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A taldlmdny tirgya eljérds X—A-A3-A,~As—A-Ag-

Ay-A-Y (1) dltalanos képletd peptidek és sdik

el6éllitasara.
Az (1) altaldnos képletben

X jelentése amino-végcsoport, amely lehet hidrogén-
atom, kétértékli 2-8 szénatomoszdmii alkanoil-,
benziloxi karbonil- vagy t-butoxi-karbonilcsoport;

A, jelentése Gly-Asp, Tyr-Pro-Ile-Pro, Tyr-Glu-Pro-
Tiq, Tyr-Glu-Pro-Ile-Pro, Tyr-Glu-Ile-Pro, Npa-
Pro-Ile Pro, Tyr-Glu-Pro-Pro, Tyr-Glu-Pro-Ile,
Phe-Glu-Pro-Ile-Pro, vagy Glu-Pro-Ile-Pro;

A, jelentése Phe, SubPhe, pChloroPhe,
NMePhe vagy egy kotés;

D-Phe,

A leirds terjedelme: 8 oldal

A, jelentése Glu vagy Asp
A, jelentése Glu, Asp, Ala vagy egy kotés;
As jelentése Ile, Val, Leu, Nle, Ala, D-Leu vagy egy
kotés;
A, jelentése Glu, Asp vagy egy kotés;
Ag jelentése Glu, Asp vagy egy kotés;
Ay jelentése Tyr, I-Tyr, D-Tyr, Cha vagy egy kotés;
Ay jelentése Asp, D-Asp, Asn, Glu, D-Glur vagy Gin;
Y jelentése hidroxil- vagy aminocsoport.
A taldlmény szerinti eljardssal elallitott peptidek
véralvaddsgitlé hatasiak.
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A taldlméany targya eljaras 4 (1) altalanos képletd vér-
alvaddsgatld hatdst peptidek, valamint ezeket a pepti-
deket hatbéanyagként tartalmazé gyodgyszerkészitmé-
nyek eldallitasara.

A véralvadasgétld szerek fontos gydgyszerészeti
hatéanyagok példaul akut mélyvénis thrombosis, tidd-
embolia, akut végtag artéria embdlia, szivizom infark-
tus, és eloszlott éredényen beliili koagulacio kezelésé-
re. A véralvadasgatlok megel6z6 alkalmazasa megel6zi
az embdlia kialakuldsit olyan betegekben, akik reu-
mas, vagy érelmeszesedéses szivbetegségben szenved-
nek, és megel6z bizonyos thrombo-embdlids kompli-
kacidkat operacidk sordn. A véralvadasgatldk alkalma-
zasa ugyancsak alkalmas artéria és agyér betegségek
kezelésére. Az artéria thrombosis kiilongsen a sziviz-
mot és az agyat ellatd artéridkban halalhoz vezet.

A 65 aminosav egységbdl allé hirudin polipeptidet
pidca nyalmirigyébdl izolaltdk [Markwardt, F. and
Walsmann, P. (1976), Hoppe-Seyler’s Z. Physiol.
Chem. 348, 1381-1386 (1976)]. A peptid teljes
aminosav szekvencidjat Dodl, J. et al. FEBS Lett 165,
180-183 (1984) ismertette. Tovabba azt is leirtak, hogy
a hirudin C-termindlis részén kell lenni a fntos kotGdési
helyeknek [Chang, J. FEBS Lett. 164, 307 (1983)].

A Hirudin thrombin specifikus inhibitor és ennél-
fogva alkalmazhaté véralvadasgatlé szerként. Klinikai
alkalmazasa azonban nehézségekbe ttkdzik, mivel pio-
cakbol extrahdlva nem elég nagy mennyiségben &ll
rendelkezésre, valamint koltséges az elGallitdsa, és sok
esetben ilyen nagyméret(i fehérjék adagoldsa esetében
a szervezetben alllergids reakcidk fejlédnek ki.

Vizsgalataink kezdetén felfedeztiik a hirudin egy
specifikus fragmensét, amely — legaldbb részben — hor-
dozza a véralvaddsgatlo tulajdonsdgot. Ezt a peptid
fragmenst (amely az 55-65 aminosav egységek kozoiti
peptid fragmens a hirudinban) kémiailag szintetizdituk
€s kimutattuk hogy a thrombin felismerési receptorhoz
kotddik, a kotddési receptor egység térbelileg jelentd-
sen eltér az enzim hasitési helytdl. Kimutathatd, hogy a
szintetikus peptidek kétédése versengSen megakadé-
lyozza a thrombin felismerési receptorhoz val6 fibrino-
gén kotédését, amely alapvetd feltétele a fibrin képzs-
désnek €s a vérrog kialakulasnak, ennélfogva ezek po-
tencialis véralvaddsgétidkként atkalmazhatok.

A késébbiek soran eldéllitottuk a fentiekben emli-
tett peptid-szarmazékokat az eredeti szekvenciabol
egyes aminosavak elhagyasdval. Részletesebben a kii-
16nbdz6 aminosavak elhagyasaval létrejoit sorozat al-
kalmas arra, hogy meghatarozza a peptid tulajdonsiga-
inak szekvencia fliggését helyzetileg és dsszetételben
is, és az alapjat képezi a hatéanyag tervezésnek. Sok
ilyen peptid anal6g az alap peptid jellemzdivel rendel-
kezik és ennélfogva tudomanyosan, valamint lerapia-
san hasznos véralvadasgatiasban alkalmazhat6 vegyii-
let. Ezen tiilmenGen az aminosav analdégok dnmaguk-
ban olyan javitott jellemz6t hordozhatnak, ami a hatés
megndvelt ideig valo kifejtését biztositja.

