentése NH,, NHAIlk, vagy amennyiben Z
jelentése egyszeres k6tés, OH—, csoport,

W  jelentése D-Pro, L-Pro, vagy amennyiben Y

és Z az altalanos képletbdl hianyzik, OH cso-

port,

jelentése Val, Abu, Ala, Gly, Lys, vagy Chg

csoport,

jelentése D-Arg, L-Arg, vagy egyszeres ko-

tés, ha Y jelentése OH csoport,

>

n jelentése O vagy 1,
Alk jelentése 1—4 szénatomos alkilcsoport,
elGallitasara.

rl,‘COnX-P-A-Asn ~Cysmiie2aY

cuz—.cu?\

)

(cn,), C (1)
~,

et /
”2-—'..”2

T

Cap-X-P~A-Apn-Cys -kI-Z-Y
1 2 (11)

S0

5-Q




A taldlmany tdrgya eljaras Gj, ciklikus, vazo-
presszin antagonista oktapeptidek és az ezeket tar-
talmazd gyégyszerkészitmények elGallitdsara.

A talalméany szerinti vegyiiletek 9-desGly-vazo-
presszin (VSP) antagonista vagy 9-desGly-1-Pmp-
-vazopresszin hatasuak.

A taldlmany szerinti oktapeptldekben egy ,B
-merkapto-g,8-cikloalkilén-propionsav és 6t ami-
nosav-egység talalhatd, melyek egy hattagl gyGriit
képeznek a cisztein egység és a propionsav egység

kénatomja segitségével. A gyiriinek jellegzetes,

glicin egységet nem tartalmazé dipeptid végz&dése
van, mely a 6-cisztein egységhez amino-kotéssel
kapcsolédik,

M. Manning, W. H. Sawyer és munkatarsai sz4-
mos publikdcift tettek kozzé kildnbozs [1-(8-mer-
kapto- -B.8-ciklopéntametilén-propionsav)-4-valin}-
-érgmm-vazopresszx krél, melyek antivazopresz-
szin hatassal rendelkéznek. (61356. szami Eurépa,
4367225. €5 4339125, szam( amerikai egyesilt lla-
mokbeli szabadalmi lefras).

A Manning-féle vegyliletek mindegyikében a ha-
tos szamu egységhez egy tripeptid-ldnc kapcsolé-
dik, és ezek a vegyiiletek természetesen nonapepti-
dek. A taldlmany szerinti vegyilleteket a fenti ve-
gyuletektdl az kiildnbdzteti meg, hogy oktapepti-
dek, a 6-0s egységhez egy des-Gly peptidvégz8dés
kapcsolddik és jelent8s vazopresszin antagonista
hatéssal rendelkeznek. .

A talAlmany szerinti vegyiiletek jelent8s biologi-
ai aktivitdsa meglepd, ha azt tekintjiik, hogy a des-
-glicinamid®-vazopresszin és a des-lizin®-des-glicin-
amid®-vagzopresszin [T. Barth és munkatarsai, Col-
lection Czechoslov. Chem. Commun. 39, 506
(1974)] és a des-glicin®-oxitocin [B. Berde és mun-
katérsai, Handb. Exp. Pharm. 23 860 (1968)]
olyan szdrmazékok, melyek a megfeleld kiinduldsi
vegytilet aktivitdsanak csak tort részével rendelkez-
nek. Barth arrél szdmol be, hogy a dez-glicin-
amid’-AVP CNS aktivitassal rendelkezik, de gya-
korlatilag nincs semmiféle antidiuretikus vagy ute-
rotgniés hatésa (896509. szdmu belga szabadalmi
leirés).

A leirasban és az igénypontokban az alabbi jelo-
Iéseket hasznaljuk a vegyiiletek roviditésére:

Cap B-merkapto-8,8-(4—5 szénatomos cik-
loalkilén)-propionsav,

Pmp B-merkapto-8,8-ciklopentametilén-
-propionsav,

Tmp B-merkapto-g8,8-ciklotetrametilén-pro-
pionsav,

Chg ciklohexil-glicin,

Abu Q-amino-n-vajsav,

Cha ciklohexil-alanin,

Pba amino-fenil-vajsav,

Gin glutamin,

Gly glicin,

Tyr tirozin,

Phe fenil-alanin,

Phe(4'-

alk) (4’ -1-4 szénatomos alkil)-fenilalanin,

Val valin,

Nva norvalin, .

Ile izoleucin,

Nle norleucin,

D-alle D-allo-izoleucin,

Leu leucin,
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2
Ala alanin,
Lys lizin,
Arg arginin,
Asn asparagin,
Met metionin,
Tos tozilat,
HF hidrogén-fluorid,
BHA benzhidril-amin,
DIEA diizopropil-etil-amin,
4-MeBzl  4-metil-benzil-csoport,
TFA trifluor-ecetsav,
DCC diciklohexil-karbodiimid,
HBT 1-hidroxi-benzotriazol,
AHD antidiuretikus hormon,
ACM acetamido-metil-csoport,
DMAP dimetil-amino-piridin.

Ha a lefrasban a ,,vazopresszin” kifejezést hasz-
nél)uk amennyiben ezt masképp nem jelezziik, L-
-arginin vazopresszint (AVP) értiink alatta. A ta-
lalmény szerinti vegyiiletek AVP szarmazékai el6-
nyosek. , Alk” jelentése 1—4 szénatomos alkilcso-
port, amely adott esetben az Y nitrogénatomjahoz,
vagy a tirozin egység — amennyiben a 2-es helyzet-
ben ilyen van — oxigén-szubsztituenséhez, vagy a
gytirii 3-as helyzetében 1évd fenilalanin benzol-gya-
rijének 4-es helyzetébe kapcsolédik. Ilyen alkil-
-szubsztituensek példdul a metil-, etil-, n-propil-,
izopropil- vagy butil-csoport.

A leirasban és az igénypontokban a peptid és va-
zopresszin kémidban &ltalanosan alkalmazott noé-
menklatrat hasznaljuk. Ha a konfiguraciét nem
jeloljiik, az aminosav L vagy a természetben el4-
fordulé konfiguraci6jat értjik.

A talalmény szerinti (I) altalanos képlet{ vegyii-
letek képletében -

P jelentése Phe vagy Phe(4’-Alk) csoport,

jelentése D-Leu, D-lle, D-Tyr vagy D-Tyr

(alk) csoport,

jelentése NH,, NHAIk vagy amennyiben Z

egyszeres kotést jelent, -OH-csoport,

jelentése D-Pro, L-Pro, amennyiben Y és Z

az altalanos képletbdl hidnyzik, -OH-cso-

port,

A jelentése Val, Abu, Ala, Gly, Lys, vagy
Chg csoport,

Z jelentése D-Arg, L-Arg vagy egyszeres ko-
tés, ha Y jelentése -OH-csoport,

n jelentése 0,1,

Alk  jelentése | —4 szénatomos alkilcsoport.

A talalmény szerinti (I) altalanos képletd vegyu-
letek alcsoportjat azok a vegyiletek képezik, me-
lyek képletében »

jelentése D-Tyr, D-lle, D-Leu vagy D-Tyr

(Et) csoport,

jelentése Phe vagy Phe(4’-Et) csoport,

jelentése a fentiekben megadottal megegye-

zik,

jelentése NH; csoport,

jelentése Pro csoport,

jelentés Arg csoport és

jelentése 1.
Azok az (I) altaldnos képletid vegyuletek melyek
képletében X jelentése D-Tyr(Et) és az amid® szar-
mazékok, kiillndsen aktiv ADH antagonista hata-
stiak.

Ertékes vegyiilet az [1-(8-merkapto-8,B-ciklo-
pentametilén-propionsav)-2-D-tirozin-4-valin-8-
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arginin-9-dezglicin]-vazopresszin, az [1-(8-mer-
kapto-B,8-ciklopentametilén-propionsav)-2-D-
-tirozin-4-valin-8-arginin-9-dez-glicin-amid]-vazo-
presszin, és kiilobnésen az [1-(8-merkapto-8,6-cik-
lopentametilén-propionsav)-2-(0-etil-D-tirozin)-4-
-valin-8-arginin-9-dez-glicin]-vazopresszin.

A talalmany szerinti (I} ltaldnos képleti vegyi-
leteket egy linedris oktapeptidnek a 6-0s helyzetben
1évd cisztein (Cys) egységében és az 1-es helyzetben
1évd 3-merkapto-3,3-cikloalkilén-propionsav (Cap)
egységben levs két merkapto-csoport segitségével
valo6 ciklizacidval allitjuk eld. A ciklizaciés reakcio
azonnal lejatszddik egy enyhe, a merkaptannak di-
szulfidda val6 oxidalésara képes oxidalé agens je-
lenlétében.

A taldlmény szerinti reakcié soran a (II) altala-
nos képlet(i vegyiiletb8l képzédik a (III) 4ltalanos
képletii vegytilet, mely képletben
X, P, A é Y jelentése az (I) altalanos képletben
megadott, '

Z jelentése vagy az (I) altaldnos képletben meg-
adott vagy egyszeres kémiai kotést jelent, ha Y je-
lentése OH csoport,

W jelentése az (I) 4ltaldnos képletben megadott
vagy OH, ha a fenti képletb3] Z és Y hianyzik,
Q; és Q, jelentése killon-kiillon hidrogénatom vagy
véddcsoport. B i

A taldlméany szerinti (II) altalanos képlet( inter-
medierek Gjak. A (III) &ltaldnos képletii vegyiile-
tek, melyek képletében W és Z koziil az egyik vagy
mindkettd hidnyzik, szintén 4j intermedierek. Az
utdbbiak az oktapeptidekénél kisebb VSP antago-
nista aktivitassal rendelkeznek.

A ciklizaciét oxidacidval hajtjuk végre. Bar-
mely, az irodalomban ismert, egy dimerkaptént di-
szulfidda oxidalni képes oxidaldszer alkalmas a re-
akcid végrehajtasara. Példaként az ilyen oxidilo-
szerekre az alkalifém-ferricianidokat, killéndsen a
kalium- vagy ndtrium-ferricianidot, oxigéngazt,
dijédmetant vagy jédot emlithetjiik.

A reakciét Ggy hajthatjuk végre, hogy példaul
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kélium-ferricianidot adunk a (II) 4ltaldnos képletd, .

megfelels inert olddszerben, példaul vizben vagy vi-
zes metanolban oldott dimerkaptanhoz 0—40 °C
hémérsékleten. Az oxidaciét pH= 7—7,5-en, szo-
bahémérsékleten hig oldatban végezve jo kiterme-
1ést, a ciklikus vegyiilet elméleti kitermelésére szami-
tott 40—50 %-os kitermelést kapunk.

A (III) altaldnos képleti Cys(OH)® vagy Pro
(OH)" vegyilletet egy dipeptiddel, egy védett
(NH:)-WZY-nal vagy egy (NH:)-Z-Y-nal reagélitat-
juk.

A lineéris merkaptén kiinduldsi anyagok tartal-
mazhatnak vagy nem tartalmazhatnak a szakiro-
dalombol ismert véd&esoportokat (Q; és Q) a kii-
16nbdz8 aminosav egységeken. Ilyen véd8csopor-
tok példaul a benzil-p-metoxi-benzil-, 1-adaman-
til-, t-butil-, p-nitrobenzil-, tritil-, benzil-tiometil-,
etil-karbamoil-, vagy acetamido-metil-csoport. A
benzil-, adamantil- vagy t-butil-csoport higany-
-(halo)-acetat sdk segitségével tavolithatok el vizes
metanolban 0—80 °C-on. A véddcsoportot altalé-
ban a ciklizaci6 eldtt, mint péld4ul a peptidnek a
gyantardl hidrogén-fluoriddal vald lehasitdsa so-
ran tavolitjuk el. Azonban a véd3csoport a cikliza-
ci6 alatt, vagy in situ, a ciklizici6 eldtt is eltavolit-
haté.
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Az S-acetamido-metil-csoportok kiildnésen el8-
nybsek. Példaul az S-ACM-Pmp-D-Tyr(Et)-Phe-
-Val-Asn-S-ACM-Cys-Pro-OBzl-t  kalium-karbo-
nattal kezeltitk vizes metanolban, igy a Pro sav li-
nedris peptidet 78—84%-os kitermeléssel kaptuk.
Ezt ezutdn oxidativ ciklizaciénak vetettitk ala oxi-
dalészerként vizes metanolos jodot hasznaélva, igy
a kivant Pro(OG)’ terméket 65—70%-os kiterme-
léssel kaptuk. Alternativ mdédon a védett terméket
ugyanilyen korillmények kozott Ggy ciklizaltuk,
hogy kezdetben joddal reagdltattuk, majd a védd
észter-csoportot kélium-karbonattal tavolitottuk
el. A Pro’ savat ezutan Arg(NH:).ve] kondenzaltuk
DMF-ben oldott DCC-t és DMAP-t hasznalva 0—
20 °C-on, igy a Pmp-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys-
-Pro-Arg(NH,)-t 45%-0s kitermeléssel kaptuk.

A jod lehasitja az S-védbcsoportot, kiillsndsen
az ACM csoportot és ciklizalja az intermediert.
Higany-acetat vagy dlom-acetdt szintén eltdvolitja
az ACM csoportot, és fém-merkaptidot kapunk.
Ezt tiolla alakitjuk in situ hidrogén-szulfidot hasz-
ndalva, majd egy kiilon 1épésben oxidaljuk.

A kivant ciklikus (I) &ltaldnos képletii oktapepti-
det kényelmesen elvélasztjuk a vizes oxidacios
elegy megsavanyitasaval, példaul jégecetet hasz-
nalva és a reakcidelegyet egy ioncserélé kromatog-
rafias oszlopon példaul gyengén savas akrilgyanta
oszlopon Atvezetve és az anyagot savval eludlva, de
gélszilrést is alkalmazhatunk, amikor is az oldatot
gyongyformajara kialakitott, dextran és epiklér-
hidrin térhal6sitdsaval kapott gélen vezetjiik ke-
resztil. )

A (II) altalanos képletl linearis intermedierek
ciklizdcidja alternativ médon agy is végrehajtha-
t0, hogy a ciklizalt 6-Cys savakat vagy 7-Pro sava-
kat [melyek (I) altalanos képletében a lancvégi W
és Z egység egyiittesen, vagy csak az egyik, a Z
lancvégi egység hidnyzik] megfelelGen kondenzal-
juk vagy egy W-Z-Y védett dipeptiddel, vagy egy
Z-Y aminosavval. A Cys vagy a Pro sav megfelel3-
en védett dipeptiddel vagy aminosavval valé reak-
ciéjat a peptidkémidban ismeretes amidképzési
modszerrel hajtjuk végre. Altaldban a kiindulasi
vegyiiletek lényegében ekvimoldris mennyiségét
reagéltatjuk egy karbodiimid, péld4ul diciklohexil-
-karbodiimid és 1-hidroxi-benzotriazol vagy dime-
til-amino-piridin jelenlétében szerves oldészerben
0—35 °C kozotti hdmérsékleten, eldnydsen 0°C és
szobahdmérséklet kozotti hdmérsékleten. A véds-
csoportokat olyan rektans segitségével tavolitjuk
el, mely nem hasitja a hexapeptid gytlri diszulfid
kotéseit, példaul egy gyenge bazissal.

