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(57) Kivonat

A talalmany targyat Trp aminosavat tartalmazé peptidek szintézisére szolgalo, szilard fazisu eljaras képezi.
A talédlmany szerinti eljaras soran - a technika allasa szerinti jelenlegi irdnyzattal ellentétben — a szintézis soran a triptofan

aminosavak oldallancai ideiglenesen védve vannak, ami a triptofan-tartalmu LHRH analégok (példaul a [D-Trp6]-LHRH)
esetén javitja a kitermelést.



EHderds Trp awmbnosavat-tartolmard peplid sdiniaicdre

A saddhmdny thrgyd Trp aminosaval tartalmazd peptidek szintSzisére seolpdld, seildnd Sieist alkalmazd

ards képesd,

A hutehizdlé hovmony felwzabaditd hormon (LHRHY @ hipotalamuss dkal trmell nesrotoansamitter,
amely stabilizdfie 2 loteiniadld hormon (LHRH 65 2 tised sivnldld hormon {FSH) szekrdoloidt sz agyalapt mi
rigybdl, amelyek viezomt salerold hommwaek - mint peldaul tesrtoszteran - szintdzisét stimulshiak ar varmin-
gyekben. Sok LHREH peptid analig {asz példdal agonistik & antagonistad) meptalithatd jelonleg o kereskede
ientben, a7 endometridads, provatata vék, precocius pubertds & més hormornehSzvetitet rendelionssséy beveléss
re. Az fiyer LHRE snsbigok saingéaise bonyolalt é koftsdges

A seilfnd Shsicd peptid saintduist ay IR63as Svben verstidk be, aveal a sudnddiksl, hogy megoldidk w

oldatfieist poptidezintézissel kaposolmos sok kbniterndk tieztssl probidmdr [Stewant &8 misal, Solid Phase
eptide Synthesis, Merce Chemical Co., 2. Kiaddy, (19843 A seildnd Sizist peptid seimtédals sordn a3 aneionss-
vakat birmely kivént szekvencidih peptddé Alfituk Gsee (3xaz Seseekaposeiink) oly axdden, hogy 2 peptididne
egyik vége {mint péiddnd & C-toralndllsy ohdbatatian hordordhor yan shgitve. Mitdn a kivint seehveneidt
hordondn dsssckapesoltuk, 3 peptidet sidna lovalasatiul {psldin! lehasitjak) @ hordozdrdl

A& 4,019,125 laistromszémd US szabadalom (19771 fdda fo o (ERTrp® LR srintéaisdt, amelyban ax
LHRH agovishr e aminosavibdl négyrek sz oldallinead videnek {(azaz L—hiszticiii{mz’ii}, szerilthenzil),
a2 6--CH-Baly & Lewrginiiftozil)). Azonban Cov &s munketdrssi [Coy 65 mutsals Int. § Peptide Protein
Res, 14 359 (1879 kéobbh srdmoy tovibbi LHRH snalog auintérisdrd! sxdmolisk be, amelyben mininudiis ol
dathine védetom - mint példiod sdképadses védelem ax arginin oseidhen {asaz Arg x BN kivals Kitermeldscker
metion 3 megleleld viédet! szintszissel Deseehasonlitva, A nldimdnyi pondolat azon a felfederdsen alapsuik,
hogy - ellentéthen 3 technika dHésa szevind seon wényzattal hogy ne vadiih az amivosavak oldallineadt az
LHBH analdgok szintézise sorfn - ¢ triptafin auinesay védelme 8 sailied Relst seintéuis sordn valdban javitia
a trigtofin andnogavval rendstioesd LHRH analdgek (mint palddnd a ID-Trp" FLERH) Gtermelését.

& 4,369,927 Tyjstromsxdm USA-beli szabadalom feltdr peptidelet, kiimitik deloapeptideker. Bxekben a
peptidekben kdvetelmdny, hogy & D-Phe legyen a mésodik amivusay 8 szekvencidban, Nincsenek folisrva olysn
bioaktly LHRH —exfirmandhak, amelyekben hiseiidin van & micodik pozicidhan.