A taldlmény tirgya eljards az X-A-A,-Az-Au-
As—Ar-Ag-Ag-A-Y (1) dltaldnos képletl peptidek
eldéllitasdra, ahol az 4ltalanos képletben
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X jelentése amino-végcsoport, amely lehet hidrogén-
atom, kétértékd 2-8 szénatomoszamii alkanoil-,
benziloxi karbonil- vagy t-butoxi-karbonicsoport;

A, jelentése Gly-Asp, Tyr-Pro-Ile-Pro, Tyr-Glu-Pro-
Tiq, Tyr-Glu-Pro-lle-Pro, Tyr-Glu-Ile-Pro, Npa-
Pro-Ile Pro, Tyr-Glu-Pro-Pro, Tyr-Glu-Pro-Ile, Phe-
Glu-Pro-lle-Pro vagy Glu-Pro-1le-Pro;

A, jelentése Phe, SubPhe, pChloroPhe, D-Phe, NMe-
Phe vagy egy kotés;

A5 jelentése Glu vagy Asp;

A, jelentése Glu, Asp, Ala vagy egy kotés;

As jelentése Ile, Val, Leu, Nle, Ala, D-Leu vagy egy
kotés;

A7 jelentése Glu, Asp vagy egy kotés;

Ag jelentése Glu, Asp vagy egy kotés;

Ay Jelentése Tyr, I-Tyr, D-Tyr, Cha vagy egy kotés;

A jelentése Asp, D-Asp, Asn, Glu, D-Glu vagy Gin;

Y Jjelentése hidroxil- vagy aminocsoport.

Az alabbiakban roviditések értelmezését adjuk meg:

(1) aminosavak és betd roviditésiik; (2) mddositott
€s szokatlan aminosavak; (3) termindlis aminocsoport
és karboxilcsoport szubsztituensek, amelyeket a leirds
soran alkalmazunk;

(1) Aminosavak és harombetis jelolésiik
L-aminosavak D-aminosavak

Ala~ (vagy A) alanin

Arg — (vagy R) arginin

Asn — (vagy N) szaparagin
Asp - (vagy D) aszparaginsav D-Asp (vagy d)-
D-aszparaginsav
Cys ~ (vagy C) cisztein

Gly - (vagy G) glicin

Glu - (vagy E) glutaminsav D-Glu (vagy e)-
D-glutaminsav
Val - (vagy V) valin
Gin - (vagy Q) glutamin
lle ~ (vagy I) izoleucin
Leu - (vagy L) leucin D-Leu (vagy 1)-
D-leucin

Lys — (vagy K) lizin

Phe - (vagy F) fenil-alanin D-Phe (vagy f)-
D-fenil-alanin

Met — (vagy M) metionin
Pro — (vagy P) prolin

Ser — (vagy S) szerin
Thr— (vagy T) treonin
Tyr — (vagy Y) tirozin D-Tyr (vagy y)-
D-tirozin

(2) Mddositott és szokatlan aminosavak

pCiPhe — p-klér-fenil-alanin

Cha - ciklohexil-alanin

NMePhe - N-metil-fenil-alanin

Npa — béta-naftil-alanin

SubPhe — o-, m- vagy p-
fenil-alanin- . . - S . S

Tiq - tetrahidro-izokinolin-3-karboxilat * " -

mono; di-szubsztitudlt.
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Aminocsoport és karboxilcsoport termindlis szubsz-
tituensek

Ac - acetil-csoport,

Azt - azetidin-2-karboxilat-csoport,

Cin - cinnamoil-csoport,

DhCin - 3,4-dihidro-cinnamoil-csoport,

Glt — glutaril-csoport,

Mal - maleil-csoport,

Oac — 8-amino-okténsav

1 2 3 4 5 6 7 8
val Val Tyr Thr Asp Cys Thr Glu
Ile Thr
15 16 17 18 19 20 21 22
Leu Cys Glu Gly Ser Asn Val Cys
29 30 31 32 33 34 35 36
Ile Leu Gly Ser Asp Gly Glu Lys
Asn Lys Gly
Gln Asp
43 44 45 46 47 48 49 50
Glu Gly Thr Pro Lys Pro Glx Ser
Asn Glu
57 58 59 60 61 62 63 64
Glu Glu Ile Pro Glu Glu Tyr Leu
Pro Asp Asp
(Ala63 Tyr64

A természetben elSfordulé aminosavak a glicin ki-
vételével szimmetrikus kiralis szénatomot tartalmaz-
nak. Amennyiben masképp nem jeléljiik, a leirdsban
kozolt optikailag aktiv aminosavak L-konfiguricié-
Juak. Példaul A; vagy A,q csoport lehet D- vagy L-
konfigurdciéji. A szokdsos szakirodalmi leirdsnak
megfeleléen a peptideket gy 4brdzoljuk, hogy
amino-termindlis csoportjuk a bal oldalon és karboxil-
termindlis csoportjuk a jobb oldalon talalhaté.

Az (1) éltalanos képletd polipeptidek nemtoxikus
szervetlen, vagy szerves savakkal gy6gyszerészetileg
elfogadhat6 s6kat képeznek. Ilyen alkalmas szervetlen
savak példdul a s6sav, a hidrogénbromid, a kénsav és a
foszforsav, valamint a sav fémsok, mint péld4ul
natriumhidrogénortofoszfit és kaliumhidrogénszulfat.
Alkalmazhat6 szerves savak példaul a mono- di vagy
tri-karbonsavak. Ilyen savak példdul az ecetsav, a
glikolsav, a tejsav, a piruvinsav, a malonsav, a boros-
tydnkdsav, a glutdnsay, a fumérsav, az almasav, a bor-
kosav, a citromsav, az aszkorbinsav, a maleinsav, a
hidroxi-maleinsav, a benzoesav, a hidroxibenoesav, a
fenil-ecetsav, a fahéjsav, a szalicilsav, a 2-fenoxi-ben-
zoesav, €s a szulfonsavak, mint példdul a meténszul-
fonsav, és a 2-hidroxi-etinszulfonsav. A karboxil-ter-
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Oct — oktil-csoport

Suc —szukcinil-csoport,

Git - glutaril-csoport,

Tfa — trifluor-acetil-csoport,

# - C-termindlis-amid-csoport.

Az aldbbiakban bemutatjuk az ismert, termé-
szetesen el6forduld hirudin aminosav szekvenciat.