A (II) altalanos képlet( fontos intermediereket
konnyen elGallithatjuk a peptid-szintézis szilard f4-
zistt modszereivel [M. Manning és térsai, J. Med.
Chem. 25, 46, (1982)]. Kereskedelmi benzhidril-
-amin-gyantat (BHR) hasznaltunk az (I) 4ltalanos
képletii végtermékek, melyek képletében Y jelenté-
se NH: (dez-glicinek) el8allitdsara, mig azokat az
(1) altalanos képletii vegyiileteket, melyek képleté-
ben Y jelentése OH csoport (dez-glicinamidok)
klérmetil-gyanta (CMR) segitségével allitottuk eld.
A (II) altalanos képletii linedris peptidek lancét 1é-.
pésenként épitettitk fel a 8-as egység feldl az 1-es
egység iranyaban haladva. Minden egységet a pep-
tidkémidban ismert, az aldbbiakban ismertetett
modon épitettiink fel. Egy masik megoldas szerint
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kiillonbzd oligopeptidek folyadékfazisi vagy hor-
dozdt alkalmazd reakcibkkal is felépithetdk, és a
reakcidsorozat utolsd lépéseként kondenzaljak
Gket, hogy a dimerkapto-intermediereket kapjak.

A gyanta hordozds reakcidlépések elényds sor-
rendben kényelmesen végrehajthaték egy Beckman
990-B peptid szintetizatorban anélkiil, hogy min-
den intermedier peptidet el kellene valasztanunk.
Az eljaras részleteit a kiviteli példdkban ismertet-
jik. Az oldatban tortén8 vagy enzimatikus reak-
cidkat az irodalombodl ismert koriilmények kozott
hajthatjuk végre.

A killbnbdz8d aminosavak, melyeket egymads
utdn kapcsolunk a gyantdhoz koététt lanchoz, a
peptidkémidban ismert médon védettek. Példaul a
Boc védbesoportot killéndsen az a-helyzetben 1évé
amino-csoport védelmére; a megfelelGen szubszti-
tualt benzil-csoportot a Pmp és a Cys egységekben
1évé merkapto-csoportok védelmére; a tozil-cso-
portot az Arg egység védelmére, mig egy megfele-
IGen szubsztitudlt karbobenzoxi-csoportot (Z) a
Tyr vagy Lys egység védelmére alkalmazhatjuk.
Védobesoportként elénydsen olyan csoportokat al-
kalmazhatunk, melyek konnyen eltdvolithatdk;
példaul a terc-butoxi-karbonil-csoportot savas ke-
zeléssel, a benzil- vagy a karbobenzoxi-csoport
néatrium/folyékony ammonidval valdé kezeléssel,
vagy katalitikus hidrogénezéssel hasithaté le, ami-
kor is a véddcsoport eltavolitdsdnak korillményei
nem eredményezik a peptid mas részeinek, példaul
a diszulfid-kotés sériilését is.

Példaként mas védbesoportokra emlithetjik,
hogy egy aminosav vagy oligopeptid amino-cso-
portjat altaldban egy acil-csoporttal, példaul
formil-, trifluoro-acetil-, ftaloil-, p-toluol-szulfo-
nil- vagy o-nitro-fenil-szulfonil-csoporttal, egy
benziloxi-karbonil-csoporttal, példaul benziloxi-
-karbonil-, o-brém-benziloxi-karbonil-, p-brém-
-benziloxi-karbonil-, o- vagy p-kiér-benziloxi-kar-
bonil-, p-nitro-benziloxi-karbonil- vagy p-metoxi-
-benziloxi-karbonil-csoporttal; egy alifis oxikar-
bonil-csoporttal, példaul triklér-etoxi-karbonil-, t-
-amiloxi-karbonil-, t-butoxi-karbonil- vagy diizo-
propil-metoxi-karbonil-csoporttal; vagy egy aral-
kil-oxi-karbonil-csoporttal, példdul 2-fenil-izo-
propoxi-karbonil-, 2-tolil-izopropoxi-karbonil- vagy
2-p-difenil-izopropoxi-karbonil-csoporttal védhetjiik.
Az amino-csoportokat dgy is blokkolhatjuk, hogy
egy 1,3-diketonnal, példaul benzoil-acetonnal vagy
acetil-acetonnal reagéltatjuk Sket, és igy az enamin
format kapjuk.

A karboxil-csoportok aminképzéssel, hidrazid-
képzéssel vagy észterezéssel védhetdk. Az amid-
-csoportot szitkség esetén egy 3,4-dimetoxi-benzil-
vagy bisz-(p-metoxi-fenil)-metil-csoporttal védhet-
jiik. A hidrazid-csoport egy benziloxi-karbonil-,
triklér-etoxi-karbonil-, trifluoro-acetil-, t-butoxi-
-karbonil-, tritil- vagy 2-p-difenil-izopropoxi-kar-
bonil-csoporttal szubsztitualt, Az észter csoport
egy alkanollal, példdul metanollal, etanollal, t-bu-
tanollal vagy ciano-metil-alkohollal vagy egy aral-
kanollal, példaul benzil-alkohollal, p-brém-benzil-
alkohollal, p-klérbenzil-alkohollal, p-metoxi-ben-
zilalkohollal, p-nitro-benzilalkohollal, 2,6-dikio6r-
-benzilalkohollal, benzhidril-alkohollal, benzoil-
-metil-atkohollal, p-brém-benzoil-metil-alkohollal
vagy p-klor-benzoil-metil-alkohollal vagy egy fe-
nollal, példdul 2,4,6-triklor-fenollal, 2,4,5-triklor-
4
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-fenollal, pentaklor-fenollal, p-nitro-fenollal vagy
2,4-dinitro-fenollal; vagy egy tiofenollal, mint pél-
déul a tiofenol vagy p-nitro-tiofenol szubsztitualt.
A tirozin hidroxil-csoportjat adott esetben észtere-
zéssel vagy éterezéssel védjiik. Eszterezés esetén a
védett csoport példaul egy O-acetil-, O-benzoil-,
O-benziloxi-karbonil- vagy O-etoxi-karbonil-cso-
port. Eterezés esetén a védett csoport példaul egy
O-benzil-, O-tetrahidro-piranil- vagy O-t-butil-¢so-
port lehet. .

A guanidino-csoport amino-csoportjit az arginin-
ben sOképzéssel, nitro-, tozil-, benziloxi-karbonil-
vagy = mezitilén-2-szulfonil-csoporttal  védhetjiik.
Azonban nem sziikséges mindig védeni a guanidino-
csoportot.

A védett linedris peptid intermediert a hordoz6
gyanta matrixrol példaul alkoholos oldészerben ol-

"dott ammonigval hasithatjuk le, majd a védéeso-

portok eltavolitasara példaul natriumot hasznalha-

cunk folyékony ammonidban. Ez az eljéras a linea-

ris oktapeptid amid-szdrmazékat eredményezi.
Eldnydsebben a két 1épést dsszevonhatjuk ugy,

~ hogy a gyanta hordozdn 1évS peptidet vizmentes
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hidrogén-fluoriddal kezeljiikk egy megfelel8, az iro-
dalombél ismert kation megkété anyag, példaul
anizol jelenlétében, igy a (II) 4ltalanos képletd ok-
tapeptid intermediert kapjuk dimerkaptin forma-
ban, j6 kitermeléssel.

A taldlmany szerinti vegyiiletek nagy vazopresz-
szin-antagonista hatéssal rendelkeznek. A vazo-
presszinrél ismeretes, hogy el8segiti a vese antidi-
uretikus mechanizmusu mikodését. Amikor ezek-
nek a vegyiileteknek a hatdsa a természetes antidi-
uretikus hormon (ADH) hatésat antagonizélja, a
test vizet valaszt ki a veséhez tartozé (rendlis) csa-
torna terminalis részeinek megndvekedett 4teresz-
tOképessége kovetkeztében. Véleményiink szerint
ez a folyamat bizonyos rendlis epitelialis sejtek
plazma membranjan elhelyezked8 vazopresszin re-
ceptorok (Vi-receptorok) miikddésének kdvetkez-
ménye. A taldlmany szerinti ADH antagonista ve-
gyiletek legemlitésreméltobb farmakodinamikai
hatésa, hogy inkabb viz-diuretikusak, mint natri-
uretikusak, mint péld4ul a tiazid.

A taldlmany szerinti vegyiiletek olyan betegek-
nek adhatok, akik nem megfeleld antidiuretikus
hormonkivalasztasban (SIADH) vagy nemkivana-
tos 6démas megbetegedésekben szenvednek. A ta-
lalmany szerinti vegyiiletek a kovetkez8 klinikai
szimptémak esetén alkalmazhatdk: magas vérnyo-
mas, majcirozis, vértoluldsos szivbetegség vagy
barmely traumatikus allapot olyan komponensé-
nek kezelésére, mely olyan komoly karosodas vagy
betegség eredménye, amelyben a VSP-k8zvetitett
receptor helyeken a természetes vazopresszin ago-
nizmusa befolyésold faktor.

A vazopresszin-receptor helyek mdsodik cso-
portja a vaszkuldris presszor helyek (V, recepto-
rok), melyek magéban a kardiovaszkularis rend-
szerben hely »zkednek el. Példaul az 1. tablazat
5. vegyilletét Dickes modszerével vizsgaltdk
(4.357.255. szami amerikai egyesiilt allamokbeli
szabadalmi leiras) patkanyok vazopresszin indu-
kalta vazokonstrikcidja meggatlasara in vitro
(pA;: 8,40) és in vivo (pA,: 7,71) allapotban. A V,
receptor helyeken fellépd antagonizmus vazodila-
ciot éredményez, aminek a végkdvetkezménye ma-
gas vérnyomas ellenes hatds.

4.



A puffer: 0,1% TFA
B puffer: 0,25% TFA/CH;CN (4:6) 60%
B; izokratikus; 235 nm (2,0 AUFS)
injektalas: 10 mg/0,5 ml A puffer 17 mg
tiszta cim szerinti termék

4. Ioncserélés kromatogréfia

Minta: 365 mg az 1/a-bél és 2/a-bdl; CMC; 0,01
M NH,OAc 0,1 M NH,OAc-hez

linearis gradiens

a) 51—70. frakcié 93,5 mg
b) 71—89. frakcid 86,5 mg
¢) 91—110. frakcié 65 mg
d) 111—121. frakcié 24,5mg
2. példa )
A Pmp-D-Tyr-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-Arg-OH
elédllitdsa

Az 1. példaban nyert Pmp(Bzl)-D-Tyr(Br-Z)-Phe-
-Val-Asn-Cys(OMe-Bzl)-Pro-Arg(Tos)-gyanta 4,2
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g-jat (1,5 millimal) 4,5 ml desztillalt anizolban old-

juk, majd 40 ml vizmentes hidrogén-fluoriddal
reagaltatjuk 0°C-on egy 6ran keresztiil. A fenti ke-
zelés utan a terméket vakuumban szarazra parol-
juk, a maradékot vizmentes éterrel kezeljiik és le-
sz{irjiik, igy 1,33 g nyers peptidet kapunk. A Bzl
csoport Pmp részrdl val6 eltavolitasat nétri-
um/folyékony ammonia segitségével fejezziik be
az 1. példaban leirt médon. A kapott, védScsopor-
tot nem tartalmazd oktapeptidet 0,01 mol/1 kali-
um-(hexaciano-ferrat) oldatot hasznalva ciklizal-
juk pH =7—7,5-en, mig a szin 30 percen keresztiil
megmaradt, mint azt az amid el84llitAsanal leirtuk.

600 mg dez-glicin-amid oktapeptidet kaptunk az
oxidécios elegy ecetsavval valé pH =4,5-re valé sa-
vanyitasa és a reakcidelegy Bio-Rex-70 (H* forma)
oszlopon valé kromatografaldsa utdn 1 1 5%-os
ecetsavat hasznélva eluensként,

By

A PED- Tyr-Phe- VaI-Asn-C}s-Pro-A rg-:OH
tisztitdsa

1. Ellendram elvalasztas
Minta: 600 mg a Bio-rex 70 oszloprol lejbtt ter-
mékbél, n-BuOH/HOAc/H,0 (4:1:5) 200.
transzfer frakcid
a) 150—161. frakcid
b) 133—149. és 162—163. frakcid
2. Preparativ HPLC _
Minta: 52 mg [az 1/a-bdl kapott termékb6l], Altex
C18/25 cm % 10 mm, 10 mikron)
A puffer: 0,1%-os TFA
B puffer: 0,25%-0s TFA/CH,CN (4:6)
60% B, izokratikus; 20,7 bar tilnyomas;
3,0 ml/min
Injektalas: 10 mg/0,6 ml A pufferben 235
nm (2,0 AUFS)
a) 24 mg
b) 7,3 mg
A 2/a-t & 2/b-t egyesitjiik, HPLC-vel ismét
megtisztitjuk, igy 15 mg tiszta peptidet kapunk.
3. Megosztésos kromatografia
Minta: 117 mg [1/A-bd]] finomszemcsés Sephadex
G-25 (2,5%55 cm-es oszlop) n-BuOH/
HOAc/H;0 (4:1:5) eluens
a) 32-36. frakcid 83 mg tiszta termék

169 mg
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3. példa

A Pmp-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-Arg-NH,
el6dllitdsa

A cim szerinti terméket benzhidril-amin-gyantat
(BHA) hasznalva allitjuk el6 szilard fazisu techni-
ka segitségével. Igy 1,0 g BHA-gyantat [1,13 milli-
mol NH,/g gvanta) reagaltattunk 1,5 ekvivalensnyi
Boc-Arg(Tos)-nal, 1,5 ekvivalens DCC-vel és 3,0
ekvivalens HBT-vel, melyeket dimetil-formamid-
ban ugy készitiink el, hogy az oldat a Boc-Arg
(Tos)-ra nézve 0,1 mél/l koncentracioju legyen. A
védBesoport eltavolitast S0% TFA/metilén-klorid
eleggyel, a semlegesitést 5%-os DIEA/metilén-
-klorid eleggyel végezzik. A peptidet 1épésenként
épitjiik fel az aminosavak egymds uténi kapcsola-
sdval elBzetesen  elkészitett  Boc-aminoacil-
-szimmetrikus anhidridek 0,1 mo6l/l dimetil-
-formamidos oldatdt hasznélva. A Boc-Asn-t, a
Boc-D-Tyr(Et)-t és a Pmp(MBz)-t egymdas utdn
kapcsoljuk dimetil-formamidban oldott DCC-t és
HBT-t hasznidlva. A kapcsolas teljessé valasat a
kvalitativ ninhidrin-préba segitségével kdvetjik
nyomon &s amennyiben sziikséges, 01jboli kapcso-
last végeztiink. A befejezett Pmp(MBz)-D-Tyr-
-(Et)-Phe-Val-Asn-Cys(MBz)-Pro-Arg(Tos)-BHA-
-gyantahoz kotott peptidet metilén-kloriddal mos-
suk és allandé suly eléréséig szaritjuk (2,34 g).