A DR 3,931,731 sedvs seshadabmi dobamentom feltdrie (B Trp®JLHRY seilénd fizb sxintéaisét poli-
il gyantdn, A szintisls kikeszndlia a poliakedl gyanta hidrofil tulgidonsagdt, mellvel 8 polisetivel gyands vem
sendellenik,

A BE 904,438 szdmd szabadalmi dokumentuny feltéria [DTrp ILHRH szilard fieist suinidaiséy, ahol a
triptofiin indolosoportiat formilosoport védi, & amiben 2 peptid benshidril-amino-poliartivei-1S-divinil-benznl
kopolimer benshidrilamino-polimenidher kiddik, A denahidril-amino-polimer hidrofil adaidonadgokkal ren-
detkezik.

A widlmdny sgy aspektisa szerint 2 Bldlodny Wrgrd kdpead av {1) dltaldnos kepletd peptid clédliftssdes
szoigdld eljavds:

pG -t Tep-Sar-Tyr-ENTrg-Low-Ang-Fro-Gly-dils |

{Iykeplet
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a His sminosaval tetfosoport v8d1 & valamenmyd Trp aminosay ndobKH-csoporija védel,

&s ax ofjduis 8 kdvetkezd Kpdsekbsl &l

{2} Boo-Gly céalamsaiat Kidemetilozewt polisztivol gyantivs kapesofiuk, mishal Boo-Gly-gvanift kapunk;

{bya Boo-Gly-gyantdt védbusoport-mentesititk Gey, hogy o Boo-Gly-gyantat dsszekeveriik Boo shidva-

Hedndra szolgdld szerves sevkeverdikel, ovtlial HaR-Gly-gyanta szorves savval Képaett s6i&s kapiuk;

(¢} bazissal sendegesititk a HN-Gly-gyanta szerves savval Rdpeett sdid, widkial HN-Gly-gyandit ka-
punk;

{4} a HoN-Givegvantal Boc-cramin védet arninosavval kaposohink, amely védelt mninosay meglelel as
{Ey slalduns képlet seerinti kivetkezd anvinosaviak a C-ternvindlisrdl ax NetormindHs frdnydba haladvy, amely
kapesolds a kivetkezd Jpiaelbpl alt:

(¥ 2 HN<Ghygyamdt Boo-granan védett aminosivyal reagdhiatiok peptid kapesold dgems jelenidisben,
nidital Bocvddett kapusolt teomsket kapund;

{1} & Boe csoportot lehasitfuk a Boevddett Kapesolt tormékeld oly oxddon, hogy & Baoc-védelt kapesolt

ternidket Bog~iohasitd szerves savvad keverjih Ssees, midital kapcsolt termdl

4 kapunk;

{111} a kapesolt termdket a kveikezd Hoc-o-araln védelt ninosaveal reagditathub peptid kaposold dpens

f..» N

elenisidben, oddital Boo-védett Kapesolt termeket kapunk;

{ivy a Boo csopetot Tehas

Juk & Boo-vidett Kaposolt termeket! ofy médon, hogy & Bovwwddett Kaposel
termdket Boc-lohasito szorves savval beverfik Sesze, midhal megkapiok 2 kovetkezd kaposol torméket;

v a () & o {dXIY) Bpdseket addig ismételitk, mipg sz (1) dlialanos Répletl poptid Nutenminalis ami
nosavit is hozadkapesoljuk €5 ax N-terndndlis snunosav Boo-osoportjst is lebasitiuk, S5

a His smingsav tozil oldalldne-vidiosoportidt eltdvaliul,

midltal védett befujezett poptid-gynntat kapunk;

(e} a védett befejenstt peptithgyantdt hasitjok &s 3 véddesoportokat elidvolithek, ridhal megkapiel sz (1
altaldnos képletl pepiidet, hastids és védosoport-altavolltas sordn 8 kévetkesd Kpdselet hajthulo végre:

€ 8 védett befiforett peptidugvantdbdl oldatot késeittnk metanolkozombds poliris aprotikus olddszer
Keverékben;

(it} sz oldatet mintegy U °C s mintegy 10 7°C kowd b

(i) armmdnia pdat vagy etilarcin géet bubardkoltafunk lassan ax oldatba 2 hilss formtartdsa melien, amig
aw oidat keiiﬁképpan Telithdik aroradmidval, midhal teiftett oldatat kapank;

{iv) a tolitost oldator hitds nd ikl mintegy 15-36 Grd &t kevertofitk, mig 8 szabad metildsater (9bh, puig
$3%-a atalaked 7 mepfeleld amiddd - wownnyiben ammdniz géot hesandlonk - vagy 3 megfeleld etfamdddd,
amennyiben efilamin gdzt slkabmazunk; &5

{2 peptidet az oldathd] iroldiik.

