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Eljaras (XI) &ltalénos képletid a Tyr(SOsH) és
R? koézott vagy Tyr(SOsH) és R3 kozott vagy
R! és RY koézott képezett ciklizélt szarmazeé-
kok /mely képletben

X Jjelentése CO-CHa, H

R!  jelentése Lys, Met

R2  jelentése Gly, Glu

R3  jelentése Met, Glu

R  jelentése Asp, Thr(SOsH),

azzal a feltétellel, hogy Tyr(SOs3)H és RZ ko-
zdtt képezett ciklizélt szérmazékok esetében
X jelentése H

R!  jelentése Met

R?  jelentése Glu

R3  jelentése Met

Rt  jelentése Thr(SOsH); vagy

Tyr(SOsH) és R3 kozott képezett ciklizalt
szarmazékok esetében

X jelentése H

R!  jelentése Met

R?  jelentése Gly

R3  jelentése Glu

R*  jelentése Thr(SOsH); vagy

Rl és RY kozott képezett ciklizdlt szérmazé-
kok esetében

X jelentése CO-CH3

R! jelentése Lys

R?  jelentése Gly

A leirds terjedelme: 12 oldal, 3 rajz, 11 ébra

R3  jelentése Met
R* jelentése Asp/
eléallitdsara, oly modon,
nemszulfatalt terméket valamely
szerrel kezeljiuk.

A fenti uj

sal rendelkeznek.

X=Tyr (SO3H)—R‘-G!g —Trp-R} -Asp-V-mehil - Phe-NH,

4 Aoy
Tyr(303H)-R-Gtu-Tep=R -R" -N ~metil -Phe-NH,

Tyr (503H) -& - 6Ly - Trp -6lu -R"~N - metil - Phe -,
L

hogy a megfeleld
szulfatalo-

peptidek taplalékfelvétel-
-visszaszoritd vagy étvagyszabalyozd hatas-
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Talélményunk 4j gylris peptidekre és ezek
elddllitdsdra vonatkozik.

A gazdasagi jolét bizonyos szintjét elérd
orszagokban az elhizés az egészségvédelem
igen jelentés koltségtényezdjévé valt. igy pl.
az Amerikai Egyesult Allamok lakéi kozul kb.
34 milli6 ember a kivénatosnél legalabb 20%-
-kal nagyobb testsulyl olyannyira, hogy or-
vosi kezelésitk ajénlatos [lasd: a legutobbi
NIH consensus konferencia, National Institu-
tes of Health consensus Panel Report. 1985.
februar 13; lasd tovabbé Science, 227: 1019-
-1020 (1985)].

Ezeknél az egyéneknél az elhizottsag
hozzdjarul a keringési megbetegedések, ma-
gasvérnyomas, hiperkoleszterolémia, nem in-
zulinfuggé diabetes (NIDD) és a méh-, mell-,
epeholyag-, vastagbél-, végbél és prosztata-
réak fokozott gyakorisdgi fellépéséhez. Ezen-
kivil az elhizés ill. a sulyfelesleg a lakosség
pusztuldsi ardnya szempontjabol is kedvezot-
len olyannyira, hogy extrém vagy haladlos
mértékU elhizds esetén a haldlozési arany az
atlagérték 12-szeresét is elérheti.

Nem inzulinfiggd diabetesben, magas-
vérnyomésban, hiperkoleszterolémiédban, koro-
néria artérids szivbetegségekben, kdszvény-
ben és osteoarthritisben szenvedd betegek
gyogyitasa sordn gyakran elOszdér a testsuly-
-csokkentést javasoljak. Az orvos azonban
csupan viszonylag kevés gyogyAaszati eszkdz-
zel rendelkezik a sulycsdkkentés terén. A
diétds étrend sorén hasznélatos anyagok &al-
taldban csupan révid idén At végzett tera-
pidban hasznélhatok, azonban hosszi idén &t
torténé alkalmazasra alkalmatlanok tolerancia
kifejlédése, a kozponti idegrendszerre kifej-
tett hatdsok és nemkivéanatos mellékhatasok
miatt. igy a sikeresen lefogyasztott betegek
kb, 95%-a 12-84 hénap alatt eredeti testsu-
lyat visszanyeri.

Kronikus terdpidban varhatoan sikere-
sebben alkalmazhatok a taplalékfelvételt a
test sajét periférias telitettségi jelzéseinek
utanzasaval csdkkentd szerek, amelyek keve-
sebb kedvezdtlen mellékhatist mutatnak és a
kézponti idegrendszerre nem hatnak.

A kolekisztokinin (CCK) nevii polipeptid
hormont el6szér a sertés gyomorbélrendsze-
rébdl izoléltak 33 aminosavbol allé peptidként
[Mutt és tsai: Biochem J. (Proced. Biochem.
Soc.), 125, 57-58. oldal (1971); Mutt és tsai:
Clin. Endocrinol.,, Supplement, 5, 175-183
(1976)). Perifériésan adagolt CCK patkanyon,
birkan és majmon telitettségi érzést idéz eld
[Jorpes Acta Chem. Scand., 18, 2408-2410
(1964); Della-Fera és tsai.: Science, 206,
471-73, (1979); Gibbs és tsai.: J. Comp. and
Physiol Psychol.,, 84, 488-495 (1973)]. A CCK-

-8 ez a CCK-val analog oktapeptid - infuzio-

ja sovany és elhizott embereken taplalékfel-
vétel-csdkkenést idéz el6 [J. Smith, Int. J. of
Obesity, 8, Supplement 1. 35-38 (1984)].
Elfogadott tény, hogy a CCK telitettségi
érzést eldidézd hatdssal rendelkezik és
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ezért emberen a téaplalékfelvétel csdkkentésé-
re vagy visszaszoritédsdra alkalmazhato.

A CCK-33 jeli polipeptid hormon amino-
sav-szekvencidja a kévetkezd:

1 5 10
Lys-Ala-Pro-Ser-Gly-Arg-Val-Ser-Met-Ile-
15 20
Lys-Asn~-Leu-Gln-Ser-Leu-Asp-Pro-Ser-His~
25
Arg-Ile-Ser-Asp-Arg-Asp-Tyr(SO3H)-Met-Gly-
30 33
Trp-Met-Asp-Phe-NHz.

A CCK fragmensei - pl. a CCK~8 és CCK-
-7 ugyancsak telitettségi érzést el6idézd ha-
tast mutatnak.

A CCK-8 aminosav-szekvenciédja a kovet-
kezb:

26 27 28 29 30 31 32 33
Asp-Tyr{SO3H)-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-
-NHa.

A CCK-7 eggyel kevesebb aminosavat
tartalmaz, mint a CCK-8, azaz a 26-helyzeti
Asp-ot nem tartalmazé CCK-8-nak felel meg.

Az ismert peptidek linedris konfigura-
cidjuak.

A linearis peptidek éltaldban nagyon
rugalmas molekuldk és nincs jol definidlt
konformaciojuk. A linedris peptidben levd
minden aminosav a kérnyezd kdzeg hatdsdnak
kitett egység és ezaltal a linearis peptidek
enzimatikus és kémiai lebontéasokkal szemben
sokkal érzékenyebbek a jol meghatarozott
konformacioval rendelkezd molekulaknal.

Ismeretes, hogy a CCK-33, CCK-8 és ku-
16nb626 analogjaik valamint a CCK-7 linearis
formai telitettségi érzést eldidézé hatassal
rendelkeznek, ezek a peptidek azonban hata-
sukat csak rovid idén at képesek Kkifejteni.
Ezenkivil a linearis CCK-8 emberi gyomor-
nedvek hatasara nagyon gyorsan lebomlik. A
fenti, telitettségi érzést eléidézé vegylletek
hatékony orélis adagolasa ezért kizértnak te—
kinthetd.

Fentiek miatt szukséges a telitettségi
érzést hosszabb idén at kifejtd vegyuletek
eldallitasa ill. az ilyen hatésu vegyiletek ha-
tékony orélis adagolasanak kidolgozésa.

Ciklikus peptidnek olyan peptideket te-
kintink, amelyekben a peptid-ldncban levé
egyik aminosav béta- vagy gamma-végallasu
karboxilcsoportja amidkotés kialakitdsaval a
peptidlancban lévé mésik aminosav alfa-, del-
ta- vagy epszilon-vagélldsu aminocsoportja-
hoz kapcsolddik. A lancban levd két aminosav
osszekapcsolédésa gylris szerkezetet ered-
ményez.

