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Ή εργασία αυτή εξεπονήθη εϊ,ς ίο Έργαστήριον Όργανικής 

Χημείας του Πανεπιστημίου Άθ'ηνών. Αί σχετικαί δαπάναι διετέθη

σαν υπό του Βασιλικού 'Ιδρύματος Ερευνών μέσο) του Πανεπιστημίου 

'Αθηνών. 

]Τρος τον Διευθυντην τοΰ Εργαστηρίου 'Οργανικής Χημείας, 

Καθηγητήν κ. Λ. Ζέρβαν, εκφράζω τάς θερμάς μου ευχαριστίας δια 

την συμπαράστασίν του καθ·' δλην την επιστημονικήν μου έξέλιξιν. 

Ευχαριστώ επίσης τον Καθηγητήν κ. Ζέρβαν, διότι έ'θεσεν εις την 

διάθεσίν μου δλα τα επιστημονικά όργανα και τάς συσκευας τοΰ Ε ρ 

γαστηρίου Όργανικής Χημείας, δια την άντιμετώπισιν ειδικών πειρα

ματικών δυσχερειών συναφών προς την φΰσιν τοΰ θέματος μου. Δι' 

ώρισμένην πειραματικήν εργασίαν έχρησιμοποίησα τον αΰτόματον συλ-

λέκτην κλασμάτων τοΰ Εργαστηρίου Βιομηχανικής Χημείας, τον Διευ

θυντών τοΰ οποίου Καθηγητήν κ. Ι. Ζαγανιάρην και ευχαριστώ. 

Ευχαριστώ επίσης τον Καθηγητήν κ. V. du Vigneaud, Depart

ment of Biochemistry, Cornell University, U. S. Λ. δια την άπο-

στολήν δείγματος καθαρός οξυτοκίνης, ως καί δια την διεξαγωγήν βιο-

λογικοΰ έλεγχου επί των ημετέρων παρασκευασμάτων οξυτοκίνης. Ιίΰ-

χαριστώ ομοίως τον Dr. J. Rudinger, Inst i tute of Organic Che

mistry and Biochemistry, Czechoslovak Academy of Science, 

δια την έκτέλεσιν επίσης βιολογικοΰ ελέγχου. 

Σύντομος πρόδρομος άνακοίνωσις μέρους τής εργασίας ταύτης 

εδημοσιεΰθη εις το περιοδικόν Experientia, τομ. 20, σελ. 487, 1964. 

Αί μικροαναλύσεις έξετελέσθησαν εις το Έργαστήριον Μικροανα-

λΰσεοον τοΰ Β.Ι.Ε. από τον Δρα κ. Χ. Μάντζον, τον όποιον ευχαριστώ. 

Ευχαριστώ επίσης θερμώς τον επιστημονικον συνεργάτην μου, χημικον 

κ. Β. Μπαρδάκον, δια παρασχεθεΐσαν βοήθειαν κατά την διάρκειαν 

εκτελέσεως μέρους τής παρούσης εργασίας. 



Ή ορθή ονομασία τήΐ ορμόνη; είναι ώκυτοκίνη (ocytocin)) 

ώ; προερχομένη Ικ των ελληνικών λέξεων ώ κ υ ; και T O K O S (βλ. 

Γ. Ίωακείμογλου «Φαρμακολογία καΐ Συνταγολογία» τόμο; 2, 

σελ. 402, 'Αθήναι 1954, E. Bricas καΐ Cl. Fromageot «Natu

rally Occuring Peptides» εΐ; Advances in Protein Chemistry, 

Vol. VIII, σελ. 93, Academic Press Inc., 1953). Έν τούτοι; ή 

ονομασία oxytocin επεκράτησε πλήρω;, ώ; εμφαίνεται καΐ έκ Tris 

παρατιθεμένη; βιβλιογραφία; (βλ. σελ. 77). Ή χρησιμοποίηση ύφ' 

ήμων TTÌS ονομασία; όξυτοκίνη έγένετο αποκλειστικού; καΐ μόνον 

προ; τον σκοπόν άποκαταστάσεω; συνδέσμου μετά τ η ; διεθνοΰ; 

βιβλιογραφία;. 



ΣΥΜΒΟΛΙΚΗ ΓΡΑΦΗ ΤΩΝ ΠΕΠΤΙΔΙΩΝ 

Δια την άπεικόνισιν των συντακτικών τύπων των πεπτιδίων 

έχει γίνη παραδεκτή κατά τα τελευταία ετη μία « στενογραφική 

γ ρ α φ ή » , είς τήν οποίαν τ 'αμινοξέα παρίστανται δια των τριών 

αρχικών των γραμμάτων. Αί διάφοροι επίσης προστατευτικά! 

ομάδες, αί χρησιμοποιοτίμεναι εις τήν πεπτιδικήν Χημείαν, ση-

μειοΰνται δι 'ενός, διίο ή τριών γραμμάτων. C II « στενογραφιπή 

γραφή » των αμινοξέων και προστατευτικών ομάδων επροτάθη 

αρχικώς ύπύ τών B r a n d και E d s a l l τώ 1943. Κατά τήν διάρ-

κειαν τοΰ 3ου Ευρωπαϊκού Συμποσίου Πεπτιδικής Χημείας εις 

Basel Ελβετίας (1960) ώρίσ^η επιτροπή, δι« να μελετήση συν-

τμήσεις χρησίμους δια δημοσιεύσεις επί θεμάτων πεπτιδικής Χη

μείας. Τ Ι επιτροπή λαβοϋσα υ π ' όψιν καΐ τους «προσωρινούς κα

νόνας έπ'ι συντμήσεων και συμβόλων» της διεθνούς 'Ενώσεως 

Καθ'αρας και Έφηρμοσμένης Χημείας, προέβη εις προτάσεις, αί 

όποΐαι έδημοσιεΰθησαν εις τα πρακτικά τοΰ 5ου Ευρωπαϊκού 

Συμποσίου Πεπτιδικής Χημείας τοΰ συνελθόντος εις O x f o r d 

'Αγγλίας (1962). Αί προτάσεις αύται ήκολουθήθ'ησαν και εις 

τήν παροϋσαν έργασίαν. 

Προς διευκόλυνσιν τών αναγνωστών της παρούσης διατρι

βής δίδομεν κατωτέρω τον κώδικα της χρησιμοποιηθείσης «στε-

νογραφικής γραφής». 

Ι. Συντμήσεις αμινοξέων 

Gly = γλυκίνη 

Leu = λευκίνη 

Pro = προλίνη 

Asp = άσπαραγινικόν όξύ μέ ελεύθερον το ß-COOIl 

Ν Η , 
Ι 

Asp(NH2), Asp, Asp = άστταραγίνη 
I 

ΝΗ 2 

Glu = γλουταμινικόν όξύ μέ ελεύθερον γ-COOH 

ΝΗ 2 

Ι 
Glu(NH2), Glu , Glu = γλουταμίνη 



IO 

Ile = ίσολευκίνη 

Tyr =: τυροσίνη μέ έλευθέραν τήν -OH ομάδα τήΐ πλευρική; άλύσου. 

Ι 
Tyr , Tyr = τυροσίνη μέ ύττοκατεστημένην την -OH ομάδα 

Cys = κυστεΐυη μέ έλευθέραν την -SH ομάδα 

Ι 
Cys , Cys = κυστεΐυη μέ ύποκατεστημένην τήν -SH ομάδα 

Γ ί Cys 
Cys Cys , | , Cys Cys = κυστίυη (γέφυρα θειου) 

Cys | Ι 
Phe = φαινυλαλανίνη 
Arg = άργινίνη 
Ser = σερίνη 

Τα αΰτα σΰμβολ« αμινοξέων γραφόμεν« με παϋλαν (—) άυι-

axkQÙ τον συμβόλου δεικνύουν ύποκατάστασιν εις τήν α-άμινο-

αάδα, με παΰλαν δεξί« ύποκατάστασιν εις τήν α-καρβοξυλικήν 

ομάδα και με δυο παύλας, π. χ. —Glv—, ΰποκατάστασιν τόσον 

εις τήν α-αμινομάδα, όσον καί εις την α-καρβοξυλικήν ομάδα, 

ήτοι ενταξιν εντός πεπτιδίου ή άλλης ενώσεως. 

II. Συντμήσεις προστατευτικών ομάδων 

Ζ = 

Tos = 

BZL = 

Β ζ = 

Ac = 

TEI = 

DPM = 

BOC = 

NPS = 

OMe = 

OEt = 

ONP = 

καρβοβενζοξυομάΐ, CsH5CH,OCO— 

τοζυλομά?, CH,C„H 4 S0 ,-

βενζυλομάς, C6H5CH2— 

βενζουλομά;, C6H5CO— 

άκετυλομάΐ, CH,CO— 

τριτυλομάζ, (C6H5),G— 

διφαινυλομεθυλομά;, (C<,II5)3CII— 

ί-βουτυλοξυκαρβονυλομά;, (CH ,)jGOCO— 

ο-νιτροφαινυλοσουλφενυλομάξ; ΝΟ 2 0 β ΙΙ 4 8— 

μεθυλεστήρ, CH ,0— 

αίθυλεστήρ, 0 2 Η,0 — 

ρ-νιτροφαιυυλεστήρ, N0 2 C 6 H 4 0— 

III. "Αλλαι συντμήσεις 

NEt 8 = τριαιθυλαμίυη 
DCCI = δικυκλοεξυλοκαρβοδιιμίδιον 
DMF = διμεθυλοφορμαμίδιον 

'Σ η μ ε ί ω σ ι ς : Τ 3 αναγραφόμενα εντός τοΰ κειμένου αμι

νοξέα θεωρούνται ως ανήκοντα εις τήν L-στερεοχημικήν οικογε

νειών, εκτός εάν άλλως πως σημειοΰται. 



Α' ΘΕΩΡΗΤΙΚΟΝ ΜΕΡΟΣ 

Σήμερον θεωρείται αυτονόητον, δτι πρωτεΐναι και πεπτίδια ανήκουν 

εις το αυτό πεδίον έρεύνης. Προ 30 περίπου ετών ό συσχετισμός πρω

τεϊνών και πεπτιδίων ήτο απόρροια περισσότερον χημικής διαισθήσεως 

και όλιγώτερον απόρροια πειραματικών επιτευγμάτων. Βεβαίως κατά τον 

χρόνον εκείνον ή άντίληψις περί της πεπτιδικής συστάσεως των πρωτεϊ

νών ήτο ευρύτατα διαδεδομένη και είς γενικάς γραμμάς παραδεδεγμένη, 

πάντως όμως ήτο ακόμη θεωρία. 

Ή αποφασιστική περίοδος δια τήν άπόδειξιν της συντάξεως τών 

πρωτεϊνών ύπήρξεν ή περίοδος εκείνη, κατά τήν οποίαν απεκαλύφθη και 

διηρευνήθη πλήρως ή «εϊδίκευσις» τών πρωτεολυτικών φυραμάτων. Τοϋτο, 

με τήν σειράν του, κατέστη δυνατόν μόνον χάρις είς τάς εν τω μεταξύ 

πραγματοποιηθείσας προόδους εις τήν άνεύρεσιν νέων μεθόδων πεπτιδικών 

συνθέσεων. Ή πλήρης διερεύνησις τής ειδικεύσεως τών πρωτεολυτικών 

ενζύμων, ή διαμόρφωσις νέων εργαστηριακών μεθόδων απομονώσεως και 

καθαρισμού πολύπλοκων ενώσεων, ώς και ή εισαγωγή νέων αναλυτικών 

μεθόδων προς μελέτην τών προβλημάτων πρωτεϊνών και πεπτιδίων εΐχον 

ώς αποτέλεσμα τήν διαπίστωσιν τής πεπτιδικής φύσεως τής πρωτοταγοΰς 

συντάξεως τών πρωτεϊνών. Ή πεπτιδική θεωρία απεδείχθη ώς αναμφισβη

τήτως ορθή. Το γεγονός τούτο έπηύξησε το ενδιαφέρον τών ερευνητών 

δια τα πεπτίδια. 

Παραλλήλως όμως προς τα ανωτέρω διεπιστώθη και το εξής σημαν-

τικόν γεγονός : Αί καταλυτικαί ιδιότητες τών πρωτεολυτικών φυραμάτων 

ή ή ειδική βιολογική δράσις ώρισμένων πολυπεπτιδίων ή ώρισμένων πρω

τεϊνών δεν οφείλονται είς τήν ΰπαρξιν άγνωστων τινών συστατικών ή 

αγνώστου επί μέρους συντάξεως του μορίου των άλλ' είναι συνάρτησις 

τής φύσεως, του αριθμού και τής αλληλουχίας τών αμινοξέων είς τήν 

πεπτιδικήν άλυσον. Ού'τω π. χ. τό πρωτεολυτικόν φύραμα πεψίνη — μία 

πρωτεΐνη—καταλύει τήν ύδρόλυσιν άλλων πρωτεϊνών ακόμη και πεπτι

δίων. Ή βραδυκινίνη —• μία ορμόνη τών ιστών, άπο συντακτικής δε από

ψεως εν έννεαπεπτίδιον — άσκεΐ ίδιάζουσαν βιολογικήν δράσιν επί τών 

λείων μυών και τής πιέσεως του αίματος. 

Τήν άφετηρίαν δια τάς σημαντικάς ταύτας προόδους — κ α ι μάλιστα 

εις σχετικώς βραχύ χρονικόν διάστημα — τής Χημείας τών πρωτεϊνών και 



1 2 

πεπτιδίων άπετέλεσεν ή καθαρά 'Οργανική Χημεία και αί συνθετικαί αυ

τής μέθοδοι. Το πλέον χαράκτηριστικόν παράδειγμα της σημασίας των 

νέων χημικών μεθόδων αποτελεί ή άπομόνωσις εις χημικώς καθαράν 

κατάστασιν, ή άνεύρεσις της χημικής των συντάξεως και ή συνθετική 

παρασκευή ορμονών πολυπεπτιδικής φύσεως, πού απαντούν εις τήν ύπό-

φυσιν, τής όξυτοκίνης και τής βασοπρεσσίνης. Ή παράλληλος σύνθεσις 

πολλών «αναλόγων» των ορμονών τούτων κατέστησεν δυνατήν τήν μελέ-

την των σχέσεων βιολογικής δράσεως και συντάξεως. Περαιτέρω ή σύν-

θεσις τής όξυτοκίνης απετέλεσε το έναυσμα δια τήν δοκιμασίαν και χρη-

σιμοποίησιν των νέων χημικών μεθόδων εις τήν σύνθεσιν ακόμη πολυ-

πλοκωτέρων πεπτιδικων ορμονών, όπως ή κορτικοτροπίνη (AGTI-l). Ά π ό τί

νος αί συνθετικοί μέθοδοι προσβάλλουν και αύτάς τάς προσβάσεις των 

πρωτεϊνών. Τα πρώτα αποτελέσματα, ή σύνθεσις μεγάλων τμημάτων πρω

τεϊνικών μορίων, ακόμη και αυτή ή συνθετική παρασκευή —έστω και μέ 

έλαχίστην άπόδοσιν— υλικού παρουσιάζοντος τάς βιολογικός δράσεις 

τής ινσουλίνης αποτελούν τον πρόλογον νέων κατορθωμάτων τής συνθε

τικής Χημείας. Παραλλήλως όμως προς τήν πρόοδον ταύτην καθίσταται 

σαφές, οτι αί νέαι χημικαί μέθοδοι, ιδίως αί συνθετικαί, πρέπει να τε

λειοποιηθούν ετι περαιτέρω και να προσαρμοσθούν εις τάς ηύξημένας 

απαιτήσεις τής σημερινής Χημείας και Βιοχημείας. 

Ή παρούσα διατριβή αποτελεί μίαν συμβολήν είς τήν Χημείαν τής 

όξυτοκίνης, ή οποία ως ανωτέρω ελέχθη, έξήσκησε τόσον μεγάλη ν έπιρ-

ροήν επί τής προόδου τής Χημείας των πρωτεϊνών και πεπτιδίων. 

Άπομόνωσις ορμονών τοΰ οπισθίου λοβοΰ τής ύποφύσεως. 

Ή βιολογική δρασις των ορμονών τοΰ οπισθίου λοβοΰ τής ύποφύ-

σεως, οξυτοκίνης και βασοπρεσσίνης ήτο γνωστή άπό μακρού. Οι Oliver 

και Schäfer (1) τω 1895 άνεκάλυψαν, οτι εκχυλίσματα τής ύποφύσεως 

ένιέμενα είς θηλαστικά προκαλούν αυξησιν τής πιέσεως τοΰ αίματος 

(pressor effect). Τω 1898 ό Howell (2) εδειξεν, οτι ή πηγή τής βιολο

γικής δραστικότητος ευρίσκεται είς τον όπίσθιον λοβόν τής ύποφύσεως. 

"Εκτοτε διεπιστώθησαν και άλλαι βιολογικαί δράσεις των εκχυλισμάτων 

τής ύποφύσεως, όπως ή ικανότης συστολής τής μήτρας, ή ώκυτόκιος έπί-

δρασις (uterine contracting', oxytocic effect) ύπό τοΰ Dale (3) τω 1906, 

ή έπίδρασις επί τής έκθλίψεως του γάλακτος (milk ejecting- effect) υπό 

των Ott και Scott (4) τω 1910, ή κατασταλτική έπίδρασις επί τής πιέ

σεως τοΰ αίματος των πτηνών (avian depressor effect) ύπό των Paton 

και Watson (5) τω 1912 και ή άντιδιουρητική έπίδρασις (antidiuretic 

effect) ύπό τοΰ von den Velden (6), τω 1913. 
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Κατ' αρχάς αί διαφόρου είδους βιολογικαί δραστικότητες άπεδίδοντο 
εις μίαν ουσίαν, άλλα τω 1928 ό Kamm και οί συνεργάται του (7) παρε-
σκεύασαν συμπεπυκνωμένα εκχυλίσματα της ύποφύσεως, εις τα όποια εϊχον 
επιτύχει μερικόν διαχωρισμόν της ώκυτοκίου δράσεως, οφειλομένης εϊς τήν 
όνομασθεΐσαν όξυτοκίνην, από της άγγειοτόνου δραστικότητος, οφειλο
μένης εις τήν όνομασθεΐσαν βασοπρεσσίνην. Τό πρώτον όμως καθαρον 
παρασκεύασμα οξυτοκίνης φυσικής προελεύσεως, παρεσκευάσθη υπό των 
du Vigneaud και Livermore (8) χάρις εις τήν εν τω μεταξύ διαμορφω-
θεΐσαν υπό του Craig μέθοδον καθαρισμού ουσιών δια κατανομής κατ' 
άντιρροήν(9). Ό ποσοτικός προσδιορισμός των συνιστώντων τήν καθα-
ράν όξυτοκίνην αμινοξέων εγένετο επί τή βάσει τής επίσης προσφάτως, 
τότε, διαμορφωθείσης μεθόδου των Stein καί Moore (10). 

Άπομόνωσις τής οξυτοκίνης καν βασοπρεσσίνης, 
εις καθαράν κατάστασιν. 

Οί du Vigneaud καί Livermore (8) χρησιμοποιούντες ώς άρχικήν 
ουσίαν κλάσματα όξυτοκίνης παρασκευασθέντα κατά τήν μέθοδον του 
Kamm, υπέβαλον ταύτα εις καθαρισμόν επί τή βάσει τής ώς άνω μεθό
δου του Crai». Ούτω δια κατανομής μεταξύ 0,05 % όξεικου οξέος καί 
δευτεροταγους βουτανόλης ελαβον βιολογικως ένεργόν κλάσμα, του οποίου 

Σχήμα 1.—Διαχωρισμό; των αμινοξέων τοϋ ύδρολύματοξ όξυτοκίνηζ, δια στήλης 
αμύλου κατά Stein καί Moore (ψ= συγκέντρωσι? είς millhnoles, x = ύγρον έκ-
λούσεω; εϊ; ml ). Έκ τοΰ : A Trail of Research etc., V. du Vigneaud, 

Cornell University Press, σ. 174, 1952. 

ή συμπεριφορά έδείκνυεν, ότι άπετελείτο από ομοιογενή ουσίαν. Τήν 
ουσίαν ταύτην υπέβαλον εις ύδρόλυσιν (11) καί εις τό ύδρόλυμα προσδιώ-
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ρισαν ποσοτικώς τα περιεχόμενα αμινοξέα μέ τήν μέθοδον Stein και 
Moore (βλ. σχήμα 1). Αποτέλεσμα της αναλύσεως ταύτης ήτο ή διαπί-
στωσις, οτι ή όξυτοκίνη αποτελείται εξ οκτώ αμινοξέων εις μοριακήν ά-
νσλογίαν 1 : 1 και εκ τριών μορίων αμμωνίας. Ό προσδιορισμός του μο
ριακού βάρους του ώς άνω καθαρού παρασκευάσματος οξυτοκίνης, δια 
του θερμοηλεκτρικού οσμωμέτρου (13), έδωσε τιμήν ϊσην περίπου προς 
1.000. Έκ της καθαράς ταύτης όξυτοκίνης παρεσκευάσθη και το πρώτον 
κρυσταλλικό ν άλας μετά φλαβιανικοΰ οξέος (12). 

Παραλλήλως προς τάς μελετάς αύτάς άπεμονώθη υπό του du 
Vigiieaud, επίσης έκ της ύποφύσεως βοός, και ή προκαλούσα υπέρτασιν 
ορμόνη βασοπρεσσίνη και διεπιστώθη, οτι αυτή περιέχει 3 μόρια αμμω
νίας, 6 αμινοξέα όμοια μέ τήν όξυτοκίνην και δύο διάφορα, ήτοι φαινυ-
λαλανίνην αντί ίσολευκίνης και άργινίνην αντί λευκίνης. 