A forgl, taldlndey szerht elifeds egy wisik 26nyds megvaldaitdsi midia szerint ag eat Rbzvetieald
megeléad olifris sordn egymast kbvetden olonyvisen & kbvelkezd Roc-o-amin sminosavakat kapoachuk dasze a

Ctermindiised] ar MNeteroduddis feld haladva: Mea-Boc-L-prolis, N-o-Boo-L-arginin x HUL Ren-Boo-Leleuciy,
Neg-Boe-Siriptofin N -indol-formil), Nen-Bog-Letirozin, Neg-Bog-L-szerin hidedt, Noo-Boo-iptofia(M -io-
ded-formil), Nea-Boo-L-hisztidinttozii-oiliohesiiamin s& & plrogheanmireay.

A talilmioy seerint elidrds egy mdalk olduyds megvalositdst modfa saerint ax ent kavetientl megeltded
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elfdrds sorin eldnytacn a Trp ofdalidne formil vidSosoporiidt ammdnidt, primer aming vagy szekunder aming 8s

o

athobolt tartatmasd oldatial végren kexeléssel thvolitjuk ol

A taldlnudny scorisntl ofjdeds ogy masik olbayd megvaldslissd mddia seerint oz ot kdzvetiondl megeidad
shidards sovdn slfnydsen ammdnif 5 metanolt tarialmaed oldatot alkabmasunk.

¥

A tatdlmbny srering olidnie sgy macik oltnyds megvaldaiiisi médin seerind ax oxt kBavetlontt megeltiad

eljdréshan elfnyisen a2 oldabhdt tridad peptid lzoldlis sovde

¥

{1} 57 oldstot losalaik 8x czzel saiivletet dllitunk o8 &

{1} & seirlotet koronntrgliuk.

A talalmdny szevinti elidrds ogy masik eldnyds megvalésitdst madis sxerint ax ezt kbeverlentl megeldad
sliirds sovdn I-hidroxi-hensotriaselt (HORT) is atkabmaznnk, amikor Neo-Boo-Dxriptefan{ N indal-formid-,
Kea-Boc-Lotirozint, N-u-Boo-Leszerin hidvitol €5 Neo-Boo-triptofan{N ~indob-formil-t kaposolunl.

A tabilminy ogy mdak aspekiusa srerint a taléiminy Mrgydt & fond rocgadait & definddl (1) dltaldnos

<
1

Képletl pepiid snlided fledsd reividuisére s2olgdlo elidrgs képer,

shiad 2 effdrdc sord ideiglonesen mindegyik triptofin amincsavat ofvim oldallane védbesoponttal ltjuk
by "3

of, amely bindera labilis, shol 2 véddcsoportot az (1), altaldnos képlett poptid seildrd Sizisrs] ietdnd lehasitdsn

sockn votitiul of bdzissal végzeRt resdoidhan,

A faléimdny szerint ofjards epy ofdnyds megvaldslidsl mddia searint ax et hdzvetlent! megeldzd eljdnis
soran Trp vagy D-Trp oldallane véddesoportként seilt csoportot atkalmazunk,

A taliimdny svering oifSods ogy midclk ol0ayds meegveldsitdst modie seerint ax ext klzvetlentt! megeldsd
clidrds sovim @ Trp vapy BTrp oblalidne védSesoport elifeolitdsdl rowndaids, primer sodint vagy szekunder
avdnt & alkchol tartalimazd oldatial 1rténd kezelssel végoarik.

A taldimany szevintl olfdrds agy masik lnyts megvalteitdst mddin szerint ax ezt kdovetlon megeltatd

slifrds soran oldalléne véddesoportkdnt formiiesoportot atkalmazunk s » fethacendlt bieh arumdnids tartalmaed
metanot aidat,

Boviditdsek:

BOC = vhotoxi~karhoni

Cit = pitndlin

PeACAls = cisa-3-{4-plrazinif-Rarhordlamino-cikiohexil) alanin

hArg{Bu) = N-guanidino{huti-homoarginin

hArg{E: = NN -zusnidine-{dimetii Fhemoarginin

BAGg{CHLCE i)y = NN -gusnidino-bisz-{2 2 2-rifhuorpeti homoargidn

HORT = Lhidrogi-baneotniazel

LysliFe} = Wdzopropib-lisin

8-Nal = B-Faafilaleotn wagy B-I-naBlilalanin, arveonyviben miskdnt now jelezank

Kolys = Nonikotingti-lidn

Pal= piridilalanin

o Ch-Phe = 3-{&kidrfeniDalanin

pF-Phe = 3-{d-fuorfendlalanin

PieLys = Npikolinoib-Hzin

(ial = kinolibalanin
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Asnennyiben masként nom jolbliak, ar i alkalmazott Sssees tochnikal & tndombnvos kifgiczds slaft 2
szzkemaber szdmmies Mtalinossdgban fumert jolentdst Srfik.