A peptidrdl a véd8esoportokat ugy tévolitjuk el
és a peptidet a gyantar6l ugy hasitjuk le, hogy 30
ml vizmentes folyékony hidrogén-fluoridot és 4 ml
anizolt adtunk hozza 0 °C hdmérsékleten, és a re-
akcidt egy 6ran keresztiil folytatjuk. A kapott
anyag vakuumban vald szérazra pérldsa utén a

~ gyantat etil-éterrel mostuk, levegdn széritjuk,
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majd haromszor 20 ml gdzmentesitett dimetil-
-formamiddal és négyszer 20 ml 20%-os ecetsavval
mossuk. A dimetil-formamidos és savas extraktu-
mokat 4| vizbe ontjiik (az igy keletkezett oldat pH-
ja4,5). A pH-t ammo&nium-hidroxiddal 7,2-re allit-
juk és az oldatot 0,01 mol/1 kalium-(hexaciano-fer-
rat) oldattal titraljuk argon gaz atmoszféraban ad-
dig, amig a sarga szin fennmarad (85 ml).

A pH-t 4,8-ra allitjuk jégecet hozzaadasaval. Az
elegyet lesziirjiik és a szlirletet egy Bio-Rex 70 osz-
lopra (H*) ontjiik. Az oszlopot 200 ml vizzel mos-
suk, majd a nyers peptidet 300 ml piridin/ecet-
sav/viz 30:4:66: térfogataranyu elegyével elualjuk.
Az eluenst vakuumban 30 °C hémérsékleten bepa-
roljuk. A maradékot 100 ml 0,2 n ecetsavban old-
juk, liofilizaljuk, igy 507 mg cim szerinti nyers ok-

" tapeptidet kapunk.
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A Pmp-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-Arg-NH,
tisztitdsa

1. Ellendramu eloszlas

Minta: 607 mg nyers termék,
n-BuOH/HOAc/H,0 4:1:5 240. frakcio
a) 154-170. és 190-2. frakcidk 71 mg
b) 171-189. frakcidk 230 mg,

2. Gélszirés

Minta: 123 mg a b) mintabdl Sephadex G—I15
(2,5 %55 cm-es) oszlop 0,2 N HOACc eluens
25 ml/6 dramlasi sebességgel

~d1

5.



a) 46-50. frakcio
b) 51-77. frakcid

20 mg
60 mg tiszta peptid

4. példa
A Pl;zp-D-Leu-Phe- VaI-Asn-C}s-Pro-A rg-
-NHC;H; elédllitdsa

0,1 millimél, a fentiek szerint elGallitott, de a 2-
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es helyzetben Boc-D-Leu-t tartalmazé Pmp-D-Leu-
,—p————_-?‘——‘
-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-Arg-NH, és 0,1 millimél n- -

propil-amin 20 ml dimetil-formamidban oldott ele- -

gyét 23 mg (0,11 millimol) DCC-vel és 14 mg (0,11

15

millimol) HBT-vel szobah$mérsékleten, 2 6rén ke- "‘

resztiil reagaltatjuk. Az illékony anyagokat leparol-
va olajos maradékot kapunk. A kapott terméket a
kovetkezd modon tisztitjuk: '

a) gélszfiréssel, oszlopként G-10-Sephadexet, -

eluensként 0,2 N ecetsavat hasznalva,

b) nagynyomésd folyadékkromatografiaval,
0,05% TFA-t tartalmazd 39%-0s vizes acetonitril
oldatot hasznélva, és ismét, ,

c) gélszfiréssel; igy a cim szerinti tiszta oktapep-

tid 20 mg-jat nyertik.

Aminosav analizis:
Asp=0,88; Leu=1,09%;
Pro=0,93; Phe=0,88;
Val=1,00; Arg=1,07.

HPLC=95%, 5 cstics 11,33-nél 40%-os vizes,
0,05 M kaliumhidrogénfoszfatot tartalmazo aceto-
nitril oldatot hasznélva.

A Prhp-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-Arg-
-NH,-t melyet a fenti 2. példa szerinti médon alli-

tottunk ¢ld, és benzilamint hasznalva Pmp-D-

“Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-Arg-NHBzl-t 4lli-
tunk eld. A tobbi N-alkilezett szarmazékokat ha-
sonléan kapjuk meg.

5. példa
Gyantdhoz kotitt Pmp(4-MeBzl)-D- Tyr(Et)-Phe-
-Abu-Cys(4-MeBzl)-Pro-Arg(Tos)-BHA
szilgrd fazisu szintézise

A cim szerinti gyanta hordozéhoz kotdtt peptid
szilard fazist szintéziséhez BHA gyanta hordoz6-
hoz kotott Boc-Arg(Tos)-t (1,19 millimél/g gyan-
ta) hasznalunk kiindulési anyagként. 3 millimél
Boc-Arg(Tos)-t 1,0 millimél benzhidril-amin-gyan-
téval reagéltatunk dimetil-formamidban 2 6rén ke-
resztiil. A benzhidril-amin-gyantat a hidroklorid
séja formajaban egy éjszakan at dimetil-form-
amidban &ztatjuk. Ezutan metilén-kloriddal mos-
suk négyszer 1 percen keresztiil, 7% diizopropil-
etil-amin tartalmu metilén-kloriddal kétszer 2 per-
cig, majd hatszor 1 percig csak metilén-kloriddal,
majd végiil kétszer 1 percig elBzetesen vizmentesi-
tett dimetil-formamiddal semlegesitjilk. A Boc-
-Arg(Tos) felvitelét a gyantdra kétszer hajtottuk
végre 6 millimél 1-hidroxi-benzotriazolt (HBT) és
3 millimo! diciklohexil-karbodiimidet (DCC) hasz-
nalva. A k&tés utén rutinszer(i ninhidrin-probéval
és aminosav analizissel ellendrizziik a gyantahoz

g

2

25 aranyn elegyével mossuk,

© 713, Négyszer 1 percig metilén-kloriddal mossuk.
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k6tés Yo-0s aranyat. A megkotés mértéke ebben az
esetben 62,66%-0s, vagyis 0,74 millimél/g gyanta
terméket kapunk. A kdvetkezd aminosavat, a Boc-
-Pro-t a kovetkez6 médon kapcsoljuk a gyanta
hordozoéra felvitt aminosavhoz:

1. Hatszor 1 percig metilén-kloriddal mossuk,
2. Bgyszer 1 percig 50% TFA-t tartalmazo6 meti-
1ép-klorid oldattal elémossuk,

3. A védécsoportokat 50% TFA tartalmi meti-

ién-klorid oldattal eltavolitjuk (20 perc),
4. Hatszor 1 percig metilén-kloriddal mossuk,
5. 7% DIEA tartalmi metilén-kloriddal egyszer

1 percig eldmossuk,

6. 8 percig 7% DIEA tartalm metilén-kloriddal
semlegesitjlk, ’
. 7. Hatszor | percig metilén-kloriddal mossuk,
8. Kétszer 1 percig dimetil-formamiddal mossuk,
9. 3 millimol, véddcsoporttal védett aminosavat

" ¢s 6 millimol, dimetil-formamidban oldott HBT-t

adunk hozza, majd
10. Kétszer 1 percig dimetil-formamiddal mossuk,
11. Négyszer 1 percig metilén-kloriddal mossuk,
12. Kégszer 1 percig etanol/metilén-klorid 1:1

A tovabbi aminosavakat a megfeleld sorrendben
Beckman peptid 990 B szintetizatort hasznélva
kapcsolunk. A kapcsolds menete a Boc-Asn és a
Pmp(4-MeBzl) kivételével a kovetkez6:

1. Haromszor 1 percig metilén-kloriddal vald
mosas,’
2. Egyszer 1 percig 50 TFA-t tartalmazo metilén-
-kloriddal val6 eldmosas,
3. A védBesoportok eltavolitasa 50% TFA-t tar-
talmazé metilén-kloriddal 30 percig,
4. Haromszor 1 percig mosas metilén-kloriddal,
5. Egyszer | percig elémosés 7% DIEA tartalmu
metilén-kloriddal,
6. Egyszer 10 percig 7% DIEA tartalmi metilén-
kloriddal val6 semlegesités,
7. Haromszor 1 percig mosas metilén-kloriddal,
8. 3 millimél, dimetil-kloridban oldott véd6cso-
portot tartalmazé aminosavat adunk hozz4, majd
3 millimél DCC-t (10 ml 0,3 M-os metilén-kloridos
oldatot) adunk hozz4, és két 6ran keresztiil a kap-
esolast végrehajtjuk,
9. Haromszor | percig metilén-kloriddal mossuk,
10. Haromszor 1 percig etanol/metilén-klorid 1:1
aranyu elegyével mossuk,
11. Haromszor 1 percig metilén-kloriddal mossuk.

Amikor az Asn-részt kapcsoljuk, 6 millim6l 1-
-hidroxi-benzotriazolt (HBT) hasznéltunk 10 ml
0,6 M-os dimetil-formamidos oldat forméjaban.
Vizmentes dimetil-formamidot haszndlunk oldé-
szerként akk r is, amikor Pmp(4-MeBzl)-t kapcso-
lunk a gyantdhoz k stott peptidhez 3 millimél 4-di-
metil-amino-piridin segitségével. Mindegyik kap-
csolési reakci6 befejez6dését a ninhidrin-probaval
kisérjiik figyelemmel. A 4-metil-benzil(4-MeBzl)
¢soportot a Cys és a pentametilén-merkapto-propi-
onsav (Pmp) részek tiol-csoportjainak védelmére
alkalmazzuk.

B-
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A dysmenorrhea kezelése a taldlméany szerinti
. vegyliletek egy mésik alkalmazasi lehetBsége,
amennyiben ezeket intravéndsan vagy intarnazali-
san adagoljuk.

A taladlmdny szerinti vegytletek tehat 6déma ke- 5  tet hdromszor végeztiink el. A Ka értéket Linewea-
zelésére vagy vizhajtasra alkalmazhatok. A keze- ver-Burke gorbe alapjan kaptuk. Rel. Vo= (Via
1ést a vegytiletek parenteralis vagy beftivasos ada- vegylilet/Vpa,  vazopresszin) X 100.. Ki=1/[/Ka’
goldsaval végezhetjlik, amikor is a kivélasztott (Ka-1)], ahol I jelentése az antagonista koncentra-
vegylilet nem toxikus, de hatékony mennyiségét ci6ja, mig Ka' és Ka az antagonista jelenlétében il-
elénydsen egy gydgyaszati hordozdéanyaggal alko- 10  letve tavollétében a vazopresszin olyan koncentra-
tott készitmény forméajaban alkalmazzuk. A hat6- ci6ja, amely az adenilt cikldz maximalis aktivita-
anyag dozisegysége 0,01—10 mg/kg, eldnySsen sanak felének eléréséhez elegend§.

0,01—5 mg/kg lehet 70 kg-os beteg esetén. A do-
zisegységek bevitelét naponta 1—5 alkalommal s
megismételhetjitk. - 15 A kdtési potencidl vizsgdlata

A vazopresszin antagonizmust okozd gyodgya- .
szati készitmény hatdanyagként egy (I) éaltalanos Minden kisérletben haromszor mértiik meg a ké-
képletd vegyiletet tartalmaz a fentiekben leirt do- tott *H-vazopresszin mennyiségét vazopresszin fe-
zisegység formdjaban, egy standard folyékony leslegének (7,5 10-¢M) jelenlétében és tavollété-
hordozéanyagban oldva vagy szuszpenddlva. A 20  ben. Ezek az értékek a teljes illetve a nem specifikus
standard hordoz6 izoténias s6oldat, melyet olyan kotést jelentik. A vegyilet Ky értékét a kompetitiv
ampulldba vagy egy tobbszdrds dozist tartalmazé gatlds egyenletébSl szamitjuk ki: Kp=ICo/
uivegesébe helyeziink, melyek alkalmasak parente- (1 +L/Kop), ahol ICy, jelentése a specifikus *H-vazo-
rélis, intravénds, szubkutén vagy intramuszkul4ris presszin kotés 50%-os gitldsahoz szitkséges kon-
injekci6 beadasdra. A belélegzésre alkalmas készit- 25 centracid, L a ligandum koncentracitja, Kp a °H va-
mény hasonld, de altaldban egy adagoléval ellatott zopresszin disszocidcios allanddja (Kp = 3,6 X 10-°M;
késziiléket vagy inhaldtort alkalmazunk. Poritott 1SD=0,4 x 10-° M). Ezt az atlagos Ky, értéket ha-
porkészitmények szintén hasznalhaték, akércsak rom sertésvese membran készitményen hataroztuk
az olajos készitmények, gélek, izoténids készitmé- meg.
nyekhez vald pufferek, emulzidk vagy aeroszolok 30 . ) o
standard készitmény forméajaban. Hidropénids patkdny vizsgdlata

A taldlmany szerinti vegyitletekr8l bebizonyitot- ' .
tak, hogy killonleges, egyedi antagonista aktivitas- Him patkényokbél a vizsgdlat el6tt koriilbelill
sal rendetkeznek a természetes antidiuretikus hor- 18 bréval az ételt és a vizet kihajtottuk. Az 4llato-
monnal szemben (anti-ADH aktivités), in vitro a 35  kat négyesével helyeztik el a metabolizmus vizsga-
sertés medulldris sz6vetében vagy az emberi vesé- latokhoz szitkséges ketrecekben. 0 érakor a vizs-
ben, és in vivo a hidropénids patkadnyban vagy a galt anyagot intraperitonedlisan adagoltuk a vizs-
hidropéni4s majomban. Az in vitro vizsgalatok gdlando csoportnak, mig a két kontroll csoportnak
részleteit F. L. Stassen é munkatérsai ismertetik (megkdtdzott és szabadon mozgd) a hordozéanyag
{J. of Pharm. Exp. Ther. 233, 50—54 (1982)], dea 40 ckvivalens mennyiségét adtunk. A vizsgélati ered-
receptor helyek cikldz aktivitdsa és kotSpotencidl- menyek a kivélasztott vizelet ml-jei (kumulativ), a
janak szamitdsat az alabbiakban ismertetjik: kivalasztott mEq/patkéany elektrolit, kivélasztott

vizelet mg/patkdny, és az ozmolalitds milli-

' -Osmol/kg viz dimenzidjhak. A szignifikanciat td-

Az adenildt cikldz aktivitds vizsgdlata 45 rési teszttel vizsgdliuk. Az EDsp a 300 m-
-Osmol/kg vizelet ozmolalités eléréséhez (lecsdk-

Minden kisérletben a medulldris membrén tavol- kentéschez) szitkséges vegyiletddzist [ng/ke] jelen-
1étében képzddott *2P/cAMP mennyiségét hataroz- ti. Az EDso az 500 milli-Osmo6l/kg vizelet ozmola-

L tibldzat

tuk meg. Ezt az értéket minden kisérleti adatbdl le-
szamitottuk. A vegyileteknek az alap adenilat cik-
l4z aktivitasra és/vagy vazopresszin stimulalta ak-
tivitasara val6 hatasat vizsgaltuk. Minden kisérle-

(1V) altaldnos képletl vegyilet
(n jelentése 1)

anti-ADH aktivitas
in vivo (patkany) in vitro (sertés)

X Y A EDso Ki Ks
[ng/kg)* (nM) [nmdl]
1. D-Tyr Gly-NH, Val 32 30 0,082
2. D-Tyr NH, Val 63 27 0,065
3. D-Tyr OH Val 156 160 0,35
4, D-Tyr(Et) Gly-NH;, Val 9,9 5,9 0,011
5. D-Tyr(Et) NH, val 5,8 3,0 0,0078
6. D-Tyr(Et) NH:; Aba 13° 7,6 0,018

* A peptid becsiilt dozisat ip stat [ug/kg)] kaptuk, s ez az Uym-ot & hidropénias szintrdl 300 milli-Osmdl/kg
vizszintre cstkkenti.
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litds eléréséhez (lecstkkentéséhez) sziikséges ve-
gyiiletddzist [ug/kg] jelenti. A hidropénias majom
vizsgélatat hasonléképpen végeztiik.