A hirudin aminosav szekvencia:

9 10 11 12 13 14

Ser Gly Gln Asn Leu Cys

23 24 25 26 27 28

Gly Gln Gly Asn Lys Cys
Lys

37 38 39 40 41 42

Asn Gln Cys val Thr Gly

51 52 53 54 55 56

His Asn Asp Gly Asp Phe

65

Gln

Glu

Leu/l-\sp'54 GluGs)

mindlis csoport karbonsav séi lehetnek barmely nemto-
xikus karbonsav s6k, amelyeket szervetlen, vagy szer-
ves bézisokkal képeziink. Ilyen sék lehetnek példaul
alkalifém sok, példaul natriumsé, kaliumsd, alkalifsld-
fém sok, példaul kalciumsd, magnéziumsd;(II1A) cso-
porthoz tartozé konnydfém sok, példaul aluminiumsg;
szerves eis6rendli, mdsodrendd és harmadrendd
aminnal képzett sok, példaul trialkil-aminnal, példaul
trietilaminnal, prokainnal, dibenzil-aminnal, 1-etén-
aminnal, N,N’-dibenzil-etiléndiaminnal, dihidro-abi-
etilaminnal, N-kis szénatomoszdmi alkil-piperidinnel
¢és més alkalmas aminnal képzett sok.

Elbdllitdsi eljdrds:

A taldlmédny szerinti peptidek szdmos, a szak-
irodalomban jértas szakember 4ltal ismert eljardssal
eléallithatok. Ilyen eljarasok lehetnek oldat fazisi pep-
tid szintézis, szilard fazisd sorrendi és blokk szintézis,
gén klénozas és ezek kombinaci6ja. A szilard fazisd
eljarast, amely szekvencidlis megoldasd, kidolgozott
automatizélt eljérdsokkal végezhetjik és példaul auto-
mata peptid szintetizdtort alkalmazhatunk. Az eljaras-
ban a gyantdn kotott  peptidet C-termindlis
aminocsoporton védett aminosav csoportja révén kot-
jiik a gyantdhoz. Az alkalmazott gyanta hordozé lehet
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barmely szokdsosan a szilard fdzisG polipeptid
elGallitasban alkalmazott gyanta, el6nydsen lehet po-
lisztiriol gyanta, amelyet koriitbelil 0,5-3 szédzalék di-
vinil-benzol-halésitassal latunk el. A gyanta vagy klor
metilezett, vagy hidroxi-metilezett szirmazék, amely
biztositja a kezdetben kétott védett alfa-aminosavval
valé reagéltathatosagat. A C-terminalis amidok eseté-
ben dimetil-benzhidril-amin-gyantdt alkalmazhatunk.
Miutdn a peptid szekvencia kapcsoldsat befejeztiik,
vagy a bal oldali Boc védScsoportot eltdvolitjuk, vagy
a helyen hagyjuk vagy eltdvolitjuk és az N-terminalis
aminocsoportot acilezziik. A védett fragmens gyantérdl
torténd lehasitasat a megfeleld amino-alkohol segitsé-
gével végezhetjiik.

Péidaul hidroxi-metil-gyantt irt le Bodanszky és
munkatdrsai a Chem. Ind (London) 38, 1597-98 (1966)
kozleményben. Klor-metil-gyanta. a kereskedelemben
kaphaté Bio Rad Laboratories, Richmond, California ter-
méke. Az ilyen gyanta elGillitdsi eljarasat Stewart és
munkatarsai ,,Solid Phase Peptide Synthesis” (Freeman
and Co., San Francisco, 1969) kozleményiikben leirtak
(1. fejezet, 1-6 old.) A védett aminosavat a gyantdhoz Gi-
sin, Helv. Chem. Acta, 56, 1476 (1973) kézleménye sze-
rinti eljaréssal kapcsolhatjuk. Szdmos gyantahoz kotott
aminosav kereskedelemben kaphat6. Példaul egy olyan
esetben, amikor a karboxi-termindlis végcsoport yMe-
Glu, egy t-butoxi-karbonil-csoporttal (Boc) védett
yMeGlu egységet kapcsolunk a benzilezett, hidroxi-me-
tilezett fenil-acetamido-metil (PAM) gyantéhoz.

Miutdn az aminocsoporton védett aminosavat a
gyantdhoz kapcsoltuk, a védesoportot barmely alkal-
mas eljardssal, példaul trifluor-ecetsav diklérmetanban
torténd alkalmazasival, vagy trifluorecetsav énmaga-
ban t6rténé alkalmazasdval, vagy sésavas dioxdnnal
eltavolitjuk. A védGesoport eltavolitasat koriilbelil
0 °C-szobahémérséklet kozoui hémérsékleten hajtjuk
végre. Mas standard specifikus alfa-aminocsoport vé-
dbcsoport eltdvolitasi eljardsokat is alkalmazhatunk.
Miutén az alfa-aminocsoport véddcsoportot eltavolitot-
tuk, mas aminocsoporton védett aminocsoportok kap-
csolasat végezhetjitk 1épésenként a kivént sorrendben.
Mas esetben t9bb aminosavbdl 4116 blokk kapesolasa is
elvégezhetd, amely blokkot elSzetesen oldatban kap-
csolunk dssze.