Az {5 dltaldnos képlatl peptid eldstithate siléed fxdad peptidezintézis sepfedpdvel Bookémidt alkal
magva Merrifield-gyvantin, majd @ peptidet 5 gyantdrdl smmoniat, priver amint vagy szekunder soint {artalma-
z6 alkohedos oldatial lehasitva, hogy a kivant peptided megkapiuk.

& taldhmany szerintl flven cljdrdsban sz olsd Mpds a Crtormindlis aminosay « Boe-Gly odzhuny sdidnak
hapossldse & Merifleldgyvantira danter kitdaen koreszl, & Roc-Gly odzium sdidnak kislakitasdhos a Boe-Gly
aminosavat efziwm-karhondthoz adink bozzs metannd és vin keverdkében, & Boo-Gly odzivm séjédt vékuwaban

mependeitiuk S utdna reapdlod bagy

i3 polisstivol kidrmetil-benzll cooporyjaival vizmentes polérhs sprotikus
oiddszerben, mind péidsul dhaptilo-Remanidban {DMF) Bat ¢ reakoitt mintegy 24-48 drdn Keresztitl vigeueank,
clbnyOoen 36 drdn kereszil mintegy 43-60 °C hfadrsékicton, oifnvisen 58 “Ceon, A reakoitha vitt grandt le
seiinpiik, vizze!l, polénis aprm:fkus widaszerrel - mint péiddul BMFE - & aslkobolial - ming pdlddal metanol ~ mos-
suk, majd silvallanddeipiy szdrigul, clbuydsen oxthkentett nyomds alalt. A& szdrintd gyaotdt megyizsgathatiu
a Boo-Gly amibnosay tarialomea, amelyet nunol Gly wvdnnsay per gramey sedvaz gyants drickbon fRezatk K &
szaraitodt Sodket hasendlivk fol @ hapesoldst reakeld méreidnek meghatirozdsdra ar ext kivntd anyaglethasand-
fasokhon 45 o clodlal btermelés kbsedmitdadhon,

Az (1} altalémos Répietl poptid seiddzise végrehajthatsd fivey reskiorbe helyezett Boo-Gly gyantdn, ahola
realitor alfdn zeagoritott Gvegealvd helyeskedih o, A resltort mevhanikus koverbvel kevertetjiik ¢s az firfidsches
inert gis nyomdst alkalmazank - mint péiddnd nitrogdn nyomdst - hogy 3 fobvaddhot a realior aljdn elbebyezntt

zsugoritol dvegasiirdn kevesztinyomink, mig & gyvanta vissramarad a reaktorban. Eldszor olidvolitiuk a Rog-

Gly Boo csoportjdt & Gly gyantdqed! (azax lehasitjuk o widdosoportet) oly mddon, hogy & Gly gyanidt Rétezer

&

1.