Ή άπομόνωσις των ορμονών τούτων εις χημικώς καθαράν κατάστα-
σιν, δ προσδιορισμός του μοριακού βάρους, ώς και των συνιστώντων το 
μόριον φυσικών αμινοξέων, απετέλεσαν τήν άφετηρίαν δια τήν διερεύνη-
σιν του συντακτικού καί στερεοχημικού αυτών τύπου. 

Έξεύρεσις της συντάξεως καί είδικώτερον της αλληλουχίας 
των αμινοξέων εϊς πεπτιδικήν αλυσον (sequential analysis). 

Κατωτέρω αναφέρονται αί σπουδαιότεροι μέθοδοι ανευρέσεως της 
συντάξεως : 

Ι. Μέ&οδοι έξευρέοεως τών Ν- τελικών αμινοξέων, ήτοι τών 
αμινοξέων τών ευρισκομένων εις τό άκρον της πεπτιδικής άλύσου, το 
φέρον έλευθέραν α-άμινομάδα. 

H2NCHCO-NHCHCO NHCHCOOH 
Ι ι ι 

R, R2 R n 

Ν-τελικον άμινοξύ G-τελικον άμινοξύ 

Α'. Χημικαί μέθοδοι. Αί μέθοδοι αύται συνίστανται εις τήν δέσμευ-
σιν της ελευθέρας άμινομάδος δια μιας ειδικής ομάδος ανθεκτικής έναντι 
ύδρολυτικών αντιδραστηρίων καί εν συνεχεία άπόσπασιν του ού'τως ύπο-
κατεστημένου Ν-τελικού άμινοξέος έκ του υπολοίπου μορίου τή επιδρά
σει ύδρολυτικών μέσων. 

Χρησιμοποιούνται δύο κυρίως μέθοδοι : 

α) Ή δινιτροφαινυλο-μέΰΌδος τον Sanger (14).Ώς άντιδραστήριον 
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δια την ύποκατάστασιν της άμινομάδος χρησιμοποιείται το 1-φθορο-2,4-

δινιτροβενζόλιον, το οποίον αντιδρά εις άλκαλικόν περιβάλλον με τήν 

έλευθέραν άμινομάδα πεπτιδίου ή πρωτεΐνης προς σχηματισμον δινιτρο-

φαινυλοπαραγώγου (DNP-παράγωγον). 

Ο , Ν -

Ο , Ν -

F + HaNCIIGONIIGHCO 
Ι ι 
R, R2 

KIICO, 

NHCHCONHCHGO 
Ι Ι 

R. R, 

HCl 

θέρμανσι; 

NO, 
/ 

Ο,Ν- — N H C H G O O H + H2NGHCOOH + υπόλοιπα αμινοξέα 

Ri R 3 

(N-DNP-άμινοξύ, κίτρινον) 

Tò ούτω ληφθέν Ν-DNP-παράγωγον υποβάλλεται εν συνεχεία εις 

ύδρόλυσιν δι' οξέος και τα προϊόντα της ύδρολύσεως, N-DNP-άρχικόν 

άμινοξύ και υπόλοιπα ελεύθερα αμινοξέα, διαχωρίζονται χρωματογραφι-

κως. Έ φ ' όσον όλα τά DNP-παράγωγα των αμινοξέων είναι γνωστά, ή 

πιστοποίησις της ταυτότητος του κατά τήν ώς άνω διαδικασίαν ληφθέντος 

N-DNP-άμινοξέος είναι εύκολος. 

β) Ή άποικοδόμησις κάζα Erìman (15). Κατά τήν μέθοδον ταύ-

την το πεπτίδιον ή ή πρωτεΐνη κατεργάζονται μέ φαινυλοϊσοθειοκυανικον 

έστέρα και εκ τοΰ προκύπτοντος φαινυλοϊσοθειοκυανικοΰ παραγώγου τη 

επιδράσει HCl, εις άνυδρα διαλυτικά, αποσπάται το πρώτον άμινοξύ οπό 

μορφήν φαινυλοθειουδαντοΐνης, ένω ή υπόλοιπος πεπτιδική άλυσος παρα

μένει άναλοίωτος: 

ττυριδίνη-Η20 
-NCS + H,NCHGONHCHCO NHCHCOOH > 

" i l 1 40° 
Ri Ra Rn 

\—NHC(S)NHCHCONHCHCO NHCHCOOH-
HCl 

Ri R, Rn 
CH s NO s 



ι6 

-> i Ν C = S 

CO Ν Η 

\ / 
CH 
1 

R. 

+ H,NCHCO NHCHCOOH 

1 1 
R2 Rn 

3-φαινυλο—2-θειοϋδαυτοΐυη 

Ή αποσπώμενη θειοϋδαντοΐνη εκχυλίζεται δι' αιθέρος και προσδιο

ρίζεται εϊτε κατόπιν ύδρολύσεως προς το άρχικόν άμινοξό, ή και ώς 

τοιαύτη. 

Θεωρητικώς ή άποικοδόμησις δύναται νά έπαναληφθή και ούτω νά 

χρησιμοποιηθή δια τον προσδιορισμόν της αλληλουχίας όλων των αμι

νοξέων του πεπτιδίου. Πρακτικώς δμως, μόνον δι' ενα μικρόν αριθμόν 

(π.χ. 3 - 5) διαδοχικών αμινοξέων δύναται να δώση σαφή αποτελέσματα. 

Β'. Ένζυματικαί μέθοδοι. Τό ενζυμον λευκιναμινοπεπτιδάση (16) ύδρο-

λύει πεπτιδικούς δεσμούς ανήκοντας εις αμινοξέα με ελευθέραν άμινο-

μάδα, ήτοι διασπά μίαν πεπτιδικήν άλυσον Α - Β - Γ - Δ . . . έκ του Ν-τε-

λικοϋ τμήματος της προς τό άρχικόν άμινοξύ Α και τό πεπτίδιον Β - Γ -

Δ... Ή έπίδρασις του φυράματος συνεχίζεται μόλις εμφανισθή ή νέα ελευ

θέρα άμινομάς του επομένου άμινοξέος Β. Ούτω ή ύδρόλυσις του πεπτι-

δικου δεσμού μεταξύ τοϋ άμινοξέος Β και του υπολοίπου τής πεπτιδικής 

άλύσουΓ-Δ... άρχεται πριν ή όλοκληρωθή ή άπόσπασις του άμινοξέος Α. 

Τό αυτό ισχύει και δια τά επόμενα αμινοξέα Γ, Δ κλπ. Έ ξ άλλου, σχετικαί 

ερευναι απέδειξαν οτι, τα διάφορα αμινοξέα αποσπώνται με διάφορον τα

χύτητα έκ τής πεπτιδικής άλύσου, ή διαφορά δέ αυτή είναι πολλάκις ση

μαντική. Έκ τής σχετικής ταχύτητος εμφανίσεως των ελευθέρων αμινο

ξέων Α, Β, Γ, Δ, συμπεραίνεται περί τής αλληλουχίας αύτων εις τό Ν -

τελικόν τμήμα τής πεπτιδικής άλύσου. 

II. Μέ&οδοι έξεναέσεως των C - τελικών αμινοξέων, ήτοι των 

αμινοξέων των ευρισκομένων προς τό άκρον τής άλύσου τό φέρον ελεύ

θερον καρβοξύλιον. 

Α'. Χημικοί μέθοδοι. Έκ των διαφόρων μεθόδων άναφέρομεν τάς 

κάτωθι : 

α) Τω 1936 οί Bergmann και Ζέρβας (17) διεμόρφωσαν μέθοδον δια 

τής οποίας τό C-τελικόν άμινοξύ μιας πεπτιδικής άλύσου μετατρέπεται 

εις άλδεΰδην μέ εν άτομον άνθρακος όλιγώτερον, διατηρούμενης τής υπο

λοίπου άλύσου. Ή σειρά των πραγματοποιούμενων αντιδράσεων έχει ώς 

κατωτέρω : 
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C ä H 5 C O - N H C H „ C O - N H C H C O - N H C H C O ~ N H C H C O O H CHaN<, 
I I I • — > 
R, R2 (CHa)sCOOH 

Βευζοϋλο - γλυκυλο - αλαννλο - λευκυλο - γλουταμινικον οξύ 

C e H â C O - N H C H a C O - N H C H C O - N H C H C O - N H C H C O O C H s ΝΗ.,ΝΗ3 

ι ι ι — : > 
R t R2 (CH 2 ) a COOCH s 

Έστήρ 

C 6 H 5 C O - N H C H , C O - N H C H C O - N H C H C O - N H C H C O N H N H 2 ΗΝΟ„ 
I I [ '--> 

R, R2 (CH 2) 2CONHNH 2 

Ύδραζίδιου 

G ä H s GO-NHCH 2 CO-NHCHCO-NHCHCO-NHCHGON 3 CeH5CH2OH 
I I I — >• 

Ri R2 (CH2)2CON3 

Άζίδιον 

C,H t CO-NHCH„CO-NHCHGO-NHCHCO-NHCHNHGO„CH 2 C e H6 1) H J P d 
I I I " • 

R t R2 (CH 2 ) 2 NHC0 2 CH i ,CJI 3 2)H 2 0(A) 
Βενζοϋλο - ουρεθάνη 

C e H 5 C O - N H C H 2 C O - N H C H C O - N H C H C O N H 2 + C H O -f / C 0 2 + C e H 5 CH s \ 
I I I V +NH, ,/ 
Ri R2 (CH2)„ 

I 
N H 2 

Βευζοϋλο - γλυκυλο - αλανυλο - λευκιναμίδιον, β-άμινοπροπιοιπκή άλδεοδη 
(εκ τον} γλουταμινικοΰ όξέοζ) 

R, = C H 3 , R, = CH 2 CH(CH 3 ) 2 

Επαναλαμβανόμενης της αυτής σειράς αντιδράσεων λαμβάνεται ίσο-
βαλεριανική άλδεΰδη εκ της λευκίνης, άκεταλδεΰδη εκ της άλανίνης και 
βενζοϋλογλυκιναμίδιον. Ώς και ή αντίστοιχος άποικοδόμησις κατά Ed-
man (Ι, Α'β), ή μέθοδος αυτή έχει πρακτικώς έφαρμογήν μόνον επί μι
κρού αριθμού διαδοχικών αμινοξέων. 

β) Ή μέθοδος των Schlack και Kumpf (18) συνίσταται εις την 
επίδρασιν οξεικοϋ άνυδρίτου και θειοκυανιούχου αμμωνίου επί Ν - άκυλο-
πεπτιδίων, οπότε εκ του τελικού άμινοξέος σχηματίζεται θειοϋδαντοΐ-
νη, π. χ. 
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ÎSTH4NCS 
C6H5Cü-NHCHCO-NHCH,COOH > C6H6CO-NHCHCO-N CH, 

ι " ( C H S C O ) , O ι ι ι ->-
R R CS CO 

\ / 
N H 

Ν - Βευζοϋλο - λευκυλο - γλυκίνη, 1 - Βευζοϋλο - λευκυλο - 2 - θειοϋδαντοίνη 

NaOH C e H-,C0-NHCHC0OH + ΗΝ CH„ 

> ι I I ' 
R CS CO 

\ / 
N H 

Βευζοϋλο - λευκίνη 2-Θειοϋδαντσΐυη (εκ τοΰ C-τελικοϋ άμινοξέος) 
R = C H 2 C H ( C H 3 ) 2 

Έάν ή άντίδρασις συνεχισθή λαμβάνεται και ή αντίστοιχος θειοϋ-

δαντοΐνη της λευκίνης. Περαιτέρω συνέχισις της αντιδράσεως, ώς εις 

τριπεπτίδια κλπ., πρακτικώς δέν είναι εφικτή. 

Β'. Ένζυματικαι μέ&οδοι. Ή άποικοδόμησις διά καρβοξυπεπτιδά-

σης είναι ή πλέον εν χρήσει μέθοδος προς προσδιορισμον τών C-τελι

κών αμινοξέων (19). Το ενζυμον του παγκρέατος καρβοξυπεπτιδάση επι

δρών επί τίνος πεπτιδίου ή πρωτεΐνης, ύδρολύει μόνον τον πεπτιδικόν δε-

σμόν, εις τον όποιον συμμετέχει ή άμινομάς άμινοξέος φέροντος ελεύθε

ρον καρβοξύλιον, ήτοι ύδρολύει τό C-τελικόν άμινοξύ της πεπτιδικής 

άλύσου. 

ι καρβοξυπεπτιδάση 

H 3NCHGO—NHCHCO NHCHGO—NHCHCOOH 
I l I I 

R, R 2 R n - 1 Rn 

Ή έπίδρασις του φυράματος, ήτοι ή διάσπασις της πεπτιδικής άλύ

σου, συνεχίζεται μόλις παρουσιασθή το νέον ελεύθερον καρβοξύλιον του 

προτελευταίου άμινοξέος κλπ. Επίσης και εις τήν περίπτωσιν ταύτην 

υπάρχουν σημαντικαί διαφοραί, μεταξύ τών ταχυτήτων υδρολύσεως των 

διαφόρων αμινοξέων. Έκ της σχετικής τσχύτητος εμφανίσεως ελευθέρων 

αμινοξέων, συμπεραίνεται περί της αλληλουχίας αυτών εις τό C-τελικόν 

τμήμα της πεπτιδικής άλύσου. (Πρβλ. διάσπασις Ν-τελικών αμινοξέων 

δια λευκιναμινοπεπτιδάσης). 

III. Χρησιμοποίησις ενζύμων δια τον προαδιοριομον της αλλη

λουχίας (sequence) τών αμινοξέων. Ώρισμένα πρωτεολυτικά φυράματα, 

ώς αί διάφοροι ένδοπεπτιδάσαι (πρωτεάσαι), έχουν ώς γνωστόν τήν ειδι

κότητα, να καταλύουν ύπό ήπίας συνθήκας τήν ύδρόλυσιν ουχί του έκά-
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στοτε αρχικού ή τελικού πεπτιδικοϋ δεσμοϋ μι&ς άλύσου, αλλά μόνον 

ώρισμένων μέσων πεπτιδικων δεσμών. Αι πρωτεάσαι ως εκ τούτου παί

ζουν σημαντικόν ρόλον εις τήν διευκρίνισιν τοο συντακτικοο τύπου πε-

II „Ν-

Λευκιναμινοπεπτιδάση 
(Προσδιορισμό; των <-
Ν-τελικ&ν αμινοξέων) 

Π ο λ υ π ε ι τ τ Ι δ ι ο ν 

(
Θρυψίνη \ 

Χυμοθρυψίνη 1 
Πεψίνη ' 

Ι 
Λαμβανόμενον μίγμα πετττιδίων 

-OH 

Καρβοξυπεπτιδάση 
-•(Προσδιορισμό; των 
C—τελικών αμινοξέων) 

Κλασματικοί διαχωρισμοί 

Ι 
Μικρά πεπτίδια 

Ποσοτικοί προσδιορισμό; αμινοξέων 
Άνάλυσι; τελικών ομάδων 
Άποικοδόμησι; κατά Edman δια 
τόν ιτροσδιορισμόν τη; αλληλουχία; 

Μεγάλον πεπτίδιον 

Περαιτέρω ένζυματική ύδρό-
λυσι; προ; μικρά πεπτίδια 

Σχήμα 2. 

πτιδίων και πρωτεϊνών. Εις τήν περίπτωσιν επίσης ταύτην υπάρχουν ση

μαντικά! διαφοραί είς τάς ταχύτητας ύδρολύσεως των διαφόρων μέσων 

πεπτιδικων δεσμών, αναλόγως προς τήν φύσιν των συνιστώντων τον πε-

πτιδικόν δεσμόν αμινοξέων. Μετά τόν προσδιορισμόν των Ν- και C- τε

λικών αμινοξέων των, ποσότης ανέπαφου πεπτιδίου ή πρωτεΐνης υποβάλ

λεται είς τήν επίδρασιν των πρωτεασών (θρυψίνης, χυμοθρυψίνης και πε

ψίνης), οπότε αί πεπτιδικαί άλυσοι ύδρολύονται εκλεκτικως είς πεπτιδι-

κά κλάσματα διαφόρου μεγέθους, καθοριζόμενα ύπό της φύσεως των συνι

στώντων αμινοξέων. Τα προκύπτοντα πεπτίδια διαχωρίζονται διά τίνος 

μεθόδου και προσδιορίζεται είς εκαστον εξ αυτών ή αλληλουχία τών 

αμινοξέων, ώς εξετέθη ανωτέρω (χημικώς ή ενζυματικώς). Ενίοτε μικρά 
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κλάσματα εκ τίνος πολυπεπτιδίου λαμβάνονται και δια μερικής ύδρο-
λύσεως δι' οξέων. 

Το σχήμα 2 παριστά τρόπον χρησιμοποιήσεως των πρωτεασών θρυψίνης, 
χυμοθρυψίνης και πεψίνης και των πεπτιδασων καρβοξυπεπτιδάσης και λευ-
κιναμινοπεπτιδάσης εις τήν διευκρίνισιν του τύπου των πολυπεπτιδίων (20). 

Προσδιορισμός τοΰ συντακτικού τύπου 
της όξυτοκίνης ύπο τοΰ du Vigneaud. 

'Από μακρού ύπήρχον μερικαί ενδείξεις εις τήν βιβλιογραφίαν, ότι 
αί όρμόναι της όποφύσεως είναι πολυπεπτιδικής φύσεως, όχι πολύ μεγά
λου μοριακού βάρους και οτι περιέχουν κατά πάσαν πιθανότητα θείον.Ή 
άνάλυσις των αμινοξέων, ώς εξετέθη εις το προηγούμενον κεφάλαιον, 
εδειξεν οτι πράγματι ή όξυτοκίνη είναι πολυπεπτίδιον, ή δέ προσδιορι
σθείσα τιμή τοΰ μοριακού βάρους συνεφώνει μέ τον τύπον μονομερούς απο
τελουμένου εκ των 8 αμινοξέων πεπτιδικως ηνωμένων μεταξύ των, ήτοι 
ενός όκταπεπτιδίου φέροντος τρία μόρια αμμωνίας ύπό μορφήν άμιδίων. 

Μετά τήν άπομόνωσιν καθαρού προϊόντος επηκολούθησαν ερευναι 
προς προσδιορισμόν της αλληλουχίας των αμινοξέων δι' εφαρμογής τί
νων εκ των περιγραφεισων συγχρόνων μεθόδων, αί όποΐαι ενίοτε έπρεπε 
να προσαρμοσθούν είς τάς πολύ μικράς ποσότητας διαθεσίμου υλικού. 
Εις το στάδιον τούτο της έρεύνης τής συντάξεως τοΰ μορίου, αποφασι
στικής σημασίας ήτο το εύρημα, οτι το μόριον τής όξυτοκίνης μετά τήν 
όξειδωτικήν έπίδρασιν ύπερμυρμηκικοΰ οξέος διασπάται δια βρωμιούχου 
ύδατος είς δύο κλάσματα (21,22). Κατ' αρχάς τή επιδράσει τοΰ ύπερμυρ
μηκικοΰ οξέος όξειδοΰται το εις τήν άλυσον έντεταγμένον άμινοξύ κυ-
στίνη (23) διασπωμένης τής γέφυρας θείου προς δύο ρίζας κυστεϊνικοΰ 
οξέος, ένω το μόριον εξακολουθεί νά παραμένη ε ν ι α ί ο ν. Τοΰτο είναι 

C H 2 S 0 3 H CH„SO.,H 
I 1 HCOOOH | | Br/H,0 

Cys Cys > H 2 NCHCO NHCHCO > A-f Β 

A = (κυστεϊνικόν, Tyr) 
Β = (Ile, Glu, Asp, κυστεϊνικόν, Pro, Iveu, Gly) 

ενδειξις, οτι ή γέρυρα -S-S- τής κυστίνης ανήκει είς δακτύλιον (εν εναν
τία περιπτώσει θα ελαμβάνοντο δύο κλάσματα περιέχοντα εκαστον το 
ήμισυ τοΰ μορίου τής κυστίνης). Έν συνεχεία το πεπτίδιον το φέρον τάς 
δύο ρίζας τοΰ κυστεϊνικοΰ οξέος, τή επιδράσει βρωμιούχου ύδατος δια
σπάται εις δύο πεπτιδικά κλάσματα, εν διπεπτίδιον Α περιέχον κυστεϊνι
κόν οξύ και διβρωμοτυροσίνην και εν έπταπεπτίδιον Β περιέχον κυστεϊ
νικόν οξύ και τα υπόλοιπα 6 αμινοξέα. 
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Περαιτέρω μελέται προσδιορισμού της αλληλουχίας των αμινοξέων 

(22, 24, 25, 26), περιέλαβον προσδιορισμον των τελικών Ν- και C-άμινο-

ξέων α) των δύο ως άνω πεπτιδικών κλασμάτων Α και Β, β) της άποθειωμέ-

νης όξυτοκίνης, ήτοι ενώσεως εις την οποίαν το μόριον της κυστίνης δι'ά-

ναγωγής μέ καταλύτην Raney-Nickel μετετράπη εις δύο μόρια άλανίνης 

CH 2 S SCH, CH., CH., 
| | Raney—Nickel | | 

H 2 NCHCO - - - - NHCHCO ^ H 2 N C H C O NHCHCO - - -

και γ) των προϊόντων της μερικής ύδρολύσεως δι5 οξέων. Δι' εφαρμογής 

τής δινιτροφαινυλομεθόδου του Sanger απεδείχθη, δτι εις το μόριον της 

οξυτοκίνης μία άμινομάς καί συγκεκριμμένως ή μία άμινομάς τής κυστί

νης είναι ελευθέρα. Περαιτέρω άποικοδόμησις των κλασμάτων κατά 

Ed m an, δια τον προσδιορισμόν τής διαδοχικής σειράς των αμινο

ξέων, εΐχεν ώς αποτέλεσμα τήν διατύπωσιν του κάτωθι σχήματος συν

τάξεως : 

C y s - T y r 

Ile—Glu—Asp—Cys—Pro—I,eu—Gly 

Δια συλλογισμών τους όποιους παραλείπομεν ενταύθα απεδείχθη έμ 

μέσως καί ή σύνδεσις T y r - I l e . Ούτω κατέστη φανερόν, δτι το μόριον 

τής οξυτοκίνης αποτελείται άπό ενα δισουλφιδικόν δακτύλιον περιλαμ

βάνοντα τα αμινοξέα κυστίνην, τυροσίνην, ΐσολευκίνην, γλουταμινικόν, 

άσπαραγινικόν καί το τριτεπτίδιον προλυλο - λευκυλο - γλυκίνην ώς πλευ-

ρικήν άλυσον ήνωμένην πεπτιδικώς εις το εν καρβοξύλιον τής κυστίνης 

δια τής άμινομάδος τής προλίνης. 

