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A talalmany targya eljaras az (I) altalanos képle-
tli, az immunszabalyozast befolyasolo 0j peptidek
X-L-arginil-L-lizil-Y
— ahol X hidrogénatomot és Y L-aszparaginsav-,
L-aszparagil-L-valin-, L-aszparaginil-L-valin,
L-aminoszukcinil-L-valin-, L-alanil-L-valin-,
L-aszparagil-L-alanin-, L-glutamil-L-valin- vagy
L-aszparugil-L-izoleucin-csoportot  vagy pedig
X L-piroglutamilcsoportot és Y L-aszparaginsav-,
L-aszparagil-L-valin- vagy L-aszparagil-L-valil-
L-tirozin-csoportot képvisel — valamint sdik, amid-
jaik és rovidszénlancu alkilésztereik, valamint az
arginilcsoport guanidinocsoportjan nitro-, a lizil-
csoport g-aminocsoportjan és az N-terminalis ami-

- nocsoporton benziloxikarbonil- és a C-terminalis

karboxilcsoporton adott esetben benziloxi- vagy
4-nitro-benziloxi-védocsoportot, tovabba az adott
esetben jelen levo aszparagil- és/vagy glutamilcso-
port lancvegi karboxilcsoportjan benziloxi- és a
tirozin fenolos hidroxilcsoportjan benzil-védocso-
portot tartalmazé védett szarmazékaik eléallitasa-
ra oly mddon, hogy a peptidlanc tagjait a C-termi-
nalis aminosavbol, illetdleg annak amidjabél, ro-
vidszénlanci alkilészterébdl vagy N-védett szarma-
zékabol kiindulva 1épésenkénti acilezéssel konden-
zaljuk, célszerlien az aktiv-észteres és/vagy vegyes
anhidrides acilezési modszer alkalmazasaval és ki-
vant esetben a védOcsoportot tartalmazd peptid-
termékrol a véddcsoportot lehasitjuk és a s6 alakja-
ban kapott peptidbdl a bazist felszabaditjuk és/
vagy kivant esetben a kapott terméket valamely
gyogyaszatilag alkalmazhato sova alakitjuk.




A talalmany targya eljaras az immunszabalyozast _

befolyasolo uj peptidek el6allitasara.

Az utobbi években végzett vizsgalatok egyértel-
miien igazoltak, hogy a timuszhormonok kozvetle-
niil részt vesznek a T-limfocitafiiggd immunologiai
egyensulyt szabalyozo folyamatokban. Feltehetoen
a fiatal T-sejteket érett, differencialodott sejtekke
alakitjak, melyek viszont kdzponti szerepet jatsza-
nak a sejtkozvetitett immunitasban és az immunva-
laszok kil6nbdz6 tipusainak szabalyozasaban.
A timuszhormonok nemcsak a timuszban, hanem

“ezen kivill is hatnak, és szerepet jatszanak a citoto-
xikus, szupresszor és helper sejtek kialakulasiban.
A timuszkivonatokkal immundeficiens és rakos be-
tegeken végzett elozetes klinikai vizsgalatok ered-
menyei tovabbi lendiletet adtak a kutatasnak.
A modszerek fejlodésével megallapitottak tovabba,
hogy a szérum timuszszintje csdkkent példaul Di-
George-szindrémaban, IgA-hidnyban és az altala-
nos bortuberkuldzisban, viszont nott rheumatoid
arthritisben szenvedoknél. Kézenfekvo tehat az el-
képzelés, hogy a hormonszint szabalyezasaval ezek
a betegségek is kedvezd iranyban lesznek befolya-
solhatéak (E. Arrigoni-Martelli: Drugs of Today
16, 203 [1980}).

Ma mar tébb timuszhormont sikeriilt egységes
allapotban izoldlni, szerkezetiiket felderiteni, sét
szintetizalni is. Ezek kozé tartozik a 49 aminosav-
bol felépiilo timopoietin (Goldstein és munkatér-
sai: Nature 247, 11 [1974]; Goldstein és munkatar-
sai: Ann. N. Y. Acad. Sci. 249, 177 [1975};
4002 740 és 4071 949 sz. amerikai egyesiilt alla-
mokbeli szabadalmi leiras). A természetes, majd a
szintetikus termékkel (Fujino és munkatarsai:
Chem. Pharm. Bull. 25, 1486 {1977]; Bliznakov ¢s
munkatdrsai: Biochem. Biophys. Res. Commun.
80, 631 [1978]) egyértelmiien igazoini lehetett in
vitro ésin vivo a timopoietinnek a T-sejtek differen-
cialodasat indukdld hatasat.

Minthogy a természetes forrasbol szarmazo
anyag nem elegendd a szitkségletek fedezésére, a
szintetikus terméknek viszont a magas ara gatolja
a gyakorlati alkalmazast, azonnal megindult a ku-
tatas a timopoietin aktiv centrumdanak folderitésé-
re. E16szor egy tridekapeptidrél, a timopoietin-(24-
41)-r6l (Schlesinger és munkatarsai: Cell 5, 631
[1978]) majd a TP5-nek elnevezett pentapeptidrol,
a timopoietin-(32-36)-rot allapitottak meg, hogy
rendelkezik a teljes hormon valamennyi biologiai
tulajdonsagaval (Goldstein és munkatarsai: Scien-

“ce 204, 1309 [1979]; 4 190 646 sz. amerikai egyesiilt

allamokbeli szabadalmi leiras). Ujabban leirtak a
TP5 egyes fragmenseit és analogjait is, de ezek a
vizsgalt rendszerben nem voltak hatékonyak (Abi-
ko és munkatirsai: Chem. Pharm. Bull. 28, 2507

[19807]).