Seszekeveriik kidrozowt olddszerben késziilt snerves sy oidatial - ellnydsen 23 triffowr-costsay {TFA)
dikbirmetinban (BCM) - eldszte mintegy 2 pore ididartomen &5 widns mintegy 35 peve id8tantamrs, amit witre-
edn nyomicsal segliett selirds kvet, A Gly geanidt hivovseor mossuk DOM-ben & kdtszer afbohollal, ming
péidad ropropit alkoboilal G"A 3 85 ax evedudnyd kapott amine-TFS 36t kdiszer seadegesititk kdnlmbis ob
dbszerhen készih bieis oldattal, olluydsen % tlotffamin blzivsel DOM-ben, egyonként mibutegy 3 peorceig
magd Tsndt hdromgant mossak BCOMeben: A mvat® widns 2.8 molicls okvivalons Boc wamdng védelt sminosay
Keverskiel kupesoljnk - ahol sz aminosay megfelel az () dlaldnos képlel szerinti aminosavaluwk a O
termindlised] sz N-termuindlis vég felé haludva - Kpésenként pepiid kaposold sgenst haszogiva ~ alinydaen
diizepropil-kachodiimid {DI0) ~ polarts apraiibus olddssomrst képeeit - eldnytsen DMEDICM kaverdk - reakeis
elegyben. Minden egyves kaposclist DME &y DOM mosdsok kdvetnel A gyantdt Kalser ke ninkidrin fesattst
vizsgithanuk sx egyes kaposolisok weliességdre, Kivdve sz arginin eset¢hen, amilor izatint alkalmarhatunk 8
visszamandd nem-Raposolt prolin szekunder smingdoak Kimutatdsdra, A Boc csoportot sBivelitjuk ne egyes
kaposnlt amdnosavakedl 2 fontebd foin eanteléar ktvelden, Eibnydsen a taliimdny szerintl seinddaiy sovdn a ko-
vetkead, az (1) sHaldnos Néplet aminosavainak meglelsld védett aminosavakat alkalmazzuk: N-Boo-Lprolin,
Mege-Booloarginin x HOL Nee-Boo-L-lenchy, Nax-Boo-Dtriptofin{ N vindol- s, N-o-Boo-Letirozin, M-
Roo-Loszerin hidett, Nea-Bog-L-hisstidin{tozi-cikiohexilomin s6 & plroghaaniusay,

-fidroni-benzotrinned IDBT) &y alkalmazhaté (3-5 ekvivalens} amikor D-Trp, Tye, Ser & Trp wédet
szdrmazdhait bapcsolink, A hisztidin touil oldaline vid8osaportdt kit HOBT/DME kezeldasel tdvolitiuk of ~

egveniént egy 6ra iddariamban - a2 wielsd aminssay kaposolds utdn. & Boo-D-triptofin &s a Boed Lewiptofin
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amivosavak oldalfdocokon védetiek formil csoporttat sz indolgyvivd nitrogdnidn, & fornd! csoportot kdadbh &
poptid grant@rd] {@riend lohasitdss sordn bizls segltsdgével végeraitk.

A befejezelt peptid-gvanist elérs lemént :a:s;ngcss’s’ton fveg sziivdttiosdrbe mossuk kdedodds kidraamit o
dészevrel - mint péiddul DOM - kébvzer mosspk slkcholial - mint példdnt metunol - & vilimundan megsaiel-
k. A megszaritod peptid-gyamiat egyliteres hivommyakd pdamblombikhe vivetk 81 A ghmblombikhor @1
arfayd nuetanolTIME koveedket adunk, nuntegy 18 midfiliter per graom pepid-gyante mennyiségben. Ax oida-
et mintegy B0 0 alé Bk, & amennyiben a peptid C-tormindils amididra van sciikadgiink, amménia géet bo-
borskoltatund 8 lassan, erdtelies hfttds Kdsben, mig az oldat 16§ telitett new ese (mintogy ¥ éra tovéhdi idbuar-
tamt) amikor a peptid & grantdrd] felazabadd szabad metiiszier kistitoondk formaidban, Az oldmnt tovidk ke-

vertetiih hitds nélal mintegy 1536 dndn kereszit]; czen id®artam alait o sxabad metifdantey 100h mint nintegy
9% szazaléka alakul & @ peogfoleld wnid tormdkkd. A reakeid slbrchaladdss Kdvethatd - példdal nagymyvomasd

olvaddl kromatografia {HPE ) alkalmazdstval ~ &5 Tedilithard, amibor a kivior mértdkl dnlakids megittdat.
& termdlet oidatban Josalelik asuporiiol (vegsalied segisdgdvel €5 o gyantdl metanollal valurdrt Tl -dal
whbanty Stocasul. Ax dsszes mosdst &5 8 seliletcket nagyon sivlh oladiy bepdroljok. Etilacetdtot adunk hoxed &
a3 oldat eldtrasiidadvel 3 tonméket szibard allapotba hozavk, sz olddsrert ledniidk & v «ldSrzadldst etifacntdntal
megismdiebik. A nyees rmeket metanolban feloldick s sgyentd Wrlhgats 4N ecetsavat adenk hozed. Axolde

ot koocenirifuk 22 Ssares rovtanol slidvadidisiea. A termudket AN scgtsavval Hgijuk.