Ά φ ' ετέρου είχε διαπιστωθή, οτι ή οξυτοκίνη δεν προσβάλλεται, 

δηλαδή ούτε αδρανοποιείται, ούτε διασπάται, υπό του ενζύμου καρβοξυ-

πεπτιδάση (26) πράγμα το όποιον είναι ενδειξις μή υπάρξεως ελευθέρου 

καρβοξυλίου εις το άκρον του μορίου. Μόνον μετά κατεργασίαν μέ 

Ν ύδροχλωρικόν οξύ εις 90°—100° C επί μίαν ώραν ελευθεροϋται 1 mole 

αμμωνίας (27)' έν συνεχεία καί δι' εφαρμογής τής μεθόδου σχηματισμού 

θειοϋδαντοΐνης (18) επί του ούτως μεταβεβλημένου μορίου, ευρέθη δτι 

το C-τελικόν άμινοξύ είναι γλυκίνη (26). Δεδομένου δτι άνευρέθησαν 

καί τρία μόρια αμμωνίας δι' εκαστον μόριον όξυτοκίνης, μετά πλήρη 

ύδρόλυσιν αυτής, κατέστη φανερόν, δτι το καρβοξύλιον τής C-τελικής 

γλυκίνης είναι δεσμευμένον ύπό μορφήν άμιδίου. Λογικόν ήτο τα δύο 

υπολειπόμενα μόρια αμμωνίας να θεωρηθούν καλύπτοντα ανά εν καρ

βοξύλιον του γλουταμινικου και άσπαραγινικοϋ οξέος, εφ' όσον άλ-
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λως τε ή τιμή του ίσοηλεκτρικου σημείου (7.7), ώς αύ'τη προσδιωρίσθη 

δι' ήλεκτροφορήσεως επί χάρτου, ώς και τοϋ Ρκ (10.2, αντιστοιχούσα 

είς φαινολικον - OH) ήσαν εν συμφωνία προς τήν ύ'παρξιν μιας μόνον 

ελευθέρας άμινομάδος και μιας φαινολικής υδροξυλομάδος (25,28). Τέλος 

εγινεν ή υπόθεσις, ή οποία επίσης μόνον εις τήν λογικήν έστηρίζετο καί 

είς ουδέν πειραματικόν δεδομένον, οτι είς το μόριον της όξυτοκίνης πε

ριέχονται τα άμίδια γλουταμΐνη καί άσπαραγίνη καί όχι τα ισομερή των 

ίσογλουταμίνη καί ίσοασπαραγίνη. 

- - - HNCHCO- NHGHGO - - - NHCHCONH, 
Ι Ι ι 

(CH,V, CH, (GH.,), CH2CO 
I ' " I I ' " I 

CONH2 GONH2 CONHGHCONH, 
— γλουταμινυλο—αστταραγινυλο— — ισογλουταμινυλο - ισοασπαραγινυλο -

'Επίσης βάσει ενδείξεων εκ τής συμπεριφοράς των πρωτεολυτικών 

ενζύμων, ολα τά περιεχόμενα αμινοξέα έθεωρήθησαν ώς έχοντα τήν 

L-στερεοχημικήν διάταξιν. 

Οϋτω τελικώς επροτάθη ό κάτωθι τύπος δια τήν όξυτοκίνην (26) : 

C6H4OH C,H« 
I I 

NH2 ο CH2 ο CH-CH, 
I II I II I 

CH 2-CH-C-NH-CH—C—NH—CH 
| 1 2 3 | 

S c = o 
ι ι 

S Ο Ο NH 
I 6 || 5 || 4 | 
CH,-CH-NH-C-CH-NH-C-CH-(CH3)2-CONH2 

1 I 
I C H 2 c=o ι 
I CONH, 

C H - N Ο " Ο 
\ 7 II 8 || 9 

XH-C-NH—CH-C—NH-CH2-CONH2 

/ I 

C H 2 - CH 2 CH 2 

CH(CH 3) 3 

Συντακτικές TOTTOS της όξυτοκίνηξ μετ' αριθμήσεως των συυιστώυτων τό μορίου αμινοξέων. 
Cys - Tyr - Ile - Glu(NH 2) - Asp(NH2)- Cys - Pro - hen - Gly - N H 2 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

TUTTOS τη? όξυτοκίυηΐ δια χρησιμοποίησε«»; των συμβόλων των αμινοξέων, 
ώ; εκτίθενται eiç τήν σελ. 9. 
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Είναι ενδιαφέρον, ότι ό T u p p y συγχρόνως και ανεξαρτήτως του du 

\Tigneaud έπρότεινεν τον αυτόν συντακτικόν τύπον δια την όξυτοκίνην(29). 

Ή άνεύρεσις συντάξεως και στερεοχημικής διατάξεως ενός φυσικού 

προϊόντος επί τη βάσει αναλυτικών μεθόδων και μεθόδων άποικοδομήσεως 

δεν δύναται να θεωρηθή ώς αναμφισβητήτως ασφαλής, έφ'οσον δέν πρα(-

•? ματοποιηθή και ή συνθετική αύτου παρασκευή ώς επιστέγασμα των όλων 

επιστημονικών προσπαθειών. Τό αυτό συνέβη και εις τήν προκειμένην 

περίπτωσιν. Προς τούτο έχρησιμοποιήθησαν είδικαί συνθετικαί μέθοδοι, 

αϊ όποΐαι είχον προηγουμένως διαμορφωθή εις διάφορα Εργαστήρια. 

Το πρόβλημα συνθέσεως πεπτιδίων. 

Το πρόβλημα συνθέσεως πεπτιδίων συνίσταται, εις γενικάς γραμμάς, 

εις τήν υπαρξιν καταλλήλων μεθόδων δια τα έξης στάδια της συνθέσεως : 

Ι. Παροδική προστασία της α-άμινομάδος των αμινοξέων. 

II. Παροδική προστασία του α-καρβοξυλίου των αμινοξέων. 

III. Παροδική προστασία δραστικών ομάδων ευρισκομένων εις τάς 

πλευρικάς άλύσους τών αμινοξέων και 

IV. Σύζευξις. 

Εις τα χημικά ταύτα στάδια, θα έπρεπε να προστεθούν και αί νεώ

τεροι μέθοδοι απομονώσεως και καθαρισμού τών ελευθέρων πεπτιδίων. 

Λεπτομερής άνάπτυξις τών μεθόδων Ι — I V ευρίσκεται εις ειδικά συγ

γράμματα και μονογραφίας (βλ. Γενικήν Βιβλιογραφίαν), ευρεία δε περί-

ληψις αυτών αναφέρεται εις πρόσφατον δημοσίευμα εκ του Εργαστηρίου 

'Οργανικής Χημείας (119). 

Κατωτέρω αναγράφονται αϊ σπουδαιότεραι εκ τών μεθόδων, αί χρησι-

μοποιηθεΐσαι τόσον εις τήν αρχικήν σύνθεσιν, ώς και εϊς τάς μεταγενέ

στερος συνθέσεις της όξυτοκίνης, αι όποΐαι ήκολούθησαν τήν γενικήν 

πορείαν της αρχικής ταύτης συνθέσεως. 

Ι . Παροδική προστασία της α - σμι νομάδος. 

α) Καρβοβενζοξίκή μέ&οδος. Τω 1932 οί Berg manu και Ζέρβας 

έδημοσίευσαν τήν έργασίαν των «Έπί μιας γενικής μεθόδου πεπτιδικής 

συνθέσεως» (30). Δια τήν μέθοδον ταύτη ν ελαβον και Γερμανικόν δί

πλωμα ευρεσιτεχνίας (31). Ή Ιστορία της Πεπτιδικής Χημείας έδικαίω-

σε πλήρως τον τίτλον της δημοσιεύσεως. Τριάκοντα πέντε σχεδόν ετη 

από της εισαγωγής της «ή Καρβοβενζοξική μέθοδος εξακολουθεί να 

παραμένη και ασφαλώς θα παραμείνη ακόμη έπ' άρκετόν, ώς ή κυρία μέ

θοδος προστασίας της α-άμινομάδος τών αμινοξέων κατά τήν πεπτιδικήν 

σύνθεσιν» (32). 
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Ή καρβοβενζοξική μέθοδος, ιδίως άφοΰ έπεξετάθη επί όλων σχεδόν 

των φυσικών α-αμινοξέων και προσηρμόσθη εις τάς ιδιορρυθμίας ορι

σμένων εξ αυτών, ώς της λυσίνης (33), άργινίνης (34), κυστεΐνης-κυστί-

νης (30, 31, 35), κατέστησε δυνατήν την σύνθεσιν πεπτιδίων έξ όλων των 

γνωστών αμινοξέων. Αύ'τη απετέλεσε τήν βάσιν δια την αλματώδη αύξη-

σιν τοΰ αριθμού τών συνθετικώς παρασκευασθέντων πεπτιδίων και ή συμ

βολή της υπήρξε και εξακολουθεί να είναι αποφασιστική εις τήν έξέλι-

ξιν τής Χημείας πεπτιδίων και πρωτεϊνών. Είναι χαράκτηριστικόν, οτι 

π.χ. έξ 91 εργασιών επί πεπτιδίων δημοσιευθεισών υπό διαφόρων ερευνη

τών εις έγκυρα περιοδικά κατά τα έτη 1960-62 προκύπτει, οτι τα 90% 

των πεπτιδίων παρεσκευάσθησαν επί τη βάσει τής καρβοβενζοξικής με

θόδου (36). 

Ώ ς γνωστόν, ή καρβοβενζοξική μέθοδος συνίσταται εις τήν παρο-

δικήν προστασίαν τής α-άμινομάδος ενός άμινοξέος δια τής ρίζης του 

βενζυλοξυκαρβονικου οξέος. Μετά τήν σύζευξιν του Ν-καρβοβενζοξυαμι-

νοξέος τούτου μέ έτερον άμινοξύ ή πεπτίδιον, ή Ν-καρβοβενζοξυομάς δύ

ναται ν' άπομακρυνθή ήπίως δια καταλυτικής όδρογονώσεως (30, 31) ή 

δι' επιδράσεως ύδροβρωμίου εντός όξεικοΰ οξέος (37) ή δια τριφθοριο-

ξεικου οξέος (38) ή δι' επιδράσεως νατρίου εντός ύγρας αμμωνίας (35). 

Οί τελευταίοι ούτοι τρόποι άπομακρύνσεως τής καρβοβενζοξυομάδος έ

χουν ΐδιαιτέραν σημασίαν προκειμένου περί πεπτιδίων κυστεΐνης και κυ-

στίνης, εις τά όποια λόγω τής υπάρξεως εις το μόριον θείου, καταλυτική 

ύδρογόνωσις καθίσταται ανέφικτος. 

C6H5CH3OCOCl + H2NCH(R)COOH - > GeH5CH2OCO-NHCH(R)COOH >-

H2NCH(R')COOR" OII~ 
>• CeH5GH2OGO-NHGH(R)CO-NHCH(R')COOR" > 

>- CeH6CH8OCO—NHCH(R)CO—NHCH(R') GOOII 

H2/Pd , | HBr/AcOH 

G„H5CHS, C02, H2NCH(R)CO-NHCH(R')COOH ψ 
C6H5CH2Br, C02, H2NCH(R)CO-NHCH(R')COOII 

Ή εισαγωγή τής καρβοβενζοξικής μεθόδου εις τήν Χημείαν άπετέ-

λεσεν τήν άφετηρίαν δια τήν έξακρίβωσιν ύπό των Bergmann και Ζέρβα 

(39-50) και εν συνεχεία υπό άλλων ερευνητών (51) τής ειδικεύσεως των 

πρωτεολυτικών ενζύμων. Τούτο ήτο πολύ σημαντικόν, διότι τοιουτοτρό

πως τά ένζυμα ταύτα εχαρακτηρίσθησαν ώς «ειδικά αντιδραστήρια» και 

χρησιμοποιούνται έκτοτε δια τήν έξακρίβωσιν τής πρωτοταγοΰς συντά

ξεως τών πρωτεϊνών. Έπί πλέον ή καρβοβενζοξική μέθοδος κατέστησε 
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δυνατήν τήν σύνΟεσιν πλέον πολύπλοκων πεπτιδίων άπαντώντων είς τήν 

φύσιν, τα όποια κέκτηνται είδικήν βιολογικήν δρδσιν, π.χ. της ορμόνης 

κορτικοτροπίνης (ACTH), ενός τριακονταεννεαπεπτιδίου, Οπό του Schwy-

zcr (52), της βραδυκινίνης υπό του Boissonnas (53), της πολυμιξίνης υπό 

του Vogler (54), τέλος της προ ολίγων μηνών αναγγελθείσης παρασκευής 

υπό τοϋ Κατσόγιαννη (55), ώς και υπό του Zahn (56) ουσίας, ή οποία 

παρουσιάζει τας βιολογικός ιδιότητας της ινσουλίνης. 

β) ρ - Τολουολοσσυλφομέϋ·οδος. Αυτή συνίσταται είς τήν παροδικήν 

προστασίαν τής α-άμινομάδοςδιάτής ρ-τολουολοσουλφο- ή τοζυλομάδος. 

CH;ìC0H4SO,Gl+NH;;CH(R)COOH - > CH.,C6H4SONH3-CH(R)COOH 

Ή εισαγωγή τής τοζυλομάδος εις τήν πεπτιδικήν Χημείαν υπό του 

Seliünheimer (1926) έβασίσθη είς το γεγονός, ότι αϋτη δύναται ν' άπο-

σπασθή τη επιδράσει μίγματος φωσφονιοϊωδίου και ύδροϊωδίου έν Οερμφ 

(57). Ό du Yigueaiid διεπίστωσεν άργότερον (58), οτι διασπάται και δια 

νατρίου εντός ύγρδς αμμωνίας. 

IIJ/PHJ 
CIIaCeH4SüaNHCHCO > HJ. H„NCHCO- , CH,C6II4SII 

I I 
R R 

„Na /NH, 

II2NCHCO-, CH3C0H4SO2II, Na + , (GH,CeH4SH) 
I 

R 

Ή μέθοδος αυτή δέν είχεν εύρεΐαν χρησιμοποίησιν, αλλ' έβοήθησεν 

είς εν στάδιον και ειδικώς εις τό στάδιον εισαγωγής τής γλουταμίνης και 

τής ίσολευκίνης, κατά τήν πρώτην σύνθεσιν τής όξυτοκίνης. 

II. Παροδική προστασία τής α-καρβοξυλικής ομάδος. 

Αϋ'τη επιτελείται συνήθως δι' έστεροποιήσεως του καρβοξυλίου και 

έν συνεχεία σαπωνοποιήσεως του έστέρος. Είς τήν προκειμένην περίπτω

σιν τής όξυτοκίνης, λόγω τής παρουσίας του C-τελικοϋ αμινοξέος (γλυ-

κίνης) ύπό μορφήν άμιδίου, ή προστασία αϋτη επιτελείται και δια μετα

τροπής του έστέρος του C-τελικου άμινοξέος είς το άντίστοιχον άμίδιον. 

OH 
>- COÜH 

COOGH,-( N H i ì 

\ : > CONH, 
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III. Παροδική προσταοία πλευρικών άλύοον. 

Εις την προκειμένην περίπτωσιν της οξυτοκίνης, τα εις αυτήν ενυ-

πάρχοντα αμινοξέα γλουταμινικόν και άσπαραγινικόν, ευρίσκονται υπό 

μορφήν των αντιστοίχων β- και γ- άμιδίων, γλουταμίνης και άσπαραγί-

νης και τοιουτοτρόπως δεν προκύπτει ζήτημα παροδικής προστασίας τής 

δραστικής πλευρικής ομάδος (καρβοξυλίου) των αμινοξέων τούτων. Έφ* 

όσον όμως, ώς θά άναπτύξωμεν κατωτέρω, εις τήν σύνθεσιν τής όξυτο-

κίνης εμπλέκεται κατ' αρχάς ουχί κυστίνη, άλλα το προϊόν αναγωγής αυ

τής, το άμινοξύ κυστεΐνη, προκύπτει ή ανάγκη παροδικής προστασίας 

τής σουλφυδρυλικής ομάδος τής κυστε'ί'νης. Αυτή έπετελέσθη το πρώτον 

επί τη βάσει πειραμάτων του du Vigneaud δια S-βενζυλιώσεως (35, 59, 

60, 61). Μετά τήν είσαγωγήν τής κυστε'ί'νης εις τήν πεπτιδικήν άλυσον 

υπό μορφήν vS-βενζυλοπαραγώγου αφαιρείται ή S-βενζυλομάς δι' ισχυ

ρών αναγωγικών μέσων, εις τήν περίπτωσιν αυτήν δι' επιδράσεως μεταλ

λικού νατρίου εντός ύγρας αμμωνίας. 

COOH COOH COOH 
I CeH6CH,Cl | Na/NH, | 
CHNH 2

 : y C H N H 2 > C H N H 2 + C 6 H 5 CH 3 

Ι I I ' 
CH2SNa CH,SCH2CeH r, CH 2 SH ή C eII 5CH,GH 2C eH 5 

Ή μέθοδος αυτή του dit Vigneaud κατέστησε δυνατήν τήν έφαρ-

μογήν τής καρβοβενζοξυ - μεθόδου των Bergmann —Ζέρβα και επί πεπτι

δίων τής κυστε'ί'νης-κυστίνης. Πρώτον παράδειγμα τοιαύτης συνθέσεως 

ήτο ή σύνθεσις του γλουταθείου υπό του du Vigneaud τω 1935 (61). 

IV · Μέθοδοι πεπτιδικής συζεύξεως. 

Ώς γνωστόν, δια τήν σύζευξιν ενός Ν-προστατευμένου άμινοξέος Α 

με έτερον άμινοξύ Β απαιτείται ένεργοποίησις του καρβοξυλίου τοϋ Α. 

Μέχρι του 1950 δύο μόνον μέθοδοι ύπήρχον και συγκεκριμμένως ή των 

χλωριδίων των Ν- προστατευμένων αμινοξέων και ή των άζιδίων αυτών. 

Άμφότεραι εχρησιμοποιήθησαν υπό των Bergmann -Ζέρβα (30, 31) και 

τής σχολής των προς παρασκευήν πολλών πεπτιδίων, τα όποια απετέλε

σαν κυρίως συνθετικά φυραματικά υποστρώματα. Έ ξ αύτων ή πρώτη μέ

θοδος των χλωριδίων έχει σχεδόν έγκαταλειφθή λόγω τής αστάθειας αύ

των καί τής τάσεως προς σχηματισμόν ανεπιθύμητων παραπροϊόντων. Ή 

μ έ θ ο δ ο ς τ ω ν ά ζ ι δ ί ω ν , εισαχθείσα υπό του Curtius τω 1902 (62), 

επέζησε καί χρησιμοποιείται ακόμη έκτεταμένως κυρίως λόγω του γεγο

νότος, οτι δέν προκαλεί ρακεμιώσεις κατά τήν σύζευξιν πεπτιδίων (63). 
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HONO 
R-NHGH(R,)CO NHGH(Ra)CO-NHNH3 —>R-NHCII(RI'CO-NHCH(Rs)CON3 

H,NCH(Rs)COOR' 
y R - NHGH(R,)CO - NHCH(R2)CO - NHCH(Rs)COOR' 

Κατά τα ετη 1950-1952 συνετελέσθη μεγάλη πρόοδος εις τάς με

θόδους συζεύξεως δια της εισαγωγής ταυτοχρόνως από πολλά ερευνητι

κά εργαστήρια, τής μεθόδου των διαφόρων τύπων μ ι κ τ ώ ν ά ν υ δ ρ ι -

τ ω ν. Πολύ χρήσιμοι απεδείχθησαν κυρίως α) οί μικτοί άνυδρΐται των 

Ν - άκυλιωμένων αμινοξέων μετά ήμιεστέρων του ανθρακικού οξέος 

(64-66). 

R-NHCH(R,)CO 
>0-t-H2NCH(R,1)COOR' > 

R2OCO 

> R-NHCH(R1)CO-NHCH(R3)CHCOOR'+R2OH-l-C02 

β) Οί μικτοί άνυδρΐται των Ν - άκυλιωμένων αμινοξέων μετά παρα-

. γώγων, κυρίως εστέρων, του φωσφορικού ή του φωσφορώδους οξέος π.χ. 

μετά διαιθυλοφωσφορώδους οξέος (67). 