A gylrlis peptidek bioldgiai tulajdonsé-
gai lényegesen eltérnek linearis analdgjaik
hatdsétol. A gylrilis peptidek ridegebbek, jol
meghatdrozott alakuak és a belil elhelyezke-
dé aminosav-maradékok a molekuldt kérialve-
vd koérnyezettel szemben ledrnyékoltak, vé-
dettek. Ezek a kiulonbségek a peptidek biold-
giai tulajdonsdgaiban tukrozédnek. A gylris
peptidek hatasukat hosszabb iddn At fejtik
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ki, minthogy tomor szerkezetuk kovetkezté-
ben kémiai és enzimes lebontéssal szemben
kevésbé érzékenyek. A gyliriis peptidek bio-
16giai értékesithetdsége a védett belsd ami-
nosav-maradékok altal elbidézett szoveti el-
oszlas kovetkeztében nagyobb. Ezenkivil a
gyliris peptidek jol meghatarozott alakjuk
miatt a megcélzott receptorhoz nagyobb spe-
citikussaggal kapcsolédnak és ezaltal a ki-
vant hatdst kisérdé nemkivénatos biologiai ak-
tivitdsok valészintisége csdkken. Ezzel ellen-
tétben egy linearis peptid a&ltaldban mind
kozponti mind periféridlis receptorokkal ren-
delkezik és ezért egy adott peptid szdmotte-
vé kereszt-reakcioképességet mutat egy ma-
sik peptid receptoraival szemben.

Talalményunk a leirasban meghatarozott
specifikus szekvencidval rendelkezd lineéris
peptidekre és e peptidek gylris formaira
vonatkozik.

Allatok taplalékfelvételét oly modon szo-
rithatjuk vissza, hogy az Allatnak a takar-
manyfelvételt csékkenté mennyiségben vala-
mely taldlmanyunk szerint elééllitott peptidet
adjuk be.

Taldlminyunk térgya eljarés (XI) éltala-
nos képleti a Tyr(SOsH) és R? kozott vagy
Tyr(SOsH) és R3 kozbtt vagy R! és RY kozott
ciklizalt peptid-szarmazékok mely képletben
X jelentése CO-CHs, H
R! jelentése Lys, Met
R2 jelentese Gly, Glu
R} jelentése Met, Glu
Rt jelentése Asp, Thr(SOsH),
azzal a feltétellel, hogy Tyr(SOs)H és RZ ko=
zdtt képezett ciklizalt szérmazékok esetében
X jelentése H
R! jelentése Met
RZ  jelentése Glu
R3 jelentése Met
Rt jelentése Thr(SOsH); vagy
Tyr(SOsH) &s R3 kozott képezett ciklizalt
szarmazékok esetében
X jelentése H
Rl  jelentése Met
RZ jelentése Gly
R3  jelentése Glu
Rt jelentése Thr(SOsH); vagy
R! és RY kozdtt képezett ciklizalt szarmazé-
kok esetében
X jelentése CO-CH3
R! jelentése Lys
R? jelentése Gly
R3  jelentése Met
R* jelentése Asp/
eldallitasara, oly modon,” hogy a megfeleld
nemszulfatizalt terméket valamely szulfatalo-
szerrel kezeljuk.

A jelen taldlményi leirds értelmében
gyQris peptidnek olyan peptidet tekintiink,
amelyben a peptid lancban levé egyik amino-
sav béta- vagy gamma-végallasu karboxilcso-

.portja a peptidlancban levé mésik aminosav
alfa-, delta- vagy epszilon-végallasi amino-
csoportjahoz kapcsolodik. A jelen taldlményi
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leirésban az alabbi konfiguréciok szerepelnek
feltéve, hogy mast nem koézlunk.

Aminosav Ciklikus peptidet kialakitd
.a lédncban aminosav végéllésu csoportja
Lys £ amino (¢ = epszilon)
Orn A amino (a = delta)

Tyr (SOsH) o« amino (oL = alfa)

Asp p karboxi (B8 = béta)

Glu 3 karboxi (y = gamma)

A taldlmanyunk szerinti specifikus gyu-
ris peptideket oly modon allitjuk eld, hogy a
léncban levd aminosavak funkciondlis cso-
portjait azokon a helyeken, amelyeken gyu-
rtis kapecsoléddst nem kivénunk kialakitani,
megvédjuk és a védetlen aminosavakat gy~
riis szerkezet kialakitdsa céljabdl reagalni
hagyjuk.

A szilardfazisi szintézis médszereknél a
k(116nbézd aminosavak reakcioképes oldallanc-
-csoportjait megfeleld védocsoportokkal meg-
védjuk, ezek a véddcsoportok az adott he-
lyen a kémiai reakcid lejatszodasat megaka-
délyozzék, majd a védbcsoportokat a kivant
reakcid lejatszodésa utan eltavolitjek. A
lancban levd egyes aminosavak az adott ami-
nosavra kidolgozott oldatfézisu szintéziseknél
4ltalanosan hasznalatos szokésos véddcsopor—
tokkal vedhetdk meg. A lancban levé védet-
len aminosavak megfelelden reagalva kialakit-
jak a taldlményunk szerinti gylris peptide-
ket.

A leirasban az aminosavak, aktiv cso-
portok, védocsoportok és hasonlok meg jeldlé~
sére az alabbi réviditéseket alkalmazzuk:

Szimbdlum Megjelolt molekula
vagy csoport

AA aminosav

Ac acetil

Oorn : ornitin

2-klér-2 2-klér-benziloxikarbonil

Z benziloxikarbonil

DMF dimetil-formamid

Boc tert. butoxikarbonil

TFA trifluorecetsav

CH3CN acetonitril

Phe-NH2 (VII)

N-metil-Phe~NHz {VIII)

Phe-NHCHa (1X)

N-metil-Phe-NHCH3  (X)

Az aminosavakat az altaldnosan hasznéa-
latos 3 betils roviditésekkel jeléljuk és min-
denkor az L~izomert értjuk feltéve, hogy
mast nem kézlunk.

Talalményunk az alabbi gylrus peptidek
elballitasara vonatkozik:

(I) &ltalénos képletd peptidek

ahol

X = CO-CHa
gl = Lys,
R} = Met,

Kalénosen elényosek az alabbi képletil pepti-
dek:

3-
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CH3-CO-Tyr(SO3H)-Lys-Gly-Trp-Met-Asp-N-
— 1

~-metil-Phe-NH2

(I1) altalénos képletld peptidek

ahol

R! = Met,

R} = Met,

R¢ = Thr(SOs3H),

Kul6énosen eldnyds az aldbbi képletld peptid:
Tyr(SO3H)-Met-Glu-Trp-Met-Thr(SO3H)-N-
T |

-metil-Phe~-NH2

(I1I) éltalénos képlet!i peptidek

ahol
R! = Met,
R* = Thr(SOaH),

Kulonosen eldbnyos az alabbi képletli peptid:
Tyr(SOsH)-Met-Gly-Trp-Glu-Thr(SO3H)-N-
1 1

metil-Phe-NH2

A R! = Lys jelentésnek megfeleld (I) al-
talanos képletli peptidek esetében a Lys ep-
szilon-végallasu aminocsoportja kapcsolodik
az Asp béta végallasu karboxilesoportjahoz
és ily modon gylris peptid jon létre.

A (II) altalénos képletli peptidek eseté-
ben a Tyr(SOsH) alfa végalldsu aminocsoport-
ja kapcsolédik a Glu gamma végéllasu kar—
boxilcsoportjdhoz, kialakitva a gylris pepti-
det.

A (III) Altaldnos képletli peptidek eseté-
ben a Tyr(SOsH) alfa végallasu aminocsoport-
Ja kapcsoléddik a Glu gamma végallisu kar-
boxilcsoportjdhoz és ily médon alakitja ki a
gylris szerkezetet.

Taldlményunk tovébba az alabbi linearis
peptidekre vonatkozik:

(IV) éltalénos képletii peptidek

ahol

X = 1-4 COCHs
R! = Lys,

R3 = Met,

(V) édltaldnos képleti peptidek

ahol

R! = Met,

R3 = Met,

R* = Thr(SO3H),

(VI) éltalénos képlet peptidek
ahol

R! = Met,

R4 = Thr(SOsH).