A peptil C-termindlls atilareid form$fdl dgy :E;Eiiﬁaat}uk 218, hogy ax amndnidt etifarninnad helyetiesigink

3 jelen bekezddst kizvetlonitl megeidzd bokendds srering elifivdshan, amelyvben sw oldat hémdrséhlotds mintegy
16 °C alatt tergjuk sz ofdst etflominnal drtdnd tolftdse sordn 45 efdnvésen mintegy 5 C $u mintegy 15 °C karsy

tartiuk.
A myers lermdRet me gt fsztithatiek tamdtelt forditon Baish proparativ kromatografids futtatdsokkal €5 lio-
filizdliok » vigtoomék ol6sliitasd

A szakember sadmdra egydrtelmd, hogy ms odddezer rendszerel fs alkalmardbatdk, nem koridiead érte-

lembent beledrive 3 kOvetkexdket slzowony molekolatlimegt alkoholok, ming plddul stancl, pmpemai,
tzopropanci, butsnol, izobutanad, teve-butsne] és mie hasonlsk, tovabbi polide aprotilus olddszerck &s czek ke-
verdkei.

A taldlmdny megvaldsitdsl médiat:
i példa
phe-His-TrpeSee-Tor-0- TroeLen- Arg-Pro-Qly-NH, D-Tre LR E-NH, ) szintézis

FO-Trp TLHRH-NIG peptidet allitotenk o18 seilind faded peptid sxintéals se g.jtségévei Bov kénda &b

kalmazasieal Merrifield-gyantdn, amit 2 peg}tid gyantars! Wrided lebusiidsn kivelelt mastanolos armmdnidval,

hogy eltalitsek o kivint peptidet.

Az elidray sordn az clad Bpdshen a O-torminalis aminosav - Boc-ghotn - odxhum sdjat kapeaohuk hozed o
Merrifield-gyantther egy észter kétdsen keresztil A Boo-glich cdxhem stjdmk eldallitdshor Boe-glicint
(40,9 g} reagaliantuek odehen kackoastial (37,9 &) metanob-viz keverdbheon (80 i mll A Boc-ghivia céehum
séiar vikuamban megsairficitnk g whion reagiiol hagyvtuk a polisativel grdngydktn Mevrificld-gyanta, Advan-
ced Chemtech, 88,2 ) taldihatd Ridemetii-benzil sscportokkal vizmentes dimutii-formamidban (DMF, 264 mi).
Bzt & reakeist mintegy 36 drin keraszmil végeutl minteyy 50 Chom egy Buchi®™ Mode! 110 sotioids bepirls-

3

készildkben. A reagiatot gyantdt utdna lesziirtil, vivael, DMFP-dal &8 meetanafial nosid, 4o atdna sdiydlian



-

x

dosdgiy sadeflottuk 35 °C alapt vakowaban, A sadriiont grantdl utine megvizsgaitek, hogy mexbddrosaek a
Boc-glisin tartzdmat, amelyet mmol glicln per gramm sedraz gyants sridkben fejeziink ¥, Uy ik, hogy 8
szévdtoll G872 mmolgramm meonyiadgst &rte of 88 oxt hesznditak &l @ haposoldsi reakeld pontos méretének

mghatdrocdadre ax sgyndst kivetd mayaglethasanilisek &s elmeled kitermelds szdmitdzok sardn,

A pepiid sainiézisdl a Bor-glicls

fee -~

grantdn végestik o (14,3 @ amclyet 508 myd ¢

oyatd dyveg rakiorba

N.
le
4
poo’
&
¢

dnk, o reaktornsk mind 2 Gled &v aw aled vigin weugoritott Bvegszird van ellelyeave, A realtont a2 alsd
réaze folfl Whoadk fel ¢ feditdngl kevertettlik (130 fokot fordull o 3 mdsodpere alaty, Elbsxdy & Boo con-
partel tAvolitoituk ol {anar lehasftomuk} ¢ glich gyantded! ofy méden, hogy a gyantdt kétseer 175 mi
dikidrmetioban (DOM késellt 23 sedzalékos rifluor-coctaavval {(TFA) kevertik dssze {2 pere &8 25 pore), ambt
nitrogés wyomdssal segitelt lesxlinds kBvetett. A gyantdt hiwomszor mostely 125 mb dikidrmerdnoat és kétsze
125 mb fzopropd! alkohollal (TPA) &y widna hdromseor mestak 1235 mi dkibometdnnal. &z sredmdnvil kapogt
anving-THA a¢ kétarer 125 ml, DOM-ben kdaxtlt 10% wistilamin bizissal somlegesiiotttk sikalmanksnt 8 por-
cig &5 ismdt hiromszor mostuk dikidrmetdnnal.