Az .egyes polipeptid szekvencidba beépitett
aminosavakban alkalmazott alfa-aminocsoport véds-
csoport lehet barmely a szakirodalomban ismert ilyen
védbesoport. llyen alfa-amino-csoport védGesoportok
lehetnek (1) aciltipusi védesoportok, mint példaul
formil-csoport, trifluor-acetil-csoport, ftalil-csoport, to-
luolszuifonil-csoport (tozil-csoport), benzolszulfonil-
csoport, - nitro-fenil-szulfenil-csoport, tritil-szulfenil-
csoport, o-nitro-fenoxi-acetil-csoport és alfa-k16r-buti-
ril-csoport; (2) aromds karbamid tipusi véd&csoportok,
mint példaul benziloxi-karbonil-csoport, és szubsztitu-
&lt benziloxi-karbonil-csoport, mint példdul p-kiér-
benziloxi-karbonil-csoport, p-nitro-benziloxi-karbonil-
csoport, p-brém-benziloxi-karbonil-csoport, p-metoxi-
benziloxi-karbonil-csoport, 1-(p-bifenil)-1-metil-etoxi-
karbonil-csoport,  alfa, til_faédimetil-B;5-'di'métoxi¢
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benziloxi-karbonil-csoport, és benzdihidriloxi-karbo-
nil-csoport; (3) alifds karbamid tipusii véd&csoport,
mint példaul t-butoxi-karbonil-csoport (Boc), diizo-
propil-metoxi-karbonil-csoport, izopropiloxi-karbonil-
csoport, etoxi-karbonil-csoport, és alliloxi-karbonil-
csoport; (4) cikloalkil-karbamid tipusi védScsoport,
mint példéul ciklopentiloxi-karbonil-csoport,
adamantiloxi-karbonil-csoport, és ciklohexiloxi-karbo-
nil-csoport; (§) tiokarbamid tipusd védSesoport, mint
példaul, feniltio-karbonil-csoport; (6) alakil tipusi vé-
décsoport, mint példaul trifenil-metil-csoport (tritil-
csoport) vagy benzil-csoport. El8nydsen alkalmazhatd
alfa-aminocsoport védScsoport a t-butoxi-karbonil-
csoport.

Mint a szilard fazisG peptid szintézis szak-
irodalmabél ismert, szdmos aminosav olyan funkcids
csoportokkal rendelkezik, amelyek a lancképzés reak-
ciéi sordn véddcsoportok bevezetdsét igénylik. A
megfeleld védbesoportok kivalasztidsa a szakember
szdmara nyilvanvalé és fiigg attdl, hogy milyen szek-
vencidt kivanunk el@éllitani, valamint, hogy milyen
més védett aminosavak talalhatok a peptidben. A védg-
csoportok megvélasztasa dontS befolyasi amiatt, hogy
ezeknek az oldallancokon Iév védGesoportoknak nem
szabad lehasadniuk, amikor az alfa-aminocsoport vé-
d&csoportot eltavolitjuk. Példaul alkalmas oldallanc
védSesoport lizin esetében a benziloxi-karbonil-cso-
port €s a szubsztitualt benziloxi-karbonil-csoport, ahol
a szubsztituens lehet halogénatom (példaul klératom,
brématom, fluoratom), és nitrocsoport (példaul 2-klér-
benziloxi-karbonil-csoport, p-nitro-benziloxi-karbonil-
csoport, 3,4-diklér-benziloxi-karbonil-csoport), tozil-
csoport, t-amiloxi-karbonil-csoport, t-butoxi-karbonil-
csoport €s diizopropil-metil-karbonil-csoport. A treo-
nin és szerin alkoholos hidroxilcsoportja esetében al-
kalmazhaté védGesoport lehet acetil-csoport, benzoil-
csoport, t-butil-csoport, tritil-csoport, benzil-csoport,
2,6-diklor-benzil-csoport, vagy benziloxi-karbonil-cso-
port. El6énydsen alkalmazhaté véddcsoport a benzil-
csoport.

A megfeleld kapcsol6 reagens kivélasztdsa a szak-
ember el6tt vildgos. Kiilonosen akalmas kapcsold re-
agens, amennyiben Gln, Asn vagy Arg aminosavat
kapcsolunk a N,N’-diizopropil-karbodiimid és az 1-
hidroxi-benzotriazol. A reagensek alkalmazésa meg-
akadalyozza a nitril €s a laktdm képz§dést Mis alkal-
mazhaté kapcsold reagensek (1) a karbodiimidek
{példaul N.N’-diciklohexil-karbodiimid, és az N-etil-
N’-(gamma-dimetil-amino-propil)-karbodiimid); (2)
a cidnamidok (példaul az N,N-dibenzil-cidnamid; (3)
a keténimidek; (4) az izoxazolinium sok (példaul a
N-etil-5-fenil-izoxalinium-3’-szulfonat); (5) a mono-
ciklusos nitrogéntartalmi aromds jelleg(i heterociklu-
sos amidok, amelyek a gy(ri{iben 1-4 nitrogénatomot
tartalmaznak (mint példaul imidazolidek, pirazolidek
€s 1,2,4-triazolidek). Specifikusan alkalmazhatd he-
terociklusos amidok példdul az N,N’-karbonil-

* diimidazol, és az N,N-karbonil-si-1,2,4-triazol;  (6)
alkoxilezett acetilének (példaul etoxi-acetilén); (7) az - -

aminosav karboxilcsoportjaval vegyes anhidridet ké--
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pezd reagensek (példaul etil-klér-formiat, és izobutil-
klér-formiét), vagy a kapcsolasba viend aminosav
szimmetrikus anhidridjei (példdul Boc-Ala-O-Ala-
Boc), (8) a gydrd nitrogénatomjan hidroxilcsoportot
tartalmazé nitrogéntartalmi heterociklusos vegyiile-
tek (példaul N-hidroxi-ftalimid, N-hidroxi-szukcini-
mid, és 1-hidroxi-benzo-triazol), és (9) Castro-rea-
gens (BOP). M4s aktivilds szereket és alkalmazasu-
kat irta le Kapoor J. Pharm. Sci., 59, 1-27 (1970)
kozleményében. A feltaldidk elSnydsnek taléljak a
szimmetrikus anhidrid alkalmazsit valamennyi
aminosav esetében, kivéve az Arg, Asn és Gln
aminosavakat.