A talélményunk szerint eldéallitott pepti-
dek éallaton telitettségi érzest idéznek eld és
a tapldlékfelvétel visszaszoritésdra hasznal-
hatok. Ezeket a vegyuleteket &llatok testsu~
lyéanak besllitésdra vagy csokkentésére alkal-
mazhatjuk.

Taldlmédnyunk targya tovébba eljérés
gyoégyaszati készitmények - kulondsen a tap-
lalékfelvétel szabalyozasdra vagy visszaszori-
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tésara alkalmas gyogyészati készitmények -
eloéllitdséra, azzal jellemezve, hogy valamely,
a fenti eljardssal eldéllitott (XI) Altalanos
képletli peptid Tyr(SOsH) és R? kozott vagy
Tyr(SOsH) és R3 kozott vagy R! és RY kozott
képezett ciklizdlt szdrmazékdt inert gydgya-
szati hordozdéanyagokkal Osszekeverjuk és a
keveréket galenikus formara hozzuk.

A leirdsban hasznalt .tapldlékfelvételt
visszaszoritd mennyiség® kifejezésen a pep-
tid azon mennyiségét értjuk (tomegben kife-
jezve, az allat 1 kg testtdmegére vonatkoz-
tatva), amelyet a tépldlékfelvétel visszaszori-
tésa céljabél az allatnak be kell adni. A fenti
mennyiségek meghatdrozdsa az alkalmazas
modja, a kezelendd éllat fajtija és testtdmege
alapjan a szakember kotelezd tudaséhoz tar-
tozik, A CCK-8 telitettségét eldidézd (fo-
gyasztd) szerként torténdé alkalmazasaval
kapcsolatban az alabbi, a koradbbi ismereteket
osszefoglald irodalmi helyre hivatkozunk:
Morley, J. E., _.Minireview The Ascent of
Cholecystokinin (CCK) From Gut to Brain®
Life Sciences, 1982, 30, 479-493, kulondsen
485-488. oldal (1982).

TaldAlmdnyunk tdrgya tovabba eljaras a
fentiekben meghatédrozott peptidek eléallita-
séara, oly mddon, hogy

a.) szilardfazisu gyantdhoz kapcsolédo,
megfeleld blokkolt linedris peptidet készi-
tunk;

b.) a linedris peptidet a gyantarol elta-
volitjuk és HPLC uton tisztitjuk;

c.) a linearis peptidet valamely ciklizalo
szerrel kezeljuk és amidkotés képzésével és
HPLC tisztitdssal gylGrGs peptidet nyeriunk;

d.) a gylris peptidet szulfatdljuk és
HPLC uton tisztitjuk.

a.) Szilard fézisu gyantdhoz kapcsoldodo meg-
felelé blokkolt lineédris peptid elSéllitésa:

A peptideket szilArdfézisu szintézissel, a
Merrifield, J,Am.Chem.Soc. 85, 2149-2154
(1963) irodalmi helyen leirt é&ltaldnos mdod-
szerrel éallithatjuk el6, azonban az irodalom-
ban ismert bérmely més ekvivalens kémiai
szintézist is alkalmazhatunk. A szilardfazisu
szintézist az eléallitandé peptid végallasu
karboxilcsoportjan kezdjik oly modon, hogy
valamely védett alfa—aminosavat amidkotéssel
megfelelo gyantahoz kapcsolunk. E célra pl.
benzil-hidrilamin (BHA) vagy metil-benzil-
-hidrilamin (MBHA) gyantat alkalmazhatunk. A
BHA és MBHA gyantahordozok kereskedelmi
forgalomban levd termékek és Altalanosan
hasznéalatosak a végallast karboxilcsoporton
helyettesitetlen amidot tartalmazé peptidek
szintézise esetén.

A taldlményunk szerinti eljarésnal fel-

hasznélt oldészerek - pl. metilén-klorid
(CH2Clz), 2-propanol és dimetil-formamid
(DMF) - mindegyike a Burdick és Jackson

.Distilled in Glass" minbéségnek felel meg és
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tovabbi desztillacid nélkal felhasznalhato. A
trifluor-ecetsav  (TFA), diizopropil-etilamin
(DIPEA) és a diciklohexil-karbodiimid (DCC) a
Chemical Cyanamid Corporation cégtdl vasa-
rolt .szekvencidlis® tisztasagu termék. Az
etan-ditiolt (EDT) a Sigma Chemical Co. cég-
td] vasaroltuk és tovébbi tisztitds nélkul
hasznaltuk fel. Taldlményunk soran L-konfi-
guracidju és a Bachem cégtdl vasarolt védett
aminosavakat alkalmazunk feltéve, hogy mast
nem kozlunk.

A szilardfazisu szintézis modszereknél a
kilonboézd aminosav-egységek reakcidképes
oldalldnc-csoportjait olyan tipikus védécso-
portokkal védjuk meg, amelyek megakada-
lyozzék a kémiai reakcié lejatszddéasét az
adott helyen, majd a védécsoportot a kivant
reakcié lejatszdddsa utén eltavolitjuk. Bér a
szildrdfézisu szintézis kapcsan bizonyos vé-

docsoportokat kiemeltunk, meg jegyezzuk,
hogy az egyes aminosavak az oldatfazisu
szintéziseknél hasznalt béarmely szokésos

megfeleld aminosav-védécsoporttal megvédhe-
tok. A fenti véddécsoportok koézul a karboxil-
csoport megvédésére szokasos véddcsoportok
példaiként az észtereket, pl. aril-észtereket,
kalonosen fenil-észtereket vagy kis szén-
atomszamu alkil-, halogén-, nitro-, tio- vagy
kis szénatomszamu (1-7 szénatomos) alkil-tio-
-helyettesitdt hordozoé fenilésztereket emlit-
juk meg. Az o6sszes alfa-amino-csoportot ter-
cier butoxikarbonil-csoporttal (BOC) wveédjuk
meg. Az oldallanc csoportokat a kovetkezo-
képpen védjuk: Asp, Glu, Thr benzilcsoport-
tal; Trp formilcsoporttal és Tyr 2,6-diklér-
-benzilcsoporttal; Lys 2-klor-Z vagy Z-cso-
porttal. A fenti vegyuletek tisztasagat vé-
konyréteg-kromatografiaval (TLC) és az opti-
kai forgatoképesség merésével igazoljuk.
Benzil-hidril-amin (BHA) gyantaként a Beck-
man Instruments cégtdl beszerzett, szemcse
alakban (200-400 mesh) levd, 1% divinil-ben-
zolt tartalmazé sztirol) divinil-benzol kopoli-
mert alkalmazunk. Az 6sszes nitrogéntartalom
0,654 milliekvivalens/g.

Az aldbbi berendezéseket alkalmazzuk. A
vékonyréteg-kromatografalast (TLC) uvegre
felvitt, eldre bevont szilikagél 60 F254 leme-
zeken (Merck) megfeleld olddszer-rendszerek
felhasznalasaval végezziuk el. A foltokat UV
fluoreszencia segitségével (254 nm abszorp-
cié), jodos megfestéssel vagy ninhidrines
permetezéssel (primer és szekunder aminok
esetében) mutatjuk ki.

Az aminosav-analizis céljabol a peptide-
ket fenolt tartalmazé 6 n sosavban 115 °C-on
24 o6rédan éat vdkuum ald helyezett Reacti-
-Therm hidrolizis csévekben hidrolizaljuk
(Wheaton Scientific Company, Milville N.J.
08332). Az analizist Beckman 121 M aminosav
analizdtorral hajtjuk végre.

A nagy teljesitdképességl folyadék-
kromatografélast (HPLC) Laboratory Data
Control (LDC) mérkaju készulékben végezzuk
el, amely Constametric 1 szivattyubdl,
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Constametric 111 szivattyubdl, Gradient
Master olddszer programozobdl és keverdbdl,
valamint Spectromonitor III  valtoztathato
hullémhosszu UV detektorbdl &ll. Az analitikai
HPLC-t Waters Micro Bondapack Cis forditott
fazisu oszlopok (0,4 x 25 cm) gegitségével
végezzik el. A preperativ HPLC szétvalaszta~
sokat Whatman (2,5 x 60 cm) Partisil M20
10/50 ODS-3 oszlopon vagy (2,3 x 30 cm)
mikro Bondapack Cis oszlopon futtatjuk;
mindkét esetben Whatman Co; Pell ODS pelli-
cularis toltetet tartalmazé eld-oszlopot alkal-
mazunk.