A gyantdt oz wdn kapesoldst reakeidha vtk roafd & védOcsoporint eltdvolifothk az alstd kivwetkend
Boo-vidatt aminosavak 2.5 moldris ehvivalens mennyvisdgdvel a kbvetkerd koverskhen: 4.3 mi difzopropih
karboditmid {DIC) 16 ml DMF-ben &8 47 ml DCM-ben; 5,34 g Bov-Loproling 8,93 g Boe-L-arginin s HCY
$,77 g Boc-L-lewein, 8.8 g Boo-Dariptofin(formil), 784 g Boo-L-tivozin, 9,0 g Boo-L-triptefidformil), 6,06 ¢
Bog-Leszevin Hideds, 16 g Boodl hisstidinftosi-oiflohexilfamin s& &5 13,5 g piroglatsminsay. I-hidrwi-
benzotrizzol (HOBT) & alkalpastunk (3-8 skvivalensy a D-Tep, Tyr, Ser s Trp kaposoldsok esetébeon, 73 ml
dimwtii-acctamidot {DMA) hasendltunk a DMF éxa DUM helystt az Arg kaposoldsdna, A gyantdt OWF & DUM
alkabnazdsival mostuk S8 Kaleor-file ninhidrin reabiolecal vizsgdlivk @ keposodds teljességére. & Boc sseportot
ax egyes kaposolt aminosavakeid o fentebd leinak srerint tdvolifotndr el & hisetidin oldalldncot torll sacporgtal
vidtik, amelyet kdtszer! 4,16 5 HOBT kezeldosed Wvoliotund of DMP-ben smesgy Grds id6iantammal 22 atol-
56 aminosay Xapesolasét kdveiden, A Boc-Diriptofin € 2 Boob-riptefin oldaliancokat formidl osoporital véd
ik, amelyet a peptid gyantded! WOrtdnd Rhasitisa scwdn dvolltottunk el

A befojesatt poptidpyrantdt clive lorade zsuporfioll tvey seindidicsdrbe mostuk DM sepitsdgéved, két
szer mosiuk metanollal & vikuomban megsziritonnk. & megsziciton peptidupvantdl egyiiteres hdrommyaka
ghmblombikbe vitthk 8t A gdmblombikhor 1 avdnnd metanol/DIMF keverdket adtunk 1§ m¥gramm peptids
gyanta mennyiségben (380 mi 10,9 oM mérethen). Az oldatot mindegy 19 °C ald btk ¢s ammdnla giat bu-
berdhotizitonk & besan, srdelics hits Idrben, vdg ax oldad O telltcls now kit (mintegy 1 dra tovabbi iddtar-

tamd, Ax oldutot tovibb kevertettlk hiltds ndfi@l mintegy 1838 Gran keresatfil; ezen Wltariam alwt & veabad

wetiidszrer 0hh mint 93 szdzalfke ahdiolt & & weghleld amid tormébke, shogyan ot nagyaynodst fudyadsk
kromatogrdiia (BPLO) slbedmantsdval kdvend et A tormélket oldathan leszlritk zsagorfieR Gvepseied segl-

ségdvel ¢5 2 pyantit metarolial valomint DMP-dal 10bbseir Stmostuk. Az Saves mosist &3 a seildleteket nagyon

siirds olajig bepdrolink rotdelds he;:ériéicésziiiéken 40 °C himérséhiot datt. Edlacerdtot adinnk boezd (30 mi) &s

ax oldat eldirsiissdvel a termdey szitdrd Siapotha hoauk, az olddsrert fodntiatk & ax oldOraxdiést 88 mi
stifacetantal megismaételtik, A hemsay, gumiszerd toondket djszakdn §t atifucctatban dztatiuk €5 a2 olddszert le-
Srsditil, & wyvers tormdket metanciban {70 mb) felolduitik s epyvenld wWrfogatt 4N ecetsaval adtund hozed. Az

oldato rotdoids bepdridkdazitidhen 40 °C himddider alatt %szmcmmﬁimk az dsszes metanol ehtdvollticara. A

wermdket mintepy 315 gramns terndkiiter konventrieidig higituituk 4N vestsavval,



«Fe

A nyers torvasket uthoy ndelt forditot fhebnt kromatogralias fottatdsokkal tsatitctiuk meg & Hofilked-

k@ vigtermeX ol6alidsten (8.4 g, 59% kitermedis) sailind, febér anyag formajiban, amelynek Usatasdga whb,

.

mint $9% wdrickd.