Az . tablazat adatai a kivalasztott reprezentans
vegyiiletek, melyek oktapeptid szerkezetében a ta-
lalmany szerinti vegyiiletekre jellemz8 dez-Gly di-
peptid lancvég megtalalhatd, anti-vazopresszin ak-
tivitasat mutatjdk. A jelent8s antagonista aktivitas
nem vart, mivel az agonistak kozott a dez-Gly-oxi-
tocin éppen ellenkezd hatast gyakorol a vérnyo-
masra, mint maga az oxitocin (Berde és munkatar-
sai), és az oxitocin és a vazopresszin lancanak meg-
rdviditése az irodalom szerint ,,a vegyiiletek tipikus
biol6giai aktivitdsdnak rohamos csékkenésével
jar” (T. Barth és munkatarsai).

Az I. tablazat 5. vegyiiletérdl a sertés és emberi
szdvet in vitro vizsgélata valamint a hidropénias
sertés és majom tesztek alapjan bebizonyosodott,
hogy killdnleges antagonista aktivitassal rendelke-
zik. A vegylilet anti-ADH aktivitasa az ontudata-
nal 1év6, hidropénids mékusmajom vizsgalatban,
melyet a vizelet ozmolalitdsdnak 300 milli-Osm/kg
viz értékre valé cs8kkentéséhez sziikséges anyag-
mennyiséggel fejeztink ki, EDyp=8,6 Nmol/kg
(i. p.). Az |. tablazat 4, vegytletének EDsg értéke
33,1 Nmél/kg. Az utdbbi vegytlet 2-D-Phe ana-
16gjaé 319,0 Nmél/kg.

A taldlményt az alabbi példdkon mutatjuk be
anélktl, hogy a talalméanyt a példakra korlatoz-
nank.

1. példa

A Pmp(Bzl)-D-Tyr(Br-Z)-Phe-Val-Asn-Cys(OMe-
-Bzl)-Pro-Arg(Tos)-gyanta szildrd fdzisu szintézise

A gyantahoz kotott cim szerinti vegyiilet szilard
fazisa szintézisére gyantdhoz k6tott Boc-Arg(Tos)-t
[3millim61/5,4 g gyanta] hasznalunk kiindulasi
anyagként. A megfelelen védett aminosavakat
egymas utdn kapcsoljuk a Boc-Arg(Tos)-gyanta-
hoz, melyet Boc-Arg(Tos) cézium-sdjanak a szak-
irodalombdl ismert mdédon kereskedelmi Merri-
field-gyantaval (Cl-CH; gyanta) vald reagaltatisa-
val allitunk el3. Az aminosavak kapcsoldsa sordn
az alabbi lépéseket tessziik:

" 1. mos4s metilén-kloriddal (haromszor, 1 percig),
2. elédmosas 33%-os, metilén-kloridban oldott, 1%
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indolt tartalmazé trifluor-ecetsavval (egyszer,

1 percig)

. véddesoport lehasitds metilén-kloridban oldott,
1% indolt tartalmaz6 33%-os trifluor-ecetsavval
(20 percig),

. mosés metilén-kloriddal (haromszor, 1 percig),

. elémosas metilén-kloridban oldott 10% trietil-
-aminnal (egyszer, 1 percig),

. semlegesités 10% trietil-amin tartalmi metilén-
-kloriddal (10 percig),

. mosas metilén-kloriddal (hdromszor, 1 percig),

. hozzdadjuk a trimetil-aminban, metilén-klorid-
ban é 0,5 M N,N’-diciklohexil-karbodiimid
tartalmi metilén-kloridban (20 ml) oldott védett
aminosavat (10 millimo6l).

A reakcioidd maximalisan 2 éra.
Amikor az Asn részt kapcsoljuk, vizmentes

W

oo~ O

55

60

65

dimetil-formamidban oldott 10 millimél 1-hidroxi-
-benzotriazolt (HBT) adunk a Boc-Asn-hez. Viz-
mentes dimetil-formamidot akkor is hasznéljunk
nldbszerként, ha Pmp(Bzl)-t kapcsolunk a gyantan
:évd peptidhez 4-dimetil-amino-piridint (10 milli-
10l) hasznalva. Mindegyik kapcsolési reakcid be-
fejezddését a ninhidrin prébaval ellendrizziik. 4-
-metoxi-benzil-csoportot hasznaljuk a Cys tiol-cso-
portjdnak védelmére, mig a D-Tyr fenolos hidr-
axil-csoportjdt  2-brém-benzil-oxi-karbonil-cso-
porttal védjiik.

A kapott védett Pmp(Bzl)-D-Tyr(Br-Z)-Phe-Val-
-Asn-Cys(OMe-Bzl)-Pro-Arg(Tos)-gyantat jol meg-
mossuk metilén-kloriddal illetve metanollal. Vaku-
umban egy éjszakdn keresztiil vald szaritas utan
8,4 g cim szerinti, véddcsoportokat tartaimazo,
gyantahordozdhoz kotstt terméket kapunk.

A Pr;wp-D- Tyr-Phe-Val-Asn -C}s-Pro-A rg-NH,
elédllitdsa

4 g, 1,5 millimél Pmp(Bzl)-D-Tyr-(p-brém-
-benzil-oxi-karbonil)-Phe-Val-Asn-Cys(OMe-
-Bzl)-Pro-Arg(Tos)-gyantat ammonolizisnek vet-
jik ald 200 ml amménia/metanol elegy 50 ml
dimetil-formamidos oldatdt hasznilva szobahd-
mérsékleten 48 Ordn keresztiill. Szarazra vald be-
parlds utdn a maradékot etil-acetat/n-hexan ele-
gyével kicsapjuk, igy védett oktapeptid-amidot ka-
punk (1,54 g).

Ezt a nyers peptidet 250 ml folyékony ammonia-
ban oldjuk és natrium/folyékony amménia oldat-
tal kezeljilk, igy Pmp-D-Tyr-Phe-Val-Asn-Cys-
-Pro-Arg-NH;-t kapunk, melyet 4 1 0,01 mél/l
kalium-ferricianid oldat alkalmazasdval oxidalunk
pH =7-—7,5-en. Az oxidacibs reakcié befejezddése
utdn a vizes oldat pH-jat 4,5-re allitjuk be jégecet
hozzaadasaval. Ezt az oldatot lassan egy gyengén
savas akril-gyanta [Bio-Rex 70] oszlopon (11 x 2,5
cm, H* fézis) vezetjitk keresztiil. Az oszlopot 5%-
os illetve 50%-o0s ecetsav oldattal elualjuk. A nyers
ciklizalt

Pmp-D-Tyr-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-Arg-NH,-t
az 50%-os ecetsavas frakcidkbdl nyerjiik (860 mg).

A Pmp-D-Tyr-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-Arg-NH;
tisztitdsa

1. Ellen4dram tisztit4s
Minta: 860 mg nyerstermék, n-BuOH/HOAc/H,0
(4:5:1) 250 transzfer frakcid
a) 186—204. frakcié
b) 182—185. és 205—218. fr.
2. Megosztasos kromatografia
Minta: 250 m« [az 1/a szerinti termékbdl] finom
Sephz jex G-—25 (2,5%55 c¢m) n-BuOH
/HOAc/HC (4:1:5)
a) 32—46. frakciéd - 2mg
3. Preparativ nagynyomést folyadékkromatogra-
fia (HPLC)
Minta: 40 mg a 2/a-bdl; Altex C18, 20,7 bar tal-
nyomds
Aramlasi sebesség: 3,0 mi/perc

436 mg
219 mg
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A Pmp-D-Tyr(Et)-Phe-Abu-Asn-Cys-Pro-Arg-NH,
elédliftésa

1,25 g (0,37 millimdél), 2 ml anizolban oldott,
BHA-gyanta hordoz6hoz két6tt Pmp(4-MeBzl)-D-
-Tyr-(Et)-Phe-Abu-Asn-Cys-(4-MeBzl)-Pro-Arg
(Tos)-t 20 m! vizmentes hidrogén-fluoriddal rea-
galtatunk 0 °C hdmérsékleten 50 percig. A hidro-
gén-fluorid vadkuumban valé eltavolitdsa utdn a
maradékot 4 X 20 ml vizmentes éterrel mossuk és a
nyers peptidet 50 ml dimetil-formamiddal és 50 ml
33%-o0s ecetsavval 2 | gaizmentesitett, 4,5-Osre eloze-
tesen beallitott pH-ji vizbe atextrahdljuk. A vi-
zes, higitott diszuifhidril-oktapeptidet 0,01 mél/1
kalium-ferricianid oldat segitségével pH=7,2-n
ciklizaljuk addig, amig a sarga szin 30 percig fenn
nem marad. Ehhez 50 ml kélium-ferricianid oldat-
ra van szitkség. A pH-t jégecettel 4,5-re allitjuk és
az oldatot egy gyengén savas akrilgyanta (Bio-Rex-
-70) oszlopon (2,5x 12 cm, H* formdban) lassan
keresztillvezetjitk. Az oszlopot piridin/jégecet/viz
30:4:66 aranyu elegyével eludljuk. A piridin-aceta-
tos oldatot vdkuumban desztillaciéval tavolitjuk
el. A maradékot 10%-os ecetsavbdl liofilizaljuk,
igy 300 mg (76%) nyers, cim szerinti terméket ka-
punk. -

A Pmip-D-Tyr(E1)-Phe-Abu-Asn-Cys-Pro-Arg-NH;
tisztitdsa

1. Ellendramg eloszlas
Minta: 300 mg, n-BuOH/HOAc/H;0, 4:1:5, 240
frakcio

anuviv

a) 176—186. frakcié 99,6 mg tiszta peptid
b) 170—175. & 187—210. frakci6 117,24 mg
A tiszta anyag kitermelése: 216,84 mg
(55%).
2. A molekula 8sszegképlete: CsoHnN2010S;
Molsuly: 1064,53
Aminosav analizis: Asp=1,00,
Abu+Cys=1,70,
Tyr =0,64,
Phe=0,98,
Arg=0,91.
Peptidtartalom: 68,06—91,52% az aminosav anali-
zis alapjén,
87,33%-a a nitrogén analizis alap-

jén.
3. Kromatografias adatok:
Old6szer R¢
TLC n-BuOH/HOAc/H,0/EtOAc 0,56
1:1:1:1
_n-BuOH/HOAc/H.O 0,42
4:1:5 felsb
HPLC Cis-oszlop : k'
Izokratikus HO/CH;CN/TFA 3
(60:40:0,25)
0,05 M KH,PQ,/acetonitril 7,33
60:40
Gradiens H;O/CH;CN/TFA 8,82

80:20:0,25-tdl
50:50:0,25-ig
Gyorsitott atom: m/z 1065 (M +H)*;
bombéazis (FAB) 1063 M—H)—
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6. példa
BHA-gyantihoz kapcsolt
Pmp-(4-MeBzl)-D-Tyr-(Et)-Phe-Ala-Asn-Cys-4-
-MeBzl)-Pro-Arg(Tos) szildrd fazisu szintézise

A 0,72 g (0,36 millim6l) BHA-gyantara felvitt
C-D [Boc-Asn-Cys(4-MeBzl)-Pro-Arg(Tos)] pepti-
det Beckman 990-B peptid szintetizatorban szinte-
tizdljuk a Boc-Arg(Tos) benzhidril-amin-gyant4-
hoz kététt formajabol kiindulva [0,72 millimél/g
gyanta)] az 5. példaban leirt médon eljarva. A ké-

vetkez6 aminosavakat a megfelelé sorrendben
"HBT és DCC segitségével hasonlé6 médon kapcsol-

juk (2 6ra). Az utolsé aminosav, vagyis a Pmp(4-
-MeBzl) kapcsolasa utdn a gyantahoz kotétt pepti-
det a szokdsos médon mossuk és a cim szerinti in-
termedier 0,88 g-jat kapjuk.

A Prﬁp-D-Tyr(Et)-Phe-AIa-Asn-C)"s-Pro-Arg-NHZ
elddllitdsa

BHA-gyantdhoz kotott, 2 ml anizolban oldott
Pmp(4-MeBzi)-D-Tyr(Et)-Phe-Ala-Asn-Cys(4-
-MeBz))-Pro-Arg(Tos)-t 20 ml vizmentes hidrogén-
-fluoriddal reagaltatjuk 0 °C h&mérsékleten 50 per-
cig. A feldolgozast a szokasos mbdon végezziik, és
45 ml K;Fe(CN)s felhasznalasaval 230 mg (60,8%)
nyers, ¢im szerinti terméket kapunk.