Azt talaltuk, hogy ha a TPS lancréviditését nem
az N-terminalis részrol kezdjiik, ahogyan ezt a ja-
pan kutatok tették (Abiko és munkatarsai: Chem.
Pharm. Bull. 28, 2507 [1980]), hanem a C-termina-
lis részrél, akkor a H-Arg-Lys-Asp-Val-OH tetra-
peptid, s6t a H-Arg-Lys-Asp-OH tripeptid is aktiv-
nak bizonyul, noveli az E-rozettat képzé limfocitiak
szamdt. A jelen taldlmany a fenti tetra- és tripeptid-
nek, valamint ezen néhany analogjanak szintézisére
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vonatkozik. Az analégok kozott meglepé modon
talaltunk olyan szarmazékokat is, amelyek ellenté-
tes biologiai hatast mutattak. Ezzel els6nek szolgal-
tattunk példat arra, hogy immunvalaszt indukald
és gatld hatas igen kozeli szerkezeti elemekkel kap-
csolatos. Valamennyi elGallitott vegyiilet 0j termék.

A taldlmany szerinti vegyiiletek szintézisét oldat-
ban, a lépésenkénti felépités elvét kovetve, ismert
peptidkémiai modszerekkel végeztitk. A szintézs
soran olyan védoécsoportkombinaciot alkalmaz-
tunk, amely lehetdvé teszi a szelektiv eltavolitast és
a védett peptidrol a védocsoportok lehetdleg egy
lIépésben valo eltavolitasat. A peptidkotés kialaki-
tasara a legtobb esetben az altalunk kidolgozott
pentafluor-fenil-észteres eljarast alkalmaztuk (Kis-
faludy és munkatarsai: 168 431 sz. magyar szaba-
dalmi leiras; Kisfaludy és munkatarsai: Tetrahed-
ron Letters 1785 [1974]).

A talilmany tehat eljaras az immunszabalyozast
befolyasolo (1) altalanos képletii peptidek

X-L-arginil-L-lizil-Y I
- ahol X hidrogénatomot és Y L-aszparaginsav-,
L-aszparagil-L-valin-, L-aszparaginil-L-valin-,
L-2-aminoszukcinil-L-valin-, L-alanil-L-valin-,
L-aszparagil-L-alanin-, L-glutamil-L-valin- vagy
L-aszparagil-L-izoleucin-csoportot vagy pedig
X L-piroglutamilcsoportot és Y L-aszparaginsav-,
L-aszparagil-L-valin- vagy L-aszparagil-L-valil-
L-tirozin-csoportot képvisel — valamint s6ik, amid-
jaik és rovidszénlancu alkilésztereik, valamint az -
arginilcsoport guanidinocsoportjan nitro-, a lizil-
csoport g-aminocscportjan és az N-terminalis ami-
nocsoporton benziloxikarbonil- és a C-terminalis
karboxilcsoporton adott esetben benziloxi- vagy
4-nitro-benziloxi-védécsoportot, tovabba az adott
esetben jelen levo aszparagil- és/vagy glutamilcso-
port lancvégi karboxilcsoportjan benziloxi- és a
tirozin fenolos hidroxilcsoportjan benzil-védGeso-
portot tartalmazé védett szirmazékaik eldallitasa-
ra, amelynek soran a peptidlanc tagjait a C-termi-
nalis aminosavbol, illetoleg annak amidjabol, ro-
vidszénlanct alkilészterébdl vagy N-védett szarma-
zékabdl kiindulva lépésenkénti acilezéssel konden-
zaljuk, célszeriien az aktiv-észteres és/vagy vegyes
anhidrides acilezési modszer alkalmazésaval és ki-
vant esetben a védOcsoportot tartalmazo peptid-
termékrol a véddcsoportot lehasitjuk és a so alakja-
ban kapott peptidbdl a bazist felszabaditjuk és/
vagy kivant esetben a kapott terméket valamely
gyogyaszatilag alkalmazhat6 sova alakitjuk.

Az eljaras egy kiilonosen elényds megvalositasi
modjat a H-Arg-Lys-Asp-Val-OH tetrapeptid szin-
tézise szemlélieti. L-Valin-p-nitro-benzil-észtert
N-tercier-butil-oxi-karbonil-L-aszparaginsav-béta-
benzil-észter-alfa-pentafluor-fenilészterrel  acile-
ziink, a kapott védett dipeptidrol szelektiven elta-
volitjuk a tercier-butil-oxi-karbonil-csoportot,
majd a szabad dipeptidet N-alfa-tercier-butil-oxi-

karbonil-N-epszilon-benzil-oxi-karbonil-L-lizin-
pentafluor-fenilészterrel acilezziik. A védett tripep-
tid trifluor-ecetsavas kezelése az N-terminalison
szabad tripeptidet eredményez, amelyet N-benzil-

oxi-karbonil-G-nitro-L-arginin-pentafluor-fenil-
észterrel acileziink. Az igy kapott védett tetrapeptid
valamennyi véddcsoportja egy 1épésben eltavolit-

2.
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hato katalitikus hidrogenolizissel. A kapott szabad
peptidek az esetek tobbségében nem igényelnek
tovabbi tisztitast. Egyes esetekben szilikagél-
oszlopkromatografias modszert is alkalmazhatunk

minden esetben korrigaltuk. Az eredményeket az 1.
és 2. tablazatban foglaltuk &ssze.