R-NHCHfR^COOH-KCjHsCOjP-O- P(OC2H6)2 > 

OC2H5 C2H50 
> R —NHGH(R,)COOP< + 2 5 > P - O H 

Χ)ϋ2Ηδ

 T C,H.(r 

OC„H5 R-NHCH(R,)COOP< 2 + H2NCH(R.,)CHCOOR' > 
OC2H5 

Π I T Π 

y R-NHCH(R1)CO-NHCH(Ra)COOR'+ ' 6 > P - O H 
C2H50 

Βασικόν μειονέκτημα των μεθόδων τούτων είναι ή εμφάνισις ρακε-

μιώσεως, μικρας ή μεγάλης εκτάσεως, κατά τάς συζεύξεις πεπτιδίων μετ' 

αμινοξέων. Ή ρακεμίωσις γενικώς οφείλεται εις τον σχηματισμόν άζλα-

κτονων, αί όποΐαι ευκόλως, λόγω ταυτομεριώσεως, υφίστανται ρακεμίωσιν. 

Rt R, Η R, 
\ * \ * \ * \ * 

C-GOOH C CO R,C C-ÜH C CO C CO 

Η I - > Η I Ι - > I I -> R', I I + H ι I 
NH N O N O < - N O N Ó 

\ 0 \ c / \c/ \c/ \cy 
I I I I I 

R R R R R 
L - L - D- h-
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Γενικώς σήμερον προς αποφυγήν ρακεμιώσεων ή αΰξησις της πεπτι-

δικής άλύσου γίνεται ή διά της μεθόδου των άζιδίων, ή κατά στάδια 

(step by step) εκ του C-τελικοϋ άμινοξέος δια της προσθήκης διαδο

χικώς ενός Ν-προστατευμένου άμινοξέος : 

R-NHCIIÎRjCOOX+H.NCHiRjCOOR'-^R-NHCHiRaiCO-NHCHCROCOOR· 

'Απόσπαση RNHCH(R,)COOX 
>• H2NCH(R2)CO NHCHCRJCOOR' : >• 

Tfjs R-

> R-NHCHÌR^CO-NHCHCRjìCO-NHGHCROCOOR' 

R=Kατάλληλos Ν-ττροστατευτική όμάζ X = έυεργοποιημένον παράγωγον τοϋ 
καρβοξυλίου 

Δια καταλλήλου εκλογής της Ν-προστατευτικής ομάδος, αποφεύ

γεται ô κίνδυνος ρακεμιώσεως. "Εχει διαπιστωθή, δτι Ν - προστατευτικαί 

ομάδες, αϊ όποίαι δεν προσφέρονται εις τον σχηματισμόν άζλακτονών, 

ως εΐναι ή καρβοβενζόξυ -, ή τριτύλο -, ή Ν - t - βουτυλοξυκαρβονύλο -

κλπ. προστατεύουν το Ν-ύποκατεστημένον άμινοξύ εκ ρακεμιώσεως. 

Κατά την ώς άνω step by step σύνθεσιν πολυπεπτιδίων έχει μεγά-

λην σημασίαν α) ή έξασφάλισις καλής αποδόσεως, διότι εφ' όσον τα 

στάδια της συνθέσεως αυξάνουν, ή ολική άπόδοσις είναι πολύ μικρό

τερα της αποδόσεως εκάστης βαθμίδος, β) Ή εύκολος άπομάκρυνσις των 

δευτερευόντων προϊόντων τής αντιδράσεως, είς εκαστον στάδιον. 

Ή μέθοδος συζεύξεως δια δ ι κ υ κ λ ο ε ξ υ λ ο κ α ρ β ο δ ι ϊ μ ι δ ί ο υ 

εισαχθείσα τω 1955 υπό του Sheehaii (68) χρησιμοποιείται ευρύτατα 

λόγω τής απλής εφαρμογής της. Δια τής εφαρμογής τής step by step 

μεθόδου αυξήσεως τής πεπτιδικής άλύσου, αποφεύγονται αί ρακεμιώσεις. 

Πολλάκις όμως τό ποσόν των παραπροϊόντων είναι σημαντικόν, ή ή άπο

μάκρυνσις αυτών δυσχερής. 

C H l l N = C = N C 6 H n 

R-NHCH(R 1 )COOH+H 2 NCH (R2)COOR' > 

> R-NHfR^CO-NHCHiR^COOR' + C e H M N H C O N H C e H n 

"Αλλη μέθοδος ευρέως χρησιμοποιούμενη κατά τα τελευταία ετη 

είναι ή των ε ν ε ρ γ ώ ν ε σ τ έ ρ ω ν (69, 70, 7J). Ή έννοια των ενεργών 

εστέρων ώς G - ενεργοποιημένων παραγώγων των αμινοξέων, καταλλήλων 

προς σύζευξιν, εισήχθη υπό του Schwyzer (56). Είς τον Bodanszky (7J) 

οφείλεται ή εισαγωγή είς τήν πεπτιδικήν Χημείαν των ρ - ν ι τ ρ ο φ α ι -

ν υ λ ε σ τ έ ρ ω ν , οί όποιοι χρησιμοποιούνται ευρύτατα είς τάς συνθέσεις 

μεγάλων πεπτιδικων μορίων. Οί ρ - νιτροφαινυλεστέρες των Ν - καρβο-

βενζοξυαμινοξέων είναι κρυσταλλικαί και σταθεραί ούσίαι ευκόλως πα

ρασκευαζόμενα! (72)· ή σύζευξις αυτών περαιτέρω χωρεί συνήθως με 
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πολύ καλάς αποδόσεις. Προς αποφυγήν ρακεμιώσεων ή μέθοδος εφαρμό

ζεται μόνον εις σχήματα συνθέσεως step by step. 

Ζ NHCHCOOCeH4N02 + H2NCHCOOR' — > 
I I 

Ri R3 

- > Z·NHCHCO-NHCHCOOR' + HOC 6 H 4 N0 3 

I I 
Ri K2 

Ή πρώτη ούνθεσις της οξυτοκίνης. 

Ή πρώτη σύνθεσις της όξυτοκίνης έπραγματοποιήθη ύπό του du 

Vigueaud και των συνεργατών του C. Ressler, J. Swan, G. Roberts και 

Π. Κατσόγιαννη τω 1953 (73). 

Το σχέδιον της πορείας συνθέσεως κατεστρώθη επί τή βάσει του 

προταθέντος συντακτικού τύπου της οξυτοκίνης, έστηρίχθη δέ εις ώρι-

σμένα πειραματικά δεδομένα έπί της αναγωγής, βενζυλιώσεως, αποσπά

σεως των S - βενζυλομάδων και έπανοξειδώσεως του μορίου της όξυτο-

κίνης. Ούτω παλαιότερα πειράματα, κατά το 1935, των du Vigneaud 

και Sealock (74) είχον δείξει, δτι δι' αναγωγής της οξυτοκίνης προ

κύπτει προϊόν, το όποιον κέκτηται ακόμη βιολογικήν δραστικότητα 

παραμένουσαν και μετ' έπανοξείδωσιν διαλύματος αύτοϋ δι5 αερισμού. 

Πειράματα εκτελεσθέντα 15 ετη άργότερον, μετά του Gordon (75) έδει

ξαν, οτι αναγωγή τής όξυτοκίνης με νάτριον εις ύγράν άμμωνίαν και 

S S SH SH 
I l I I 

CH 2 CH 2 CH 2 CH 2 
| | 1)Na/NH, | I 2) C eH 6CH 8Cl 

H 2 N C H C O - - - CHCO > H s NCHCO CIICO- > 

Όξυτοκίνη Όξυτοκείνη (ουδέποτε άπομονωθεΐσα) 

SCH,C„H5 S J H . C H s 
I " I 

α ϊ , c i i 2 
I I Na NH> Όξείδοοσίξ 

-> H.NCHCO CHCO > Όξυτοκείνη —— >· Όξυτοκίνη 
S, S'— Διβενζυλο-οξυτοκείνη °<ήρ 

Έκαστη παϋλα παριστά εν άμινοξύ έντόζ τοϋ μορίου τη? όξυτοκίνης. 

προσθήκη εν συνεχεία βενζυλοχλωριδίου έδωσε προϊόν, το όποϊον ώς 
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απεδείχθη εκ της αναλύσεως των αμινοξέων, περιεΐχεν δύο μόρια S-ßev-
ζυλοκυστεΐνης και ήτο βιολογικως αδρανές. Το Β,β'-διβενζυλοπαρά-
γωγον τοΰτο υπεβλήθη εις άναγωγήν δι' επιδράσεως νατρίου εις ύγράν 
ύμμωνίαν και εν συνεχεία εις οξείδωσιν δι' αερισμού, οπότε ελήφθη 
προϊόν βιολογικως δραστικόν. Το προϊόν τοϋτο δια συγκρίσεως των φυ
σικών, χημικών και βιολογικών του ιδιοτήτων ήτο ομοιον μέ την αρχι-
κήν ούσίαν, ήτο δηλ. όξυτοκίνη. 

Δια της ανωτέρω σειράς πειραμάτων και γνωστού οντος, οτι και ή 
καρβοβενζοξική ομάς ανάγεται διά νατρίου εντός ύγρας αμμωνίας (35) 
το πρόβλημα άνήχθη εις τήν παρασκευήν τοϋ έννεαπεπτιδίου (Ρ) φέρον
τος προστατευτικός Ν- και S-όμάδας. 

cBH5CHäoco 

NH ο 

C6H4OH 
Ι 
GH2 ο 

C3H5 

Ι 
CH—GH 8 

GHg 

I 
CgHsCH2—S 

CeHßCHo—S 

-CH—C—NH—CH— C • 
1 2 

-NH—CH 
3 | 

C = 0 

Ο 0 NH 
I 6 || 5 || 4 | 

C H 2 — C H — N H — C — C H — N H - - C — C H ( C H 2 ) o - C O N H 2 

I 
CH5 

I 
CONH, 

CH„ 

C = 0 
I 

-N 
V 

0 
II 

ο 

/ 
C H , - C H , 

CH—C—NH—CH—C—NH—CH„—CONH,, 
I 

CH2 

I 
CH(CH 3) 2 

Συντακτικός τύ-rros τήξ Ν-Καρβοβενζοξυ-β,Β'-διβενζυλο-οξυτοκείνηξ (Ρ) 
μετ' άριθμήσεω; των συνιστώντων τό μορίου αμινοξέων. 

BZL BZL 
Ι Ι 

Ζ—Cys—Tyr—Ile—Glu(NH a )—Asp(NH,)—Cys—Pro—Leu—Gly—ΝΗ,, 

(Ρ) 

Ή σύνθεσις του έννεαπεπτιδίου (Ρ) έπραγματοποιήθη συμφώνως προς 
τό παρατιθέμενον σχήμα 3. Αί συζεύξεις κατά τα διάφορα στάδια εγένοντο, 
όπου δεν σημειουται επί του σχήματος, δια της μεθόδου των μικτών 
άνυδριτων. 
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Η,/Pd Z-Pro H„/Pd 
Z-Leu-Gly-OEt - > Leu-Gly-OEt > Z-Pro-Leu-Gly-OEt > 

(Z-Cys-Cl), Z-Cys-Pro-Leu-Gly-OEt OH" Z-Cys Pro-Leu·Gly 
Pro-Leu-Gly-OEt > | > I - > 

Z-Cys-Pro-Leu-Gly-OEt Z-Cys-Pro-Leu Gly 

BZL BZL 
1) Na/NH3 | C e H s CH,OH/HCl I 

- > Cys-Pro-Leu-Gly > HCl, Cys-Pro-Leu-Gly-OBZL 
2)CGH5CH3C1 - ^ 

BZL 
NH 3/GH sOH | 

> Cys-Pro-Leu-Gly-NH2 (A) 

CH, 
CH,CH,COOH / \ 
| p r ] 0 = C CH 2 Asp(NH 2) N H . O H 

Tos-NHCHCOOH 5-+ I | > Tos-PyroGlu-Asp > 
Tos-N CHCOC1 | 

N H 3 

(χλωρίδιον τοΰ N-τοζυλο-
πυρογλουταμινικοϋ όξέο;) 

N a / N H , Tos-Ile-Cl 
Tos-Glu-Asp > Glu-Asp • •->- Tos-Ile-Glu(NH,)-Asp(NH„) 

I I I I 
H.,N N i l , H,N NIL (B) 

BZL 
I 1) Na/NH 3 

(B)+(A) - > Tos IleGlu(NH„)-Asp(NH,)-Cys-Pro-Leu-Gly-NH., - - > 
2) C0H6CH2C1 

BZL 
I 

-> Ile-Glu(NH2VAsp(NH.,)Cys-Pio-Leu-Gly-NH, (C) 

BZL BZL BZL 
I I I 

Z-Cys-Tyr f (G)-> Z-Cys Tyr-Ile.Glu(NH,)-Asp£NII ,)-Cys-Pro-Leu-Gly N H , -> 

(P) 

1) N a / N H , 
—~>Cys-Tyr-Ile-Glu(NH2)-Asp(NH,)-Cys-Pro-Leu-Gly-NH2 

2) όξείδωσι? δι'άεροζ 

Όξυτοκίνη 

Σχήμα 3. Ή πρώτη σύι/θεσίξ τήζ όξυτοκίνη; [du Vigneand κ.α. (73)] 
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Έκ του έννεαπεπτιδίου όπεσπάσθησαν αί προστατευτικού ομάδες δι* 

αναγωγής με νάτριον εις ύγράν άμμωνίαν. Μετά έξάτμισιν της αμμωνίας 

και διαβιβάσεως αέρος (αερισμού) δια διαλύματος 1°/00είς p H 6,5 ελήφθη 

το προϊόν όξειδώσεως, το όποιον άπεμονώθη εις καθαράν κατάστασιν μόνον 

μετά καθαρισμόν δια κατανομής κατ' άντιρροήν. Ή όξείδοίσις πραγμα

τοποιείται εις μεγάλην άραίωσιν και εις ελαφρώς οξινον pH, ώστε ό 

σχηματισμός -S-S- γέφυρας να λάβη χώραν κατά το δυνατόν ένδομο-

ριακώς. Έ ν τούτοις δεν αποκλείεται καί ό σχηματισμός εις μικροτέραν 

κλίμακα πολυμερών δια γεφυρών - S - S - μεταξύ διαφόρων μορίων, ή ό 

Ι 
Cys-Tyr-Ile-Glu(NH2)-Asp(NH2)-Cys-

Η2Ν Cys-Tyr-Ile-Glu(NH2)-Asp(NH2)-Cys-Pro-Leu-Gly-NH„ 
Ι Ι 

-Asp-Cys-Pro-1+eu-Gly-NH, 

σχηματισμός διμερούς δια σχηματισμού δύο γεφυρών - S - S - μεταξύ δύο 

μορίων κλπ. Το διμερές προϊόν δύναται θεωρητικώς να ύπαρξη ύπό δύο 

μορφάς, ήτοι την παράλληλον Α, ή τήν άντιπαράλληλον Β, ή καί τάς 

δύο ταυτοχρόνως. 

Cys Cys-Pro-Leu-Gly-NH2 Cys-'-Cys-Pro-Leu-Gly-NH, 
I l I I 

Cys Cys-Pro-I^eu-Gly-NH,, Η,Ν-Gly-Leu-Pro-Cys-'-Cys 
A Β 

Συστηματικαί μελέται τοΰ σχηματισμού διμερών κλπ. εξ απλούστε

ρων τίνων κυστεϊνοπεπτιδίων έχουν γίνει υπό του Greenstein καί των συν

εργατών του (76). Πάντα ταύτα αποτελούν έξήγησιν δια το γεγονός, ότι 

μόνον χάρις εις τον καθαρισμόν του συνθετικού προϊόντος δια νεωτέρων 

φυσικών μεθόδων, ως π. χ. δια κατανομής κατ' άντιρροήν, λαμβάνεται 

συνήθως ή όξυτοκίνη εις χημικως καθαράν κατάστασιν. 

Ή συνθετικως παρασκευασθείσα όξυτοκίνη έδειξε τάς αύτάς φυσι-

κάς καί χημικός ιδιότητας, με τήν φυσικής προελεύσεως όξυτοκίνην, 

ήτοι τήν αυτήν ποσοτικήν σύστασιν αμινοξέων, στροφικήν ικανότητα, 

συντελεστήν κατανομής εις διάφορα συστήματα, ήλεκτροφορητικήν εύκι-

νησίαν εις διάφορα pH, φάσμα απορροφήσεως εις το ύπέρυθρον καί υπεριώ

δες, διάγραμμα έκλούσεως μετά χρωματογραφίαν επί ρητίνης, κρυσταλλικόν 

άλας μετά φλαβιανικού οξέος, διάσπασιν με βρωμιοΰχον ύδωρ, μοριακόν βά

ρος. Τέλος αί δοκιμαί της βιολογικής δραστικότητος έδωσαν τιμάς παρα

πλήσιας των τιμών τοΰ φυσικού προϊόντος, ώς προς τήν κατασταλτικήν 

επίδρασιν επί τής πιέσεως τοΰ αίματος των πτηνών (77), τήν έπίδρασιν επί 

της συστολής τής μήτρας in vitro (78) καί τής έκθλίψεως τοΰ γάλακτος(79). 

Ή ακριβής τιμή των μονάδων είναι βεβαίως εξαιρετικώς δύσκολον να 
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προσδιορισθή λόγω της φύσεως της βιολογικής δραστικότητος. Αί βιολο-
γικαί δράσεις μετρούνται συγκριτικώς ως προς το πρότυπον της 'Αμερικα
νικής Φαρμακοποιίας [U.S.P. Posterior Pituitary Reference Standard 
(80)]. Ai τελευταίως προσδιορισθεΐσαι τιμαί, δια συνθετικον προϊόν εξαιρε
τικώς καθαρόν, έχουν ώς εμφαίνεται εις τον πίνακα 1 (81). 

Πίναξ 1. Τιμαί βιολογικών δράσεων συνθετικής οξυτοκίνης εις διεθνείς μονάδας/mg. 

Κατασταλτική επίδραση επί 
της πιέσεως των πτηνών 

507+ 15 

Ώκυτόκιοξ έπίδρασίξ 

486 + 5 

Έπίδρασίζ επί της έκθλί-
ψεως τοϋ γάλακτοζ 

410 ± 16 

Σύνθεσις της όξυτοκίνης ύπο άλλων ερευνητών. 

Μετά τήν πρώτην ύπο του du Vigfneaud και των συνεργατών του πραγ-
ματοποιηθεΐσαν σύνθεσιν, μερικά άλλα 'Εργαστήρια ήσχολήθησαν με το 
αυτό πρόβλημα, κυρίως προς τον σκοπόν καλυτερεύσεως της αποδόσεως 
λόγφ τής σημασίας τής όξυτοκίνης ώς φαρμακευτικού ιδιοσκευάσματος. 

Ούτω ή κατά το έτος 1955 πραγματοποιηθείσα σύνθεσις του Bois-
sonnas και των συνεργατών του (82) έχει ώς βάσιν τήν χρησιμοποίησιν τών 
αυτών Ν- και S- προστατευτικών ομάδων (καρβοβενζόξυ- και βένζυλο-) 
και άγει προς τήν αυτήν προβαθμίδα τής οξυτοκίνης, ήτοι το εννεαπεπτί-
διον (Ρ) τής σελ. 30. Δια τάς συζεύξεις, εχρησιμοποιήθησαν εκτός τών άζι-
δίων κυρίως οί μικτοί άνυδρΐται μετά αιθυλικού μονοεστέρος τοΰ ανθρακικού 
οξέος (65). Ή σύνθεσις του Boissonnas απετέλεσε τήν βάσιν βιομηχανικής 
παρασκευής τής όξυτοκίνης, υπό τής Φαρμακευτικής Εταιρίας Sandoz, ή 
οποία φέρεται εις τήν κυκλοφορίαν υπό τον εμπορικόν δνομα Syntocinon. 

Κατ'άλλην συνθετικήν παρασκευήν [Rudinger,1956 (83)],ή οποία επίσης 
έχρησιμοποιήθη διά βιομηχανικήν παρασκεήν τής οξυτοκίνης, ώς προ. 
βαθμίς παρεσκευάσθη αντί του Ν-καρβοβενζοξυ- το άντίστοιχον Ν -
τοζυλο-εννεαπεπτίδιον. Ή άπομάκρυνσις τής Ν-προστατευτικής ομάδος 
έπετελέσθη επίσης δι' επιδράσεως μεταλλικού νατρίου εντός αμμωνίας 
(σελ. 25). Το προστατευμένον έννεαπεπτίδιον (Ρ) παρεσκευάσθη άργό-
τερον (1959) και υπό του Beyermann (84) διά χρησιμοποιήσεως ώς μέσου 
συζεύξεως κυρίως του δικυκλοεξυλοκαρβοδιϊμιδίου. 

Τέλος ή μέθοδος συνθέσεως Velluz(85) στηρίζεται εις τήν χρησιμο
ποίησιν τής τριτυλομάδος διά τήν προστασίαν τόσον τής άμινομάδος, όσον 
και τών σουλφυδρυλομάδων. Εις το τελικόν στάδιον, το όποιον δεν περιγρά
φεται σαφώς, ολαι αί προστατευτικαί ομάδες άπεμακρύνθησαν διά πυκνού 
υδροχλωρικού οξέος. Έπηκολούθησεν όξείδωσις δι' αερισμού κατά du 
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Vigneand.Τελικώς ή βιολογική δράσις έδοκιμάσθη εντός του διαλύματος, 

ανευ απομονώσεως της οξυτοκίνης, ή δε ανευρεθείσα βιολογική δράσις δεν 

εκφράζεται είς μονάδας (πρβλ. σελ. 33). Έ κ των ανωτέρω προκύπτει, δτι 

ελλείπουν σοβαρά στοιχεία δια τήν άξιολόγησιν της συνθέσεως ταύτης. 

Νέα σύνθεσις της οξυτοκίνης εις το έργαστήριον τοΰ du Vigneaud. 