A peptideket lépésenként szildrd hordo-
z6n, Vega 250 peptid szintetizator felhaszné-
lasaval kapcsoljuk oOssze. A kémiai modult
Model 300 mikroprocesszorral (Vega Biochemi-
cals) a 16. és 20. lépés miveleteinél pedig
kézi mikodtetéssel szabalyozzuk.

5 g Boc-N-metil-Phe~t {17  millimé})
benzhidrilamin gyantdhoz (5 g) kapcsolunk,
1,8 g DCC (9 millimoél) felhasznélaséval, 0 °C-
-on. A felvételt aminosav-analizissel hataroz-
zuk meg; a mert érték 0,20 millimol/g gyanta.
A reagslatlan aminocsoportokat 6-6 ekviva-
lens ecetsavanhidriddel és piridinnel torténd
kezeléssel blokkoljuk.

Egy, a gyantaval kezdbdé tipikus szin-
tézis-ciklus menetét az aldbbiakban ismertet-
juk.

Lépés Reagens Idé
1 1% EDT/CH2Cl2 1x30 mp
2 50% TFA/CH:Cl2 1% EDT 1x1 perc
3 1. lépést megismételni
4 50% TFA/CH2Cl2 1% EDT 1x15 perc
5 CHzCl2 1x30 mp
6 2-propanol 1x30 mp
7-8 5. és 6. lépést

megismételni
9 CHzCl2 2x30 mp
10 8% DIPEA 2x2 perc
11-15 5-9. lépést meg-

ismételni
16 5 ekv. Boc-Aminosav-

anhidrid 1x30 perc
17 1% DIPEA 1x5 perc
18~19 6-9. lépést

megismetelni
20-21 Ha Kaiser-teszt pozitiv,

16-17. lépést meg-

ismételni
22 2-propanol 1x30 mp
23-24 5-6. lépést meg-

ismételni
25 CH2Cl2 1x30 mp
26 DMF 2x30 mp
217 CHzCl2 3x30 mp

Az O6sszes mosasi és kapcsolasi mivelet-
nél az oldoszer térfogata 10-20 ml/g gyanta.
A kapcsolasokat a Boc-aminosavak szimmetri-
kus anhidridjeivel végezziik el. A reakcidkat
CHz2Cla~-ben 0 °C-on 15 percen at, 10 ekviva-

5.
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lens Boc-aminosav és 5 ekvivalens DCC fel-
hasznélaésaval végezzik el.

A kapcsolasi reakciokat Kaiser-féle nin-
hidrin-teszttel kévetjuk nyomon és meghaté-
rozzuk, hogy a kapcsolédas a 19. lépés utén
teljes-e [Kaiser E. és tsai: Anal. Biochem. 34,
595-598 (1970)). A teljes ciklus-idd 54-160
perc/aminosav

b.) A linedris peptid eltdvolitésa a gyantéarol
és tisztitds preparativ HPLC utjén

A teljesen kialakitott peptid-gyantakat
nagyvakuumban egy éjjelen at szaritjuk. A
védbcsoport eltavolitisdt és a lehasitasokat
Tam és tsai: [Tetrahedron Letters 23, 4435-
-4438 (1982)]) a CCK-8 analdogokra optimalizalt
altalénos modszerének modositott korulményei
kozott végezziik el. A peptid-gyantat teflon
HF készulékben (Peninsula) hidrogén-fluorid-
dal, dimetil-szulfiddal és p-krezollal (5:13:2)
egy oran &t 0 °C-on kezeljik, majd kis tér-
fogatra bepéroljuk és a reakcidedénybe friss
vizmentes hidrogén-fluoridot (18 ml) desztil-
lalunk be, ezt a masodik kezelést masfél oran
&t 0 °C-on végezziik. Alapos bepérlés utén a
széraz gyantat 3-3 térfogat Et20-al és
EtOAc-al mossuk, majd 4x15 ml 30%-os ecet-
savval titraljuk és szlOrjuk. A vizes szlrlet
liofilizalasa utén nyers linedris peptidet ka-
punk.

A preparativ tisztitdst kozvetlenil a
nyers peptiddel HPLC mddszerrel (2,3x30 cm)
mikro. Bondapack Cis vagy (2,5x50 cm)
Whatmann ODS-3 oszlopon végezzik el. A
peptideket minimélis térfogati 50%-os AcOH-
-ban visszik fel és 5-65%-os lasst gradiens
szerint {4 ora) 0,022% TFA/CH3CN elegyekkel,
8,0 ml/perc atfolyési sebességgel elualjuk. A
frakciokat héromperces idék6ézdkben gyujtjuk
ossze és analitikai HPLC meghatérozés utén
egyesitjik. A 97%-osnal nagyobb tisztasidgu
frakcidkat osszegytjtjuk és liofilizaljuk.

A peptidek tisztasagat HPLC segitsege-
vel hatarozzuk meg; minden esetben 99%-os
tisztasagot mértink. Az egyes peptidek ami-
nosav-analizisét elvégeztik és minden eset-
ben a vart értéket kaptuk. Az analégok UV,
IR és MS értékeit meghatdrozzuk és ily mé-
don is igazoljuk a peptidek kémiai szerkeze-
tét.

c.) A linedris peptidet ciklizélo szerrel kezel-
ve amid-kotésen keresztiul, majd HPLC tiszti-
tds utjén gyuris peptidet kapunk.

A lineéris peptidet DMF-ben oldjuk és

3 n sosav/dioxdn eleggyel kezelve a szabad .

aminocsoportot hidroklorid s6 alakjéban pro-
tonaljuk. A sot difenil-foszfenil-aziddal ke-
zeljik és egy orén a4t -20 °C-on aktivéaljuk.
A reakcioelegyet DMF-el (15 térfogat) higit-
juk és a pH-t N-metil~-morfolinnal 7,5-re &l-
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litjuk be. A ciklilzacidos reakciét 2 napon At
+5 °C-on végezzik el és ez alatt a pH-t el-
lendrizziik és N-metil-morfolin hozzédadéaséaval
semleges értéken (pH=7,4) tartjuk. A szerves
oldészerben a .pH-t" oly modon hatérozzuk
meg, hogy az oldat aliquot részét megnedve-
sitett keskeny pH-papircsikra visszik fel.

A gylrlizdréds elérehaladdsdt a reakcio-
elegy aliquot részének HPLC analizisével ko-
vetjuk nyomon. A kiindulasi linearis peptid
1-2 nap utan &ltaléban ciklikus monomerré
vagy a linearis peptid polimer forméjavé ala-
kul.

A kapott nyers gyuri(s peptidet prepa-
rativ HPLC mddszerrel (2,3x30 cm) mikro
Bondapack Cis oszlopon tisztitjuk. A pepti-
deket minimalis térfogatu ecetsavban visszuk
fel és 5-65%-os lassii gradiens szerint (4
ora) 0,022% TFA/CH3CN elegyekkel 8,0 ml/-
perc atfolydsi sebességgel elualjuk. A frak-
ciokat haromperces idOkozokben gyuUjtjuk
6ssze és HPLC analizis utén egyesitjuk. A
gylrls peptidek tisztasAgat analitikai HPLC,
aminosav-analizis és MS meghatarozasaval
mérjuk.

d.) A gytris peptidek szulfatdlésa és HPLC
tisztitdsa

A  kénsavészter-csoportot  tartalmazo
peptideket a hidroxilcsoportok (tirozin, sze-
rin, treonin vagy hidroxi-prolin) kettds szul-
fatdlasédval, piridin-acetilkénsav reagens fel-
hasznaladsédval allitjuk elé., A tipikus szulfata-
last a kdvetkezdképpen végezzuk el:

60-240 mg piridinium-acetil-szulfatot
(PAS) 5 ml piridinben oldunk és 60 °C-on 10
percen at keverjuk. 10 mg N-acetil-CKK-8
analégot 5 ml piridinben oldunk, amelyhez a
PAS reagenst. hozzdadjuk. A reakcidelegyet
60 °C~on 45-60 percen &t melegitjik és ke-
verjiuk, majd 2 térfogat 0,05 mélos ammoni-
um-hidrogén-karbonattal semlegesitjuk, liofi~
lizaljuk és HPLC tisztitdsnak vetjik alé.