A Pmp-D-Tyr(Et)-Phe-Ala-Asn-Cys-Pro-Arg-NH;
tisztitdsa

1. Ellendramu eloszlas
Minta: 230 mg, n-BuOH/HOAc/H;O 4:15, 240
frakcio
a) 160—178. frakcid 105,2 mg tiszta termék
179—190. és 150—159. frakcio 49,5mg
A tisztitott termék kitermelése:  154,7mg
(41%).
2. Képlet: CyuH1oN7601052
Moélsily: 1050,449
Aminosav analizis: Asp=1,00,
Pro=1,03,
Ala=0,94,
Cys=0,46,
Tyr =0,65,
Phe=0,91,
Arg=0,92,
Peptidtartalom: 59,18—81,77% két analizis alap-
jan
3. Kromatografias adatok: :
Oldészer R;
n-BuOH/HOAc/H;0/EtOAc 0,64
(1:1:1:1)
Cys-oszlop k'
2,18

TLC

HPLC

1zokratikus H;O/CH3;CN/TFA

(60:40:0,1)

H,0O/CH,;CN/TFA

60:40:1-161

50:50:0,1-ig

Gyorsitott atombombazas (FAB): m/z
1051 M +H)*;
1049 M—H)~

Gradiens 6,47

-9-



o 7. példa

BHA-gyantdhoz kététt Pmp(4-MeBzl)-D-Tyr(Et)-

-Phe(4'-Et)-Val-Asn-Cys-(4-MeBzl)-Pro-Arg(Tos)
szildrd fazisu szintézise

A cim szerinti gyantdhoz koétott peptidet BHA-
-gyantdhoz koétdit BOC-Arg(Tos)-bol [0,4 milli-
mo6l/g gyanta] kiindulva az el3z8ekben ismertetett
mddszer szerint allitjuk el8, vagyis a védSesopor-
tot lehasitjuk és az aminosavat kapcsoljuk. A reak-
ciot HBT és DCC segitségével hajtjuk végre 2 éran
keresztiil, igy BHA-gyantdhoz ko6tétt Boc-Val-
-Asn-Cys-(4-MeBzl)-Pro-Arg(Tos)-t kapunk. A
kovetkezd két aminosavat Beckman peptid 990-B
szintetizator segitségével kapcsoljuk. A Pmp(4-
-MeBzl)-t manualisan kapcsoljuk DMAP—DCC
elegyét alkalmazva egy éjszakén keresztiil. A gyan-
tdhoz koto6tt peptidet a szokasos médon mossuk €s
szaritjuk, igy a cim szerinti intermedier 2,00 g-jat
nyerjitk.

A Prhp-D-Tyr(Et)-Phe(4-Et)-Val-Asn-Cys-
-Pro-Arg-NH; elddllitdsa

3 ml anizolban oldott BHA-gyantahoz kotdtt
Pmp-(4-MeBzl)-D-Tyr(Et)-Phe(4-Et)-Val-Asn-
-Cys-4-MeBzl)-Pro-Arg(Tos)-t 30 ml hidrogén-
-fluoriddal reagaltatunk 0 °C hémérsékleten egy
Oran keresztiil. A fentiekben ismertetett feldolgo-
z4si modszert alkalmazzuk, 38 ml kélium-(hexaci-
ano-ferrat)-ot hasznalunk el. 50 mg nyersterméket
kapunk a Bio-Rex oszloprdl és 139 mg-ot csapunk
ki az oldatbdl, a cim szerinti peptid teljes kiterme-
Iése 189 mg (42,7%).

Tisztitds

1. Megosztasos oszlopkromatografia, Sephadex,
G—25
Minta: 50 mg, n-BuOH/HOAc/H;0, 4:1:5

a) A frakcio 23,86 mg
b) B frakcié 18,5 mg
Preparativ HPLC

Minta: 43 mg (az 1/A és 1/B frakciébol) Altex
ODS, 10 mm x 25 cm, Sp dramlési sebes-
ség: 4 ml/perc, viz/acetonitril/TFA
(50:50:0,25), izokratikus, 229 nm (2,0
AUFS), injektalas: 2,0 mg/300 pul és 4,0
mg/420 ml, igy 30,0 mg tiszta peptidet kap-
tunk.
2. Fizikai adatok
Képlet: CsaHuN1201:S:
Molsuly: 1106,47
Aminosav analizis: Asp=1,00,
Pro=0,78—0,84,
Cys =0,45,
Val=1,02,
Tyr=0,63,
Phe(p-Et)=1,50,
Arg =1,00—0,96.

Peptidtartalom: 73,3—89,6%.

3. Kromatogréfias adatok:

16
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2
Oldbszer R¢
TLC n-BuOH/HOAc/H;0/EtOAc 0,70
1:1:1:1
n-BuOH/HOAc¢/H,0 0,299
4:1:5 felsé
HPLC ‘Cys-oszlop k'
Izokratikus H;O/CH;CN/TFA 4,43
(55:45:0,1)
Gradiens H,0/CH;CN/TFA 8,7
60:40:0,1-t01
50:50:0,1-ig
FAB m/z 1107 M+ H)*;
1105 M—H)~
8. példa

MBHA-gyantéhoz kétdtt Boc-Asn-Cys(4-MeBzl)-
-Pro-Arg(Tos) elédllitdsa

Egy millimél MBHA-gyantéhoz kotdtt Boc-
-Asn-Cys(4-MeBzl)-Pro-Arg-(Tos)-t allitottunk eld
kiindulasi anyagként | millimél Boc-Arg(Tos)-4-
-metil-benzhidril-amin (MBHA)-t haszndlva. A
kapcsolasi reakcidkat egy Beckman 990-B peptid
szintetizatorban hajtjuk végre, Az aminosavak ¢-
-Boc-védett formait hasznéljuk.

A kapott, 1,83 g védett, gyantdhoz kotott pepti-
det két egyenld részre osztjuk, igy két 0,915 g-os
mintat kapunk.

A Pip-D-Tyr(Et)-Phe-Gly-Asn-Cls-
-Pro-Arg-NH, szintézise

A kapott, védett, gyantdhoz kotott peptid egyik
részéhez tovabbi 1,5 millimol mennyiségd, megfe-
leld6 Boc-val védett aminosavakat és béta-(S-
-MeBzl)-Pmp-OH-t kapcsolunk, igy 1,16 g cim
szerinti, gyanta hordozbhoz kot6tt peptidet ka-
punk. Az MBHA-gyantdhoz kotdtt Pmp(S-Me-
Bzl)-D-Tyr(Et)-Phe-Gly-Asn-Cys(4-MeBzl)-Pro-
-Arg-(Tos) peptidet vdkuumban szaritjuk. A ka-
pott védett peptidet 1,5 ml anizollal és 25 ml viz-
mentes hidrogén-fluoriddal kezeljiikk 0 °C hémér-
sékleten 1 6ran keresztill. A véddcsoport nélkiili
peptidet 0,01 mol kalium-(hexaciano-ferrat)-tal ke-
zeljiik pH =7,2-en, 2 | viz oldészer jelenlétében.
53 ml oxid4l6é agenst alkalmazunk.

A kapott oldatot egy C;; flash oszlopon vezetjiik
keresztill. Az oszlopot 50%-os, 0,25% trifluor-
-ecetsavat tartalmazé acetonitrillel eludljuk 20 ml-
es frakciékban. 325 mg nyersterméket tudunk a.
frakcidkbol elvalasztani. A terméket a tovabbiak-
ban CCD modszerrel tisztitjuk (B/A/W =4:1:5),
igy 188 mg/99%-os tisztasagl cim szerinti termé-
ket kapunk.

Aminosav analizis:
Peptidtartalc m: 82%

Asp=1,04; Ty:=0,92;
Pro=1,15; Phe=1,01;
Gly =1,00; Arg=0,91.
Cys=0,54;

FAB/MS=m/z (M + H)* 1037

-10-



juk, és a pH-t 50%:-os natrium-hidroxid oldattal
7,2-re allitjuk be. Az oldatot 0,01 M-os kélium-
(hexaciano-ferrat) oldattal titraljuk addig, amig a
sarga szin alland6sul, ehhez 30 ml oldatot haszna-
lunk fel. A pH-t 5,4-re 4llitjuk be jégecet hozza-
addsdval és az oldatot lesz(rjtkk. A szfirletet H*
formaban 1évd kationcseréld (Bio-Rex 70) gyanta
oszlopra vissziik fel, az oszlopot vizzel mossuk,
majd 100 ml piridin/acetat pufferrel (30 mi piri-
din, 4 ml ecetsav, 66 ml viz) elualjuk. Az eluatu-
mot szarazra paroljuk. A maradékot kismennyisé-
gl 10%-os ecetsavval vessziik fel és vizzel 1%-ra
higitjuk az ecetsavra nézve. Liofilizalas utdn 650
mg nyers, cim szerinti terméket kapunk.

A nyers peptidet ellendrami eloszlassal tisztitjuk
n-butanol/ecetsav/viz 4:1:5 ardny elegyével, igy
33 mg részben tiszta peptidet kapunk. Ezt tovabb
tisztitjuk gélszliréssel Sephadex G—15 oszlopon
1%-o0s ecetsavval, igy 24,5 mg tiszta peptidet ka-
punk.

Aminosav analizis (hidrolizis sésav és trifluor-
-ecetsav 2:1 ardnyi, 0,005% fenolt tartalmazé ele-
gyében 1 6ran keresztiil):

Asp=1,00; Val =0,99;

Pro=0,72; Tyr= 1,04;

Cys=0,62; Phe =1,04;

Arg=0,95.

Peptidtartalom =71%.

HPLC: acetonitril/viz/TFA egy cslics
40:60:0,1 k'=5,2
acetonitril/viz/TFA
45:55:0,1 k'=3,6

Gradiens: 20%-0s acetonitril 5" k'=8,7
20—50%-0s acetonitril 20/

. 50%-0s acetonitril 57

Tisztaség: 97%

TLC n-BuQA /ecetsav/viz R;=0,32
1:1:1
n-BuOA /ecetsav/viz Ri=0,12
4:1:1
n-BuOA/piridin/ecetsav/viz R¢=0,50
15:10:3:12

Az extrahélt peptides gyanta az aminosav anali-
zis alapjan még mindig tartalmaz peptidet, ezért
héromszor 50 m! dimetil-formamiddal ismét extra-
haljuk. A dimetil-formamidot sz4razra péaroljuk és
a maradékot 10%-os ecetsavban feloldjuk, 1%
ecetsavtartalomra higitjuk és liofilizdljuk, gy to-
vébbi 260 mg peptidet kapunk. Ennek az anyagnak
a FAB t0megspektrumaban m/z= 1079, ami meg-
felel a kivant ciklikus peptid M + H értékének.

13. példa

Az 1. példa szerinti peptid szintézis sorén a
2. egységként elhelyezked6 Boc-D-Tyr(Br-Z)-t
Boc-D-Phe sztochiometrikus mennyiségével he-

lyettesitve Prﬁp-D-Phe-Phe-Val-AsnT(—J}s-Pro-Arg-
-NH:-t kapunk,

Ha a 2-es helyzetben 1év6 egységet Boc-D-Val-lal
helyettesitve és a 2. példa szerinti hasit4s-oxidaci6

reakcidkat hasznélva Pr'np-D-Val-Phe—Val-Asn-E‘y&
-Pro-Arg-t nyerhetiink.
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Az 1. példiban Boc-D-Leu-t hasznalva Pmp-D-

-Leu-Phe-Val-Asn—C}s—Pro—Arg-NHz-t kaphatunk.
Az 5. példéban a f-merkapto-f,8-ciklotetrameti-
¥n-propionsavat (Tmp) Pmp-vel helyettesitve

Pmp-D-Tyr(Et)-Phe-Abu-Cys-Pro-Arg(NH:)-t ka-
punk. ﬂ~merkapto-ﬂ,ﬂ-ciklohexametilén—propion—
sav esetén a Hmp' szdrmazékhoz jutunk.
Az 1. példaban a 2. egység helyére Boc-D-Nl-et-t,
a 8. egység helyére D-Arg(Tos)-t vive Pmp-D-
-Nle—Phe-Val-AsnTC}s-Pro—D-Arg-NHz-t kapunk.
A 2. példaban a 2.‘egységet Boc-D-Cha-ra cserél-

ve Prﬁp-D-Cha—Phe-Val-Asn—C;‘rs-Pro-Arg-t ka-
punk.

Az 1. példaban a 2. egységet Boc-alfa-amino-fe-

nil-vajsavval (Pba) helyettesitve Pmp-D-Pba-Phe-
-Val-Asn-Cys-Pro-Arg-NH,-hoz jutunk.

A 3. példaban a_védett Arg-t Boc-Lys(ClZ)-vel
helyettesitve  Pmp-D-Tyr( ét)-ishe-Val-Asn-Cys—
-Pro-Lys-NH,-t kapunk.

Hasonl6 médon a koévetkez6 vegyiileteket Allit-
hatjuk el8:

Pmp-D-Met-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-Arg-NH;,
Pmp-D-Tyr(Me)-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-D-Lys,
Pn'ap-D—Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-C—)"s-Pro-Arg-NHz,
Pmp-D-Tyr(i-Pr)-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-Arg,
Prhp-D-aIle-Phe-VaI-Asn—Cys-Pro—Arg,
Pmp-D-Nva-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-Arg-NH,
Pm p-D»Abu~Phe-Val-Asn-C}s—Pro-Arg-NHz.

14. példa
Parenterdlis dézisegység készitmények

Az 1. vagy 3. példa szerinti ciklikus oktapeptid
0,5 mg-jat steril szaraz por form4jaban tartalmaz6
parenterélis injekcid készitményt az aldbbi médon
allitjuk eld:

0,5 mg peptid-amint 1 ml vizben oldott 20 mg
mannitban oldunk fel. Az oldatot steril kériilmé-
nyek kozott egy 2 ml-es ampullaba szfrjiik és liofi-
lizaljuk. A port ismét feloldjuk, miel6tt intramusz-
kuléris vagy intravénas injekci6t adnank olyan be-
tegnek, aki anti-ADH mechanizmustt 8démaban
szenved. Az injekciot szitkséges esetben naponta
I—5 alkalommal vagy folytonos i. v. injekcié for-
majaban megismételjiik. A taladlmany szerinti mas
oktapeptideket is hasonlé moédon készitjiik ki és
hasznaljuk fel.

Nazdlis dézise'gység készitmények

30 mg finomra Orolt taldlméany szerinti oktapep-
tidet, példaul a 2. példa szerinti oktapeptidet 75 mg
benzil-alkoho!l és 1,395 g szuszpendaldszer, példa-
ul, hosszabb szénlanch zsirsavak félszintetikus gli-
ceridjeinek kereskedelmi keveréke, elegyében
szuszpendalunk. A szuszpenziét egy 10 ml térfoga-
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t, permetez6vel ellitott tartdedénybe helyezzik,
melyet adagolészeleppel zarunk le. Ez az adag 100
dézisegységet tartalmaz, melyet 6démaban szenve-
d6 betegnek intranazalisan naponta 1—6 alkalom-
mal adagolunk.