Valamennyi védett aminosavat, vagy védett
aminosav szekvencidt koriilbeliil négyszeres felesleg
mennyiségben vezetiink be a szilard fazisii reaktorba
és a kapcsoldst dimetil-formamid—dikiérmetan (1:1)
olddszerelegyben, vagy dimetil-formamidban, vagy
eldnydsen diklérmetdnban hajtjuk végre. Amennyi-
ben nem teljes kapcsolds torténik, a kapcsolasi reak-
ciét a véddcesoport eltdvolitdsa elStt megismételjitk a
kovetkez6 aminosav kapcsol6 reaktorba vald beveze-
tése eldtt. A kapesoldsi reakcié sikerességét a szinté-
zis minden egyes 1épésében E. Kaiser Analyt. Bio-
chem. 34, 595 (1970) kozleményében leirt eljarassal
ellendrizhetjiik.

Az alfa-aminocsoporton védett aminosav gyanta
hordozéra val6 kapcsolasa utdn a véd8csoportot bar-
mely alkalmas eljirassal, mint példaul trifluor-ecet-
sav diklormetdnban térténd alkalmazésival, trifluor-
ecetsav egyediili alkalmazasaval, vagy sésavasd di-
oxén alkalmazéséval eltavolitjuk. A védScsoport elta-
volitdsat koriilbeliil 0 °C-szobahSmérséklet kozotti
homérékleten végezzitk. Mas specifikus alfa-amino-
csoport véddcsoportok eltdvolitdsdra alkalmas elja-
rast is alkalmazhatunk. Miutdn az alfa-aminocsoport
véddcsoportot eltavolitottuk, a kivant sorrendben mds
aminocsoporton védett éminocsoportot kapcsolha-
tunk. Més esetben tobb aminosav egységet kapcsol-
hatunk oldészerben végzett eljarsssal és ezt kapcsol-
hatjuk a gyantéra felvitt szekvencidhoz.

Miutdn a  kivdnt aminosav  szekvenciét
elgéllitottuk, a peptidet a gyantérdl lehasitjuk és vé-
ddcsoportjait eltdvolitjuk. Ezt a reakciét hidrolizissel,
mint példdul a gyanta-polipeptid termék vizmentes
folyékony hidrogénfluoriddal savkotdszer (példaul
anizol) jelenlétében végzett reagaltatasival végezhet-
Juk. Jellemzden a védGcsoport eltavolitast azutdn vé-
gezziik, miutén a peptid lanc szintézise befejezddott,
de a véddcsoportok barmely alkalmas ponton is eltd-
volithatdk.

A védbesoport mentesitett peptid tisztitisa és anali-
zise szémos ismert eljarassal végezhets. A megfelels
tisztitdsi és analitikai eljardsokat a szakember kénnyen
kivélaszthatja. Alkalmas tisztitasi eljirds a preparativ
nagynyomasd folyadék kromatografia. A tisztitott pep-
tidek analizisét analitikai nagynyomési folyadék-
kromatografia, aminosav analizis, gyors atom bomba-
zasos tdmegspektroszkopia, és més alkalmas modsze-
rek segitségével végezhetjiik.
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Terdpids alkalmazds:

A taldlmény szerinti peptid szdrmazék terépidsan
hatdsos dézisa 0,2 mg/kg testtomeg/nap — 250 mg/kg
testtémeg/nap érték — attdl fiiggden, hogy a kezelendd
beteg betegsége milyen és milyen allapotd. Az alkal-
mas hatésos dézis kénnyen megéllapithat6. Elénydsen
14 napi dézist adagolunk, amely jellemzden 5 mg—
100 mg aktiv hatdanyagot tartalmaz dézisonként.

A taldlmény szerinti eljarassal elGallitott peptid
mennyisége, mely meggétolja a véralvadast testen ki-
viili kdzegben, példaul mikdzben a vért taroljak, a
szakember 4ltal konnyen meghatirozhato.

A véralvadisgatld terdpia szdmos tromb6zisos meg-
betegedés kezelésére alkalmas. Példul alkalmas szivko-
szoriér trombdzis, agytrombdzis kezelésére. A szak-
ember felismeri, hogy melyek azok a koriilmények, ami-
kor véralvaddsgitld terdpia alkalmazésa szitkséges. A
»beteg” elnevezés alatt féemiGsoket, az embert is beleért-
ve, valamint az emlGsoket mint birkat, lovat, marhat,
disznét, kutyat, macskdt, patkdnyt és egeret értiink. A
véralvaddsgitlé terdpia nemcsak a trombdzisos betegek
kezelésére alkalmas, hanem minden esetben alkalmazha-
t6, amikor a vér koaguldlisa nemkivanatos. Péld4ul al-
kalmazhat6 tarolt teljes vér esetében, valamint analitikai
vizsgélatra vett tarolt vérmintdk esetében is.

Habér bizonyos peptid szdrmazékok tilélik a nye-
16csovon valo athaladast oralis adagolés esetében is, a
feltaldlok eldnyosnek talaljak a nem ordlis adagolds
alkalmazdsat. Példaul alkalmazhat6 beiiltetett injekci6
forma; beiiltetett prepardtum forma; vagy nyélkahar-
tydn keresztiil adagolt forma, mint példaul orr, torok
vagy horgd adagolasii forma, példaul aeroszol forma,
amely a taldlmany szerinti peptid szdrmazékot széraz
por formaban tartaimazza.

A parenterdlis adagolds esetében a taldlmény sze-
rinti vegyiiletek adagolhat6k injektalhaté formalt oldat
vagy szuszpenzié formdban. Ebben az esetben a haté-
anyagot gyogyszerészetileg elfogadhaté hordozé-
anyaggal, mint példdul steril folyadékkal, példaul viz-
zel és olajokkal, amelyek ilyen készitményben alkal-
mazhaték, példaul allati, novényi vagy szintetikus ere-
detd olajjal, példdul mogyordolajjal, szdjaolajjal, és
4svényi olajjal, petroldtummal elegyitve formaljuk. Al-
taldban viz, fizioldgids séoldat, vizes dextréz oldat és
hasonl6é cukor oldat, etanol és glikol, mint példaul
propilénglikol vagy polietilén-glikol oldat alkalmazha-
t6 elényds hordoz6é anyagként az adott injektalhaté
formélt alakokban.