I1. In vivo modszer:

(1) Az antitest-termelésre gyakorolt hatas vizsga-

a szabad peptidek tisztitasara. llyenkor a végtermé- 5 latit Ceglowski modszere szerint végeztiik (Ceg-
ket egyszerii beparlassal vagy liofilezéssel kapjuk lowski: Ann. N. Y. Acad. Sci. 249, 343 [1975}).
meg. A kapott peptidek tetszOleges sova alakitha- Ujszlott H. Wistar patkanyokat a sziiletés utan
tok. legfeljebb a 12. oraban i. p. egyszeri 25 ul
A talalmany szerinti 0j peptidek, valamint azok 4-107°-4-1077 mol/l tdménységl vizsgalati anyag-
amidjai, észterei és gyogyaszati szempontbol elfo- 10 gal (ddzisonként 9-9 allatot) kezeltiink. Ezutén az
gadhato soi — amint ez az alabbi biologiai vizsgalati . allatokat 14 napos korukban birka-vérosvértest
adatokbol is kitiinik — az immunszabalyozast ered- szuszpenzioval immunizaltuk (allatonként 0,5 ml
ményesen befolyasolé  gyogyszer-hatoanyagok. 5%.-0s birka-vordsvértest szuszpenzid 1. p.), és az
E peptideknek a fentebb felsorolt védocsoportokat immunizalast kdvetd 7. napon az allatokat dekapi-
tartalmazd védett szirmazékai gyogydszati alkal- 15 tulacidval elvéreztettitk. 3-3 allat vérét dsszekever-
mazasra onmagukban nem jénnck tekintetbe, de tiik, és az ebbdl nyert savokbol (percenként 3000
ertckes kozbenso termékek gyogyhatasi peptidek fordulattal torténd, 10 perces centrifugdlas utan)
elballitésara. e meghataroztuk az antitesttitereket Takatsy mod-
A talalmany szerinti eljarassal készilt peptidek szerével (Takatsy: Acta Microbiol. Acad. Sci.
biologiai vizsgalatat az alabbi modszerekkel végez- 20 Hung. 3, 191 [1955]). Az eredményeket agglutinaci-
tik. L 0s titerben fejeztiik ki. Titernek fogadtuk el azt a
I. In vitro moédszer: az aktiv E-rozetta vizsgalatot legnagyobb savohigitast, amelynél még észlelhet
Wybran és munkatarsai modositott modszere sze- az agglutinacié. Az eredményeket a 3. tablazat tar-
rint (Wybran és munkatarsai: New Engl, J. Med. talmazza.
292, 475 [1975]) végeztiik részben egészséges, rész- 25  (2) A specifikus ellenanyagot termeld sejtek sza-
ben autoimmun betegek (rheumatoid arthritis és manak meghatdrozasat Canningham moddszere
szisztémas lupus erythematosus) limfocitaival. 50 (Handbook of Experimental Immunology [szer-
ul limfocita-sejtszuszpenzidhoz 100 gl kiilon-kiilon keszt6: D. M. Weir] 2. kotet, 2835. oldal, Blackweil,
higitott 107-10""" mol/l koncentracioji vizsgalati Oxford-London [1978]) szerint végeztitk. A mod-
anyagot adtunk, majd az elegyet 60 percig 5,0% 30 szer lényege, hogy immunizalt allatok 1épsejtjeivel,
szén-dioxid-tartalmi levegében 37 °C-on inkubal- birka-vordsvértest szuszpenzioval és komplement-
tuk. Ezutdn hozzdadtunk 50 ul 1%-o0s birka-voros- :  tel homogén szuszpenziot készitetiiink és egysejtré-
vértest szuszpenziot, és percenként 1000 fordulat- teg kialakitdsara alkalmas kamraba helyeztik. Az
szammal 10 percig centrifugaltuk, majd a médosi- ellenanyagot termeld lépsejtek koril litikus udva-
tott Gallenkampf-razégépre helyeztik (rdzési id6: 35 rck képzodnek, melyek szama azonos a specifikus
30 mp, 16kethossz: 8 cm, razasi frekvencia: percen- ellenanyagot termelé sejtek (plaque forming ceils,
ként 65). Ezutan a rozettakat 0,19-os glutaralde- P¥C) szamaval. , ’
hiddel rogzitettiik (csovenként 50 ul 3 perc). Mik- A kisérleti dllatok legkésobb 12 oraval a sziiletés
roszkop alatt megszamoltuk a harom birka-voros- utdn egyszeri i. p. kezelést kaptak a vizsgdlando
vértestnél tdbbet megkdtd limfocitikat, és négyszer 40  anyagokbdl. Az (1) modszer szerint mindegy{k
100 sejtet értekeltink. A szeparalt limfocitdk anyagot 3 adagban vizsgaltunk meg. Az immuniza-
szennyezésként makrofagokat és polimorfonuklea- last kbvetd 7. napon megvizsgaltuk az allatokbdl
ris sejteket (maximalisan 10%}-ot) tartalmaznak. kinyert Iépsejtek plaque-képzését. A kezelt és keze-
Ezzel az értékkel a rozettat képzd sejtek szamat letlen (kontroll) allatok plaque-képzésének hanya-
45 dosat a 4. tablazatban adtuk meg.
: , . ) - s e, 1. tablizat
Rheumatoid arthritises betegek limfocitainak E-rozettaképzé aktivitisa*
Dézisok (moljl)
kontroll 10°" 10°° 107 1073 1073
1. H-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-OH (TP5) 23,6 26,7 26,8 29,9 26,7 -
2. H-Arg-Lys-Asp-Val-OH 29.4 32,6 36,8 344 31,5 36,2
3. H-Arg-Lys-Asp-OH** 26,4 28,4 30,7 28,8 28,6 27,2
4. H-Arg-Lys-Asp-Val-NH, 26,4 282 34,8 26,9 29,8 31,5
5. H-Arg-Lys-Asp-Val-OMe 26,4 26,5 27,9 32,4 30,8 31,2
6. H-Glp-Arg-Lys-Asp-Val 23,7 20,4 19,4 21,4 23,2 22,8
7. H-Glp-Arg-Lys-Asp-OH** 23,7 18.4 19,7 19,5 18,7 20,6
8. H-Arg-Lys-Asn-Val-OH 27,7 243 23,7 24,6 219 22,3
9. H-Arg-Lys-Asu-Val-OH 20,8 25,C 28,6 24,3 22,5 23,6
10. H-Arg-Lys-Ala-Val-OH 20,8 23,1 25,5 21,7 23,4 20,3
11. H-Arg-Lys-Asp-Ala-OH 26,4 279 253 258 24,5 28,6
12. H-Arg-Lys-Asp-lle-OH 27,7 24,5 28,7 232 254 25,5
13. H-Glp-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-OH 20,8 246 26,6 22,6 22,7 24,1