15. példa
Prhp-D-Tyr-Phe-Val-Asn-Cys-OH el6dllitdsa

A cim szerinti terméket az 1. példéban ismerte-
tett szilard fAzisa eljérassal llitjuk el§ kiinduldsi
anyagként Boc-Cys-Merrifield-gyantat alkalmaz-
va, amelyet egymésutén a megfeleld Boc-amino-
savval kapcsolunk, majd a véddcsoportot hidro-
gén-fluoriddal eltavolitjuk, a terméket a gyantarol
levélasztjuk és a leirt mddon oxidativ Gton ciklizal-
juk.

Tisztitas:

1. Cis oszlop kromatografia

2. preparativ HPLC: 65 mg 0,5 mmol-bol (mél-
stly 827) 65/827. 100=16% aminosav-tartalom:

196227
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85% N analizis alapjan gyorsitott atom bombézés :
(FAB): 827 pozitiv megfigyelés 825 negativ megfi- -

gyelés aminosav analizis: Asp {, Tyr 0,98, Cys
0,47, Phe 0,94, Val 0,96 HPLC analjzis: egy cstics
40% CH;CN és 0,1% vizes TFA oldattal 5u Cu
oszlopon. -

16. péida

Pmp-D- Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-OH
elédliftdsa

A (II) altalanos képletd ciklikus savak altalanos
szintézise: Boc-Pro-Merrifield gyantat ailitunk el
Boc-Pro és Merrifield gyanta 8sszekapcsoldsaval a
céziumsd moédszerével, amelynek sor4n Boc-Pro-
-OCH;CsHi gyantat kapunk, amelyet kiinduldsi

anyagként alkalmazunk. A szintézist Beckman

990B peptid-szintetizdl6é berendezésen végezzik az
alabbi eljaras szerint. Harom ekvivalens aminosa-
vat oldunk a megfeleld oldészerben (4-MeBzl)-Cys
Boc szarmazékat, Val-t, Phe-t, és 4-MeBzl-Pmp-t
metilénkloridban, Asn-t dimetil-formamidban, X-
t, igy D-Tyr(Et)-t vagy BrZ-D-Tyr-t 1:1 metilén-
klorid/dimetil-formamid elegyben, majd ekvimo-
laris mennyiségd diciklo-hexil-karbodiimid (DCC)
és 1-hidroxi-benzotriazol (HBT) segitségével dssze-
kapcsoljuk, kivéve a 4-MeBzl-Pmp-t, ahol 1,0 ek-
vivalens dimetil-amino-piridint alkalmazunk kata-
lizatorként. A kapcsolds mértékét alikvot minta
kvalitativ ninhidrin analizisével hatirozzuk meg,
és sziikség esetén a kapcsoldst megismételjik. A
Boc-csoportot  1:1 trifluorecetsav/metilénklorid
segitségével lehasitjuk, majd mosés ut4n a szabad
amint 5% diizopropil-etil-amin/metilénklorid se-
gitségével kinyerjik. A peptid szekvencidjat a 4-
-MeBzl-Pmp hozzéaddsa elStt meghatéroztuk,
majd ellendriztilk a homogenitast. Az utolsé kap-
csolds utén a peptidet szaritjuk, amelynek sorén
Pmp(4-MeBzl)-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys(4-
-MeBzl)-Pro-OH esetén 2,24 g peptid gyantét ka-
punk.

1,1 g (0,5 mmol) fenti peptid gyantat 3 ml anizol-
lal keverlink 60 percen keresztiil 0 °C hémérsékleten
(jeges furdB) 25 ml folyékony, vizmentes hidro-
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‘ génﬂuoridbah.‘ A hidrogénfluoridot ezutan csok-

kentett nyomason 0 °C hdmérsékleten eltavolitjuk.
A maradékot etiléterrel négyszer mossuk, és a pep-
tidet dimetil-formamiddal h&romszor 10 ml, 20%
ecetsavval haromszor 10 ml és 0,3 n amménium-
-hidroxiddal eludljuk. A szfirletet 2 1 kiszelldztetett
vizhez adjuk és koncentralt amménium-hidroxid-
dal pH=17,1 értékre allitjuk. Ezutdn keverés koz-
ben 0,01 mél kalium-ferri-cianid oldatot csepegte-
tink hozza és enyhén sarga szin megjelenéséig fo-
lyamatosan keverjiik. A kapott oldatot oktadecil-
szilannal bevont szilikagéllel (Cig) toltott oszlopon
(5 cm atmérdji és 15 cm hosszi) hajtjuk at. Az
aszlopot 350 ml vizzel mossuk és a peptidet 500 ml
1:1 acetonitril/viz (0,25% trifluor-ecetsav) elegy-
gyel 20 ml frakciokban eluéljuk. A 11—17. frak-
ci6kat egyesitjitk és beparoljuk. A maradékot kon-
centralt ecetsavban oldjuk, vizzel higitjuk és liofili-

zéljuk. fgy 189 mg Pnllp-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn—

~Cys-Pro-OH peptidet kapunk, amely a mddosi-
tott peptidek eldallitasara tisztitds nélkil felhasz-

nélhaté. Hasonlé mddon allithaté el6 a Pmp-D-
-Tyr-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-OH véltozat.

17. példa
Prap-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-Arg-NH;
elédliftdsa

8 0 g (8,7 mmol) Pmp- -Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-
Cys-Pro-OH-t, 1,52 g (11,2 mmél) 1-hidroxi-ben-
zotriazol-hidratot, 120 ml dimetil-formamidot és
30 ml acetonitrilt 20 °C hdmérsékleten keveriink,
majd 2,0 g (9,6 mmoél) N,N-diciklohexil-karbodi-
imidet adunk hozza. A reakcidelegyet 2,5 6ran ke-
resztill keverjiik, mikdzben diciklohexil-karbamid
csapadék valik le. Ezutdn 20 perc alatt 2,58 g (9,77
mmol) argininamid-dihidroklorid-hidrat és 1,50 g
(11,6 mmol) diizopropil-etil-amin 16 ml dimetil-
-formamidban felvett oldatat adjuk hozz4, 20 6ran
keresztiil 20 °C hémérsékleten keverjitk, majd
hagyjuk szobahdmérsékletre melegedni. Hozzé-
adunk 4 ml ecetsavat és 3 ml vizet, 30 percen ke-
resztiil keverjik, majd a karbamidot kiszlrjik és
az oldoszert magas vakuumban eltavolitjuk.

A nyersterméket acetonitrillel és etilacetéartal el-
dorzsdljilik és 1 6rén keresztiil 10 °C hdmérsékleten

—
keverjitkk. Szlrés és széritds utdn nyers Pmp-D-

-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-Arg-NH,-t ka-
punk, amelyr ek tisztasaga HPLC szerint 71%. Ki-
termelés: 76%.

2,0 g peptidet nagynyomaésu folyadék kromatog-
rafia segitségével 15—20 - ,VYDAC” toltést
4 mmx 50 cm 2500 ml A olddszereleggyel, majd
1200 ml B oldészereleggyel végzett elicid sorin

1,5 g Pmp-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-Arg-
-NH,-t kapunk, amelynek peptid-tartalma 83% (az
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9. példa

A Pmp-D-Tyr(Et)-Phe-Chg-Asn-Cys-
-Pro-Arg-NH; szintézise

A 8. példa szerint eldallitott hordozén 1évd pep-
tid egy részéhez tovabbi, Boc csoporttal védett, 1,5
millimél mennyiségli aminosavakat majd béta-(S-
-4-MeBzl)-Pmp-OH-t kapcsolunk a megfeleld sor-
rendben, igy 1,06 g MBHA-gyantéhoz kotott, vé-
dett  Pmp(S-4-MeBzl)-D-Tyr(Et)-Phe-Chg-Asn-
Cys(S-4-MeBzl)-Pro-Arg-(Tos) peptidet kapunk
vakuumban valé szaritas utén.

Ezt a gyantdhoz koétott peptidet 1,5 ml anizollal
és 25 ml vizmentes hidrogén-fluoriddal kezeljiik.

Kalium-(hexaciano-ferrat)-tal vald oxidacié és a
termék Boker Cis0szlopon vald elvélasztdsa utdn
165 mg nyers, cim szerinti terméket kapunk. To-
vabbi CCD, Sephadex G—15 és Bio Red P—2 gél-
szlirés — melyeket a fentickben mér ismertettiink
— 55 mg, nagynyomdasu folyadékkromatografia-
san (HPLC) tiszta cim szerinti terméket eredmé-
nyez.

Peptidtartalom: 88%
FAB/MS: m/z 1119 M+ H)* .

10. példa

A Pmp-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys-OH
elédllitdsa és a 3. példa szerinti termék
elGallftdséhoz val6 felhaszndldsa

4,87 g (15 millimél) Boc-Cys(4-MeBzl)-t 30 ml
etanolban oldunk, majd 10 ml vizet adunk hozzé.
A pH-t cézium-bikarbonat vizes oldatanak hozza-
adasaval 7,1-re allitjuk be.

Az elegyet bepéroljuk, és a maradékot harom-
szor 50 ml toluolbél ismételten beparoljuk. Ezt a
maradékot nagy vakuum alatt szobahdmérsékleten
tartjuk egy éjszakan keresztill.

A s6t 35 ml dimetil-formamidban oldjuk, majd
5 g kereskedelmi klor-metil-fenil-gyantat adunk
hozz4. A kapott elegyet 53 °C hémérsékleten ar-
gon atmoszféréban egy éjszakan 4t keverjuk. '

Az elegyet lesziirjiik és a gyantat 5x 60 ml dime-
til-formamiddal, 5% 60 ml dimetil-formamid/viz
9:1 aranyu elegyével, 5 x 60 ml dimetil-formamid-
dal és 6 x 60 ml etanollal mossuk. Ezutan nagy va-
kuum alatt, szobah8mérsékleten a hétvégén szarit-
juk. :

A peptid lancot egy Beckman szintetizatorban a
fentiekben leirt médon épitjitk fel Asn, Val, Phe,
D-Tyr(Et) Boc-vel védett, Pmp S-(4-MeBzl)-lel vé-
dett szarmazékat hasznalva. A gyantat a szintetiza-
torbol eltavolitjuk és egy kézi razd tolcsérbe he-
lyezziik.

0,86 g témegi, gyantdhoz kotott peptidet 1,5 ml
anizollal kezeliink és 60 percen keresztiil 0 °C hé-
mérsékleten 15 ml hidrogén-fluoriddal kevertet-
jiik. A hidrogén-fluoridot ezutén 0 °C-on eltévolit-
juk.

A maradékot ezutdn haromszor 25 ml éterrel
mossuk és a peptidet dimetil-formamidos 30%-os
ecetsavba (4 X 10 ml) oldjuk at. Ezt az oldatot 2 1
gazmentesitett vizhez adjuk, és a pH-t ammonium-
-hidroxiddal 7,0-re allitjuk be, majd 35 ml 0,01
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mol/l kalium-(hexaciano-ferrat) oldatot adunk
hozz4 lassan.

Ezutén a pH-t 4,5-re allitjuk be ecetsavval és az
elegyet 30 percig 25 g gyengén bazikus ioncserélé
gyantaval (WET) (Dowex AG-3 x4 [R-4S) egyiitt
kevertetjiik. A szuszpenzi6t leszdrjiik és a gyantat
2% 400 ml 30%-os ecetsavval mossuk.

A szlrletet egy Cis flash oszlopon (7% 16 mm)
vezetjiik keresztiil. Az oszlopot 3x 400 ml vizzel
mossuk, és a peptidet acetonitril/viz/TFA 50:
:50:0,25 aranyu elegyével eludljuk. A 30—36.
frakcidkat egyesitjiik, koncentraljuk és liofilizal-
juk, igy 25 mg cim szerinti szabad Cys(OH) cikli-
kus intermediert kapunk.

FAB tdmegspektrum glicerinben: 827 (M + H)*,
825 (M—H)~.

20 mg Cys savat egy ekvivalensnyl mennyiségg,
a kereskedelmi dihidroklorid egy ekvivalensnyi tri-
etil-aminnal vald kezelésével elédllitott Pro-Arg
(NH,)HCl-val reagaltatunk DCC és HBT jelenlété-
ben dimetil-formamid oldészerben, igy a 3. példa
szerinti terméket kapjuk. Hasonléan Pro
(OMe)-t kapcsolunk a Cys savhoz, hig natrium-
-hidroxiddal hidrolizaljuk, igy Pro savat kapunk,
melyet ezutdn Arg(HCI) (OMe)-vel reagéltatva az
észter-csoport enyhe kdrillmények kazott vald el-
hidrolizalasaval a 3. példa szerinti termék sav-meg-
felel8jét kapjuk. Kivant esetben ezt a vegyliletet a
kalium-séja formajdban vélaszthatjuk el (lasd a
12. példat). Alternativ médon a Pro-Arg-
-(NH;)-t hasznalhatjuk a kondenzéci6 sordn koz-
vetleniill is.

4,5 mg a fenti médon elaltitott Pmp-D-Tyr(Et)-
-Phe-Val-Asn-Cys-OH és | mi metanol elegyét éte-
res diazometannal kezeljiik, és HPLC-vel tisztitjuk
(eluens: CH,CN/H,O/TFA 50:50:0,1 aranyu ele-
gye), igy 4,3 mg (94%) metil-észtert kapunk. FAB
tdmegspektrum: m/z 841 (M+H)*. A termék
nagynyomést folyadékkromatogréfidval és vé-
konykromatografidsan vizsgdlva homogén.

11. példa

A Pm‘;-D- Tyr(Et)-Phe- Val-Asn-C}s-Pro-Arg-NH;
elbdllitdsa termindlis kondenzdcidval

Merrifield gyantdhoz kétott Boc-Pro-t allitunk
elé gy, hogy Boc-Pro Merrifield gyantdhoz val6
kapcsolasara a cézium-sés médszert alkalmazzuk,
igy Boc-Pro-OCH,-C¢H,-gyantéat kapunk, melyet a
szintézis  kiinduldsi anyagaként haszndlunk.
A szintézist Beckman 990-B peptid szintetizator-
ban hajtjuk végre a kovetkezé médszer szerint.

Az aminosavak harom mo! ekvivalensnyi meny-
nyiségét a megfelelé olddszerikben feloldjuk [4-
-MeBzl-Cys, Val, Phe Boc-szirmazékait metilén-
-kloridban, Asn-t dimetil-formamidban, D-Tyr
(Et)-t vagy BrBz-D-Tyr-t metilén-klorid/dimetil-
-formamid 1:1 aranyu elegyében és 4-MeBzl-Pmp-t
metilén-kloridban], és diciklohexil-karbodiimid
(DCC) és 1-hidroxi-benzotriazol (HBT) ekvimola-
ris mennyiségének jelenlétében kapcsoljuk Sket.
Pmp kapcsolasakor a tobbitdl eltéré moédon 1,0
mol ekvivalens mennyiségli dimetil-amino-piridint
alkalmazunk katalizatorként. A kapcsolds mérté-
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két kvalitativ ninhidrin-prébakkal ellendrizzik, és
a kapcsolést szlikség esetén megismételjtik. A Boc-
-csoportokat trifluor-ecetsav/metilén-klorid 1:1
aranyu elegye segitségével tavolitjuk el, és mosas
utan a szabad amint 5% diizopropil-etil-amint tar-
talmazé metilén-kloridda] szabadftjuk fel. A pep-
tid szekvencidjéat szildrd fizisi médszerrel ellend-
rizzik mielftt a 4-MeBzl-Pmp-t hozzakapcsoljuk
és homogenit4sérél megbizonyosodunk, Az utolsé
kapcsolds utan a gyantgt megszéritva 2,24 g gyan-
tahoz kotétt peptidet kapunk a Pmp(4-MeBzl)-D-
-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys(4-MeBzl)-Pro-OH  ve-
gyllet esetén.