'Ολίγα ετη μετά τήν πρώτην υπ' αύτοΰ πραγματοποιηθεΐσαν σύνθεσιν 

της όξυτοκίνης, ô du Vigneaud εν συνεργασία αυτήν τήν φοράν μετά του 

Bodanszky (86) έπραγματοποίησε και νέαν σύνθεσιν χρησιμοποιήσας προς 

τοϋτο τήν εν τφ μεταξύ άποκτηθείσαν πείραν προς αποφυγήν ρακεμιώσεων. 

Προς τον σκοπον αυτόν, ή νέα σύνθεσις έγινε «step by step» ώς μέσον δε 

συζεύξεως εχρησιμοποιήθη αποκλειστικώς ή μέθοδος των νιτροφαινυλε-

στέρων, (σελ. 28), ή οποία ολίγον προηγουμένως εΐχεν είσαχθή είς τήν 

βιβλιογραφίαν υπό τοΰ Bodanszky (71). Ή σύνθεσις αυτή ήγαγε είς τον 

σχηματισμον τοΰ αύτου προστατευμένου Ν-καρβοβενζοξυεννεαπεπτιδίου 

[(Ρ) σελ. 30], το όποιον λόγω ακριβώς της πορείας της συνθέσεως παρεΐχεν 

πάσαν δυνατήν έγγύησιν, ότι ήτο στερεοχημικως ομοιογενές δηλ. L, L, 

L,L,L,L,L, στερεοϊσομερές. Άλλα και πάλιν ή άπόσπασις των προστα

τευτικών ομάδων δεν ήδύνατο νά έπιτελεσθη άλλως παρά δια της επιδράσεως 

νατρίου εντός ύγράς αμμωνίας, πράγμα τό όποιον έχει μεταξύ άλλων και ώς 

συνέπειαν νά μή δύναται νά άπομονωθή ή ενδιάμεσος ενωσις όξυτοκεΐνη 

ούτε υπό μορφήν παραγώγου. 

Σύνθεσις «αναλόγων» της όξυτοκίνης. 

Ή σύνθεσις της όξυτοκίνης, ύπήρξεν ή απαρχή προς τήν παρασκευή ν 

«αναλόγων ενώσεων» προς τον σκοπόν της μελέτης των σχέσεων της συν

τάξεως προς τήν βιολογικήν δράσιν. 

Γενικώς ώς «ανάλογα» νοούνται ενώσεις, εις τάς οποίας, εν σχέσει προς 

τήν φυσικήν όρμόνην, έχουν επέλθει προκαθορισθεΐσαι μεταβολαί τοΰ 

μορίου, π.χ. άντικατάστασις ενός ή περισσοτέρων αμινοξέων δι'άλλων, εναλ

λαγή αλληλουχίας αμινοξέων, αυξησις ή έλάττωσις τοΰ άριθμοΰ αυτών 

κλπ. «Άνάλογον» της όξυτοκίνης φυσικής προελεύσεως δύναται νά θεω-

ρηθή και ή ετέρα ορμόνη τοΰ οπισθίου λοβοΰ της ύποφύσεως, ή βασοπρεσ-

σίνη (87), εις τήν οποίαν ή είς θέσιν 3 τοΰ μορίου της όξυτοκίνης ίσολευ-

κίνη έχει άντικατασταθη ΰπό φαινυλαλανίνης, ή δέ εις θέσιν 8 λευκίνη υπό 

άργινίνης ή λυσίνης. 

Δια της παρασκευής των «αναλόγων» επιχειρείται νά διερευνηθη ποΐαι 

δραστικαί ομάδες ή ποία αμινοξέα και είς ποίαν θέσιν τοΰ μορίου είναι απα

ραίτητα δια τήν βιολογικήν δράσιν και συνεπώς ποία είναι ή σχέσις της βιο

λογικής δραστικότητος προς τήν τοποχημείαν τοΰ μορίου. 
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Έκ rfjç μεγάλης ποικιλίας των δυνατών «αναλόγων» 35 εϊχον παρα-

σκευασθή μέχρι του Δεκεμβρίου τοϋ 1962 (88). Ό αριθμός τούτων συνεχώς 

αυξάνει. Είς τον πίνακα 2 αναγράφονται μερικά των παρασκευασθένΐων 

«αναλόγων». 

Π ί ν α ξ 2.— Μερικά « ανάλογα » τής οξυτοκίνης 

TUTTOS * καΐ ονομασία Βιβλιογραφία 

Cys -Tyr - Ile - Glu(NH2)- Asp(NH2) - Cys - Pro - Leu - Gly -NH2 (73) 

Όξυτοκίνη 

Cys - Tyr - Phe - Glu(NH 2 ) - Asp(NH2) - Cys - Pro - Arg - Gly - NH 2 (87) 
' Αργινυλο-βασοπρεσσίνη 

Cys - Ser - He - Glu( NH a ) - Asp(NH,)- Cys - Pro - Leu - Gly -NH 2 (89) 

2-Σερυλο-οξυτοκίνη 

S 1 
C H a - C H 2 - CO - Tyr - Ile - Glu (NH„) - Asp(NH a) - Cys - Pro - Leu - Gly - NH 2 (90) 

Ι-β-Θειολοττροτπονυλο-οξυτοκΙνη (Deamino-oxytocin) 

Cys - Tyr - Ile - Glu(NH s )- Asp(NH2) - Cys - N H 2 (92) 

Δισουλφιδικόΐ δακτύλιο; τηΐ οξυτοκίνης 

Gly - Cys - Tyr - Ile - Glu(NH 2) - Asp(NH2)-Cys - Pro - Leu - Gly - NH 2 (91,94) 

Γλυκυλο-οξυτοκΙνη 

Cys - Tyr - Tyr - Ile - Glu(NH 2 ) - Asp(NH 2) - Cys - Pro - Leu - Gly - N H 2 (95) 
2-Τυροσυλο-τυροσυλο-οξυτοκίνη 

S j 

CH2-CH2-CH-CO-Tyr-Ile-Glu(NH2)-Asp(NH2)-Cys-Pro-Leu-GIy-NH2 (96) 

NH 2 

1-'0μοκυστεϊνυλο-ο§υτοκίνη 

Cys - D - Tyr - Ile - Glu(NH2) - Asp(NH 2 - Cys - Pro - Leu - Gly - N H 3 (97) 
2-0-Τυροσυλο-οξυτοκίνη 

Cys - Tyr - Ile - Glu - Asp(NH2) - Cys - Pro - Leu - Gly - N H 2 (98) 

4-Γλουταμυλο-οξυτοκίνη 

CH 2 1 

ι I 
CH,-CH2-CO-Tyr-Ile-Glu(NH2)-Asp(NH2)-Cys-Pro-Leu-Gly-NH2 (99) 

1-Βουτυρυλο-ο|υτοκίνη ** 
* Δια τήν συμβολικήν τταράστασιν των αμινοξέων βλ. σελ. 9. Eis TOUS ανωτέρω 

τύπου; έχρησιμοποιήθησαν καΐ μικτά σύμβολα Ικ συντακτικών τύττων καΐ γραμμάτων. 
** «Άνάλογον» εις το όποιον τό - S - , εΐζ θέσιν 1, της 1-β-θειολοπροπιονυλο-οξυ-

τοκίνη; έχει άντικατασταθή δια της Ισοστερικη; αύτοΰ ομάδος -CH2—. 
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Ή συνθετική παρασκευή όλων τών «αναλόγων» χωρεί δια χρησιμοποι

ήσεως της καρβοβενζοξυ- (σπανιώτερον της τοζυλομάδος) ώς Ν-προ-

στατευτικής ομάδος και της βενζυλομάδος ώς S- προστατευτικής ομάδος. 

"Ολαι αϊ συνθέσεις άγουν πάντοτε είς Ν-καρβοβενζοξυ- (ή Ν-τοζυλο) -

SjS'-διβενζυλο-πολυπεπτίδια εκ τών οποίων αί προστατευτικοί ομάδες απο

μακρύνονται δια νατρίου εντός ύγρας αμμωνίας, ακολουθούν δηλαδή τήν 

γενικήν πορείαν τών ώς άνω περιγραφεισών συνθέσεων τής οξυτοκίνης. 

Έν τούτοις, κατά τήν άπόσπασιν τών Ν- και S- προστατευτικών ομάδων 

διά νατρίου είς ύγράν άμμωνίαν, έχουν παρατηρηθή ανεπιθύμητοι παρά

πλευροι αντιδράσεις, ώς διάσπασις πεπτιδικών δεσμών, π.χ. Lys-Pro (100, 

101) και Tyr-Pro (101) ή άπομεθυλίωσις τής μεθειονίνης (102). 

Κατά τήν παρασκευήν του «αναλόγου» 4 - γλουταμυλο - οξυτοκίνης 

[du Vig'iieaud - Φωτάκη (98)] έχρησιμοποιήθη ώς Ν-προστατευτική ομάς 

είς τήν περίπτωσιν του γλουταμινικοΰ οξέος ή ο-νιτροφαινυλοσουλφε-

νυλομιάς (NPS-), ή οποία αποτελεί τήν βάσιν μιας νέας γενικής μεθόδου συν

θέσεως πεπτιδίων (πρβλ. κατωτέρω) έκπονηθείσης είς τον έργαστήριον 

'Οργανικής Χημείας [Ζέρβας, Μποροβάς, Γαζής, Χαμαλίδης (103, 104)]. 

Γενικον συμπέρασμα τά>ν μέχρι τοϋδε συνθέσεων 

οξυτοκίνης καί «αναλόγων». 

Ή πρωτοποριακή εργασία του du Vigneaud καί τών συνεργατών του, 

απετέλεσε κατά τούτο ενα μεγάλον έπιστημονικόν άθλον, διότι δια χρησι

μοποιήσεως γνωστών άλλα καί ιδίων μεθόδων κατέστησε προσιτήν όχι 

μόνον τήν όξυτοκίνην, άλλα καί ήνοιξε τήν όδόν δια τήν μελέτην τών σχέ

σεων βιολογικής δράσεως καί συντάξεως. 

Σύν τη παρόδω όμως τοϋ χρόνου καί λόγω τής ανάγκης διευρύνσεως του 

αντικειμένου ερεύνης (παρασκευής δηλαδή περισσοτέρων καί χημικώς πολυ-

πλοκωτέρων «αναλόγων»), προκύπτει ή αδήριτος ανάγκη ετι περαιτέρω τε

λειοποιήσεως τών μεθόδων συνθέσεως. Ή τελειοποίησις αυτή θα εϊχεν άντα-

νάκλασιν οχι μόνον επί τής Χημείας τής όξυτοκίνης καί τών «αναλόγων» 

της άλλα καί άμεσον έπιρροήν είς τήν έπίλυσιν ενός ετι ευρύτερου καί ση-

μαντικωτέρου προβλήματος, τοΰ προβλήματος τών πρωτεϊνών, αί όποΐαι 

περιέχουν θείον. 

Ή άνεύρεσις τής συντάξεως καί ή σύνθεσις τής δξυτοκίνης καί βασο-

πρεσσίνης υπήρξε καί κατά τούτο σημαντικός σταθμός εις τήν πρόοδον 

τής νεωτέρας χημείας τών πρωτεϊνών, διότι ακριβώς αί "ίδιαι μέθοδοι αί 

χρησιμοποιηθεΐσαι δια τάς συνθέσεις ταύτας έχρησιμοποιήθησαν προς τον 

πλέον φιλόδοξον σκοπόν συνθέσεως καί αυτής τής ινσουλίνης (55, 56). 

Είς τήν κατεύθυνσιν όμως αυτήν ή Χημεία θέτει μερικά εμπόδια, ώς φυ-

σικόν μεθοδολογικής φύσεως, τά όποια πρέπει να υπερνικηθούν. 
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'Από τίνων ετών καταβάλλονται μεγάλαι προσπάΟειαι εις το Έργαστή-

ριον 'Οργανικής Χημείας του Πανεπιστημίου 'Αθηνών και άλλαχοϋ, δια 

την άνανέωσιν και τελειοποίησιν των μεθόδων συνθέσεως των πεπτιδίων. 

Ή παρούσα διατριβή αποτελεί ακριβώς τήν πρώτην έφαρμογήν εις εύρείαν 

κλίμακα τοιούτων νέων μεθόδων και τον πρώτον εϊς εύρείαν κλίμακα ελεγ-

χον της αποδοτικότητας των επί ενός προϊόντος ώς ή οξυτοκίνη, το όποιον 

ευρίσκεται ακόμη εις το προσκήνιον τής έρεύνης. 

Νεώτεραι μέθοδοι συνθέσεως πεπτιδίων. 

Δια τήν άντιμετώπισιν ύπό το ώς άνω πρίσμα τής συνθέσεως τής όξυ-

τοκίνης, «αναλόγων» αυτής,ώς και πρωτεϊνών ακόμη επί τη βάσει νέων μεθο

δολογικών προϋποθέσεων, αναφέρονται κατωτέρω αί im' εμού πέραν των 

κλασσικών (βλ. σελ. 23) χρησιμοποιηθεΐσαι μέθοδοι, μερικαί έκτων οποίων 

έξεπονήθησαν εις το Έργαστήριον 'Οργανικής Χημείας. Ή κατάταξις των 

μεθόδων τούτων ακολουθεί το εις τήν σελίδα 23 δοθέν σχήμα. 

Ώ ς Ν-προστατευτική ομάς (Ι, σελ. 23) εισήχθη εσχάτως εις τήν 

βιβλιογραφίαν και έχρησιμοποιήθη εις πολλάς περιπτώσεις ή t-βουτυλοξυ-

καρβονυλική ομάς [Anderson, Schwyzer (105)], ή οποία δύναται ν' άπο-

σπασθή ευκόλως τη επιδράσει περίσσειας 2 Ν υδροχλωρίου εντός αδρα

νών διαλυτικών μέσων επί 30 λεπτά περίπου, ή τη επιδράσει άνυδρου φθο-

ριοξεικου οξέος. 

Η + 
BOG—NHGH(R)CO > HaNCH(R)CO 

'Ακόμη ευπαθεστέρα άλλα πλέον εύχρηστος απεδείχθη ή ο-νιτροφαι-

νυλοσουλφενυλομάς, (NPS-) [Ζέρβας κ.ά. (103, 104)], ή οποία δύναται ν' ά-

πομακρυνθή με δύο ισοδύναμα υδροχλωρίου εντός αδρανών διαλυτικών 

μέσων ή και δ' άραιου όξεικοϋ οξέος, εντός 2-3 λεπτών. Άξιοσημείωτον 

εϊναι το γεγονός, οτι εις ενώσεις περιλαμβάνουσας Ν-καρβοβενζοξυ, Ν-τρι-

τυλο- ακόμη και N-t-βουτυλοξυκαρβονυλο- ώς και Ο-βενζυλο- ομάδας, τη 

επιδράσει δύο ισοδυνάμων υδροχλωρίου εις αδρανές διαλυτικόν μέσον, 

αποσπάται εκλεκτικώς μόνον ή NPS-όμάς. 

Το γεγονός τούτο ενέχει ιδιαιτέραν σημασίαν διότι κατά τον τρόπον 

αυτόν δύναται να έπιμηκυνθή ή πεπτιδική άλυσος τη βοήθεια τής NPS -

μεθόδου υπό ταύτόχρονον προστασίαν πλευρικών δραστικών ομάδων με 

καθιερωμένας προστατευτικός ομάδας, ώς βένζυλο-, καρβοβενζόξυ-, τρι-

τύλο-, t-βουτυλοξυκαρβονύλο-, αί όποΐαι δύνανται τελικώς ευκόλως ν' 

απομακρυνθούν έπί τή βάσει γνωστών μεθόδων. Ούτω, ή ώς άνω NPS-
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μέθοδος συμβάλλει εμμέσως είς το πρόβλημα της παροδικής προστασίας 
πλευρικών δραστικών άλύσων, (III, σελ. 26). 

NPS—C1 + H g NCHCOOH - > N F S — N I I C H C O O H 

R 

COOH 

C H N H S C 6 H 4 N O , 
I 

C H 3 
I 

CH„ 
I 

C H , 

CH,NHOCOC(CH 3 ) 8 

2 HCl 

αίθήρ κλπ. 

R 

COOH 
I 

CHNH,, HCl 
I 

CH, 
I 

CH, 
I 

CH, 

CH 2NHOCOC(CH 5>, 

COOH 

CHNHSCeHiNOs 
I 

CH, 

C H 2 

COOCH 2 C 6 H 5 

2 HCl 

αλκοόλη ή 
μη ττολικοί 

δίαλύται 

COOH 
Ι 

C H N H 2 , HCl 
I 

CH, 
I 

CH 2 

I 
COOCH 2 C 8 H, 

+ o-NO sC eH tSCl 

Είς τα πλέον δραστικά και αποτελεσματικά μέσα συζεύξεως προσετέθη 
εσχάτως και νέον, οΐ μικτοί άνυδρϊται μετά διφαινυλοφωσφορικοϋ οξέος 
[Κοσματος, Φωτάκη, Ζέρβας (106)]. 

NKt 8 

TRI-NHCHCOOH+(C 6 H 5 0),P(0)Cl 
I 

R. 

-> TRI—NHCHCOOP(0)(C e H 6 0) 2 4-H 2 NCHCOOR' -
I I 

R, R2 

-> TRI—NHCHCO—NHCOCHCOOR' 
I I 

R, R2 

Οί μικτοί ούτοι άνυδρϊται ευρέθησαν δραστικοί ακόμη και είς περιπτώ
σεις Ν- παραγώγων αμινοξέων (π. χ. τριτυλοπαραγώγων), τα όποια λόγω 
στερεοχημικής παρεμποδίσεως δεν προσφέρονται εις συζεύξεις τή βοήθεια 
άλλων μικτών άνυδριτών. 

Τέλος, όπερ σπουδαιότερον, εισήχθησαν εις τήν βιβλιογραφίαν και 
αποτελεσματικοί μέθοδοι προστασίας της πλευρικής άλύσου τήςκυστεΐνης 
[Ζέρβας, Φωτάκη, (107, 111, 112, 113)], πράγμα το όποιον εθεσεν επί νέων 
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βάσεων το όλον πρόβλημα της δξυτοκίνης, των «αναλόγων» της, ακόμη 

και πρωτεϊνών εφ' δσον αύται περιέχουν θείον. Αί μέθοδοι αύται έξεπονή-

θησαν ειδικώς δια την άντιμετώπισιν βασικού προβλήματος της Χημείας 

των πρωτεϊνών, της συνθέσεως δηλαδή ασύμμετρων πεπτιδίων της κυστί-

νης. Ώ ς εκ τούτου έθεωρήθη χρήσιμον, όπως ή επομένη παράγραφος άφιε-

ρωθή εις το πρόβλημα τοϋτο. 

Το πρόβλημα της συνθέσεως ασύμμετρων πεπτιδίων της κυστίνης. 

Ώ ς γνωστόν, μη συμμετρικά πεπτίδια και γενικώτερον μή συμμετρικά 

παράγωγα της κυστίνης αποτελούντα άνοικτήν άλυσον δεν είναι σταθερά, 

άλλα μετασχηματίζονται πολύ ευκόλως και αυτομάτως, ταχύτερον ύπό τήν 

έπίδρασιν καταλυτών π.χ. αλκαλίων ή οξέων, προς συμμετρικά τοιαύτα 

[Sanger, Ζέρβας κ.ά. (108, 109)]. Ή άνεύρεσις εις τήν φύσιν και ή ύπαρξις 

μή συμμετρικών πεπτιδίων της κυστίνης ώς π. χ. εις τήν περίπτωσιν της δξυ-

τοκίνης και βασοπρεσσίνης, οφείλεται κατά Ζέρβαν-Φωτάκη (111) προφα

νώς εις το γεγονός, δτι αί ενώσεις αύται έχουν κυκλικήν σύνταξιν και οτι 

ή μοναδική κυστινο-β-β-γέφυρα αποτελεί «κρίκον» του δακτυλίου. Ή κυ

κλική αυτή σύνταξις, μή επιτρέπουσα ώς εκ της φύσεως της έλευθέραν περι-

στροφήν του μορίου περί τον άξονα συνδέσεως δύο κρίκων του δακτυλίου, 

παρεμποδίζει τον μετασχηματισμόν και προσδίδει εις το μόριον σταθερό

τητα. Το αυτό συμβαίνει προκειμένου περί θειούχων πρωτεϊνών, ώς είναι 

π. χ. ή ινσουλίνη εις τήν οποίαν περισσότεραι της μιας γέφυρας, συγκρατούν 

Ν Η 2 

ι ρ ι 
Α—γέφυρα Cys - Cys · Ala · Gly • Val • Cys Cys - Asp 

Β—γέφυρα t y s Cys · Ala 

τάς πεπτιδικάς άλύσους και αναγκάζουν ταύτας ν' αποτελέσουν μέλη ενός 

πολυμελούς δακτυλίου. 

Είναι άξιοσημείωτον, οτι αί όρμόναι οξυτοκίνη καί βασοπρεσσίνη, 

αποτελούνται άπα ενα 20μελή δισουλφιδικον δακτύλιον. 'Ανάλογος 20μελής 

δισουλφιδικός δακτύλιος περιέχεται μεταξύ άλλων καί είς τό μόριον της 

ινσουλίνης (110). 