A szulfatilt peptideket preparativ fordi-
tottfazisui HPLC uton tisztitjuk; Cis~10 u (ES
Industries) (1,25x30 cm) oszlopon 10-40%-os 2
6ras gradiens szerint, 0,05 molos ammoénium-
-hidrogén-karbonat és acetonitril elegyeiben,
atfolyadsi sebesség 5 ml/perc, kimutatas
240 nm-nél. Az 6sszegyljtendd frakcidok meg-
hatédrozésa és a peptid-tisztasag mérése ana-
litikai HPLC mddszerrel, Bondapack Cis, 10 u
Waters-oszlopon (0,30x30 cm), acetonitril/am-
moénium-hidrogén-karbonat gradienssel 2 ml/-
perc 4tfolydsi sebességgel torténik; kimuta-
tas 215 nm-nél.

A szulfatélt peptidek tisztasédgéat analiti-
kai HPLC, aminosav-analizis, UV, IR, MS és
NMR segitségével hatarozzuk meg.

Eljérésunk tovabbi részleteit az alabbi
példdkban ismertetjuk anélkil, hogy taldlmé-
nyunkat a példakra korlatozndnk. Az étvagy-
szabdlyozd hatésu peptideket a fenti eljarés—
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sal allitjuk eld. A példdkban a peptidek jel-
lemzését és tisztasaguk meghatarozésat ami-

nosav-analizis, analitikai HPLC, UV, IR és MS
segitségével végezzuk el

1. példa

Ac-Tyr(SO3H)-Lys-Gly-Trp-Met-Asp-N-metil-
1 .|

-Phe-NH2 elballitasa

5¢g (17,8 millimol) Boc-N-metil-Phe-t
50 ml metilén-klorid és 50 ml dimetil-form-
amid 0 °C-ra hutott elegyében oldunk, majd
keverés kozben 1,8 g (9 millimél) diciklohe-
xilkarbodiimidet adunk hozzéd és az elegyet
60 percen &t 0 °C-on keverjuk.

Méasik lombikban 5 g benzilhidril-amin-
-gyantét (0,56 millimél N/g: sztirol és 1% di-
vinil-benzol térhaldsitott kopolimerje) 10% di-
izopropil-etil-amint tartalmazé metilén-klorid-
dal 30 percen at mossuk, majd szirjuk és
metilén-kloriddal, dimetil-formamiddal és me-
tilén-kloriddal mossuk. A lehltott elegyet a
gyantdhoz adjuk és 24 oran 4t szobahOmeér-
sékleten keverjuk. A gyantat szlOrjuk, meti-
lén-kloriddal, dimetil-formamiddal, izopropa-
nollal, metilén-kloriddal, dimetil-formamiddal,
izopropanollal és metilén-kloriddal mossuk,
majd nagyvakuumban széaritjuk.

A gyanta aminosav-analizis szerint 0,20
millimé]l N-metil-fenil-alanint/g gyanta tartal-
maz. A reagalatlan aminocsoportokat oly mé-
don fogjuk be, hogy a gyantadt 5 ml ecetsav-
anhidriddel és 5 ml diizopropil-etil-amin me-
tilén~kloridos oldataval 60 percen &t razat-
juk. A gyantat szlrjik és metilén-kloriddal,
izopropanollal dimetil-formamiddal és metilén-
-kloriddal mossuk. 4,8 g (0,96 millimol) Boc-
-N-metil-fenil-alanin gyantat az alébbiakban
ismertetésre kerald eljérds szerint szekven-
cidlis szildrdfazisu szintézisnek vetjik ala.
Az Osszes kapcsolast & Boc-aminosavak szim-
metrikus anhidridjeinek felhasznaléséval, a
leirt modon végezzik el. A 16. és 20. lépés-
ben az aktivalt aminosavakat az aldbbi meg-
feleld reakcididbkkel adagoljuk: hat kialonallé
ciklust végzunk, éspedig Boc-aszparaginsav-
-p~-benzil-észterrel (1,6 g 5 millimél, 60 perc;
1,6 g 5 millimdl, 60 perc); Boc-metioninnal
(1,25 g, 5 millimdl, 30 perc; 1,25 g 30 perc, 5

millimél); Boc-N'~-formil-triptofannal (1,70 g,
5 millimél, 30 perc; 1,70 g, 5 millimol, 30
perc); Boc-glicinnel (900 mg, 5 millimol, 30

perc, 900 mg, 5 millimol, 30 perc); Boc-£-2-
-klor-2Z-lizinnel (2,10 g, 5 millimdl, 30 perc;
2,10 g, 5 millimél, 30 perc) és Boc-2,6-diklor-
~benzil-tirozinnal (2,2 g 5 millimél, 30 perc;
2,2 g, 5 millimdl, 30 perc).

A Boc-véddcsoportok lehasitésa és a
gyanta 20 ml ecetsavanhidriddel 20 ml piri-
dinben és metilén-kloridban végzett acetile-
zése utan 5,2 g acetilezett heptapeptidil-
-gyantat kapunk.
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1,9 g peptidil-gyantat - 2 ml dimetil-
-szulfidot, 1 ml anizolt és 0,7 ml diticetant
tartalmazo - 25 ml hidrogén-fluoriddal egy
ordn at 0 °C-on végzett kezeléssel hasitunk.
Az elegyet alaposan bepéaroljuk, a gyantat 2
térfogat etil-acetattal mossuk, majd 4x15 ml
30%-os ecetsavval titraljuk, szirjik és liofi-
lizéljuk. 300 mg nyers peptidet kapunk.

150 mg nyers peptidet preparativ HPLC
segitségével mikro Bondapack Cis oszlopon
(2,3x30 cm) tisztitunk, A peptidet 5-65%-os
linedris gradiens szerint 0,022% TFA/CHsCN
elegyekkel  eludljuk; atfolyasi sebesség
8 ml/perc. A kimutatdst 280 nm-nél végez-
zitk. A fécsiicsot osszegyUjtjuk és liofilizél-
juk. 20 mg (11%) Ac~-Tyr-Lys-Gly-Trp-Met-
-Asp-N-metil-Phe-NHz-t kapunk. A kapott
termék HPLC szerint homogén és a megfeleld
aminosav-analizist és MS-t adja.

19 mg (0,02 mdl) linearis peptidet 1 ml
dimetil-formamidban oldunk és 0,1 m! 3 molos
sésavas dioxant adunk hozzd. A reakcidele-
gyet szérazra paroljuk és a maradékot 1 ml
DMF-ben cldjuk. Ezutdn 0,13 m! (0,005 milli-
mél) difenil-foszforil-azidot adunk hozzs,
majd az elegyet -20 °C-ra hiitjuk és egy
6rén at -20 °C-on keverjuk. A reakcicelegyet
15 ml DMF-al higitjuk, majd a pH-t N-metil-
~-morfinnal 7,5-re éllitjuk be (megnedvesitett
pH papircsikkal mérjuk). A reakcicelegyet
5 oc-ra hagyjuk felmelegedni, majd ezen a
hémérsékleten pH=7,4 értéken két napon &t
allni hagyjuk. A pH-t N-metil-morfolin kis
aliquot részeinek hozzaadésaval ezen az ér-
téken tartjuk.

A reakcidelegyet vékuumban bepéroljuk,
a maradékot 1 ml ecetsavban oldjuk és mikro
Bondapack Cis oszlopra (2,3x30 cm) visszik
fel. Az oszlopot 5-65%-os lassu gradiens sze-
rint (4 dra) 0,022% TFA/CH3CN elegyekkel
elualjuk, 8,0 ml/perc atfolydsi sebesség mel-
Jett. A kimutatadst 280 nm-nél végezzik el. A
frakciokat 3 perces iddkozokben gyhjtjuk
Gssze és a vagasokat analitikai HPLC megha-
tarozés utadn végezzik, A gylr(s peptidnek
megfeleld csicsot osszegyjtjuk és liofilizal-
juk.

8 mg (45%) Ac—Tyr-Lys-Gly—Trp—Met-ﬁsp—-N-
L

-metil-Phe-NHz képleti terméket kapunk.