A talalmény szerinti vegyiiletek adagolhaték beiil-
tetett injekcié vagy prepardtum forméban, amelyet
olyan médon allitunk el6, hogy lehetdvé tegye a hats-
anyag késleltetett, lasst kibocsatdsat. Az aktiv hat6-
anyag labdacsokk4 préselhetd, vagy kis hengeres for-
méra préselhet§ és szubkutdn, vagy intramuszkul4ri-
san a szervezetbe iiltethetS, mint beiiltetett formalt
alak. A beiltetett anyagokban kiilonféle hordozé-
anyagokat, mint példaul biolégiailag lebonthaté poli-
mereket, vagy szintetikus szilikonokat péld4ul Silas-
tic szilikongumit alkalmazhatunk, ami utébbi a Dow—
Corning Corp. terméke.
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A taldlmany szerinti eljdrdst az aldbbi példakon
részletesen bemutatjuk.

1. példa

A peptidet szilard fazist eljarassal dllijuk eld,
amelyben 83 mmél 0,56 mmdl/g Boc D-Glu(Bzl)
Merrified gyantét alkalmazunk Vega félautomata pep-
tid szintetizatorban. Az egyes szimmetrikus anhidrid
kapcsoldsokat 18,3 mmél N™_Boc-aminosavakkal
{Peptides International) hajtjuk végre, kivéve a Boc-
Cha kapcsclast, amely két kapesolasi reakcidt igényelt
ahhoz, hogy negativ Kaiser-féle tesztvizsgilati ered-
ményt szolgaltasson. A peptid gyanta aliquot részeit
(0,7-1,5 g) a 3-8. 1épések sordn kiilonvélasztva tirol-
juk, a des-Glu¥ széméra 1,36 g (0,50 mmél) Boc-Pro-
Tle-Pro-Glu(Bzl)-Glz(Blz)-Ala-Cha-D-Glz(Bzl)-Merri
field gyanta mintét teszink félre, a 8. ciklus utdn. A
védett peptid fragmenset Biosystems reakcidedénybe
helyezziik, ahol Boc-Tyr(2-BiZ) vegyliletet kapcso-
lunk hozza kétszeres szimmetrikus anhidrid kapcsoldsi
reakciéban, amelyben 0,2 mmdl aminosavat alkalma-
zunk. Az N¥™_Boc véddesoportot 50% trifluorecetsav
dikiérmetanos- oldattal eltavolitjuk, majd a reakcio-
elegyet 10%-os diizopropil-etil-aminnal torténd mosas-
sal diklérmetanban semlegesitjik. Ezutdn héromszor
diklérmetdnnal mossuk, majd nitrogéndramban meg-
széritjuk. A peptidet NY™.szukcinil-csoporttal latjuk el,
kétszeres borostydnkGsav anhidriddel dimetil-form-
anudban végzett kapcsolds segitségével, majd harom-
szor dimetil-formamiddal mossuk, kétszer 10%-os di-
kiérmetdnos diizopropil-etil-aminnal t6rténd mosassal
semlegesitjiik és végiil vakuumban szaritjuk. A peptid-
r6l a védGesoportot eltdvolitjuk és a peptidet a gyanta-
rol lehasitjuk vizmentes hidrogénafluorid alkalmazasé-
val, amely 5% anizolt tartalmaz. A hasitdsi reakciot
60 percig 5 °C-on végezziikk. A hidrogénfluoridot vi-
kuumban 0 °C-on elparologtatjuk, majd a peptidet a
gyantdrél 25% vizes acetonitrillel extrahdljuk, fa-
gyasztjuk és liofilizaljuk.

C'® Beckman, 50,8x150 mm oszlopon preparativ
nagynyomdsi  folyadékkromatografids elvilasztast
végziink linedris gradiensen 29-6-31,6% acetonitril
0,1% vizes trifluorecetsavban képzett eluenssel 15 per-
cig 80 ml/perc dramlasi sebesség alkalmazasaval. A f6
csticsot (kijelezve 280 nm értéknél) gydjtjitk és liofili-
zéljuk. 281 mg kivant terméket kapunk. A termék ho-
mogenitasat nagynyomdsi folyadékkromatogrifia se-
gitségével  hatdrozzuk  meg: Vydac  218TP54
(4,6x250 mm) C'® oszlop; 2,0 mVperc; t,= 1,5 perc,
eltciés id6 15-40% acetonitril linedris gradiens akal-
mazasaval 25 perc az oldat 0,1% wrifluorecetsav alap,
majd 17,1 perc 0,1% trifluorecetsavas oldat eluens al-
kalmazésa.

Atisztitott jelzett peptidek analizise FAB-MS anali-
zisben kivant molekulaiont szolgéltat és aminosav ana-
lizisben a kivant peptidet mutatja. Az alabbi médon a
kovetkez peptideket vizsgaltuk, amik az alabbi fizikai
jellemzg8kkel rendelkeznek.

A mintékat thrombin bevezetéssel indukalt fibrin rog '