* Az aktiv limfocitak szama %-ban kifejezve (n=4); '
** P 0,05 F teszt (TPS-hoz viszonyitva 1. szempontos va-iancia-analizissel); P 0,005 Student t tesztiel

3-
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. 2. tablazat
Egészséges egyénck limfocitdinak E-rozettaképzd aktivitasa*

Dézisok (mél/i)

kontroll 107" 107° 1077 1073 1073

1. H-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-OH (TP5) 27,8 25,2 27,1 244 23,7 29,4

2. H-Arg-Lys-Asp-Val** 33,8 33,7 43,0 38,5 39,1 41,3

3. H-Arg-Lys-Asp-OH 30,3 35,9 39,3 41,7 34,1 29,9

4. H-Arg-Lys-Asp-Val-NH, 30,3 38,1 26,6 35,1 33,8 29,0

5. H-Arg-Lys-Asp-Ala-OH 35,3 40,5 36,4 40,8 39,6 41,2

6. H-Arg-Lys-Asp-Val-OMe 29,7 23,8 24,8 294 27,2 26,8

7. H-Glp-Arg-Lys-Asp-OH 30,3 38,1 26,6 35,1 33,8 29,1

- 8. H-Arg-Lys-Ala-Val-OH 34,7 30,9 34,5 35,8 30,5 33,3
9. H-Arg-Lys-Asu-Val-OH 29,7 31,5 32,3 29,0 297 29,3
10. H-Arg-Lys-Glu-Val-OH** 31,9 33,0 35,4 36,2 32,9 33,2
11. H-Arg-Lys-Asn-Val-OH** 32,1 36,7 354 - 39,1 35,5
12. H-Arg-Lys-Asp-lle-OH** 332 30,7 35,0 34,9 32,0 35,5
13. H-Glp-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-OH 24,1 29,9 25,5 29,4 22,5 29,9

* Az aktiv limfocitak szima %-ban (n=4);
** P 0,05 F teszt (TP5-hoz viszonyitott egypontos variancia-analizissel); P 0,05 Student t szignifikdns hatas

‘ 3. tdbldzat
Antitest-termelésre gyakorolt in vitro hatas* az agglutinacios titerrel kifejezve

4107?
0

41071

Dozis (mol/i)
4-107°

4107

41077 4-10°%

H-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-OH (TP5)

9,3+1,5

H-Arg-Lys-Asp-Ala-OH

93x1,5

H-Arg-Lys-Asp-OH -

52+1,3 :

H-Arg-Lys-Asp-Val-NH, -

52413
H-Glp-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-OH**

5,5+0,6"

52413

H-Glp-Arg-Lys-Asp-Val-OH

93+1,5

H-Arg-Lys-Asp-Val-OMe

52+1,3

12,0+£0
10,54 1,5

3,0+ 1,07

9,0+2,6
6,0+1,7

8,7+2,3

6,040 -

52+2.2

!

11,54+0,9 -

524080 -

8,3+0,6 -
4,5+0,5

7,3+0,6 -
6,2£2,0 -

[0,7£2,3 9,0+1,7 - -

120+£0 -
6,0+1,2
68+0,8

72+1,3 -
55+2,6

* Antitest-titer=X £ S. D.
** P 0,05 Student t teszttel

¥ a vizsgalt anyag koncentriciéja az oszlopban megadott érték fele

" koncentracio 2:107" mol/l
4. tablizat

A plaque-képzd lépsejtekre kifejtett hatas

PFC sejtszam
___(kezelt)
Dozis (immol)PFC sejiszam
(kezeletlen)

H-Arg-Lys-Asp-OH 1,0-1074 0,7
10107 2,1

, 1,0-107* L8
H-Arg-Lys-Asp-Val- 1,010~ 0,3

55

€0

65

PFC seitszam

(kezelt)
Dézis (mmol)PFC sejtszam
(kezeletlen)

NH, 1,0-10°¢ 0,52
1,010°* 2,7

H-Arg-Lys-Asp-Val-  2.5-1¢73 0,34
OH 2,5:107* 0.8
H-Arg-Lys-Asp-Ala-  1,0-1074 4,9
OH 1,0-107¢ 1,9
1,0107# 3.0

4.



1 185263 2

Az 1. tablazat adatai mutatjdk, hogy a rtheuma-
toid arthritis betegségben szenvedék limfocitainak
E-rozettaképzd aktivitdsat szignifikansan stimulal-
ja az H-Arg-Lys-Asp-Val-OH tetrapeptid (2. sz.
vegyiilet), ennek amidja (4. sz. vegyiilet), a H-Arg-
Lys-Asp-OH tripeptid (3. sz. vegyiilet), a H-Arg-
Lys-Asu-Val-OH tetrapeptid (9. sz. vegyiilet) 107°
mol/l koncentricioban, valamint a H-Arg-Lys-
Asp-Val-Ome tetrapeptidészter (5. sz. vegyiilet)
1077 mol/l koncentraciéban. Szignifikdnsan gatld

10

hatast mutatott a piroglutaminsav-kezdet{i penta- -

és tetrapeptid (6. és 7. sz. vegyiiletek) 1077, illetve
107° mol/l koncentracidoban, valamint az aszpara-
gint tartalmazo tetrapeptid (8. sz. vegyiilet) 1073
mol/l koncentracidoban,

A 2.1ablazat adatai szerint az egészséges egyének
limfocitdinak E-rozettaképzé aktivitasara szignifi-
kans stimulalo hatéssal bir a H-Arg-Lys-Asp-Val-
OH tetrapeptid (2. sz. vegyiilet) 10~° mol/l kon-
centracioban, a H-Arg-Lys-Asp-OH tripeptid (3.
sz. vegyiilet) 1077 mol/l koncentracidban. Ugyan-
csak stimulalo hatasu a 2. sz. vegyiilet amidja (4. sz.
" vegyiilet) 107" mol/l koncentracidban, valamint a

H-Arg-Lys-Asp-Ala-OH tetrapeptid (5. sz. vegyii-

let) és a H-Glp-Arg-Lys-Asp-OH tetrapeptid (7. sz.

vegyiilet) 10™"" moél/l koncentraciéban. Ebben a

tesztben gatlo hatasu volt a 2. sz. vegyiilet metilész-

tere (7. sz. vegyiilet) 10~"" mél/l koncentracidban.