Ή σύνθεσις της οξυτοκίνης, έπετελέσθη είς χρόνον κατά τον όποιον 

ή αστάθεια τών ασύμμετρων πεπτιδίων της κυστίνης δεν είχε καταστή ακόμη 

γνωστή, επετεύχθη δέ δια τον έξης λόγον: ή πορεία της συνθέσεως ήρχισεν 

οχι με τήν παρασκευήν μή συμμετρικών παραγώγων της κυστίνης, οπότε 

ή προσπάθεια θα έτερματίζετο αμέσως καί ανεπιτυχώς, άλλα με σύνθεσιν 



40 

ενός ανοικτού έννεαπεπτιδίου περιέχοντος είς καταλλήλους θέσεις κυστεΐ-

νην αντί κυστίνης. Όξείδωσις των δύο πλευρικών σουλφυδρυλομάδων προς 

δισουλφιδικόν παράγωγον, άπεκατέστησε τήν -S-S- γέφυραν, οπότε πλέον 

έσχηματίσθη δακτύλιος, σταθεροποιητής της συντάξεως.Έν τούτοις αίκλασ-

σικαί μέθοδοι,αί όποΐαι έχρησιμοποιήθησαν υπό του du Vigneaud επαρκούν 

μεν κατ' αρχήν δια τήν παρασκευήν δξυτοκίνης ουχί δμως και ασύμμετρων 

πεπτιδίων μέ δύο π.χ. -S-S- γέφυρας ή με μίαν γέφυραν -S-S- αλλά περιλαμ-

βάνουσαν είς το μόριον αυτής και μίαν ρίζαν κυστεΐνης μέ ελεύθερον -SH. 

Τοΰτο είναι συνέπεια του γεγονότος, δτι ή S - βενζυλομάς δύναται 

ν' άπομακρυνθή μόνον δι' ισχυρών αναγωγικών μέσων π.χ. δια νατρίου 

εντός υγρδς αμμωνίας, οπότε όμως θα ύφίστατο ταυτοχρόνως άναγωγήν 

προϋπάρχουσα -S-S- γέφυρα. Ά φ ' έτερου χρησιμοποιούντες ώς μέσον S-

προστασίας μόνον τήν βενζυλομάδα δέν θα ήδυνάμεθα ν' άποκαταστήσωμεν, 

έκλεκτικώς, -S-S- γέφυραν είς μόριον περιέχον τρεις ή περισσοτέρας 

-SH ομάδας. 

Δια τήν λύσιν του γενικωτέρου τούτου προβλήματος κατεστρώθη είς 

το Έργαστήριον 'Οργανικής Χημείας και ήρχισεν από τίνος έκτελούμενον, 

το κατωτέρω έκτιθέμενον πρόγραμμα ειδικών ερευνών. Δύο είναι αί προϋ-

θέσεις δια τήν επιτυχή λύσιν του προβλήματος (111) : 

α) υπαρξις διαφόρων S- προστατευτικών ομάδων καί αντιστοίχων 

παραγώγων τής κυστεΐνης προς τον σκοπόν εντάξεως αυτών είς πεπτιδικάς 

άλύσους. Ai S- προστατευτικά! ομάδες πρέπει βεβαίως να εΐναι τοιαΰται, 

ώστε να δύνανται ν' άπομακρύνωνται έκλεκτικώς καί ύπό συνθήκας, αί 

όποΐαι δέν προσβάλλουν τους πεπτιδικούς δεσμούς καί τυχόν εντός τοϋ 

μορίου προϋπάρχουσας -S-S- γέφυρας καί 

β) προσωρινή προστασία δια τής αυτής πολυσθενοϋς Ν-προστατευ-

τικής ομάδος G των ελευθέρων τελικών άμινομάδων δύο διαφόρων ανοι

κτών πεπτιδικών άλύσων, περιεχουσών S-ύποκατεστημένας ρίζας κυστεΐνης. 

.NHCHCO 

/ CH S SR 
G 

\ CH 2 SR 

^ N H C H C O 

NHCHCO 

CH 2 SR' 

CH 2 SR' 

NHCHCO 

-> G 

\ 
\ 

STHCHCO 

CH 2 S 

CH 3 S 

STHCHCO 

NHCHCO 

CH 2 SR' 

CH 2 SR' 

NHCHCO 

Περαιτέρω, δια εκλεκτικής άπομακρύνσεως δύο S-προστατευτικών ομά

δων (μιας εξ εκάστης άλύσου) καί δια όξειδώσεως τών ελευθέρων -SH ομά

δων, σχηματίζεται μία -S-S- γέφυρα εντεταγμένη εντός πολυμελούς δακτυ

λίου καί τοιουτοτρόπως μή δίδουσα λαβή ν είς μετασχηματισμόν. Δια έπανα-
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λήψεως της εκλεκτικής αποσπάσεως δύο άλλων S-προστατευτικων ομάδων 
(π.χ. εις το ανωτέρω σχήμα των R')Kat όξειδώσεως δύναται να σχηματισθή 
και δευτέρα γέφυρα -S-S-. Αί δύο -S-S- γέφυραι προστατεύονται αμοιβαίως 
επειδή ευρίσκονται έντεταγμέναι εντός δακτυλίου. Ώς εκ τούτου ή προστα
τευτική ομάς G δεν χρειάζεται πλέον και θα πρέπη ν' άπομακρυνθή ύπο 
συνθήκας, αί όποΐαι δεν προσβάλλουν τους πεπτιδικούς δεσμούς και τάς 
-S-S- γέφυρας. 

Εις το Έργαστήριον 'Οργανικής Χημείας τοΰ Πανεπιστημίου 'Αθηνών, 
αί δύο ώς άνω προϋποθέσεις έχουν άντιμετωπισθή ώς κάτωθι : 

α) Νέαι S-προστατευτικαί ομάδες εισήχθησαν ύφ' ημών (107, 111, 
112,113) εις την βιβλιογραφίαν, ώς είναι ή διφαινυλομέθυλο- (DPM) και 

Πίναξ 3. Άπομάκρυνσις S - προστατευτικών όμάδθ)ν 

Ό μ & δ e s 

1. S-Τριτύλο-

2. S-Διφαιννλο-
μέθυλο-

3. S-Βενζοΰλο-

4. S-Kapßo-
βενζόξυ-

Ά ν τ ι δ ρ α σ τ ή ρ ι α 

a. AgN03—Πυριδίνη 
β. Ν HBr sis όξεικόν οξύ 

0,2 Ν HBr sis όξεικόν ô|ù 
γ. Τρίφθοριοξεικόν όξύ 

α. Τρίφθοριοξεικόν όξύ 
β. 2 Ν HBr εϊς όξεικόν οξύ 
y. N a / N H 8 

a. 1 ίσοδ. 0,1 Ν CH s ONa 
eis CH,OH 

β. 2 Ν HBr eis όξεικόν όξύ 
γ. 2 Ν αμμωνία 
δ. Τρίφθοριοξεικόν όξύ 
ε. Ν Η 2 Ν Η 2 

α. 1 ίσοδ. 0,1 Ν CH.ONa 
eis CH 3OH 

β. 2 Ν HBr eis όξεικόν όξύ 
γ. Τρίφθοριοξεικόν οξύ 

% Δ ι ά σ π α σ i s 

100, eis 20" επί 1 λετττ. 
95, eis 10" επί 3 λεπτ. 
75, eis 10" επί 5 λεπτ. 
95, eh 70" επί 30 λεπτ. 

98, eis 70" επί 15 λεπτ. 
5-10, sis 20" επί 20 λεπτ. 

100 

98, eis 20° έπί 5 λεπτ. 

5-7, εί5 20" επί 30 λεπτ. 
95, eis 20" επί 30 λεπτ. 

2-3, sîs 20° επί 30 λεπτ. 

90, sis 20" έπί 30 λεπτ. 

12-14, eis 20" επί 20 λεπτ. 
85-88, eis 70" έπί 30 λεπτ. 

αί S-άκυλομάδες, S-βενζοΰλο- καί S-άκέτυλο-. "Αλλαι, ήδη γνωσταί μέ
θοδοι S-προστασίας, έτελειοποιήθησαν καί τοιουτοτρόπως απέβησαν χρή
σιμοι δια πρακτικός έφαρμογάς- ούτω μία κατάλληλος ομάς είναι καί ή 
S-τριτυλομάς (114) δια τήν οποίαν άνεύρομεν απλούστερους τρόπους εισα
γωγής της εις SH-όμάδας καί, όπερ σπουδαιότερον, ποσοτικόν τρόπον 
ήπίας εκλεκτικής της άπομακρύνσεως. Έπί πλέον έπετύχομεν δια πρώτην 
φοράν τήν παρασκευή ν ειδικών παραγώγων της β-τριτυλο-Ι^-κυστεΐνης 
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χρησίμων εις τήν πεπτικήν σύνθεσιν, π.χ. Ν-Ζ και N-For (107, 111). Έτερα 

τοιαύτη ομάς είναι και ή S-καρβοβενζοξυομάς (115) δια τήν οποίαν αντι

θέτως προς τήν βιβλιογραφίαν διεπιστώσαμεν, οτι δύναται να χρησιμο-

ποιηθή εν συνδυασμώ μετά της Ν-καρβοβενζοξυομάδος εις πεπτιδικάς 

συνθέσεις και ν' άπομακρυνθή εις το τελικόν στάδιον δι' ήπίας μεθόδου. 

Τα ημέτερα ευρήματα όσον αφορά είς τάς ιδιότητας της S-καρβοβενζο-

ξυομάδος έπεβεβαιώθησαν, μετά τάς δημοσιεύσεις μας (111-113), και ύπό 

άλλων ερευνητών (116). 

Είς τον πίνακα 3 εμφαίνονται συνοπτικός αϊ ύφ' ημών έρευνηθεΐσαι συν-

θήκαι άπομακρύνσεως των ώς ανωτέρω S-προστατευτικών ομάδων. 

Δια συνδυασμού της S-TRI μετά της S-DPM ομάδος ώς καί της S-TRI 

μετά των S-άκυλομάδων, παρεσκευάσαμεν (112, 113, 117,118), τά κάτωθι Ν-

καί S-προστατευμένα έπταπεπτίδια (α), (β), (γ), αντιστοιχούντα είς τήν σειράν 

6-12 των αμινοξέων της Α-άλύσου της ινσουλίνης προβάτου. Δι'άπομακρύν-

σεως δύο έκ τών τριών S-προστατευτικών ομάδων καί οξειδώσεως τών 

-SH ομάδων παρεσκευάσθησαν εν συνεχεία τά πεπτίδια (δ), (ε), (ζ) καί έκ 

τούτων τά (η) καί (θ) με έλευθέραν άμινομάδα. Άπόσπασις καί της ετέρας 

S-προστατευτικής ομάδος άγει είς τον σχηματισμον συνθετικής παρασκευής 

δια πρώτην φοράν πεπτιδίου φέροντος μίαν γέφυραν -S-S- καί μίαν έλευθέ

ραν -SH ομάδα. 

TRI TRI TRI TRI 
I I I I 

Z-Cys-Cys-Ala-Gly-Val-Cys-Ser-OMe, BOC-Cys-Cys-Ala Gly-Val-Cys-Ser-OMe 
I I 

DPM DPM 
(α) (β) 

Bz Bz 
I I 

N P S Cys-Cys-Ak Gly· Val-Cys-Ser-OMe 
I 

TRI 
(y) 

ι 1 ι 1 
Z-Cys-Cys-Ala-Gly-Val-C}S-Ser-OMe , BOC-Cvsä-Cyi!-Ala-Glv-Val-C}S Ser-OMe 

i I 
DPM DPM 

(S) (6) 

! , 
N P S Cys Cj s - A l a - G l y - Val ~ Ch s - Ser - OMc 

I 
TRI 

(ζ) 
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HCl.Cvs-Cvs-Ala-Gly-Val-Cys-Ser-OMe, HCl.Cvs-Cys-AlaGly-Val-Cys Ser-OMe 
I I 

DPM TRI 
(η) (θ) 

Cvs - Cy - Ala - Gly - Val · O s - Ser 
I 

SH 

Eis τον τελευταίου τύπου ή καστεΐυη με ελευθέρου σουλφυδρυλικήυ ομάδα παρί
σταται δια του συμβόλου : Cy 

Ούτω, ή πρώτη ώς άνω προϋπόθεσις, (α, σελ. 40) δια τήν παρασκευήν 

ασύμμετρων πεπτιδίων της κυστίνης, δύναται να θεωρηθη ώς έκπληρωθεΐσα. 

Ή άντιμετώπισις της δευτέρας ώς άνω προϋποθέσεως, (βλ. σελ. 40), 

ευρίσκεται εν πλήρει εξελίξει και έχει ήδη να παρουσίαση τάς πρώτας επι

τυχίας, ώς αποδεικνύεται εκ προσφάτου διατριβής επί διδακτορία έκπονη-

θείσης εις το Έργαστήριον 'Οργανικής Χημείας (120). 

Ή νέα σύνθεσις της οξυτοκίνης. 

Το πρωτότυπον μέρος τής παρούσης διατριβής αποτελείται κυρίως 

άπο μίαν νέαν σύνθεσιν δξυτοκίνης και μάλιστα ύπό άπομόνωσιν δια 

πρώτην φοράν τής προβαθμίδος αυτής, τής οξυτοκεΐνης, υπό μορφήν Ν-

προστατευμένων παραγώγων της. Προς τον σκοπον αυτόν έχρησιμοποιή-

θησαν δια τήν Ν-προστασίαν των άμινομάδων, έκτος τής καρβοβενζο-

ξικής μεθόδου και αί νεώτεραι ώς ή t-βουτυλοξυκαρβονυλο- και ή NPS-

μέθοδος (βλ. σελ. 37). Ά φ ' έτερου ώς S-προστατευτικαί ομάδες έχρησι-

μοποιήθησαν αί S-βενζοϋλο- και S-καρβοβενζοξυ- ομάδες (βλ. σελ. 41). 

Ή ανάγκη μιας νέας συνθέσεως τής οξυτοκίνης, ή οποία δέν άπετέλει 

άπλοΰν εγχείρημα, προκύπτει μεταξύ άλλων και εκ των κάτωθι συλλογισμών : 

1) Ή χρησιμοποίησις νέων S-προστατευτικών ομάδων ενέχει μεγάλον 

ενδιαφέρον διά τήν πεπτιδοχημείαν, διότι πρακτικώς ολαι αί μέχρι τούδε 

συνθέσεις έχρησιμοποίησαν τήν S-βενζυλοκυστεΐνην του duVigneaud. 

Παράπλευροι αντιδράσεις, επαναλαμβανόμενα! εις δλα τα σχήματα και εις 

τάς αντιστοίχους βαθμίδας συνθέσεως, θα ήδύναντο ν' αποφευχθούν δι' 

άλλων S-προστατευτικών ομάδων. 

2) Ή άπομάκρυνσις τών νέων S-προστατευτικών ομάδων εκ τοδ τελι

κού έννεαπεπτιδίου, προβαθμίδος τής όξυτοκίνης, θα ήδύνατο να πραγματο-
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ποιηθή υπό τάς ήπιας συνθήκας της μεθανολύσεως χωρίς να Οιγή ή Ν-προ-

στατευτική ομάς. Ουτοο θα παρεσκευάζετο δια πρώτην φοράν Ν-προστα-

τευμένον παράγωγον της οξυτοκεΐνης, ήτοι της άνηγμένης μορφής της 

όξυτοκίνης. 

3) Ύπήρχεν βάσιμος έλπίς στηριζομένη και εις βιβλιογραφικός ενδεί

ξεις (90), ότι οξείδωσις Ν-υποκατεστημένης οξυτοκεΐνης θα καταλήγη 

πιθανώς εις καθαρώτερον προϊόν, θ' άπεκλείοντο δηλαδή περισσότερον αί 

παραπλεύρους χωροϋσαι αντιδράσεις πολυμερισμού, σχηματισμού διμερούς 

παραλλήλου ή άντιπαραλλήλου συνδέσεως, κλπ. (πρβλ. σελ. 32). Ά φ ' 

ετέρου Ν-προστατευμένον παράγωγον της οξυτοκίνης θά παρεσκευάζετο 

δια πρώτην φοράν. 

4) Ό νέος τρόπος συνθέσεως θά ήδύνατο εν συνεχεία να έφαρμοσθη 

και εις περιπτώσεις παρασκευής «αναλόγων», κατά τάς οποίας ή έπίδρασις 

νατρίου εντός ύγράς αμμωνίας δημιουργεί έπιπλοκάς και γίνεται απαγο

ρευτική. Είς το Έργαστήριον του Καθηγητού du Vigneatid άντιμε-

τωπίσαμεν ήδη τοιαύτην περίπτωσιν εις δοκιμήν παρασκευής δύο νέων 

«αναλόγων» (93). 

5) 'Οπωσδήποτε ή κατά τα ανωτέρω επιτυχής σύνθεσις ενός πολύπλο

κου μορίου φυσικού προϊόντος, ώς ή όξυτοκίνη, θά ήτο μία καλή άπόδειξις 

τής αξίας των νέων μεθόδων και προπαντός θά έξησφάλιζεν τήν άναγκαίαν 

πείραν προς έφαρμογήν των νέων μεθόδων είς ετιπολυπλοκωτέρας συνθέσεις. 

Και ήδη εισέρχομαι εις τήν περιγραφήν των επιτυχών νέων συνθέσεων 

οξυτοκίνης και οξυτοκεΐνης. 

Ώ ς αρχική ουσία έχρησιμοποιήθη τό γνωστόν τριπεπτίδιον L-προλυλο-

Ι,-λευκυλο-γλυκιναμίδιον Ι (121), το όποιον συνεζεύχθη μέ τον νιτροφαι-

νυλεστέρα τής S-βενζοϋλο-Ν-καρβοβενζοξυ-Ι,-κυστεΐνης υπό σχηματισμόν 

εις καλήν άπόδοσιν του τετραπεπτιδίου 3-βενζοϋλο-Ν-καρβοβενζοξυ-Ι^-

κυστεϊνυλο-Ιν-προλυλο-Γ^-λευκολο-γλυκιναμιδίου (II), είς κρυσταλλικήν κα-

τάστασιν. 

Βζ Βζ 
Ι Ι 

Z-Cys-ONP + Pro-Leu-Gly-NH, ~> Z-Cys-Pro-Leu-Gly-NHj 

I II 

'Αντιθέτως σύζευξις του (Ι) μετά β-βενζοϋλο-Ι^-κυστεΐνης δια τής μεθό

δου των μικτών άνυδριτών ή του δικυκλοεξυλοκαρβοδιϊμιδίου δέν απέφερε 

καλάς αποδόσεις. Έν συνεχεία άπεμακρύνθη ή Ν-προστατευτική ομάς του 

τετραπεπτιδίου (II), ήτοι ή Ν-καρβοβενζοξυομάς, δι'έπιδράσεως ύδροβρω-

μίου εντός οξεικου οξέος, εφ' όσον διά προηγουμένων πειραμάτων (111 -

113) είχε διαπιστωθή ή σταθερότης τής S-βενζοϋλομάδος έναντι του άντι-
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δραστήριου τούτου. Tò ού'τω παρασκευασθέν ύδροβρωμικον άλας του τε-

τραπεπτιδίου (III) 

Β ζ 
HBr/'AcOII | 

Ιί >• HBr, Cys-Pro-Iveu-Gly-Nfl, 

III 

δέν μετετράπη, δια χρησιμοποιήσεως Ιονανταλλακτικών βασικών ρητινών, 

εις το ελεύθερον πεπτίδιον δια τον λόγον, οτι ύπήρχεν εις την περίπτωσιν 

αυτήν κίνδυνος S->N άκυλομεταναστεύσεως, ως τοΰτο έχει προηγουμένως 

ύφ' ήμων παρατηρηθή (113, 117) εις ανάλογους περιπτώσεις. Ώ ς εκ τούτου 

προς έπιμήκυνσιν της άλύσου έχρησιμοποιήθη, ώς κατωτέρω αναφέρεται, 

απ' ευθείας το ύδροβρωμικον άλας (III). 

Περαιτέρω έπιμήκυνσις της άλύσου δια της εισαγωγής τής Ν-καρβο-

βενζοξυ-ΙΙ,-ασπαραγίνης απετέλεσε το άντικείμενον εκτεταμένου πειρα

ματισμού και επετεύχθη εις ίκανοποιητικήν κλίμακα κατόπιν μακράς έρεύ-

νης. Τό γεγονός τοΰτο αποτελεί μίαν νέαν άπόδειξιν δια τάς δυσχέρειας πού 

αντιμετωπίζει ή συνθετική πεπτιδοχημεία ακόμη και κατά τήν χρησιμο-

ποίησιν γνωστών μεθόδων. Αί δυσχέρειαι αύται, εις τήν προκειμένην περί

πτωσιν, οφείλονται άφ' ενός μεν εις τήν δυνατότητα έστω και μερικής 

S->N άκυλομεταναστεύσεως κατά τήν σύζευξιν, 

CH2SH 
Ι 

C ( iH5CONIICHCO — -

άφ' ετέρου δε εις τήν επανειλημμένως εις τήν βιβλιογραφίαν άναφερομένην 

μετατροπήν τής καρβοβενζοξυασπαραγίνης εις β-κυανοαλανινοπαράγωγον 

ύπο τήν έπίδρασιν αντιδραστηρίων συζεύξεως, ώς είναι το δικυκλοεξυλο-

καρβοδιι'μίδιον και ώρισμένοι μικτοί άνυδρίται (122). 