A fenti termék HPLC szerint homogén és
az alabbi aminosav-analizist adja: Asp 1,00
(1); Gly 1,07 (1); Met 1,00 (1); Tyr 1,12 (1);
Lys 1,00 (1); a Trp-t és N-metil-Phe-t nem
hatarozzuk meg; a termék a vart MS-t mu-
tatja.
Osszegképlet:
982,14.

190 mg piridin-acetil-szulfathoz (PAS)
10 ml frissen desztillalt piridint adunk. A
kapott elegyet 60 °C-on keverés kozben 10
percen &t melegitjuk. Az oldatot hidlni hagy-
juk, majd 8,0 mg Ac-Tyr-Lys-Gly-Trp-Met-

—_—

ﬁp—N—metil—Phe 10 ml piridinnel képezett

C4sHe2N10010S, molekulatomeg
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oldatét adjuk hozzd. A reakcidelegyet egy
éran At 60 °C-on keverjuk, majd 2 térfogat
amménium-hidrogén-karbonattal semlegesitjuk
és liofilizdljuk. A tisztitdst forditott fazisu
preparativ HPLC segitségével ES Industries
C16-10 n oszlopon (1,25x30 cm) végezzuk el,
0,05 moélos NH4HCO3/CH3CN elegyekkel 10-
~-40%-os lineAris gradiens szerint, 5 ml/perc

atfolydsi sebesség mellett; a kimutatast
240 nm-nél végezzik el.
7,0 mg (87X)

Ac-Tyr(SO3H)-Lys-Gly-Trp-Met-Asp-N-metil-
L 1

Phe-NHz-t kapunk.

Aminosav-analizis: Asp 1,00 (1); Gly 1,00 (1);
Met 1,00 (1); Tyr 1,12 (1); Lys 1,00 (1); Trp-
~t és N-metil-Phe~t nem hatéroztuk meg.

Osszegképlet: CagHeaN10013S2, molekulatomeg
1063,21.
UV-adatok: 0,1 mg peptid 1 m! 0,1 n kélium-
-hidroxidban

2 vall 272 nm £ = 5260

2 max 280 nm £ = 5530

A max 288 nm £ = 4750
IR-adatok: kélium-bromidban

3325 cm-l: OH, NH

1655 c¢m-!; amid, karbonil

1530 cm-!; amid II

1505 cm-}: tirozin

1200 cm-: szulfat
2. példa

Tyr(SOs3H )-Met-Glu-Trp-Met-Thr(SO3H)-N-me-
_
til-Phe-NHz eldéllitésa

4,0 mg (0,8 millimdl), az 1. példéban le-
irt moédon készitett Boc-N-metil-fenil-alanin
gyantat az 1. példaban ismertetett szekven-
cidlis szildrdfazisu szintézisnek vetunk ala.
Az Osszes kapcsoldast a korabbiakban leirt
Boc-aminosav vegyes anhidridek felhasznéla-
séval végezzuk el. A 16. és 20, lépésben az
aktivélt aminosavakat az alébbi megfeleld re-
akcididékkel adagoljuk: hat kulonalld ciklust
végzunk, éspedig Boc-0O-benzil-treoninnal
(1,5 g, 5 millimél, 60 perc; 1,5 mg, 5 millimél,
60 perc); Boc-metioninnal (1,25 g 5 millimol
30 perc; 1,25 g, 5 millimol, 30 perc); Boc-N!-
-formil-triptofannal (1,7 g 5 millimol, 30 perc;
1,7 g, 5 millimdl, 30 perc); Boc-glutaminsav-
-3-benzil-észterrel (1,6 g, 5 millimél, 30 perc;
1,6 mg, 5 millimdl, 30 perc); Boc-metioninnal
(1,25 g, 5 millimél, 30 perc; 1,25 mg, 5 milli-
mol, 30 perc) és Boc-2,6-diklér-benzil-tiro-
zinnal (2,2 g, 5 millimol, 30 perc; 2,2 g, 50
millimél, 30 perc). A Boc-véddcsoportok elta-
volitésdt az 1. példdban leirt mdédon hajtjuk
végre; 4,9 g heptapeptidil-gyantat kapunk.

1 g gyantdt - 12 ml dimetil-szulfidot,
2,0 ml p~krezolt és 1 ml ditio-etdnt tartalma-
z6-hidrogén-fluoriddal (5 ml) torténd keze-
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léssel hasitunk. Az elegyet kis térfogatra
péroljuk be, majd a reakcidedénybe 18 ml
friss vizmentes hidrogén—fluoridot desztilla-
lunk be és ezt a mésodik kezelést 2 dran ét
0 °C-on végezzilk. Az elegyet alaposan bepé-
roljuk, a gyantét etil-acetédttal mossuk, majd
30%-os ecetsavval titréljuk, szirjuk és liofi-
lizaljuk., 210 mg nyers peptidet kapunk.
100 mg fenti nyers peptidet preparativ HPLC
segitségével mikro Bondapack Cis oszlopon
(2,3x30 cm) tisztitunk. A peptidet 5-65%-os
lineéris gradiens szerint 0,022X TFA/CHiCN
elegyekkel eludljuk, 8 ml/perc étfolyasi se-
besség mellett. A kimutatdst (detektéldst)
280 nm-nél végezzik el. A focsucsot Ossze-
gytijtjuk és liofilizéljuk. 15 mg (19%) Tyr-
-Met-Glu-Trp-Met-Thr-N-metil-Phe-NHz-t  ka-
punk. A termék HPLC szerint homogén és a
kivant aminosav-analizist és MS-t adja.

15 mg (0,02 mol) linedris peptidet az 1.
példdban ismertetett médon difenil-foszforil-
-azid felhasznalédséaval ciklizélunk.

6 mg (41%) Tyr-Met-Glu-Trp-Met-Thr-N-me-
[ P

til-Phe-NHz-t kapunk. A termék HPLC szerint
homogén és aminosav-analizise a kovetkezd:
Thr 0,90 (1); Glu 1,00 (1); Met 2,00 (2); Tyr.
1,00 (1); Trp 0,80 (1); az N-metil-Phe-t nem
hatédroztuk meg. A termék a kivant MS-el
rendelkezik.

Osszegképlet: CasHeaNsO10S2, molekulatdmeg
1002,0.
80 mg piridin-acetil-szulfdthoz  (PAS)

6 ml vizmentes desztilldlt piridint adunk. A
kapott elegyet 60 °C-on 10 percen at keve-
rés kézben melegitjuk. Az oldatot lehilni
hagyjuk, majd 3 mg Tyr-Met-Glu-Trp-Met-

[ SR |

Thr-N-metil-Phe-NHz 3 m! piridinnel képezett
oldatat adjuk hozza. A reakcidelegyet egy
6rén At 60 °C-on keverjuk, majd 2 térfogat
amménium-hidrogén-karbonattal semlegesitjuk
és liofilizéljuk. A tisztitdst preparativ fordi-
tott fazisi HPLC modszerrel, ES-Industries
Cis-10 u oszlopon (1,26x30 cm) 10-40%-os li-
nearis gradiens szerint 0,05 NH4HCOs/CH3CN
elegyekkel, 120 percen at, 5 ml/perc atfolya-
si sebességgel végezzik el. A kimutatés
240 nm-nél torténik. Kitermelés 1,4 mg (45%)

Tyr(SOsH )-Met-Glu-Trp-Met-Thr(SOsH)-N-me-

| E—— |

til-Phe-NHz2
Aminosav—-analizis: Thr 0,85 (1); Glu 1,00; (1);
Met 1,80 (2); Tyr 1,00 (1); Trp 0,75 (1); N-
-metil-Phe-t nem hataroztuk meg.
Osszegképlet: CasHeaNg018S4, molekulatomeg
1162,32.
UV-adatok: 0,11 mg peptid 1 ml 0,1 n kalium-
-hidroxidban