Az antitest-termelésre gyakorolt, agglutinacids
titerrel kifejezett in vivo hatést a 3. tablazat adatai

_ mutatjak, Eszerint szignifikinsan stimuldlé hatasa
az Arg-Lys-Asp tripeptid 4:107% mol/l koncentra-
cidban; az Arg-Lys-Asp-Ala tetrapeptid 4-10~7
mol/l koncentricioban, tovabba a H-Arg-Las-
Asp-Val-NH, 4-10"* mol/l koncentraciéban muta-
tott stimulalo hatast. Gatlo hatast mutatott ebben
a tesztben is a piroglutaminsavval kezdédd két
peptid: a H-Glp-Arg-Lys-Asp-Val-OH 41077 mdl/l
és a H-Glp-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-OH 2:107® mol/l
koncentracioban.

A plaque-képz$ lépsejtekre kifejtett in vivo hatas
eredményeit 'a 4. tablazat tartalmazza. Eszerint a
H-Arg-Lys-Asp-OH tripeptid, valamint a H-Arg-
Lys-Asp-Val-NH, tetrapeptidamid kisebb dézisa-
ikban mintegy kétszeres novelést, a H-Arg-Lys-
Asp-Ala-OH tetrapeptid pedig minden dézisban
Jelentds ndvelést mutatott.

A taldlmany szerint el6allitott peptideket, vala-
mint azok soit a szokasos gyogyszerkészitmények
alakjaban hasznalhatjuk fel a gyoégyaszatban. Az
ilyen gyogyszerkészitmények a talalmany szerint
vegylileteket enteralis vagy parenteralis beadasra
alkalmas, szervetlen vagy szerves vivéanyag kisére-
tében tartalmazzak. A gydgyszerkészitmények le-
hetnek szilard liofilizitumok, amelyekhez vivé
anyagként peptidekkel nem reagilé vegyiileteket,
példiaul szénhidratokat alkalmazunk, lehetnek to-
vabba hig vagy tomény szuszpenzidk vagy emulzi-
0k, de lehetnek tablettak vagy injekciok is, a szoka-
sos kiszerelési formakban,

A taldlmany szerinti eljaras foganatositasi mod-
Jait kozelebbrol az alabbi példikkal szemléltetjiik.
A példakban alkalmazott roviditések a kémiai iro-
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dalomban haszndlt réviditéseknek felelnek meg (J.
Biol. Chem. 247, 977 [1972]). Tovabbi réviditések:
Z=benziloxikarbonil-, Boc=terc-butiloxikarbo-
nil-, O'Bu= terc-butiloxi-, OPfp = pentafluor-feno-
xi-, Asu=L-2-amino-szukcinil-, OMe=metoxi-,
OBzl = benziloxi-, ONB = 4-nitro-benziloxi-
csoport.

Az olvadaspont-meghatdrozasok dr. Tottoli-féle
késziilékben (Biichi, Svajc) torténtek. A vékonyré-
teg-kromatografias vizsgalatokat elére gyartott ko-
vasavgél-adszorbensen (DC Fertigplatten, Merck)
végeztiik az alabbi olddszerelegyekben:
| etil-acetat : (piridin : ecetsav -

viz=20:6:11)=95:5

2. etil-acetat : (piridin : ecetsav :
viz=20:6:11}=9:1

3. etil-acetat : (piridin : ecetsav :
viz=20:6:11)=4:1

4. etil-acetat : (piridin : ecetsav :
viz=20:6:11)=3:2

5. n-butanol : (piridin : ecetsav :
viz=20:6:11)=3:7

6. kloroform : metanol=9: |
7. n-butanol : ecetsav : viz=1:1:1
8. n-butanol : ecetsav : viz=4:1: 5 felsd fazisa.

A kromatogramok eléhivasat ninhidrinnel, vala-
mint klorozis utan KJ-tolidinnel végeztiik. A fajla-
gos optikai forgatoképesség mérése Perkin-Elmer
141 szamkijelzésii fotoelektromos polariméteren
tértént. Valamennyi olddszer eltavolitasat, illetve
beparlasat Biichi-féle Rotavapor bepérlon végez-
tik 40 °C-nal nem magasabb homérsékletd vizfiir-
do alkalmazasaval.

1. példa (A médszer)