Z-NHCHCOOH Z-NHCHCOOH 
| DCCI Ι 

CH, > CH„ 
Ι ' Ι 

CONH 2 C=N 

Ai δυσχέρειαι αύται γίνονται καταφανείς άπό τάς παρατηρήσεις μας, 

οτι χρησιμοποίησις ώς μέσου συζεύξεως τής καρβοβενζοξυ-Ι^-ασπαρα-

γίνης μετά του τετραπεπτιδίου (III) δια δικυκλοεξυλοκαρβοδιϊμιδίου, νιτρο-

φαινυλεστέρων, μιικτών άνυδριτών μετά διφαινυλοφωσφορικοϋ οξέος ώς 

CH,äCOCeIl5 
ΟΗ-

HBr, H 0 NCHCO-— — 

C 6 H 0 tì-

Χ 
HO ΗΝ-

-CH, 

-CHCO-
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καί μετά ΐσοβουτυλο- ή αίθυλο-ανθρακικοϋ οξέος, ακόμη καί χρησιμοποίη-
σις του είς τήν βιβλιογραφίαν αναφερομένου (123) ώς πολύ δραστικού 
καί ειδικού δια σύζευξιν καρβοβενζοξυασπαραγίνης αντιδραστηρίου 

SOI 
Ι 

SO,NHEt„ 

\ + NEt 8 X N - E t + R-NHCH (R.) COOH > 

V 

O R . - > 
II I 

O C - C H - N H R 

H 

C - C - N H E t 
II 

Ο 

H,N-CH(R 2)COOR' 

S O s N H E t s 

I 

->R-NHCH (R.) CO-NHCH (R2) COOR'+ '4- II 
o 
II 

-CH2C-NHEt 

Woodward, παρά τάς επίπονους καί μακράς διαρκείας προσπάθειας μας 
δέν άπέφερον επιτυχές αποτέλεσμα. 

Τέλος, σύζευξις καί μάλιστα εις ίκανοποιητικήν άπόδοσιν επετεύχθη 
δια μετατροπής της Ν-καρβοβενζοξυ-ΙΙ,-ασπαραγίνης εις τον μετά πιβα-
λινικοΰ (τριμεθυλοξεικοϋ) οξέος μικτόν άνυδρίτην (124) καί επίδρασιν αύτοΰ 
επί του (III) συνοδευομένην υπό στάγδην προσθήκης διαλύματος τριαιθυλα-
μίνης, υπό ίσχυράν ψοξιν καί άνάδευσιν. Έπί τη βάσει της κτηθείσης ήδη 
πείρας μας (112, 113) ή εκ των ύστερων προσθήκη τριαιθυλαμίνης εις τήν 
περίπτωσιν ταύτην εγένετο επί τω σκοπώ παρεμποδίσεως εμφανίσεως αλκα
λικής άντιδράσεως,ήτοι παρεμποδίσεως S->N μεταναστεύσεως τής άκυλομά-
δος. Μετά τον ώς άνω μακρόν πειραματισμόν, ήδη ή σύζευξις είς το στάδιον 
αυτό τής συνθέσεως αποτελεί πλέον απλούν εγχείρημα. Το κατά τον τρόπον 
αυτόν προκύπτον πενταπεπτίδιον (IV) είναι επίσης κρυσταλλική, χημικως 
καθαρά ουσία. 

R-Asp-(NH2)4-ni 
IV, R = Z , IVa, R = N P S 

μικ-ròs άυυδρίτη; μετά 
τπβαλινικοϋ όξέο? 

Β ζ 

> R-Asp (ΝΗ3) -Gys-Pro-Iveu-GIy-NH, 

I V , I V a 

Ώς γνωστόν, οσάκις ή πορεία μιας συνθέσεως χωρεί προς άποκατά-
στασιν έπί μάλλον καί μάλλον μεγαλυτέρου μορίου, επιβάλλεται ό έλεγχος 
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της ακριβείας της συνθετικής πορείας καί συνεπώς της αξίας της μεθόδου. 

Οΰτω δια μετεστεροποιήσεως (άλκοολύσεως) του πενταπεπτιδίου (IV) και 

οξειδώσεως του προκύπτοντος προϊόντος ελήφθη έννεαπεπτίδιον κυστίνης 

(V) περιέχον όλα τα σημειούμενα αμινοξέα. 

CII.,ONa/CH3OH J„ 
IV : ' >• Ζ - Asp^NH2) - Cys - Pro - Leu - Gly · N H 3 > 

Ζ - Asp(NH2) - Cys - Pro · Leu - Gly · N H , 
^ I 

Ζ - Asp(NH2) - Cys - Pro - Leu - Gly - N H 2 

V 

Έαν είχε λάβει χώραν S->N μετανάστευσις εις το τετραπεπτίδιον (ΙΙΙα), 

το πενταπεπτίδιον θα ήτο S-πεπτίδιον, το δε προκύπτον προϊόν τής με-

θανολύσεως δεν θα περιεϊχεν άσπαραγίνην ώς εμφαίνεται κατωτέρω : 

Βζ S - > N 
| μετανάστευση Z-Asp(NH2) 

CysPro-Leu-Gly-NH 2 >- Bz-Cys-Pro-Leu-Gly-NH, >-

I l l a 

Z-Asp(NH,) 
1 " CH3ONa/CH8OH J, 

Bz-Cys-Pro-Leu-Gly-NH2 ' > Bz-Cys-Pro-Leu•GlyNH„ >• 

(S—πεπτίδιον) (πετττίδιον άνευ άσπαρα/ίνηξ) 

Βζ - Cvs - Pro - Leu Gì ν - N F 2 

^ I 
Βζ - Cys · Pro - Leu - Gly - NH, 

Ά φ ' έτερου, το αυτό πενταπεπτίδιον, παρεσκευάσθη και υπό μορφήν 

Ν-ΝΡ8-παραγώγου(ΐνα)κατα την νέαν μέθοδον τοΰ Έργαστηρίου'Οργανι-

κής Χημείας, δι' επιδράσεοις του μετά πιβαλινικοϋ οξέος μικτού άνυδρίτου 

τής Ν-νιτροφαινυλοσουλφενυλοασπαραγίνης μετά του τετραπεπτιδίου (III). 

Καί το NPS-πενταπεπτίδιον (ίΥα) ελήφθη τελικώς εις χημικώς καθαράν 

κατάστασιν. 

Ή ορθή πορεία τής διεξαγωγής τής συνθέσεως μέχρι τοΰ σταδίου αυ

τού ώς καί τής επομένης βαθμίδος, απεδείχθη επίσης καί κατά το έπόμενον 

στάδιον, ήτοι κατά το στάδιον τής συνθέσεως του Ν-προστατευμένου έξα-

πεπτιδίου (VI). Δια συζεύξεως Ν-καρβοβενζοξυ-Ι/-γλουταμίνης υπό μορφήν 

ρ-νιτροφαινυλεστέρος τόσον μετά τοΰ ύδροβρωμικοΰ πενταπεπτιδίου τοΰ 

ληφθέντος εκ του (IV), ώς καί μετά τοΰ υδροχλωρικού πενταπεπτιδίου τοΰ 

ληφθέντος εκ του NPS-πενταπεπτιδίου (IVa), ελήφθη το αυτό Ν-καρβο-

βενζοξυ-εξαπεπτίδιον (VI) εις καλήν άπόδοσιν καί είς χημικώς καθαράν 

κατάστασιν. 



Bz 
HBr/AcOH | 

IV >-HBr, Asp(NH.2)-Cys-Pro-Uu-Gly-NH2 

\ Z-Glu(NH,)-ONP 
Bz > '- > 

HCl, MeOH I / 
IVa •HCl, Asp(NH,)-Cys-Pro-I,eu-Gly-NH s 

Bz 
I 

-+ Z-Glu (NH2) -Asp (NH2) -Cys-Pro-I,eu-Gly-NII, 

VI 

Κατ' άνάλογον τρόπον εις το ούτω ληφθέν έξαπεπτίδιον, μετ' άπόσπασιν 

της καρβοβενζοξυομάδος, προσετέθη δια συζεύξεως νσολευκίνη καί ελήφθη 

κρυσταλλικονΝ-καρβοβενζοξυ-Ι,-ισολευκυλο-ί-γλουταμινυλο-Ι,-ασπαραγι-

νυλο-Β-βενζοϋλο-Ι^-κυστεϊνυλο-Ι-ι-προλυλο-Ι,-λευκυλο-γλυκιναμίδιον(ΥΠ). 

Bz 
1) HBr/AcOH | 

VI > Z-Ile-Glu(NH,)-Asp(NHa)-Gys-Pro-Leu-G]y-NH„ 
2) Z-Ile-ONP 

VII 

Μετά την κατά τα γνωστά άπόσπασιν της Ν-προστατευτικής ομάδος 

έπεχειρήθη, προς ελεγχον καί πάλιν της πορείας της συνθέσεως ή άπομό-

νωσις του ελευθέρου έπταπεπτιδίου, πράγμα το όποιον επετεύχθη τη βοήθεια 

άνιονανταλλακτικής στήλης εξ Amberlite IR-410(OH). Ή μεγάλη άπό-

στασις της S-βενζοϋλομάδος άπό της ελευθέρας άμινομάδος καθιστά τήν 

S->N μετανάστευσιν πρακτικώς αδύνατον διότι ως γνωστόν, 0 - > Ν ή S->N 

μιεταναστεύσεις άκυλομάδων χωρούν μέσω παροδικού σχηματισμού ολιγο

μελών έτεροκυκλικων δακτυλίων (βλ. σελ. 45) πράγμα διά το όποιον, εις τήν 

προκειμένην περίπτωσιν, ελλείπουν αί προϋποθέσεις. 

Το ούτω παρασκευασθέν ελεύθερον κρυσταλλικόν έπταπεπτίδιον(ΥΊΙα) 

καί, επί το άπλούστερον, το ύδροβρωμικόν αύτοϋ άλας συνεζεύχθη με Ν-

καρβοβενζοξυ-Ο-βενζυλο-Ι,-τυροσίνην υπό τήν μορφήν νιτροφαινυλεστέ-

ρος, ελήφθη δε επίσης καθαρόν καί εις καλήν άπόδοσιν το όκταπεπτίδιον 

Ν- καρβοβενζοξυ -Ο- βενζυλο-L- τυροσυλο-L- ισολευκυλο-L- γλουταμινυλο-

1,-ασπαραγινυλο-3-βενζοϋλο-Ιί-κυστεϊνυλο-ί-προλυλο-Ι.-λευκυλο-γλυκινα-

μίδιον (VIII) . 

Bz 
1) HBr/AcOH | 

VII ν lle-G]u(NH,)-Asp(NH,)-Cve-Pro-:Uu-Glv-NH, - > 
2)IR-410(OH) " " ' ' 

Vila 
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BZL 
I BZL Bz 

Z-Tyr-ONP | I 
> Z-Tyr-Ile-Glu(NH2)-Asp(NII2)-Cys-Pro-Iveu-Gly-NH, 

VIII 

To ούτω ληφθέν Ν,Ο,β-προστατευμένον όκταπεπτίδιον μετά την έκλε-

κτικήν άπομάκρυνσιν των Ν- και Ο-προστατευτικών ομάδων, δι'έπιδράσεως 

ύδροβρωμίου εντός όξεικοϋ οξέος, άπετέλεσεν τήν άρχικήν ούσίαν διά τήν 

παρασκευήν τών Ν-καρβοβενζοξυ-, N-t-βουτυλοξυκαρβονυλο-, καίΝ-νιτρο-

φαινυλοσουλφενυλο- παραγώγων των S-ακυλο- προστατευμένων έννεαπεπτι-

δίων (ΙΧ-ΧΙΙ), δηλαδή οξυτοκεΐνης ύπό μορφήν Ν- και S-ύποκατεστημένων 

παραγώγων αυτής. 

νιπ JLÄM^9ä^ 
Bz 
Ι Βζ Βζ 

Z-Cys-ONP | Ι 
->Z-Cys-Tyr-Ile-Glu(NH2)-Asp(NH,)-Cys-Pro-Lexi-Gly-NH., 

2) 

Βζ IX 
Ι Βζ Βζ 

BOC-Cys | | 
yBOC-Cys-Tvr-Ile-Glu (NEL) -Asp (ΝΗ„) -Cys-Pro-Leu-Glv-NH, 

Βζ Χ 
Ι Βζ Βζ 

NPS-Cys-ONP | Ι 
• ^NPS-Cys-Tyr-Ile-Glu(NH„)-Asp(NH,)-Cys-Pro-Leu-GIv-NII, 

Ζ XI 
Ι Ζ Βζ 

Z-Cys-ONP Ι | 
^Z-Cys-Tyr-Ile-Glu (ΝΗ,) -Asp (ΝΗ„) -Cys-Pro-Leu-Gl ν-ΝΙΙ, 

XII 

Έ φ ' όσον έπλησιάζομεν προς το τέλος της επιπόνου αυτής συνθετικής 

πορείας, έθεωρήθη χρήσιμον να εχωμεν υπό μορφήν διαφόρων Ν-παραγώ-

γων το S-προστατευμένον έννεαπεπτίδιον και τούτο δια να αυξάνουν αϊ 

πιθανότητες παραλαβής τών επομένων βαθμίδων εις χημικώς καθαράν κα-

τάστασιν. 

Ή αμέσως επομένη βαθμίς ήτο ή άπομάκρυνσις τών S-προστατευτι-

κών ομάδων, πράγμα το όποιον επετεύχθη ύπό εξαιρετικώς ήπίας συνθή-

κας, ήτοι άφ'ένός μέν διά μετεστεροποιήσεως, ώς και ετι χαράκτη ριστικώ-

τερον δι' επιδράσεως ύδραζίνης. Το τελευταίον τούτο, αποτελεί νέαν μέ-

θοδον αποσπάσεως S-άκυλομάδων. Ή ύδραζίνη απομακρύνει πολύ ευκό

λως τήν S-βενζοϋλομάδα υπό μορφήν βενζυδραζιδίου διότι, ώς γνωστόν, 

οί θειοεστέρες κατά ενα τρόπον ανήκουν εις τήν κατηγορίαν τών ενεργών 

εστέρων (69, 70). 



S" 