A hordozohoz kétstt fenti peptid 1,1 g-j&t (0,5
millimé}) 3 ml anizollal keverjitk 60 percen keresz-
tiil 0 °C hémérsékleten (jégfird6n) 25 m] hidro-
gén-fluoridban."A hidrogén-fluoridot 0 °C hémér-
sékleten vdkuumban leparoljuk. A maradékot
négyszer 20 mi etil-éterrel mossuk, &s a peptidet ha-
romszor 10 ml dimetil-formamiddal, haromszor 10
ml 20%-o0s ecetsavval és haromszor 10 m] 0,3 n :
anynénium-hidroxiddal elualjuk.

- A szlrletet 2 1 gdzmentesitett vizhez adjuk & a

pH-t 7;l-re 4lljtjuk be koncentrdlt ammonium-
-hidroxid segjtségével. Ezutdn kalium-(hexaciano-
ferrat) 0,01 moél/l oldatat adjuk hozza addig,
amig a sirga szin dJlandosul (41 mi). Ezt az oldatot
ecetsavval PH =4,7-re savanyitjuk és egy éjszakén
&t hivos helyen térolju‘k

Az oldat pH-jat ammdnidval 7-re allitjuk és }S
percen keresztil 30 g Bio-Rad AG—3 x4 nedves,
Cl- forméban 1év8 ioncseréls gyantaval keverjilk.
Ezutén ezt az oldatot lassan keresztiilszdrjuk to-
véabbi 30 g gyantén. A gyantat kétszer 400 ml 20%-
os ecetsavval mossuk, és a szlirletet hiivés helyen
egy éjszakan 4t tdroljuk.

A szilirietet Baker C-18 méarkanevd szildnnal be-
vont szilikagél toltetet tartalmazé flash oszlopon
(5 cm X 10 cm) vezetjiik keresztiil. Az oszlopot ez-
utdn 350 ml vizzel mossuk és a peptidet 500 m],
0,25% trifluor-ecetsavat tartalmazo acetonitril/viz
1:1 aranyu elegyével eludljuk gy, hogy 20 mi-es
frakcidkat engediink ré az oszlopra.

A 11—17. frakciét egyesitjiik és bepdroljuk. A
maradékot koncentrélt ecetsavban oldjuk, vizzel

higitjuk és liofilizélju'k, fgy 189 mg Pxﬁp-D-Tyr(Et)-

e nErreraresmr
-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-OH peptidet kapunk, me-
lyet tovabbi tisztitds nélkil hasznélunk fel a ldncvé-
gen médositott peptidek szintézisében.

A Pmp-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-OH
analizise

Aminosav analizis:

Peptidtartalom: 55%.

Asp: 1,00; Val: 1,04;
Pro: 1,23; Tyr(Et): 1,43;
Cys: 0,35; Phe: 1,51.

HPLC: kielégit§.

2
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A Pmp-D-Tyr-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-OH
anallzise

Aminosav analizis:
Peptidtartalom: 82%

Asp: 0,97; Val: 1,05;
Pro: 1,10; Tyr: 0,99;
Cys: 0,39; Phe: 0,99.

HPLC: kielégité.
(30% CH,CN/70% 0,05 M KH2P04, 2ml/
perc; SuC-18, k' =6,14)
10 mg, az el&zéekben ismertetett médon el&alli-

tott Pmp D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn- Cys Pro-OH és
1 mi metanol keverékét éteres diazo-meténnal kezel-

(74%) metil-észtert kapunk.
FAB~MS:m/z 938 (M + H)*
HPLC-vel és TLC-vel vizsgalva homogén.
.29,7 mg, az el6z6ekben ismertetett modon el6alli-

tatt (0,0331 millimél) Pmp-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-

“CYs-Pro-OH heptapeptidet és 0,0996 milliml
Arg(NHz)-t 400 pl dimetil-formamidban oldunk,
10,3 mg (0,05 millimél) diciklohexil- karbodumxdet
€& 0,05 millimdl dimetil-amino-piridint adunk hoz-
z8, maid a reakcidelegyet 0—20 °C h8mérsékleten
4 o6ran keresztijl keverjitk. A dimetil-formamidot
ezutdn- vakuumban eltivolitjuk. A maradékot a

3. példéban leirt médon kezeljiik, igy a kivant Pn'ﬁ)_-

B-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-Arg-NHst 45%-
as kitermeléssel kapjuk.

12. példa

A Pmp-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-D-Arg-
-NH, szintézise

A BHA-gyantahoz kétott Pmp(S-MeBzl)-D-Tyr
(Et)-Phe-Val-Asn-Cys(S-MeBzl)-Pro-D-Arg(Tos)
linedris peptidet szildrd fézisi médszerrel allitunk
el6, mint azt a fentiekben ismertettiik. fgy [,0 mil-
limél aminnak megfelelé 1,5 g benzhidril-amin-
-gyantat kapcsolunk egymaés utén a Boc-vel védett,
haromszoros foloslegben 1évd aminosav-szérmazé-
kokhoz metilén-klorid és dimetil-formamid 1:1
aranyu elegyében oldott DCC-t és HOB-t hasznal-
va. A Pmp(S-MeBzl)-t DCC/DMAP segitségével
kapcsoljuk.

A kapcsolasi reakcid teljessé valasat Kaiser-pré-
béval vagy kvantitativ ninhidrin-prébéval ellen-
rizzitk. A kapcsolast ujbol elvégezziik, ha a proba
negativ,

A hordozohoz kapcsolt, védett peptidet egymas
utdn metilén-kloriddal, metanollal, etil-acetattal és
metilén-kloriddal mossuk, majd a levegén megsza-
ritjuk. A peostidet 15 ml folyékony hidrogén-flu-
orid segitségével hasitjuk le a gyantar6l 1 m! anizol
jelenlétében 0 °C aBmérsékleten 1 Ordn keresztiil.
A hidrogén-fluorid lehajtdsa és nagy vakuumban
vald szdritds utdn a gyantdt hdromszor 20 ml éter-
rel mossuk, majd kétszer 50 ml 50%-os ecetsavval,
50 ml 10%-o0s ecetsavval és 50 ml vizzel extrahal-
juk. Az egyesitett extraktumokat vizzel 4 1-re higit-

-14-



Osszehasonlitd anyag 88%-ahoz képest). 1,5 g fenti
terméket CCD segitségével butanol/viz/ecetsay
4:5:1 eleggyel tisztitva 1,13 g terméket kapunk. Ki-
termelés: 75%,

VRK: Ri(B) =0,60, R(G)=0,55.

Peptidtartalom HPLC szerint: 99,1% az 6sszeha-
sonlitd anyaghoz viszonyitva. Retencids idd @30
cm, Bondapak Cys, acetonitril) 0,05 mél/l1 ammé-
" nium-dihidrogén-foszfat (PH=4,4) 30:70,
I ml (perc) = 30,5 perc, peptid-tartalom: 89%.
[e]p® =—-54,5° (c=1, metanol).

Preparativ HPLC oldészerelegyei:

A oldészerelegy: 95% etanol 3450 ml
. steril viz 4650 ml
ammonium-acetat 15,4 ml
ecetsav (0,025 mél/1) 12,0 ml
B oldészerelegy: 95% etanol 3750 ml
steril viz 4250 ml
ammonium-acetat 15,4 ml
ecetsav (0,025 mél/1) 12,0 ml
18. péida
Tmp-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-Arg-NH,
elddllitdsa

Tmp(MeBal)-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys(MeBzl)-
-Pro-Arg(Tos)-BHA peptidil-gyanta prekurzort
szintetizalunk az 5. példaban leirt médon 0,5 mmoél
mennyiségben. A gyantat 15 ml hidrogén-fluorid-
dal kezeljik 1 ml anizol jelenlétében 0 °C hdmér-
sékleten 1 6ran keresztiil. A hidrogén-fluoridot va-
kuumban eltavolitjuk, a gyantat etiléterrel mossuk,
majd el8sz6r DMF és utdna TFA segitségével ext-
rahaljuk. Az extraktumokat 2,0 1 vizzel higitjuk,
majd koncentralt NH,OH-dal pH =7,2 értékre 4l-
litjuk. Az oldatot 0,01 mél/l KiFe(CN)s oldattal
sarga szin megjelenéséig titraljuk, 25 ml (az elméle-
ti 50%-a). Ezutdn az oldatot jégecettel pH =4,5 ér-
tékre allitjuk és Bio-Rex 70 (H* forma) toltetd osz-
lopra vissziik fel. Az oszlopot vizzel mossuk és
piridin/ecetsav/viz 30:4:66 eleggyel eluéljuk. Az
eluatumot beparoljuk és a maradékot 1% ecetsav-
bol liofilizdljuk. Igy 139 mg nyers peptidet ka-
punk. o B

A peptidet megoszlasos kromatografidval Seph-
hadex G—25-6n n-butanol/ecetsav/viz 4:1:5 elegy-
gyel tisztitjuk. A megfeleld frakcidkat dsszegy(jt-
juik, szérazra péroljuk és 1% ecetsavbdl liofilizal-
juk. fgy 80 mg részlegesen tisztitott peptidet ka-
punk. Ezt tovabb tisztitjuk preparativ HPLC segit-
ségével Altex Ultrasphere Cis-on 62,5% viz/37,5%
acetonitril/0,1% trifluor-ecetsav eluenssel. A meg-
feleld frakciokat Osszegy(jtjiikk és 1% ecetsavbél
liofilizaljuk. Igy 43 mg tiszta peptidet kapunk.

Aminosav-analizis: Asp 1,04, Pro (570 nm)
1,37, Cys 0,29, Val 0,98, Tyr 0,95, Phe 0,92, Arg
1,00.
Peptid-tartalom: 68%), FAB tomegspektrometria
m/z 1065 (M + H), 1063 (M +H),

HPLC (izokratikus): egy cstics, Altex Ultrasphere
Cis, 40%  acetonitril/0,1% trifluor-ecetsav,
k' =4,2;

HPLC (gradiens): A=0,1% TFA, B=0,1%
TFA acetonitrilben, 20—50% B, 10 perc, linearis,
50% B, 10 perc k'’ =5,6.
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19. példa
Pr;tp-D-IIe-Phe- Val—Asn-C—’)'as-Pro-Arg-NHz
elGdllitdsa

Pmp(MeBzl)-D-1le-Phe-Val-Asn-Cys(MeBzl)-
-Pro-Arg(Tos)-BHA peptidil gyant4t szintetiza-
lunk az 5. példaban leirt modon 0,5 mmoél mennyi-
ségben. A peptidet 15 ml hidrogén-fluoriddal és

"1 ml anizollal 1 6ran keresztill 0 °C hémérsékleten

kezelve lehasitjuk a gyantarél. A hidrogén-fluori-
dot vakuumban eltavolitjuk, a gyantat etil-éterrel
mossuk, majd kétszer 50 ml dimetil-formamiddal
és kétszer 50 ml 40% ecetsavval extrahaljuk. Az

- extraktumokat vizzel 2 literre higitjuk és koncent-

ralt NH(OH segitségével pH = 7,2 értékre allitjuk.
Az oldatot 0,01 mél/l KsFe(CN)s oldattal a sérga
szin megjelenéséig titraljuk, SO ml (az elméleti
100%-a). Ezutdn jégecettel pH=4,5 értékre allit-
juk és Bio-Rex 70 (H* forma) toltetdi oszlopra
visszitk. Az oszlopot vizzel mossuk és
piridin/ecetsav/viz 30:4:66 eleggyel eludljuk. Az
eludtumot szrazra péroljuk és a maradékot 1%
ecetsavbdl liofilizaljuk. Igy 243 mg nyers peptidet
kapunk.

152 mg nyers peptidet megosziasos kromatogra-
fiaval Sephadex G—25-6n n-butanol/ecetsav/viz
4:1:5 eleggyel tisztitunk. A megfelel§ frakcidkat
dsszegy(ijtjik, szdrazra paroljuk és 1% ecetsavbl
liofilizaljuk. [gy 81 mg részlegesen tisztitott pepti-
det kapunk. Ezt tovabb tisztitjuk gélsziiréssel, Seph-
adex G—15-6n 0,2 n ecetsavval. A megfeleld frak-
cibkat  Osszegyljtjik és liofilizaljuk. gy
26,5 mg tiszta peptidet kapunk. FAB témegspekt-
rometria m/z 1001 (M+ H), 999 (M—H), HPLC
(izokratikus): Altex Ultrasphere <, 35%
acetonitril/0,1% TFA, k' =7,6, egy csiics; HPLC
(gradiens): A=0,1% TFA, B=0,1% TFA aceto-
nitrilben, 20—50% B, 2 perc linearis, 50% B,
20 pere, k' =11,4, egy csics.

20. példa

Pmp-D-Tyr(Et)-Phe-Lys-Asn-Cys-Pro-Arg-NH,
elddllitdsa

Pmp(MeBzl)-D-Tyr(Et)-Phe-Lys(Cl-Z)-Asn-Cys
(MeBzl)-Pro-Arg(Tos)-BHA peptidil gyantat szin-
tetizalunk az 5. példaban leirt modon 1,0 mmal
mennyiségben. A gyantat 15 ml hidrogén-fluorid-
dal és 1 ml anizollal 0 °C hémérsékleten | 6ran ke-
resztiil kezeljiik. A hidrogén-fluoridot vakuumban
eltavolitjuk, a gyantat etiléterrel mossuk, majd
kétszer 50 ml dimetil-formamiddal és kétszer 50 ml
40%-o0s ecetsavval extrahédljuk. Az extraktumot
vizzel 4 literre higitjuk és koncentralt NH.OH se-
gitségével pH = 7,2 értékre allitjuk. Az oldatot 0,01
mol/l KsFe(CN)s oldattal sarga szin megjelenéséig
titraljuk. 110 ml (az elméleti  110%-a).
Ezutén jégecettel pH =4,5 értékre allitjuk és Bio-
-Rex 70 (H* forma) toltet{i oszlopra vissziik fel, Az
oszlopot vizzel mossuk és piridin/ecetsav/viz
30:4:66 eleggyel eludljuk. Az eludtumot szarazra
paroljuk és a maradékot 1% ecetsavbdl liofilizal-
juk. Igy 628 mg nyers peptidet kapunk.