Z-Arg(NOQ,)-Lys(Z)-Asp(OBzl)-Val-ONB

1,73 g (6 mmol) H-Val-ONB. HCI 15 ml dimetil-
formamidban késziilt oldatahoz 0,84 m! (6 mmol)
trietil-amint és 2,45 g (5 mmol) Bos-Asp(OBzl)-
OPfp-t adunk. A reakcidelegyet 30 percig szobaho-
mérsekleten keverjiik, az oldatot beparoljuk és a
maradékot 30 ml etil-acetatban oldjuk. Az oldatot
15-15 ml 1 n sésavoldattal, 5%-os natrium-hidro-
gén-karbonat-oldattal, majd vizzel kirazzuk, viz-
mentes natrium-szulfattal szaritjuk, majd vakuum-
bzn beparoljuk. A maradékként kapott védett di-
peptidet (R§=0,9) 10 ml 8 n sosavas dioxanban
al'ni hagyjuk, majd 15 perc milva az oldatot 40 ml
vizmentes éterrel higitjuk és szarazra paroljuk.
A maradékként kapott szabad dipeptidet (R}=0,5)
16 ml dimetil-formamidban oldjuk, az oldat pH-
értékét trietil-aminnal 8-ra allitjuk, és 3,1 g (5,5
mmol) Boc-Lys(Z)-OPfp-t adunk hozza. A reak-
cidelegyet 30 percig szobahdmeérsékleten keverjiik,
mikozben az oldat pH-értékét trietil-aminnal 8-on
taryjuk. Az oldatot ezutin 60 mil kloroformmal
higitjuk, majd 15-15 ml n sosav-oldattal és vizzel
kirazzuk. A szerves fazist szaritds utan szarazra
paroljuk és a maradékot vizmentes éterrel megszi-
larditjuk. A kapott védett trieptidet (R} =0,4) 100
mi vizmentes éterrel kicsapjuk, lesziirjiik és éterrel
kétszer mossuk. A kapott terméket 20 ml dimetil-
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formamidban oldjuk, az cldat pH-értékét trietil-
aminnal 8-ra allitjuk és 3,3 g (7 mmol) Z-Arg(NO,)-
OPfp-t adunk hozza. A reakcidelegyet 30 percig
szobahdmérsékleten keverjitk, mikozben az oldat
pH-értékét trietil-aminnal 8-on tartjuk. Ezutin az
olddszert elparologtatjuk, a maradékot 50 mi eta-
nollal eldorzsolve szitrjiik és kétszer 10 ml etanollal
mossuk. Igy 3,85 g védett tetrapeptidet kapunk
(73%;) osszhozam a kiindulasi Boc-Aso(OBzl)-OPfp-
re szamitva. Olvadaspontja: 135-148 °C, R} =0,80.

2. példa (B médszer)

Z-Arg(NO,)-Lys(Z)-Asp(OBzl)-OBzi

1,62 g (3,3 mmol) Boc-Lys(Z)-OPfp, 1,40 g (4,0
mmoél) Asp(OBzl)-OBzl. HCl és 0,98 m! (7,0 mmol)
trietil-amin elegyét 10 ml etil-acetatban szobahd-
mérsékleten egy Ora hosszat allni hagyjuk, majd a
reakcidelegyet 20 ml etil-acetattal higitjuk, 10-10
ml n sosavoldattal és 5%-os natrium-hidrogén-
karbonat-oldattal kirazzuk, vizmentes natrium-
szulfattal szaritjuk, az oldoszert vaikuumban bepa-
roljuk, a maradékot n-hexdnnal megszilarditva
- szlirjik és n-hexannal mossuk. A kapott védett
dipeptidet (termelés: 81,2%; olvadaspont: 92-95°C;
R%=0,75) 30 m! 4 n sosavas dioxannal kezeljiik ¢és
30 perc mttlva az oldatot szarazra péaroljuk. A sza-
bad dipeptidet (R?=0,10) 10 ml dimetil-formamid-
ban oldjuk, az oldato: 9,35 mi trietil-aminnal sem-
. legesitjitk, majd a kapott szuszpenziot az aldbbi
modon készitett vegyes anhidridhez adagoljuk:
10,6 g (3,0 mmol) Z-Arg(NO,)-OH és 0,42 ml (3,0
mmol) trietil-amin 5 ml dimetil-formamidban ke-
szult oldatiat 10 °C-ra hiitjiik, és az oldathoz ezen
a hémérsékleten 0,36 ml (3,0 mmol) pivaloil-klori-
dot csépégtetiink. Az igy kapott vegyes anhidrid
oldatahoz 5 perc milva kezdjitk adagolni —10°C-
on a szabad dipeptid oldatat. A reakcidelegyet to-
vabbi 30 percen keresztiil 0 °C-on keverjuk gjjelen
at allni hagyjuk, majd mésnap szarazra paroljuk.
A maradékot 50 ml kloroformban oldjuk, 10-10 ml
n sosavoldattal, 5%-os natrium-hidrogén-karbo-
nat-oldattal és vizzel kirdzzuk. A szerves fazist sza-
ritas utan szdarazra paroljuk és a kapott maradékot
éter-n-hexan 1 : 1 ardnyu elegyével megszilarditjuk.
fgy 1,82 g (84%) védett tripeptidet kapunk,
R:=10,70.

3. példa (C modszer)

Z-Arg(NO,)-Lys(Z)-Asu-Val-OH

2,51 g (12 mmol) Val-O'Bu. HCl-ot 50 mi kloro-
formban oldunk, majd 3,86 g (10 mmol) Boc-
Asp(O'Bu)-OSu-t és 1,68 ml (12 mmol) trietil-amint
adunk hozza. Mdsnap az oldatot 10-10 m! n sosav-
oldattal és 5%-os matrium-hidrogén-karbonat-
oldattal haromszor kirazzuk. Szdritas utan az oldo-
szert beparoljuk, és a maradékként kapott védett
dipeptidet (R?=0,80) 30 ml 5 n hidrogén-bromid
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ecetsavas oldataban egy hétig allni hagyjuk. Ezutan
a reakcidelegyet szarazra paroljuk és a maradékot
vizmentes éterrel megszilarditjuk. fgy 265 ¢g
(98,2%) H-Asu-Val-OH. HBr-ot  kapunk
(Rf=0,15), amelyet az 1. példaban leirt médon
acileziink tovabb. A védett tetrapeptid adatai az 5.
tablazatban talalhatok.