képz&dési kisérletben ihibidlds vizsgalatnak vetjiik ald.”
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Valamennyi a vizsgélatban alkalmazott oldatot 0,12 mél
natriumkloridot, 0,01 mél nétriumfoszfatot, 0,01%
natriumazidot és 0,1% marha szérumalbumint tartalma-
26 pH 7,4 pufferrel készitiink. A marhaszérum thrombin
koncentréciot megfelels értékre allitjuk be, hogy a fibrin
rog képzGdést miktotitrdlé lemez kijelzd segitségével
(Bio-Tek EL 309) kovethessiik 60 perc idGtartamon beliil
405 nm mellett. A thrombin oldatot (50 mikro I;
0,2 pmdl) a mikrotitral6 lemez edényeihez adjuk, ame-
lyek a tesztelt peptid 50 mikro 1 mennyiségét tartalmaz-
ték. 1 perc keverés és 10 perc 24 °C-on tortént inkubalas
utdn 100 mikro 1 higitott plazma (1:1) 0,1%-o0s EDTA
oldatban késziilt elegyét adjuk a keverékhez és orvényke-
verésnek vetjiik ala 20 mp-ig. Az oldat turbiditdsat inhi-
bitort nem tartalmazé oldathoz hasonlitottuk és felje-
gyeztiik. Az oldat turbiditésat S percenként automatikus
leolvasén leolvassuk. Az eredményekb6l ICs, értéket
szamolunk, ami a peptid azon koncentracidja, ami ahhoz
sziikséges, hogy az inhibitort nem tartalmazé minta turbi-
ditdsanak 50%-os csokkenését érjiik el. Ez ekvivalens a
fibrin r6g képz&dési idS kétszeresre valé novekedésével.
A kisérletekben, amelyekben emberi, vagy marha throm-
bint alkalmaztunk, ennek koncentricigjat dgy allitottuk
meg, hogy 30 perc idGtartam alatt ugyanolyan sebességi
rogképzédést mutassanak. Ezen az értékelési alapn a +
Jelzett peptidek 25 mikromd1-200 mikromél, kézotti és a
++ jelzett peptidek kisebb mint 25 mikromdl IC értéket
mutatnak.
1. Suc-Tyr-Pro-Ile-Pro-Glu-Glu-Ala-Cha-D-Glu-
OH
MW 1200 FAB-MS (MH)* 1201
Z(3y  Pro(2) Ile(1) Tyr(1) Ala(l)
308 197 096 099 099
In vitro aktivitds: +
2. H-Gly-Asp-Phe-Glu-Giu-Tle-Glu-Glu-Tyr-Leu-
Gln-OH :
MW 1370 FAB-M;S (MH)* 1371
Z(5)y lle(l) Tyr(1) Gly(1)B(1)
493 085 095 1,09 1,10
In vitro aktivitas: +
3. Suc-Tyr-Glu-Pro-Tig-Glu-Glu-Ala-Cha-D-Glu-
OH
MW 1278 FAB-MS (MH)* 1279
Z(4) Pro(1) He(l) Tyr(1) Ala(l) Cha(l)
405 093 096 095 1,03 1,03
In vitro aktivitas: ++
Suc-Tyr-Glu-Pro-Ile-Pro-Glu-Glu-Ala-Gin-NH,
MW 1158 FAB-MS (MH)* 1175
Z(4) Pro(2) Ilet(1) Tyr(1) Ala(l)
4,15 194 096 101 095
In vitro aktivitas: ++
5. Suc-Tyr-Glu-Pro-Ile-Pro-Glu-Glu-Cha-Gin-NH,
MW 1256 FAB-MS (MH)* 1257
Z(4)" Pro(2) lle(l) Tyr(1) Ala(1)
4,15 198 091 097 1,05
In vitro aktivitds: ++
6. Suc-Tyr-Glu-Pro-lle-Pro-Glu-Ala-Cha-Asn-OH
MW 1184 FAB-MS (MH)* 1185 - .
“oL BM) Z(2)  Pro(2) Tle(l) Tyr(1) Ala(l)-« . -
1,02 2,09 1,98 093 1,01..097 -

Phe(1) Leu(l)
1,08 0,99

4



In vitro aktivitds: ++
7. Suc-Tyr-Glu-Pro-Ile-Pro-Glu-Glu-Ala-Asn-OH
MW 1161 FAB-MS (MH)* 1162
Z(3) Pro(2) lle(1) Tyr(1) Ala(l) B(1)
3,14 195 095 100 096 1,01
In vitro aktivitds: ++
8. Mal-Tyer-Pro-Ile-Pro-Glu-Glu-Ala-Cha-D-Glu-
OH
MW 1198 FAB-MS (MH)* 1198
Z(3) Pro(2) lle(l) Tyr(1) Ala(l)
306 2,01 095 099 1,0t
In vitro aktivitds: +
9. Sulc-Nap-Pro-Ile-Pro-Glu-Glu-Ala-Cha-D-Glu-
OH
MW 1234 FAB-MS (MH)* 1234
Z(3) Pro(2) Ile(1) Ala(l)
3,08 2,00 094 097
In vitro aktivités: ++
10. Suc-Tyr-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Ala-Cha-D-Glu-
OH
MW 1232 FAB-MS (MH)* 1233
Z(4) Pro(1)Ile(1) Tyr(l) Ala(l)
407 099 096 098 099
In vitro aktivitas: +
11. Suc-Tyr-Glu-Pro-Pro-Glu-Glu-Ala-Cha-D-Glu-
OH
NW 1216 FAB-MS (MH)* 1217
Z(4) Pro(2) Tyr(1) Ala(l)
405 197 098 1,00
In vitro aktivités: +
12. Suc-Tyr-Glu-Pro-lle-Glu-Glu-Ala-Cha-D-Glu-
OH
MW 1232 FAB-MS (MH)* 1233
Z(4) Pro(1) lle(1) Tyr(1) Ala(l)
410 10 094 096 099
In vitro aktivités: ++
13. Suc-Tyr-Glu-Pro-Ile-Pro-Glu-Ala-Cha-D-Glu-
OH
MW 1200 FAB-MS (MH)* 1201
Z(3) Pro(2)Ile(1) Tyr(1) Ala(l)
3,16 197 093 09 098
In vitro aktivitds: ++
14. Suc-Tyr-Glu-Pro-lIle-Pro-Glu-Glu-Ala-D-Glu-
OH
MW 1176 FAB-MS (MH)* 1177
Z{4) Pro(2) lie(1) Tyr(1) Ala(l)
4,08 197 096 099 1,00
In vitro akvitas: ++
15. Suc-Tyr-Glu-Pro-Ile-Pro-Glu-Glu-Cha-D-Glu-
OH
MW 1258 FAB-MS (MH)* 1259
Z(4) Pro(2) He(l) Tyr(l)
4,10 2,01 091 098
In vitro aktivitds: ++
16. Suc-Tyr-Glu-Pro-lle-Pro-Glu-Glu-Ala-Gin-
OH
MW 1175 FAB-MS (MH)* 1175
Z(4) Pro(2) lle(1) Tyr(1) Ala(l)
4,11 198 093 1,01 097
In vitro aktivitds: ++
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17. Suc-Phe-Glu-Pro-Ile-Pro-Glu-Glu-Ala-GIn-NH,M
W 1158 FAB-MS (MH)* 1159
Z(4) Pro(2) lle(l) Ala(l)Phe(l)
4,10 205 093 096 0,97
In vitro aktivitds: +
18. Suc-Tyr-Glu-Pro-Ile-Pro-Glu-Glu-Ala-Cha-OH
MW 1200-FAB MS (MH)* 1201
GIx(3) Pro(2) Tle(1) Tyr(1) Ala(1)
3,10 194 098 099 0,99
In vitro aktivitds: ++
19. Suc-Glu-Pro-Glu-Glu-Ala-Cha-D-Glu-OH
MW 1166 FAB-MS (MH)* 1167
Glx(4) Pro(2) Ile(1) Ala(l)
4,12 195 09 098
In vitro aktivitds: +