176 mg nyers peptidet megoszlasos kromatogra-
fidval Sephadex G—25-6n n-butanol/ecetsav/viz

5
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4:1:5 eleggyel tisztitunk. A megfeleld frakcidkat
Osszegyijtjilk, szarazra paroljuk és 1% ecetsavbol
* liofilizaljuk. fgy 73 mg részlegesen tisztitott pepti-
det kapunk. Ezt tovabb tisztitjuk gélsziréssel, Sep-
hadex G—15-6n 0,2 n ecetsavval. A megfeleld
frakcidkat Osszegy(ijtjik és liofilizaljuk. fgy 42 mg
peptidet kapunk. Ezt tovéabb tisztitjuk preparativ
HPLC segitségével Altex Ultrasphere Cis-on 29%
acetonitril/0,1% TFA eluenssel. A megfelel6 frak-
cidkat Osszegy(ijtjirtk, szarazra paroljuk és 1% ecet-
savbdl liofilizaljuk. fgy 34,5 g tiszta peptidet ka-
punk. FAB tdmegspektrometria m/z 1108 (M + H),
1106 (M—H), HPLC (izokratikus): Altex Ultra-
sphere C5, 40% acetonitril/0,1% TFA, k'=
=3,2, egy cstcs; HPLC (gradiens): A=0,1%
TFA, B=0,1 TFA acetonitrilben, 20—50%B, 20
perc, linearis, 50% B, 10 perc, k' =9,3, egy csucs.

21. példa

Pinp-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys-
-D-Pro-Arg-NH;
el6dllitdsa

Pmp(MeBzl)-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys(MeBzl)-
-D-Pro-Arg(Tos)-BHA peptidil gyantét szintetiz4-
lunk az 5. példdban leirt médon 0,5 mmél mennyi-
ségben. A gyantat 15 ml hidrogén-fluoriddal és
1 ml anizollal kezeljiikk 0 °C hdmérsékleten 1 éran
keresztill. A hidrogén-fluoridot vakuumban elté-
volitjuk, a gyantat etiléterrel mossuk, majd kétszer
50 ml dimetil-formamiddal és kétszer 50 ml 40%
ecetsavval extrahaljuk. Az extraktumot vizzel 4 li-
terre higitjuk és koncentralt NHLOH segitségével
pH=17,2 értékre dllitjuk. Az oldatot sérga szin
megjelenéséig 0,01 mol/1 KsFe(CN)s oldattal titral-
juk, 50 ml (az elméleti 100%-a). Ezutén jégecettel
pH =4,5 értékre allitjuk és Bio-Rex 70 (H* forma)

toltetd oszlopra visszitk fel. Az oszlopot vizzel

mossuk és piridin/ecetsav/viz 30:4:66 eleggyel elu-
aljuk. Az eludtumot szérazra paroljuk és a mara-
dékot 1% ecetsavbdl liofilizaljuk. fgy 219 mg nyers
peptidet kapunk. )

151 mg nyers peptidet megoszlasos kromatogré-
fidval Sephadex G—25-6n n-butanol/ecetsav/viz
4:1:5 eleggyel tisztitunk. A megfeleld frakciokat
Osszegy(jtjuk, szdrazra paroljuk és 1% ecetsavbél
liofilizaljuk. fgy 32 mg tisztitott peptidet kapunk.
FAB témegspektrometria m/z 1079 (M + H), 1077
(M~—H), HPLC (izokratikus): Altex Ultrasphere
Cis, 45% acetonitril, 0,1% TFA, k'=3,7, egy
cstics; HPLC (gradiens): A=0,1% TFA, B=0,1%
TFA acetonitrilben, 20—50% B, 20 perc, lineéris,
50% B, 10 perc, k’ =10,8, egy csucs.

22. példa
Pmp-D-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys-Pro-OBz!
elédliitdsa

20 mg (17,3 mmol) Pmp(ACM)-D-Tyr(Et)-Phe-
-Val-Asn-Cys(ACM)-Pro-OBzl-benzilésztert elke-
veriink 1940 ml metanollal, majd sz(irjitk. A sz{r-
letet 22,1 g (86,4 mmol) jéd 2600 ml metanolban

16
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felvett oldatdhoz adagoljuk laboratériumi szi-
vatty(ival 7—8 ml/perc sebességgel. A reakcibele-
gyet tovabbi 2 érén keresztiil keverjiik, majd 650
ml térfogatra bepéroljuk. A kapott sdtét piros ol-
datot 0,5 mél/l vizes natrium-hidrogén-szulfit ol-
dattal elegyitjiik a szin megvaltozasaig (mintegy
150 ml sziikséges). Az oldatot cs6kkentett nyoma-
son 200 ml térfogatra beparoljuk, 200 ml vizzel ele-
gyitjik é a metanolt eltavolitjuk, amelynek soran
szilard terméket kapunk. A terméket 0,25 mol/1 vi-
zes natrium-hidrogén-szulfit oldattal és hideg viz-
zel kezeljiikk, majd szirjiik. Széritas utdn a sziire-
déket poritjuk és 4 Oran keresztill 200 ml éter/he-
xan 1:1 elegyben keverjiik. Ezutan sziirjik és sily-
allandéséagig szaritjuk. fgy 15 g cim szerinti termé-
ket kapunk (az elméleti 89,7%-a). Szilikagélen
kloroform/metanol 95:5 eleggyel kromatografal-
juk, az olvadaspont 143—145 °C, [a])¥=-—72°
(c=1, metanol/metilénklorid 1:1), [o]3=90°,

FAB tomegspektrometria m/e (relativ intenzi-
tas): 1036 (MNa-H+, 11,6), 1014 (M+,100), 998
(27), 809 (88);

FAB (negativ ion): 1063 (4,5), 1012 (M—-2H,
100), 922 (56), 723 (48).

VRK: R¢(A) =0,48, R¢(G)=0,8;

HPLC: RT(A)=19,3 perc,

Elemanalizis a Cs2HgN;O10S: 6sszegképlet alap-
jan:
szamolt: C 61,58%, H 6,66%, N 9,67%, S 6,32%,
taldlt: = C 60,25%, H 6,67%, N 9,85%, S 6,89%.

Szabadalmi igénypontok

1. Eljarés uj, (I) altalanos képlet vegyiiletek,
mely képletben
P jelentése Phe vagy Phe(4'-Alk), csoport,
jelentése D-Leu, D-Ile, D-Tyr, vagy D-Tyr
(Et) csoport,
jelentése NH,, NHAIk, amennyiben Z jelen-
tése egyszeres kotés, vagy -OH, csoport,
jelentése D-Pro, L-Pro, vagy amennyiben
Y és Z az altalanos képletbdl hidnyzik, -OH
csoport,
jelentése Val, Abu, Ala, Gly, Lys, vagy Chg
csoport,
jelentése D-Arg, L-Arg, vagy egyszeres ko-
tés, ha Y jelentése -OH csoport,
n jelentése 0 vagy 1,
Alk jelentése 1—4 szénatomos alkilcsoport,
elBallitasara, azzal jellemezve, hogy egy adott eset-
ben védScsoportokat tartalmazé (11) altaldnos kép-
letd vegyiiletet, mely képletben '
X, P, A, W, Z é Y jelentése a fentiekben meg-
adott,
Q' és Q? jelentése hidrogénatom vagy egy védécso-
port,
Cap jelentése B,B-cikloalkilén-propionsav, mely a
B-helyzetben 3- Q'-csoportot és a cikloalkilén-lanc-
ban 4—5 szénatomJt tartalmaz,
oxidativ uton ciklizalunk, adott esetben eltdvolit-
juk a védBcsoportokat, és kivant esetben a kovet-
kez8 reakci6kat hajtjuk végre barmilyen sorrend-
ben: .
a kapott W helyén -OH csoportot tartalmazé (I) al-
talanos  képletl vegyiiletet kivant esetben
(NH,)-W-Z-Y képleti vegyiilettel — amely kép-

X
Y
w

A
Z

-16-



letben W, Z, Y jelentése a fentickben megadott —
reagéltatunk egy karbodiimid jelenlétében, vagy a
kapott, -OH csoportot tartalmazé (I) altalanos
képletd Pro(OH) vegylletet kivant esetben
(NH,)-Z-Y &ltalanos képletl vegyiilettel — amely
képletben Z és Y jelentése a fentickben megadott
— reagdéltatunk egy karbodiimid jelenlétében. (El-
sObbség: 1984. 02. 15.)

2. Az igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy olyan (II) &ltaldnos képletd vegyiiletet
hasznalunk, ahol Q! és Q? jelentése hidrogénatom,
Cap, X, P, A, W, Z &5 Y jelentése az 1. igénypont-
ban megadott. (Els6bbség: 1984. 02.15.)

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy olyan (II) ltaldnos képlet( vegyiiletet
hasznalunk, ahol Q' és Q? jelentése acetamino-me-
til-csoport, Cap, X, P, A, W, Zés Y jelentése az 1.
igénypontban megadott. (Els8bbség: 1984. 02. 15.)

4, Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy a ciklizdciot jod jelenlétében hajtjuk
végre. (ElsGbbség: 1984. 02. 15.)

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy a ciklizAci6t egy ferricianid jelenlété-
ben hajtjuk végre. (Elsbbség: 1984. 02. 15.) -

6. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy az Y helyén -OH csoportot tartalma-
z6 (I) altaldnos képletli vegyliletet Arg(NH,)-vel
reagéltatjuk. (Els6bbség: 1984. 02. 15.)

7. Az 1. igénypont szerinti eljaras olyan (I) élta-
l4nos képletd vegyiilet elGéllitasara, mely képlet-
ben
n jelentése 1,

X jelentése D-Tyr(Et) csoport,

P jelentése Phe csoport,

A jelentése Val csoport,

W jelentése Pro csoport,

Z jelentése Arg csoport,

Y jelentése NH, csoport,

azzal jellemezve, hogy a megfeleld kiindulasi ve-
gyuleteket reagaltatjuk. (ElsGbbség: 1984, 02. 15.)

8. Az 1. igénypont szerinti eljaras olyan (I) alta-
lanos képletd vegyiiletek elallitasara, mely képlet-
ben
n jelentése 1, '

X jelentése D-Tyr(Et) csoport,

P jelentése Phe vagy Phe(4'-Et) csoport,

A jelentése Val vagy Abu csoport,

W jelentése L-Pro vagy D-Pro csoport,

Z jelentése Arg csoport és

Y jelentése NH; csoport,

azzal jellemezve, hogy a megfelel6 kiindulasi ve-
gyilleteket reagaltatjuk. (Els6bbség: 1984. 02. 15.)

9. Eljaras az (I) altalénos képletl vegyiileteket
hatéanyagként tartalmazd gydgyaszati készitmény
eldallitaséra, azzal jellemezve, hogy egy, az 1-—8.
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igénypontok barmelyike szerint eldallitott (I) alta-
lanos képlet(i vegyiiletet — amely képletben P, X,
Y, W, A, Z, n jelentése az 1. igénypontban meg-
adott — egy gyégyaszatilag alkalmas hordozéval
és/vagy higitészerrel dsszekeveriink & gydgyaszati
készitménnyé szereliink ki. (ElsGbbség: 1984. 02,
15.)

10. Eljarés 0j, (I) 4ltaladnos képletli vegyiiletek,
amely képletben
jelentése Phe csoport,
jelentése D-Leu, D-Ile, D-Tyr vagy
D-Tyr(Et) csoport,
jelentése NH,, NH-Alk vagy -OH csoport,
jelentése Pro csoport,
jelentése Val csoport,
jelentése D-Arg vagy L-Arg csoport,
jelentése 1,
Alk jelentése 1—4 szénatomos alkilcsoport,

SNPg< XD

“elballitasara, azzal jellemezve, hogy egy adott eset-

ben védécsoportokat tartalmazé (II) dltalanos kép-
letl vegyiiletet, amely képletben X, P, A, W, Z és
Y jelentése a targyi kérben megadott,

Q! és ® jelentése hidrogénatom vagy egy véds-
csoport,

Cap jelentése 8,8-cikloalkilén-propionsav, amely a
B-helyzetben S-Q' -csoportot és a cikloalkilén-lanc-
ban S szénatomot tartalmaz, oxidativ iiton cikliza-
lunk és az adott esetben jelenlévd véddesoportokat
eltavolitjuk. (ElsGbbség: 1983. 02. 16.)

11. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy olyan (II) altalanos képletii vegyiiletet
hasznélunk, ahol Q' és Q? jelentése hidrogénatom,
Cap, X, P, A, W, Zés Y jelentése a 10. igénypont-
ban megadott. (Elsdbbség: 1983. 02. 16.)

12. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy a ciklizaciot egy ferricianid jelenlété-
ben hajtjuk végre. (Els6bbség: 1983. 02. 16.)

13. A 10 igénypont szerinti eljaras olyan (I) lta-
lanos képletl vegyiilet eldallitdsara, amely képlet-
ben
X jelentése D-Tyr(Et) csoport,

Y jelentése NH; csoport,

P, A, W, Z és n jelentése a 10. igénypontban meg-
adott, azzal jellemezve, hogy a megfeleld kiindula-
si vegyiileteket reagdltatjuk. (ElsGbbség: 1983. 02.
16.)

14. Eljaras az (1) altalanos képletl vegyileteket
hatéanyagként tartalmazé gyogyaszati készitmény
eldallitasara, azzal jellemezve, hogy egy, a 10—13.
igénypontok béarmelyike szerint eléallitott (I) alta-
lanos képleti vegyiiletet — amely képletben P, X,
Y, W, A, Z, n jelentése a 10. igénypontban meg-
adott — egy gyOgyéaszatilag alkalmas hordozoéval
és/vagy higitdszerrel dsszekeveriink és gybgyészati
készitménnyé szereliink ki. (ElsObbség: 1983. 02.
16.)

1 db rajz

Kiadja az Orszagos Talalmanyi Hivatal-
A kiadasért felel: Himer Zoltan osztalyvezeld
Megjelent a Miszaki Kényvkiado gondozasaban
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Nemzetk6zi osztélyozas: C 07 K 7/16
A 61 K 37/34

CH2CO~X-PnA~Asn-Cys~W-Z-Y

//’CH2-CH2\\
(CH,) C (1)
CH2——CH2
S S
4
Cap=X-P~A=Asn-Cys--li-Z=Y
5-0 $-0

Capeli=PeAcAgn-Cyg='l=Z-Y

(11)

SH SH
CHP—CC-X-Pho—A—Asn-C/s—FrCuArg~Y
/CHé——CH%\
/
(cH..) \
2'n C (1v)
///
CHZ"' CH?
5~ S
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