4. példa

H-Arg-Lys-Asp-Val-OH

225 g (2,22 mmoly Z-Arg(No,)-Lys(Z)-
Asp(OBzl)-Val-ONB-t (1. példa) 50 ml 90%-os
ecetsavban szuszpendalunk, majd hozzdadunk | g
5%-os palladiumos aktivszén-katalizatort, és 14
oran keresztill hidrogéngazt buborékoltatunk at az
elegyen. Ezutan a katalizatort klszurjuk kétszer 10
ml 90%-0s ecetsavval mossuk és a sziirletet szarazra
paroljuk. A maradékot vizzel és etanollal jbdl
beparoljuk, majd 2 ml vizben oldjuk, és 30 mi
etanolt adunk hozza. A kapott szuszpenziot szir-
jlik és a csapadékot etanollal mossuk. fgy 0,92 ¢
(80%) szabad tetrapeptid-monoacetatot kapunk.

Aminosavanalizis: Lys: 1,05 (1,00), Arg: 0,95
(1,00), Asp: 1,04 (1,00), Val: 095 (1,00),
llg=-248" (o=10; 10%-0s ecetsavban),
RE=0,10.

5. példa

L-Arginil-L-lizil-L-aszparaginsav-citrat

1,0 g (2,1 mmol) Arg-Lys-Asp-acetitot 15 ml
vizben oldunk és citrat-ciklusba vitt Dowex 2% 8
gyantaval ioncseréljik. A gyantas szuszpenziot
szlirjiik, a sziirletet vakuumban bepéroljuk, a ma-
radékot etanollal megszilarditjuk, majd a csapadé-
kot lesziirjilk és etanollal alaposan mossuk, 0,98 g
(97%) Arg-Lys-Asp-citratot kapunk; op.: 83-86 °C
(bomlik). [a]y=+6,75 (c=1, 10%-0s vizes ecet-
sav). '

6. példa

L-Arginil-L-lizil-L-aszparagil-L-valin-citrat

1,0 g (1,75 mmol) Arg-Lys-Asp-Val-acetatot 15
ml vizben oldunk és citrat-ciklusba vitt Dowex
2 x 8 gyantaval ioncseréljiik. A gyantas szuszpenzi-
ot szirjitk, a sziirletet vakuumban beparoljuk, a
maradékot etanollal megszilarditjuk, majd a csapa-
dékot lesziirjiik és etanollal alaposan mossuk. 0,92
g (91%) Arg-Lys-Asp-Val-citratot kapunk; op.:
112-115 °C (bomlik). o}y = — 15,74 (c=1, 10%-0s
vizes ecclsav).

A fenti 1-3. példaban leirt A, B, illetdleg
C modszerrel, a megfelel6 kiindulasi anyagok ekvi-
molaris mennyiségének felhasznalasaval az alabbi
5. és 6. tablazatban ismertetett tovabbi hasonlo
vegyileteket allitottuk elo. :
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5. tdbldzat
A védett peptidek el6allitasa és tulajdonsagai

Termelés, %, Mod-  Olvadas-

(0Osszes) (lipéénsgn- szer pont R; - Tisztitas -
V‘él_gﬁggmoﬁ'l‘yS(Z)'ASP(OBZD' 73 90 A 135148 08(2) 80%-o0s ecetsav

2. Z-Arg(NOy-Lys(Z)-Asp(OB:l}- éter-n-hexan
OBzl ‘ 68 82 B amorf  0,70(2) (mosas)
V3a'|_NS‘A‘g(ZZ)‘Lys(Z)'ASP(OBZI)' 52 81 A 214216  0,70(2) etanol (kifdzés)

2

4. Z-Arg(NOy-Lys(Z)-Asp(OBzl)- 5, 80 B 125135 0,60(2) etanol
Val-OMe

S. Z-Glp-Arg(NO,-Lys(Z)- . .
Asp(OBzl)-Val-ONB 59 84 A 166-172  080(3)  etanol

6. Z-Glp-Arg(NO,)-Lys(Z)- etanol-éter
Asp(OBz!)-OBz] 60 85 A 100-104  0,60(2) 1.2)

7. Z-Arg(Z,-Lys(Z)-Asn-Val-OBzl 41 74 A 193-195  0,70(3) etanol (kifézés)
OB Z-Arg(NO FLys(Z)-Ala-Val- - ¢g 87 A 157-159  045(1) 60%-0s ecetsav
09}'{ Z-Arg(NO,-Lys(Z)-Asu-Val- -, 85 C,A 9() 0303) etanoléter
}\Ol'a _gﬁggmoﬁ'l‘y SZ)-Asp(OBz)- 4, 80 A 124126  045(1) 60%-0s ecetsav
e OZB' ABNOLys(2)-Asp(OBal)- g 86 B 136-138  0,70(2) etanol
12. Z-Glp-Arg(NO,)-Lys(Z)- g o
Asp(OBzl)-Val-Tyr(Bzl)}-ONB 68 87 A 199-205  0,80(3) 60%.-0s ecetsav
13. Z-Arg(NO,)-Lys(Z)-Glu(OBzl-4- —
Cl)-Val-OBzi 39 73 B 124-127  0,65(2) etil-acetat

6. tabldzat
A szabad peptidek tulajdonsagai
Termelés (%) R, (o2

1. H-Arg-Lys-Asp-Val--AcOHY ' 80 0,10(8) —-24.8

2. H-Arg-Lys-Asp-AcOH 83 0,20(7) 0

3. H-Arg-Lys-Asp-Val-NH,-2 AcOH 84,3 0,20(7) -26,5

4. H-Arg-Lys-Asp-Val-OMe-2 AcOH 84,6 0,35(5) —28,3

5. H-Glp-Arg-Lys-Asp-Val® 93 0,40(5) -351,3

6. H-Glp-Arg-Lys-Asp-AcOHY 70 0,35(5) -314

7. H-Arg-Lys-Asn-Val-2 AcOH 79,5 0,10(5) . —-23,0

8. H-Arg-Lys-Ala-Val-3 AcOH 88,5 0,45(5) —34,6

9. H-Arg-Lys-Asu-Val-2 AcOH 68 0,15(5) -31,0
10. H-Arg-Lys-Asp-Ala-AcOH 88 0,25(5) —-19.9
11. H-Arg-Lys-Asp-lle-AcOH ’ 48,6 0,15(5) -19,5
12. H-Glp-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr? 80,0 0,20(8) -—5L,5