A vall 272/273 nm £ 4660

A vall 280 nm £ 4760

A vall 289 nm £ 4055
IR-adatok: kalim-bromidban

3400 cm-:: OH, NH

1675 cm-!: amid, karbonil

8-
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1530 cm-!: amid II

1505 c¢m-1: tirozin
1248 cm-l: szulfat

3. példa

Tyr(SO3H)-Met-Gly-Trp-Glu-Thr(SO3H)-N-me-
L |

til-Phe~NHz elballitasa

5,0 g (1 millimél), az 1. példaban leirt
modon elballitott Boc~N-metil-fenil-alanin
gyantat az 1. példdban ismertetett eljarés
szerint szekvencidlis szildrdfazisu szintézis-
nek vetiink alé. Az o6sszes kapcsolast a ko-
rabban leirt médon, a Boc-aminosavak szim-
metrikus anhidridjeinek felhasznéldsaval vé-
gezzik el. A 16. és 20. lépés soran az akti-
vélt aminosavakat a megfeleld alabbi reakcio-
idékkel adjuk hozza: hat kulonallé ciklust
végzink, éspedig Boc-O-benzil-treoninnal
(1,5 g 5 millimdl, 60 perc; 1,5 g 5 millimol, 60
perc); Boc-glutaminsav-y-benzil-észterrel
(1,6 g, 5 millimél, 30 perc; 1,6 g 5 millimdl 30
perc); Boc-N!-formil-triptoféannal (1,7 g &
millimél, 30 perc; 1,7 g 5 millimél, 30 perc);
Boc-glicinnel (900 mg, 5 millimol, 30 perc;
900 mg, 5 millimol, 30 perc); Boc-metioninnal
(1,25 g, 5 millimdl, 30 perc; 1,25 g, 5 millimol,
30 perc); és Boc-2,6-diklor-benzil-tirozinnal
(2,2 g, 5 millimol, 30 perc; 2,2 g, 5 millimol,
30 perc).

A Boc-védbcsoport lehasitésat az 1. pél-
déban leirt médon végezzik el és 5,80 g
heptapeptidil-gyantat kapunk 2,4 g gyantat-
-dimetil-szulfidot, p-krezolt és ditio-etént
tartalmazod hidrogén-fluoriddal kezelunk, a 2.
példéban leirt médon. A gyantéit etil-acetattal
mossuk, 30%-os ecetsavval titraljuk, szirjok
és liofilizéljuk. 452 mg nyers peptidet ka-
punk.

100 mg nyers peptidet preparativ HPLC
modszerrel (2,3x30 cm) mikro Bondapack Cis
oszlopon tisztitunk. A peptidet 5-65%-os li-
neédris gradiens szerint 0,022% TFA/CHaCN
elegyekkel, 8 ml-perc atfolyasi sebesség mel-
lett eludljuk. A kimutatéds 280 nm-nél torté-
nik. A fécsUcsot osszegyljtjuk és liofilizél-
juk. 20 mg (23%)
Tyr-Met-Gly-Trp-Glu-Thr-N-metil-Phe-NHz-t
kapunk.

A termék HPLC szerint homogén és a kivant
aminosav-analizist és MS-t adja.

20 mg (0,02 millimél) linearis peptidet
difenil-foszforil-azid felhasznéalasaval, az 1.
példédban leirt modon ciklizdlunk. 4 mg (21%)
Tyr-Met-Gly-Trpﬂu—Thr—N—metil—Phe-NHz—t

i

kapunk.

A fenti termék HPLC szerint homogén és
az aldbbi aminosav-analizist adja: Thr 0,90
(1); Glu 1,00 (1); Gly 1,00 (1); Met 0,90 (1);
Tyr 0,97 (1); Trp 0,63 (1); az N-metil-Phe-t
nem hatédroztuk meg.
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A MS a kivant értéknek felel meg.

Osszegképlet: CasHsiNsO10S, molekulatdmeg

928,07,

4 mg Tyr-Met-Gly-Trp;Glu—Thr-N-metil-Phe—
L

-NH2-t 5 ml piridinben oldunk és 80 mg piri-
dinium-acetil-szulfat (PAS) 5 ml piridinnel
képzett oldatdhoz adjuk; utobbi oldutot az 1.
példéban leirt modon készitjuk el. A reakcié-
elegyet egy oran at 60 °C-on keverjik, majd
2 térfogat ammonium-hidrogén-karbonéttal
semlegesitjuk és liofilizéljuk. A tisztitast
preparativ HPLC médszerrel, az 1. példéban
ismertetett koriulmények kozdtt végezzuk el
3,8 g (94%)
Tyr(SOsH)~-Met-Gly-Trp-Glu-Thr(SOsH )-N-me-
L -

til-Phe-NH2-t kapunk.

Aminosav analizis: Thr 0,90 (1); Glu 1,04 (1}
Gly 1,01 (1); Met 0,85 (1); az N-metil-Phe-t
és Trp-t nem hatéroztuk meg.
Osszegképlet: CasHs7N9016S3,
1088,20.

(UV-adatok: 0,31 mg peptid 3 ml 0,1 n kéli-
um-hidroxidban

molekulatomeg

) max 249/250 nm £ 3915
» max 256 nm € 4125
X max 262/263 nm £ 4170
A vall 280 nm £ 3915
x vall 287/288 nm € 3516

1IR-adatok: kalium-bromidban
3450 cm™t: OH, NH
1730 cm™!: észter-kotés
1630 cm-!: amid, karbonil
1200 cm~L szulfét

4, példa
In vitro receptor kotddési teszt

Fagyasztott szarvasmarha  striatumot
(kb. 5 g) és friss patkény pankreaszt {kb.
5 g) a zsirtdl és a kilsd szovettdl megtisz-
titjuk és HEPES 1. pufferrel homogenizaljuk
(10 millimél HEPES, 130 millimo] natrium-klo-
rid, 5 millimél magnézium-klorid, pH 7,4), 35
rész puffer (1 rész szdévet aranyban, nedves
témeg/térfogat-alapon (kb., 175 ml). A szOve-
tet 2x15 mp-ig homogenizéljuk, 0 °C-on Po-
lytron~homogenizatorban, ulepedési érték 6.
A szovetet 0 °C-on centrifugslassal 10 percig
izoldljuk (48 000 g mellett). A kapott szdvet
pelletet HEPES 2. pufferben ujraszuszpendal-
juk [10 millimél HEPES, 130 millimd]l natrium-
-klorid, 5 millimé] magnézium-klorid, 1 mg/1
fenil-metanszulfonil-klorid (PMSF), 200 mg/l
bacitracin}]; 1 rész striatalis szbvet {eredeti
nedves tomeg) per 80 rész puffer és 1 rész
pankredsz szovet (eredeti nedves tomeg) per
70 rész puffer arényban.

Az inkubalast oly moédon inditjuk be,
hogy kiléonbozd koncentracioju termeészetes .
CCK-8-t vagy (1) képleti peptidet 3H-CCK-
-8~(S03H)-val (végsbd koncentréacio =

-9-



17 HU 201098 B

= 0,15 nmol) és szdvethomogenizétummal
(stridtium 0,26 mg fehérje, 2 ml végsd térfo-
gat; pankredsz 0,165 mg fehérje 1 ml végsd
térfogatban) kombinélunk.

A mintdkat 30 percen &t 25 °C-on inku-

béljuk és az inkubdlast oly médon fejezzik
be, hogy az elegyet Sandbeck-féle tdbbszo-
rés vékuumszilrén elénedvesitett Whatman
GF/B szlrére &ntjuk. Az inkubédcids cséveket
2x3 ml jéghideg HEPES 2. pufferrel mossuk,
majd a mosdéfolyadékot GF/B szirdn atszir-
juk. A szOrdét levegdn 10 percen &t szarit-
juk, majd 12 ml Beckman HP/b .Ready-Solv"
szcintilldcids cocktaillel egyutt szcintillécids
fiolaba helyezzuk. A fioldkat 2-12 érédn &t ra-
zatjuk, majd Beckman 7800 folyadékszcintilla-
cios spektrofotométerrel mérjuk a szcintilla-
ciét. A nem-specifikus kotddést 1 umdl ter-
mészetes CCK-8 jelenlétében meghatarozzuk
és a specifikus koétddés meghatarozésa célja-
bdl az osszes mintdbdl levonjuk. Az Osszes
specifikus 3H-CCK-8-(SOsH) kotdbdés 50%-os
gatlashoz  szikséges  peptid-koncentraciot
(ICs0) a log-probit analizissel hatarozzuk
meg.

Az eredményeket az I. tablézatban fog-
laljuk Ossze.