SZABADALMI IGENYPONTOK

Eljards X-A—Ay-A3-A;-As—Ar-Ag-Ag-A Y
(1) altalanos képletii peptidek, vagy gydgyszerészetileg
elfogadhat6 s6ik eldallitasdra, ahol az altalanos képlet-
ben
X jelentése amino-végcsoport, amely lehet hidrogén-

atom, kétértékd 2-8 szénatomszdmi alkanoil-,

benziloxi-karbonil vagy t-butoxi-karbonilcsoport;
A, jelentése Gly-Asp, Tyr-Pro-lle-Pro, Tyr-Glu-Pro-

Tiq, Tyr-Glu-Pro-Ile-Pro, Tyr-Glu-Ile-Pro, Npa-

Pro-Ile-Pro, Tyr-Glu-Pro-Pro, Tyr-Glu-Pro-Ile, Phe-

Glu-Pro-Ile-Pro, vagy Glu-Pro-Ile-Pro;

A, jelentése Phe, SubPhe, pChloroPhe, D-Phe, NMe-

Phe vagy egy kotés;

A5 jelentése Glu vagy Asp;

A, Glu, Asp, Ala vagy egy kotés;

Aj jelentése Ile, Val, Leu, Nle, Ala, D-Leu vagy egy
kotés;

A; jelentése Glu, Asp vagy egy kotés;

Ag jelentése Glu, Asp vagy egy kotés;

Ag jelentése Tyr, I-Tyr, D-Tyr, Cha vagy egy kotés;

A\ jelentése Asp, D-Asp, Asn, Glu, D-Glu vagy Gln;

Y jelentése hidroxil- vagy aminocsoport

azzal jellemezve, hogy

i) a C-termindlis védett A}y aminosavat egy gyanta-
hoz kétjik, majd

if) sorrendben hozzakotjiik az Ag—A, csoportnak
megfelel6 védett aminosavakat, majd

iii) a védGesoportat eltdvolitjuk és kivant esetben a
kapott peptidet tisztitjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljirds, olyan (1)
ltaldnos képletd vegyiiletek elGallitdséra, ahol az
ltalanos képletben A, jelentése Phe, azzal jelle-
mezve, hogy a megfelel§ kiinduldsi anyagokat al-
kalmazzuk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljirds, olyan (1) 4ltal4-
nos képletd vegyiiletek elGéllitaséra,, ahol az altaldnos
képletben A; jelentése Glu, azzal jellemezve, hogy a
megfeleld kiinduldsi anyagokat alkalmazzuk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljarés, olyan (1) altala-
nos képletll vegyiiletek eléllitdsara, ahol az 4ltaldnos
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képletben Ag jelentése lle, azzal jellemezve, hogy a
megfeleld kiinduldsi anyagokat alkalmazzuk.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, olyan (1) altala-
nos képletd vegyiilet elGallitdsara, ahol az dltaldnos
képletben ‘A, jelentése Glu, azzal jellemezve, hogy a
megfelelden szubsztitudlt kiinduldsi anyagokat alkal-
mazzuk.

6. Az 1. igénypont szerinti eljirds, olyan (1) dltala-
nos képletd vegyiilet el6allitdsara, ahol az 4ltaldnos
képletben Ag jelentése Glu vagy Asp, azzal jellemezve,
hogy a megfeleld kiindulasi anyagokat alkalmazzuk.

7. Az 1. igénypont szerinti eljaras, olyan (1) 4ltala-
nos képletii vegyiiletek elGallitaséara, ahol az édltalanos
képletben Ag jelentése Cha, azzal jellemezve, hogy a
megfeleld kiindulasi anyagokat alkalmazzuk.

10

8. Az ]. igénypont szerinti eljiras, olyan (1) ltala-
nos képletd vegyiiletek eldallitasara, ahol az altaldnos
képletben Ay jelentése D-Glu, vagy Asn, azzal jelle-
mezve, hogy a megfelelS kiindulasi anyagokat alkal-
mazzuk.

9. Az 1. igénypont szerinti eljéras, olyan (1) dltal4-
nos képletd vegyiiletek eldallitasara, ahol az dltalanos
képletben X jelenetése hidrogénatom, azzal jellemezve,
hogy a megfeleld kiindulasi anyagokat alkalmazzuk.

10. Eljards véralvadasgatld gydgyszerkészitmény
el6éllitdsara, azzal jellemezve, hogy az 1. igénypont
szerinti eljdrassal el@allitott (1) képletd peptidet, mely-
nél X, Y, A-Ag jelentése az . igénypontban meg-
adott, gyégyszerészetileg elfogadhaté hordozdanyag-
gal Osszekeverve gybgyszerkészitménnyé alakitjuk.

Kiadja az Orszagos Taladlmanyi Hivatal, Budapest
A kiadéasért felel: dr. Szvoboda Gabriella osztalyvezetd
ARCANUM Bt. - BUDAPEST
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