13. H-Arg-Lys-Glu-Val-AcOH 97 0,30(7) -21,4

? c=1, 10%-os ecetsavban _
® Kieselgel SI-100 tdltetii oszlopon kromatografaltuk metanol-viz 1: 1 cleggyel; AcOH =ecetsav
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7. tabldzat

Az eldallitott peptidek analizis-adatai

Peptid

Talalt aminosavak (mol) -

. H-Arg-Lys-Asp-Val-OH

. H-Arg-Lys-Asp-OH

. H-Arg-Lys-Asp-Val-NH,
. H-Arg-Lys-Asp-Val-OMe
. H-Glp-Arg-Lys-Asp-Val

. H-Glp-Arg-Lys-Asp-OH
. H-Arg-Lys-Asp-Val-OH

. H-Arg-Lys-Ala-Val-OH

. H-Arg-Lys-Asp-Val-OH

. H-Arg-Lys-Asp-Ala-OH
I1. H-Arg-Lys-Asp-lle-OH

. H-Glp-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-OH
13. H-Arg-Lys-Glu-Val-OH

NO 00~ N\ L B N -

Arg 1,04, Lys 1,02, Asp 1,01, Val 1,00

Arg 1,02, Lys 1,02, Asp 1,00

Arg 0,95, Lys 1,03, Asp 1,00, Val 1,00

Arg 1,04, Lys 1,02, Asp 0,97, Val 1,00

Glu 1,04, Arg 1,02, Lys 1,02, Asp 0,98, Val 1,00
Glu 1,04, Arg 1,01, Lys 0,99, Val 1,00

Arg 1,00, Lys 1,03, Asp 1,02, Val 1,00

Arg 1,03, Lys 0,97, Ala 1,01, Val 1,00

Arg 1,04, Lys 1,01, Asp 0,98, Val 1,00

Arg 1,03, Lys 0,99, Asp 0,98, Ala 1,00

Arg 1,02, Lys 1,04, Asp 098 lle 1,00

Glu 1,01, Arg 1,04, Lys 1,02, Asp 0 97, Val 1,00, Tyr 0,97
Arg 1,04 Lys 1,01, Glu 1,02, Val 1,00

Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras az (I) altalanos képletii, az immunsza-
balyozast befolyasolo peptidek
X-L-arginil-L-lizil-Y 1))
—ahol X hidrogénatomot és Y L-aszparaginsav-,
L-aszparagil-L-valin-, L-aszparaginil-L-valin, L-2-
aminoszukcinil-L-valin-, L-alanil-L-valin-, L-asz-
paragil-L-alanin-, L-glutamil-L-valin- vagy L-asz-
paragil-L- 120Iedcm -csoportot vagy pcdlg X L-pi-
roglutamilcsoportot és Y L-aszparaginsav-, L-
aszparagil-L-valin- vagy L-aszparagil-L-valil-L-
tirozin-csoportot képvisel - valamint soik, amidja-
ik, rovidszénlanct alkilésztereik, valamint az argi-
nilcsoport guanidinocsoportjan nitro-, a lizilcso-
port g-aminocsoportjan és az N-terminalis amino-
csoporton benziloxikarbonil- és a C-terminalis kar-
boxilcsoporton adott esetben benziloxi- vagy 4-nit-
ro-benziloxi-védécsoportot, tovabba az adott eset-
ben jelen levd aszparagil- és/vagy glutamilesoport
lancvégi karboxilcsoportjan benziloxi- és a tirozin
fenolos hidroxilesoportjdn benzil-védécsoportot
tartalinazo védett szarmazékaik eléallitasara, azzal
Jjellemezve, hogy a peptidlanc tagjait a C-terminalis
aminosavbdl, illet6leg znnak amidjabdl, rovidszén-
lancu alkileszterébol vagy N-védett szarmazékabol
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kiindulva lépésenkénti acilezéssel kondenzaljuk,
célszeriien az aktiv-észteres és/vagy vegyes anhidri-
des kapcsolasi modszer alkalmazasaval és kivant
esetben a védGcsoportot tartalmazo peptid-termék-
rol a véddcsoportot lehasitjuk és a s6 alakjaban
kapott peptidb6l a bazist felszabaditjuk és/vagy
kivant esetben a kapott terméket valamely gyogya-
szatilag alkalimazhato séva alakitjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras foganatositasi
modja, azzal jellemezve, hogy az eldallitani kivant
peptid C-termindlis aminosavat vagy annak a kar-
boxilcsoporton védett szarmazékat vagy amidjat
vagy rovidszénlanct alkilészterét a kivant termék
aminosav-szekvenciajaban eldtte 4lld0 aminosav
aminocsoporton és adott esetben oldalfunkcion vé-
dett és karboxilcsoporton aktivalt szirmazékaval
kondenzaljuk. majd a terméknek a tovabbi lépés-
ben acilezend6 aminocsoportjat felszabaditjuk és
az acilezési miiveletet a szekvencia kovetkezo ami-
nosavanak védett és a karboxilcsoporton aktivalt
szarmazékaval a kivant szekvencia eléréséig megis-
mételjiik és kivant esetben a kapott peptidet sova
alakitjuk.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras fogana-
tositasi madja, azzal jellemezve, hogy a kondenza-
last az acilez6 aminosav aktiv észterével vagy ve-
gyes anhidridjével végezzik.

Abrz nélkiil

Kiadja a7 Orszagos Taldlmanyi Hivatal
A kiaddsért fclel: Himer Zoltan osztalyvezetd
Megjelent a Miiszaki Kdnyvkiadé gondozasiban
Szedte a Nyomdaipari Fényszedé Uzem (868717/09)

COPYLUX Nyomdaipari és Sokszorosité Kisszovetkezet
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