10

15

20

25

téablazat
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Taplélékfelvétel

Szarvas- Patkany Dézis
pankreasz

Példa
sorszéma

Peptid-szekvencia

étkezés 2. étkezés
kontroll %-a
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ug/kg

marha
striatum

(nmol)

(nmol)
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320
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>1000

Tyr(S03sH)-Met~-Glu-Trp-Met-Thr{SOsH)-N-metil-Phe-NH2

>10000 320 73 + 10% 114 ¢ 13 N.S.

>10000

Tyr(S0sH)-Met-Gly-Trp-Glu-Thr(S03H )-H-metil-Phe-NH2

A megfeleld kontrolltol szignifikdnsan eltérd érték:

©xp<0,001,

»p<0,01,

xp<0,05
nem szingifikdns

11

N.S.
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5. peélda
Kétszeri etetésbdl éllo téplalasi kisérlet

180-200 g testtdmegd him Sprague-Daw-
ley (CD) patkdnyokat (Charles River Bree-
ding Laboratories) 22 °C hoémérsékletl kam-
réaban 12 oras vilagos/sotét ciklusokkal (reg-
gel 6 oratol délutan 6 oraig) akklimatizélta-
tunk. Az &llatokat két napon &t éheztetjuk,
majd lemérjuk, egyenként kuldon ketrecekbe
helyezzilk és a négynapos etetési tréninget
megkezdjuk. Ez alatt az idé alatt a patka-
nyok etetdedényekben érsélt laboratériumi té-
pot (Purina Lab Chow) kapnak reggel 9,00 és
reggel 10,00 kozott; az etetdedényeket reggel
10,00 és 12,00 kozott eltdvolitjuk, majd 12,00
és deélutén 1,00 o6ra kozott a ketrecekbe
visszahelyezzik. E .1-2-1" etetési idoszak
sorén a patkdnyok a két ora alatt naponta
hozzdvetblegesen annyi tépot fogyasztanak
mint azok a patkényok, amelyek a napi teljes
24 6ra alatt ad libitum fogyaszthatnak élel-
met. Az allatokat a 4. napon uUjra lemérjuk és
a tobb mint 5 g testtdmeg-veszteséget muta-
té patkanyokat kizarjuk a kisérletbél. Az &l-
latokat ezutdn kisérleti (n=5-6) és kontroll
(n=6-12) csoportokba osztjuk, testtomegiktdl
fuggetlenul.

A taldlményunk szerinti eljaréssal eldal-
litott peptideket nétrium-klorid-oldatban
(oldhatd peptidek esetében) vagy 1%-os gu-
mi-arabicumban (oldhatatlan vegytletek ese-
tében) szuszpendaljuk, 32-320 ug/ml/kg test-
tomeg koncentrécidban, majd az etetési ido-
szak 5. napjén az elsé etetés eldtt 15 perccel
intraperitonedlisan beadagoljuk. A patkanyo-
kat ugyanugy etetjik, mint az els6 négy na-
pon és a tapot tartalmazd etetbéedényeket
minden egyes etetés elott és utdn a taplalek-
felvétel meghatarozésa céljabdl lemerjuk. A
taplalékfelvételt az atlagérték Atlagos és
standard hibadjaként a kulénbozd csoportok
kontroll-értékeinek szézalékédban fejezzuk ki.
A kezelt csoportok eértékeit a kontroll cso-
portnéal mért adatokkal a .t'-teszt analizissel
hasonlitjuk b&ssze. Az eredményeket az I.
tdblazat tartalmazza.
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6. példa

400 mikroliter gyomornedvet és 200 mg
Ac-Tyr(SOs3H )—Lys—-Gly-Trp-Met-islp—N-me-
L

til-Phe-NH2 képletd, az 1. példa szerinti
peptidet és CCK-8-t
[H-Asp-Tyr(SOsH }~Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-
-NH2] 37 °C-on kilénbozd jddtartamokon A&t
inkubalunk. A lebomlast analitikai HPLC mod-
szerrel mikro Bondapack Cis oszlopon (0,4x
x30 cm) 10-40% linearis gradiens szerint 0,01
mélos NH4Ac/CH3CN elegyekkel 40 percen at
koévetjuk nyomon, 2 ml/perc 4tfolyasi sebes—
ség mellett; a kimutatas 225 nm-nél torténik.
Az eredményeket az 1. példa szerinti
peptid esetében a szulfatalatlan Ac-Tyr-Lys-
N
—Gly-Trp-Met-Asp-N-metil-Phe-NH2  feltétele-
—_— 1
zett termelésére, mig a CCK-8 esetében a
CCK-8-nak megfeleld csucs eltinésére alapoz-

zuk.

Peptid Inkubécids %-08
idé lebomlas
(perc) (teriilet)
1. példa 0 0
60 1.4
180 3.6
1380 12.8
CCK-8 0 0
15 90
60 100

11-



21 HU 201098 B
SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljards (XI) Altalanos képleti a Tyr-
(503H) és R2? kozott vagy Tyr(SOsH) és R3
kozott vagy Rl és RY kozott ciklizalt peptid- 6
~-szarmazékok
/mely képletben
X Jjelentése CO-CHs, H
R!  jelentése Lys, Met
R?  jelentése Gly, Glu 10
R3  jelentése Met, Glu
Rt jelentése Asp, Thr(SOiH);
azzal a feltétellel, hogy
Tyr(SOsH) és R? kozott kepezett ciklizalt
szarmazékok esetében 15
X jelentése H
R!  jelentése Met
R?  jelentése Glu
R3  jelentése Met
R4  jelentése Thr(SOsH); vagy 20
Tyr(SOsH) és R? kozott képezett ciklizélt
szérmazékok esetében
X jelentése H
Rl jelentése Met
R?  jelentése Gly 25
R®  jelentése Glu
RY jelentése Thr(SOsH); vagy
R! és RY kozott képezett ciklizélt szérmazé-
kok esetében
X jelentése CO-CHs, 30
R!  jelentése Lys
R?  jelentése Gly
R3  jelentése Met
RY jelentése Asp/
eldéllitdsdra, azzal jellemezve, hogy a megfe- 35
leld nemszulfatélt terméket valamely szulfata-
l6szerrel kezeljik.

2. Eljdrdas gyogyészati készitmények
- kulonosen a téplalékfelvétel szabalyozésara
vagy visszaszoritdsdra alkalmas gyogyaszati 40
készitmények - eldallitdséra, azzal jellemezve,
hogy valamely, az 1. igénypont szerinti elja~
rassal elddllitott (XI) altalénos képletii pepti-
det valamint a Tyr(SOsH) és R? kozdtt vagy
Tyr(SOsH) és R3 kozdtt vagy Rl és RY kozott 45
képezett ciklizdlt szarmazékat inert gydgya-
szati hordozdanyagokkal osszekeverjik és a
keveréket galenikus formara hozzuk.

Kiadja az Orszagos Talédlményi Hivatal, Budapest -
A kiadasért felel: dr Szvoboda Gabriella osztalyvezetd
R 4960 - KJK

90.3346.66-13-2 Alfoldi Nyomda Debrecen - Felelos vezetd: Szabo Viktor vezérigazgatod
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Int CI5 C 07 K 7/54
C 61 K 37/02

X=Tyr (503H)-R=Gly ~Trp =K ~Asp- Vet - Pic-p (1)

|

Tgr(so3H)~R!—6tu —Trp—Ff ~R" =N = metil ~Phe-N Hy (II )

L |

Tyr (SO3H) K- Gly-Trp-Gly ~RY-N -metil -Phe -i, (Hl)

l l

! 3 .
X =Tyr (503H)—R-6L9—Trp—Rﬁ—Asp- A N (\V )

Tyr (S03H)-R—-6lu-Trp- RP-R*_N -mekil ~Phe =i, (V)

1 .
Tyr (SO3H)-R=Gly ~Trp-Glu - R¥-N -~ metil~Phe - N i o (wr)
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Int C1P C 07 K 7/54
C 61 K 37/02

i
|
|
oL
H O
-
CHZ—-(IZ—C-—NH?_
@ NHCH

I

|

CH,—C—C— NHCH,
l
©/ NH,
©/ NHCH,

(vin)

(vitr)

(1X)
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HU

X—Tyr( SO,H )= R=R*=Trp- R~ R“N-metil - Phe —NH,

(XI)

-15.-



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