“8.
SEZABABALMI IGENYPONTOX

i, Bijdrds ax aldbbi, | Altaldnos képlett poptid cl6aititdsdra

Trp-Ber-Tye-D-Trp-Lew-Arg-Pro-Gly-XH;
(&

pGla-His-T
sthot

a His aminesavat toziicsopart vidi de valamenayl Trp aminosav indobNH-csoportis videst,
wrzed jellemerve, hogy:

{8y Boe-Gly vdatumsdiat kidraetilezett polisztirol gyanties kaposelink, refdial Boo-Glv-gysotdt kspunk;

(b} & Boo-Gly-gyantat véddcsoport-menteaitiik dgy, hogy s Boo-Gly-gyantdt Ssszekeveriiik Bov sitdvoli-

W

\r‘(

1aedra candgdld szerves savkeoverdkkel, midial HX-Gly pysnta szerves savval képastt s6i kaphuk;

{c) bawissal sembogesiyitk o HN-Gly-gydnta szcrves savval kdpzatt s6idt, misial HN-Gly-geantdt nys-
riiek;

{d) a HoN-Gly-gyantit Boo-c-amin védetl sodnosavval kapesoliuk, amely vidett aminosav megfeled ax
{1} dltaldnos képlet ssevintl soron kdverkezd aminosavnak & C-termindlisedl ax N-termingiis irdnydhe haladva,
amely kaposeids a Kidvetkend pdaskbat &tk

{1y » HN-Gly-gyvantdt peptid kapesold dgans jeleniétdben Boc-o-amin védett aminosavval reagiliatuly,
midlal Boc-védett kapesolt termsket kapunk;

{11} s Boc esoportot lehaslthd a Boovvidet kapesolt terndhed! oiy ey, hogy 3 Booswédett kapesolt

sermeket Boo-lehasio szerves sevval boverjitk dasze, midlia! Raposali terméket Rapund;

{11} 2 kapeosolt temmadket peptid kaposold dgons jeleniétdben a kbvetkesd Bocq-amin védet! aminosavval
reagditatiuk, midhal Boo-védedt nposolt tormeket keponk;

{iv} a Boc csoporiet fehasitiuk 8 Boo-védett kaposoht termékrd! oly mdden, hogy a Boc-védett Kapesalt
tepndket Boo-lebasitd serven savval keverjak Saave, midited megkapiuk a kévetkezd kapesolt termélat;

vy a (D) ds a {d0) Kpdacker addip fnmdrelink, mig az 1 &ltaddnos képleth peptid N-ennindly smi-
HsavaL s hozatkaposoliuk, €3 sz Netormindlis amninesay Boc-caopartiat is lchastjuk, &5

a His amincsay tozil oldallidno-védbesoportjds slidvadiiuk,

midlial védets, befijerelt peptid-gyantit kapaak;

{&) & viédet! befelesntt peptidegyantit hasfiiuk & a védicsoparindug ehdvolitjk, mithal meghkapiok ax {§
dhtalduos keplettt peptidet, nwly hasitds sy védbosoport-eltdvolitds sordn a kivetkexd Kpsseket hajtjuk végre:

o

{1y & védett befojerett poptichgyantdbal nldatol késeiiink metanelkizimbis polirls aprotikus olddszer
Reverékben;

{ify az oldatod mintegy 4 °C s minegy 100 ks higok;

{1y avndnia gdat vagy stilantie gdet bubordkoliatuok fassan az oldaths a biliés fonntartdss mellett, amig
gz oldut kelidRéppen telifdil ammdnidval, midhal wellion oldatot kapunky

{ivy a tolitet olfatt hiitde nélet] mintegy 15236 drdn & kevertefitk, amig a seabad metiidsater 180h mint
G5%eea dtalakul 2 megheleld amiddd - amenoyiben smmdnls gdot haszadhunk - vagy ¢ megfeleld cttlamidds,

stnernviben stilamin pdst alkaboseunk &

&) T
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