Μεθανόλυσίξ 

TX \ - > Z - C y s Tyr Ile-Glu(Ntì3) Asp(NH2) Cys-Pro-Leu G l y N H , 

~~~ ~ XIII 

GH,ONa/CII,OH (ΜΕθανόλυσΐζ) 
XII 8 à - - - > - XIII 

CH,ONa/CII.,OII 
X ^BOC-Cys-Tyr-lle-Glu.NII2)-Asp,NH,^-Cys-Pro-I,eii-Gly NU, 

XIV 

CII,ONa/CH.,OH 
XI >-NPS Cys-Tyr-Ih-Glu(NHa)-Asp(NH,).Cys Pro IYeu Gly NH, 

XV 

Προς ελεγχον της ακριβούς πορείας της συνθέσεως μέχρι του αποφα

σιστικού τούτου σταδίου, προέβημεν εις S-βενζυλίωσιν της καρβοβενζο-

ξυ-οξυτοκεΐνης μέ βενζυλοχλωρίδιον, παρουσία τριαιθυλαμίνης και έλά-

βομεν εις καλήν άπόδοσιν χημικώς καθαράν Ν-καρβοβενζοξυ-8-8'-διβενζυλο-

οξυτοκεΐνην. 

ΒΖΙ, ΒΖΙν 
Ι Ι 

XIII+C 6 H 5 CH,C1 -> Z-Cys-Tyr-Ile-Glu (ΝΗ2) -Asp (NHJ -Cys-Pro-Leu-Gly-NH , 
[(Ρ), βλ. σελ. 30] 

Tà ως άνω ληφθέντα διάφορα Ν-παράγωγα της οξυτοκεΐνης (XIII-

XV7) αποτελούν κρυσταλλικάς ουσίας χρωματογραφικως και οπτικώς ομοιο

γενείς, αί όποΐαι δίδουν και χαρακτηριστικό ν φάσμα απορροφήσεως των 

-SH ομάδων (βλ. σχ. 4 και 5) εις την ύπέρυθρον περιοχήν (125). 

'Ακριβώς ή δυνατότης και ή ευχέρεια παρασκευής των οξυτοκεϊνών τούτων 

μέ έλευθέραν-SH ομάδα, αποτελεί τήν καλυτέραν άπόδειξιν τής αξίας των 

νέων μεθόδων.Δεν είναι πλέον ανάγκη τα ανάλογα προϊόντα να ύποβάλλωνται 

εις τήν έπίδρασιν νατρίου εις άμμωνίαν, πράγμα το όποιον εκτός άλλων κιν

δύνων, έχει ως αποτέλεσμα τήν συλλήβδην άπομάκρυνσιν Ν και S-προστα-

τευτικων ομάδων. 

Δια τα περαιτέρω τελικά ήμων πειράματα έπελέξαμεν τήν Ν-καρβο-

βενζοξυ-οξυτοκεΐνην (XIII), ή οποία προσεφέρετο καλύτερον προς τον σκο-

πόν αυτόν, καθότι εϊχομεν εις τήν διάθεσίν μας μεγαλυτέραν ποσότητα εκ 

του προϊόντος τούτου."Οταν λέγωμεν μεγαλυτέραν ποσότητα έννοοϋμεν βε

βαίως κλάσματα του γραμμαρίου. "Εκαστον πείραμα εις τά.ς τελευταίας 

βαθμίδας, διεξήγετο μέ 200-300 mg. ουσίας. 

Τά διαδοχικά στάδια τής εκτεθείσης συνθέσεως μέχρι του όκταπεπτι-
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Σχήμα 4. 

Φάσμα απορροφήσεως eis το ύπέρυθρου^τής Ν-καρβοβενζοξυ-οξυτοκεΐνη; (XIII). Δια
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Σχήμα 5. 

Φάσμα απορροφήσεως eis το υπέρυθρου της Ν-καρβοβευζοξυ-οξυτοκίνη5 (XVl)/£? //,, 
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δικού μορίου της οξυτοκίνης και άνευ απομονώσεως αυτής, ανέρχονται εϊς 

18. Ύπό τήν προϋπόθεσιν, οτι δι' εκαστον στάδιον εχομεν μίαν μέση ν άπό-

δοσιν 75%, ή οποία είναι μία πολύ καλή άπόδοσις, ή τελική άπόδοσις 

θα είναι : 

0.7518 = 0,0056 , ήτοι 0,56% 

'Εάν είς τα διαδοχικά στάδια προσθέσωμεν και τα στάδια παρασκευής των 

χρησιμοποιηθέντων παραγώγων ενός εκάστου των αμινοξέων, π.χ. 3 στάδια 

δια τήν παρασκευήν του νιτροφαινυλεστέρος τής Ν-καρβοβενζοξυ-8-βεν-

ζοϋλο-κυστεΐνης κ. ο. κ., τότε ό ολικός αριθμός αυτών υπερβαίνει τα 30. 

Είναι καταφανές, οτι συνεκτιμωμένων και των ενδιαμέσων τούτων σταδίων 

ή τελική άπόδοσις υποβιβάζεται είς περίπου 0,02% δια 30 στάδια. 'Εντεύ

θεν καταφαίνεται ή δυσκολία παρασκευής σημαντικής ποσότητος τελικού 

προϊόντος ακόμη και άφοϋ δια των προκαταρκτικών δοκιμών, ύπερενική-

θησαν τα προβλήματα παρασκευής ώρισμένων βαθμίδων. Ή παρασκευή 

τών εννεαπεπτιδίων (ΙΧ-ΧΠ) έγένετο είς επανειλημμένα πειράματα, ώστε να 

μή διακινδυνεύεται ό κόπος πολλών μηνών κατά τήν διεξαγωγήν ενός και 

μόνον πειράματος ιδίως είς τα τελευταία στάδια. 

Ή παρασκευή τής όξυτοκίνης εκ τής Ν-καρβοβενζοξυ-οξυτοκεΐνης 

(XIII) έπετελέσθη κατά δύο τρόπους, α) καί β), ώς κατωτέρω : 

α) Ή Ν-καρβοβενζοξυ-οξυτοκεΐνη μετετράπη κατά πρώτον δι' όξει-

δώσεως είς Ν-καρβοβενζοξυ-οξυτοκίνην. Είναι ή πρώτη φορά κατά τήν 

οποίαν Ν-προστατευμένη-οξυτοκεΐνη υποβάλλεται είς όξείδωσιν. 

Ώ ς ήδη ελέχθη, (σελ. 31), κατά το τελικόν στάδιον τής συνθέσεως 

τής όξυτοκίνης κατά du Vigneaud καί μετά τήν άφαίρεσιν τών Ν- και 

S-προστατευτικών ομάδων, ή υπό μορφήν διαλύματος καί ουδέποτε άπομο-

νωθεΐσα όξυτοκεΐνη, όξειδοΰται είς pH περίπου 6.5 δια διαβιβάσεως αέρος. 

Ή πορεία τής αντιδράσεως ελέγχεται δια τής προϊούσης ελαττώσεως τών 

CRSH HSCH, οξείδωση CH,S SCR 
I Ι δΓ άέροξ I I 

RNCHCO NHGHCO • RNCHCO NHCHCO - - -
ταχεία 

C R S I I HSCH 3 οξείδωαΐζ CH 2 S SCR, 
I I Si' àépos I I 

CRCO NHCHCO • CRCO NHCHCO - - -
λίαν βραδεία 

ελευθέρων -SH ομάδων, αϊ όποΐαι ώς γνωστόν ανιχνεύονται δια νιτροπρωσ-

σικοϋ νατρίου. Ή ούτω διεξαγόμενη οξείδωσις περατοοται είς διάστημα 

ολίγων ωρών. 'Αντιθέτως, κατά τήν παρασκευήν ώρισμένων «αναλόγων» 

παρετηρήθη, οτι ελλειψις α-άμινομάδος προστατεύει τρόπον τινά το μόριον 
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έναντι οξειδώσεως. Οίίτω ή όξείδΐϋσις δι'άερισμοϋ διαλύματος της άνηγμένης 

μορφής (-SH μορφής) τής β-θειολοπροπιονυλο-οξυτοκίνης [du YigTicaud 

και Hope (90)] δέν περατοϋται ούτε μετά διαβίβασιν αέρος επί 5 ημέ

ρας. Άφ'έτέρου, ως διεπιστώσαμεν (111), κρυσταλλικά Ν-ύποκατεστημένα 

κυστεϊνυλοπεπτίδια π. χ. το κατωτέρω άναγραφόμενον Ν-καρβοβενζοξυ-

Ιν-φαινυλαλανυλο-Ι^-κυστεϊνυλο-γλυκινοαιθυλεστήρ, δεικνύουν αντιδράσεις 

-SH ομάδος ως και σταθεράν είδικήν στροφικήν ικανότητα, ακόμη και 

μετά παραμονήν αυτών επί πολλούς μήνας είς συνήθη θερμοκρασίαν. 

αήρ Z-Phe-Cv^-Glv-OEt 
Z-Phe-Cvs-Glv-OEt >· I ' 

βραδύτατα Z-Phe-Cyb-Gly-OEt 

Έκ των ανωτέρω προκύπτει, ότι έπρεπε να χρησιμοποιηθούν νέοι τρό

ποι ταχυτέρας οξειδώσεως πεπτιδίων τής κυστεΐνης, έστερημένων ελευθέ

ρας α-άμινομάδος. Ή ταχύτερα διεξαγωγή τής οξειδώσεως, έκτος τής ελατ

τώσεως του χρόνου παρασκευής του προϊόντος, έχει εις τήν περίπτωσιν τής 

οξυτοκίνης και των «αναλόγων» αυτής και άλλην ίδιαιτέραν σημασίαν. 

Δέν αποκλείεται να υπάρχη διαφορά είς τήν ταχύτητα οξειδώσεως των δύο 

-SH ομάδων τοΰ μορίου, λόγφ τής γειτονίας αυτών μέ διαφόρους άπ' αλλή

λων ομάδας. 'Εάν πράγματι υπάρχη τοιαύτη διαφορά, ώς είναι τοϋτο πι

θανόν, τότε θά παρέχεται ευκαιρία όξειδώσεως τής ταχύτερον όξειδουμένης 

-SH ομάδος ενός μορίου μετά τής αντιστοίχου της άλλου μορίου, υπό σχη-

ματισμόν -S-S- γέφυρας διμιεροϋς προϊόντος φέροντος ακόμη δύο -SH όμά-

Cys-Tyr-Ile-Glu(NH,)-Asp(NH,)-Cys-Pro-Leu-Gly-NH, 
Ι 

Cys-Tyr-Ue-GJu ( ΝΗ,) -Asp (ΝΗ,) -Cys-Pr o-I^eu-Gly-NH, 

δας. Αύται δύνανται, είτε να οξειδωθούν εν συνεχεία ένδομοριακώς υπό σχη-

ματισμόν νέας -S-S- γέφυρας, οπότε θα προκύπτη κυκλικόν διμερές, εϊτε 

διαμοριακώς μέ -SH ομάδας άλλων μορίων υπό σχηματισμόν πολυμερών 

(βλ. σελ. 32). 

Κατ' αρχήν, ταχεία όξείδωσις δύναται να έπιτευχθή δια ισχυρότερων 

οξειδωτικών μέσων ώς σιδηρικυανιούχου καλίου (90) ή δι' επιδράσεως δια

λύματος ιωδίου κλπ. Τήν τελευταίαν ταύτην μέθοδον έχρησιμοποιήσαμεν 

καί ημείς επανειλημμένως είς διαφόρους συνθέσεις κυστινοπεπτιδίων (111 -

113). Είς τήν περίπτωσιν δμως τής όξυτοκίνης, ή οποία περιέχει και τυρο-

σίνην, δέν είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθή, διότι ώς γνωστόν το ΐώδιον 

αντιδρά μετά τοΰ άμινοξέος τούτου υπό σχηματισμόν ίωδοπαραγώγων (126). 

Δια τους ώς άνω λόγους έπροτιμήσαμεν να χρησιμοποιήσωμεν εν νέον αντι

δραστήρων οξειδώσεως, το συμμετρικόν διϊωδοαιθάνιον, το όποιον εισήχθη 
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εσχάτως εις την βιβλιογραφίαν ύπο του Weygaiid (127) 

2R-S- + J-CH2-CH.,-J >· R-S-S-R -f 2J" 

καί έχρησιμοποιήθη ύπ' αύτοϋ διά την όξείδωσιν της κατά τήν μέθοδον 

του du Vigncaiid εν διαλύματι παρασκευασθείσης όξυτοκεΐνης. Το αντι

δραστήρων Weygand ειχεν ήδη χρησιμοποιηθή επανειλημμένως εις το 

Έργαστήριον 'Οργανικής Χημείας δια τήν όξείδωσιν ώρισμένων κυστεϊ-

νοπαραγώγων προς σχηματισμόν ενός τμήματος τής Α-άλύσου τής ινσου

λίνης (117, 118, βλ. σελ. 42). Ούτω δι' επιδράσεως διϊωδοαιθανίου επί 

λίαν αραιού (προς αποφυγήν σχηματισμού πολυμερών) διαλύματος Ν-καρ-

βοβενζοξυ-οξυτοκεΐνης, ελήφθη δια πρώτην φοράν Ν-καρβοβενζοξυ-οξυ-

τοκίνη ύπο μικροκρυσταλλικήν μορφήν και εις καλήν άπόδοσιν. 

JCH2CH.,J | ! 
XIII > Z-Cys-Tyi-Ile-Glu(NHS)-Asp(NHa)-Cys-Pro-Leu-Gly-NH., 

Ν-καρβοβενζοξυ-οξυτοκείνη XVI, Ν-καρβοβενζοξυ-οξυτοκίνη 

Δι' επιδράσεως επί του προϊόντος τούτου (XVI) ύδροβρωμίου εντός 

IIBr/AcOH 
XVI >• HBr, όξυτοκίνη 

όξεικοϋ οξέος, προέκυψεν βιολογικως δραστική όξυτοκίνη, ή οποία, εις 

χημικώς καθαράν κατάστασιν, άπεμονώθη ώς έξης : Το ύδροβρωμικόν 

άλας όμοϋ μετά μικρας ποσότητος αμμωνίας διελύθη εντός τής κάτω φά

σεως μίγματος διαλυτικών (βλ. κατωτέρω) και εν συνεχεία υπεβλήθη εϊς 

κατανομήν κατ' άντιρροήν εις το αυτό σύστημα, εις αύτόματον συσκευήν 

Craig-Post (9) άποτελουμένην εκ 200 στοιχείων (σωλήνων), εκαστον των 

οποίων έχει χωρητικότητα 10 ml. εξ έκαστης φάσεως. Οί σωλήνες τής συ

σκευής είναι ήριθμημένοι από 0 - 199. Ή πολύτιμος αυτή συσκευή, έδωρήθη 

είς το Έργαστήριον 'Οργανικής Χημείας τω 1960 ύπο των 'Εθνικών 'Ιν

στιτούτων 'Υγείας των Ηνωμένων Πολιτειών τής 'Αμερικής (Ν.Ι.Η.) έγκα-

τεστάθη δε εις το Έργαστήριον υπό αύτοϋ τούτου τοΰ κατασκευαστοϋ της 

κ. Post. Ώ ς σύστημα διαλυτικών επελέγη το εξής: 1-βουτανόλη, 1-προπα-

νόλη,υδωρ περιέχον 0,5% όξεικόν οξύ και 0,1% πυριδίνην ( 6 : 1 : 8 V/V). 

Το σύστημα τούτο τυγχάνει λίαν ίκανοποιητικόν δια τον καθαρισμόν όξυ-

τοκίνης καί ό συντελεστής κατανομής Κ τής όξυτοκίνης είς αυτό, ήτο 

γνωστός (128). 

Ώ ς γνωστόν, μετά τήν έκτέλεσιν n μεταφορών, ό αριθμός τοΰ σωλήνος 

Ν τής συσκευής, είς τον όποιον θα ευρίσκεται ή μεγίστη συγκέντρωσις τής 

ουσίας, εξαρτάται εκ του συντελεστού κατανομής αυτής Κ. Υπενθυμίζεται 
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δτι, ό συντελεστής Κ παριστά τον λόγον της συγκεντρώσεως της ουσίας 

εις την άνω φάσιν προς την συγκέντρωση/ εις την κάτω φάσιν συστήματος 

μή μιγνυομένων υγρών, μετά τήν άποκατάστασιν της ισορροπίας. Ό Κ 

συνδέεται με τους u και Ν δια της σχέσεως (9) : 

Τοιουτοτρόπως γνωστού δντος τοϋ Κ, ως και του υ, υπολογίζεται ό Ν, ήτοι 

προβλέπεται εις ποίον περίπου σωλήνα της συσκευής θα ευρίσκεται ή με

γίστη συγκέντρωσις της ουσίας μετά τήν έκτέλεσιν των μεταφορών. Ή 

ΰπαρξις μεγίστου εις τήν καμπύλην κατανομής αντιστοιχούντος προς τήν 

γνωστήν τιμήν τοϋ συντελεστού Κ,θα ήτο μία άπόδειξις δια τον έμπλουτισμόν 

ώρισμένων κλασμάτων εις όξυτοκίνην και δια τήν έπιτυχίαν της απομονώ

σεως αυτής.Έκτος του συντελεστού κατανομής, ως δείκτης του εμπλουτισμού 

εις όξυτοκίνην θά ήδύνατο να χρησιμοποιηΟή ή βιολογική δραστικότης, 

πράγμα το όποιον ήτο δι' ημάς αδύνατον. 

Κατά τήν πρακτικήν έφαρμογήν τοϋ καθαρισμοϋ δια κατανομής κατ' 

άντιρροήν και μετά τήν έκτέλεσιν 100, 200 και 400 μεταφορών, ελήφθησαν 

δείγματα 0,2 ml. εκ τής κάτω φάσεως εκάστου 5ου σωλήνος τής συσκευής 

και προσδιωρίσθη ή καμπύλη κατανομής χρωματομετρικώς κατά τήν μέ-

Οοδον Folin-Lowry (129). Tò κατωτέρω σχήμα 6, παριστά τήν εύρεθεϊσαν 

κατανομήν μετά 400 μεταφοράς. Έκ του μεγίστου τής καμπύλης κατανομής, 

υπολογίζεται ό συντελεστής Κ "ίσος περίπου προς 0,5. Ή τιμή αΰτη συμπί

πτει, εντός των öpiojv τοϋ σφάλματος, με τήν γνωστήν τιμήν (περίπου 0,45) 

τοϋ Κ εις το χρησιμοποιηθέν σύστημα διαλυτικών (128).Έξ άλλου λαμβάνον

τες ως βάσιν τήν εύρεθεϊσαν τιμήν τοϋ Κ και τάς συντεταγμένος του μεγίστου 

ύπολογίζομεν τήν θεωρητικήν κατανομήν τής ουσίας εντός τής συσκευής. 

Έ κ τοϋ σχήματος 6 εμφαίνεται, ότι ή θεωρητική καμπύλη πλησιάζει ικανο

ποιητικώς προς τήν πειραματικώς προσδιορισθεΐσαν καμπύλην κατανομής. 

Μετά τήν έκτέλεσιν 400 μεταφορών το περιεχόμενον τών σωλήνων 

115 - 155 συνελέγη και δια συμπυκνώσεως είς ύψηλόν κενόν, περίπου 0,1-

0,5 Torr, άπεμακρύνθησαν τα οργανικά διαλυτικά είς θερμοκρασίαν μή 

ύπερβαίνουσαν τους 15° μέχρι 18°. Ό ύποδοχεύς και αϊ παγίδες έψύχοντο 

εις περίπου -40° μέχρι -50°. Το απόμειναν υδατικόν διάλυμα τής όξυτο-

κίνης, υπεβλήθη είς λυοφιλοποίηση/ (freezing· drying, lyophilizatiou). 

Τοιουτοτρόπως ελήφθη ογκώδης ελαφρά ουσία, ή όποια δια σειράς δοκιμών 

απεδείχθη ότι άπετελεΐτο άπό καθαράν όξυτοκίνην. 

Προς σύγκρισιν έχρησιμοποιήθη ποσότης 1,8 nig-.συνθετικώς παρασκευ-

ασθείσης καθαράς όξυτοκίνης, τήν οποίαν εθεσεν είς τήν διάθεσίν μας ό 
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I 1 1 1 τ 1 1 ~ ι 1 ι : 1 
ο 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 

Άρι-&μος οωληνων 

Σχήμα 6. 

Καμπύλα! κατανομής παρασκευασθείσηΐ όξυτοκίνης μετά τήν έκτέλεσιι; 400 μετα
φορών εί; συσκευήυ Craig-Post. ( πειραματική καμπύλη, θεωρητική 

καμπύλη, βλ. Πειραμ. μέρος) 
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Καθηγητής κ. du Vigneaitd και της οποίας ή βιολογική δραστικότης ήτο 

500 LU. /mg ώς προς τήν κατασταλτικήν έπίδρασιν επί της πιέσεως του αί

ματος των πτηνών. 

Στοιχειακή άνάλυσις, οπτική στροφική ικανότης, φάσμα απορροφήσεως 

εις το ύπέρυθρον (σχ. 7), του ημετέρου παρασκευάσματος όξυτοκίνης, άντε-
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Σχήμα 7. 

Φάσμα απορροφήσεως eis το ύπέρυθρον της όξυτοκίνης. Διακρίνονται τρεις" κύριαι 
περιοχαί απορροφήσεως εις 3.10 μ, 6.05 μ και 6.58 μ (73). 

πεκρίνοντο πλήρως εις τα δεδομένα της βιβλιογραφίας.'Επίσης το ήμέτε-

ρον παρασκεύασμα ώς και το παρασκεύασμα dit Vigueaiid έδωσαν τα αυτά 

αποτελέσματα κατά τήν χρωματογραφίαν επί λεπτής στιβάδος και τήν ήλε-

κτροφόρησιν επί χάρτου είς τρία διάφορα pH, ώς και τήν αυτήν εικόνα 

κατά τήν ύδρόλυσίν των και χρωματογραφίαν του ύδρολύματος. Λεπτομέ-

ρειαι των αναλυτικών τούτων προσδιορισμών δίδονται είς το πειραματικόν 

μέρος. 

Τέλος ή ύφ' ημών συνθετικώς παρασκευασθεΐσα όξυτοκίνη υπεβλήθη 

είς ελεγχον της βιολογικής της δραστικότητος, ό όποιος έξετελέσθη είς 

το Έργαστήριον τοϋ Καθηγητού κ. dit Vigneaiid (Department οί 'Bio

chemistry, Cornell University, Medical College, New York). Ή βιο

λογική δραστικότης ώς προς τήν κατασταλτικήν έπίδρασιν επί της πιέσεως 

τοϋ αίματος των πτηνών άνευρέθη ϊση προς 380 LU./mg. Ή βιολογική 

δραστικότης αΰτη ανταποκρίνεται εις λυοφιλοποιημένον ύλικόν, ώς τούτο 

ελήφθη μετά τήν λυοφιλοποίησιν.Έάν ληφθοΰν ύπ'οψιν τα αναλυτικά δεδο

μένα (πρβλ. πειραμ. μέρος) και ή απώλεια βάρους υπό τήν έπίδρασιν ύψηλοϋ 

κενού εις 100°C, ή τιμή αυτή πρέπει ν'αύξηθή κατά 15% περίπου, ήτοι καθί-
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σταται ϊση προς 440 LU. /mg-Ή τιμή αυτή δέον vù θεωρηθη ως εξαιρετικώς 

ικανοποιητική δεδομένου μάλιστα, οτι ô βιολογικός έλεγχος δεν ήτο δυ

νατόν να έκτελεσθή αμέσως μετά τήν σύνθεσιν, άλλα διεξήγετο πολλάς 

εβδομάδας μετά τήν άποπεράτωσιν της συνθέσεως. 'Ενταύθα πρέπει νά ληφθη 

Άρι^μος Ήλσοματων 

Σχήμα 8. 

Καμπύλη κατανομής οξυτοκίνης εντός των κλασμάτων έκ-
λούσεως, μετά τον καθαρισμόν αυτής δια χρωματογραφίας 

κατανομής έπί Sephadex (βλ. Πειραμ. μέρος). 

ύπ' όψιν, οτι ή υπό του'Εργαστηρίου του du Vigneaitd δοθείσα μεγίστη 

τιμή των 500 LU. /mg. δεν επαναλαμβάνεται ευκόλως, αλλ' ανευρίσκεται 

μόνον εις προϊόντα υποβληθέντα εις έξαντλητικον καθαρισμόν καί, όπερ 
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σπουδαιότερον, εφ' όσον ό βιολογικός έλεγχος εκτελείται ευθύς αμέσως 

μετά την άπομόνωσιν της ουσίας. "Ηδη εις το αυτό έργαστήριον τοΰ dit 

Vigneaitd έχει παρατηρηθή, οτι παρασκευάσματα οξυτοκίνης κατά τήν 

παραμονήν των επί εβδομάδας, έστω και εις χαμηλός θερμοκρασίας, υφί

στανται μείωσιν της βιολογικής των δραστικότητος (130). Ό Boissonnas 

(εταιρία Sandoz) δίδει μεγίστην τιμήν 450 LU./mg. (131), ό δέ Rttdinger 

380 LU. /mg. (132). Ό αυτός ερευνητής Riidinger παρετήρησεν επίσης 

ύποβιβασμον τής βιολογικής δραστικότητος τής οξυτοκίνης, ακόμη και 

μέχρι του ήμίσεος, μετά παραμονήν αυτής εν στερεά καταστάσει, επί 2 -

3 μήνας και εις θερμοκρασίας κατωτέρας του μηδενός (132). Ή έξήγησις του 

φαινομένου τούτου αποτελεί εισέτι άντικείμενον έρεύνης. 

Έν συνεχεία, κατεβάλομεν προσπάθειας περαιτέρω καθαρισμού τής 

ως άνω ληφθείσης πρακτικώς χημικως καθαρός όξυτοκίνης, δια χρωματο

γραφίας κατανομής επί Sephadcx (133).Εΐς πρόσφατον άρθρον μου (134) 

αναφέρεται ή θεωρία και περιγράφεται επακριβώς ή πρακτική διεξαγωγή 

τής νέας ταύτης μεθόδου. Έχρησιμοποιήσαμεν μικράν ποσότητα του αύτοϋ 

ώς άνω συνθετικού προϊόντος, το όποιον είχε σταλή προς βιολογικόν ελεγ-

χον, άφοΰ όμως προηγουμένως είχε παραμείνη επί 5 μήνας εις περίπου 

-10°C. Έκ 14 mg. τοιαύτης όξυτοκίνης έπανεκτήθησαν μετά τήν χρωματο-

γράφησιν δια στήλης èKSephadex (διαστάσεων 1,1X112 cm.)καί έκ των 

κλασμάτων 67-84 (βλ. σχήμα 8) 9,5 mg. ουσίας. Ή βιολογική δραστικότης 

τής ουσίας ταύτης έλεγχθεϊσα έκ νέου, αυτήν τήν φοράν εις τό Έργα

στήριον του Dr. Rttdinger ('Εργαστήρια τής Τσεχικής 'Ακαδημίας των 

Επιστήμων), ευρέθη πρακτικώς αμετάβλητος. 

β) Κατά τον τρόπον τούτον ή Ν-καρβοβενζοξυ-οξυτοκεΐνη XIII υπέστη 

άποκαρβοβενζοξυλίωσιν τή επιδράσει ύδροβρωμίου εντός όξεικοϋ οξέος. 

Ή προκύπτουσα άμορφος ύδροβρωμική όξυτοκεΐνη διελύθη εις ύδωρ πε

ριέχον όλίγην άμμωνίαν και υπεβλήθη εις όξείδωσιν δι' αερισμού εις pH 

6,8. Το όξειδωθέν διάλυμα συνεπυκνώθη εις περίπου 50 ml. και υπεβλήθη 

εις καθαρισμόν δια κατανομής κατ' άντιρροήν ώς εις τήν περίπτωσιν (α). 'LI 

κατά τήν δευτέραν ταύτην μέθοδον ληφθείσα δξυτοκίνη δεικνύει τάς αύτάς 

χημικάς και φυσικάς ιδιότητας και άνάλογον βιολογική ν δραστικότητα, 

με τό κατά τήν μέθοδον (α) παρασκευασθέν προϊόν. 

'Εξ όλων των ανωτέρω προκύπτει, οτι ή ύφ' ημών δια τών νέων μεθόδων 

συνθετικώς παρασκευασθεΐσα όξυτοκίνη ανταποκρίνεται πράγματι εις 

χημικώς καθαρόν και βιολογικώς δραστικόν προϊόν. 





Β' ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟΝ ΜΕΡΟΣ 

Ή μέτρησις των σημείων τήξεο)ς έγένετο εντός τριχοειδών σωλήνων 

και εις συσκευήν Buchi. Τ'άναφερόμενα σημεία τήξεο^ς των πεπτιδίων είναι 

σημεία άποσυνθέσεως και δέν είναι διορθωμένα. 

Έχρησιμοποιήθησαν τα κάτωθι συστήματα διαλυτικών δια χρωματο-

γραφίαν επί λεπτής στιβάδος Kieselgel G, Merck (135) : 

1. 1-Βουτανόλη, όξεικον οξύ, ύδωρ (100 : 10 : 30, V/V) (136). 

2. 1-Βουτανόλη, οξεικον όξύ, ύδωρ, πυριδίνη (30:6:24:20, V/V (137). 

3. 1-Προπανόλη, αμμωνία 3 3 % (67 : 33, V /Υ) (135). 

4. 1-Προπανόλη, ύδωρ (64: 36, V/V) (135). 

Τα παρασκευασθέντα πεπτίδια υπεβλήθησαν εις άνάλυσιν αμινοξέων 

κατόπιν ύδρολύσεως 1 - 2 mg-, εξ αυτών, δια βρασμού εντός 0,5 - 1 ml. 

6 Ν υδροχλωρικού οξέος επί 8-10 ώρας. Ή πιστοποίησις των συνιστών-

των αμινοξέων εγένετο δια χρωματογραφίας επί λεπτής στιβάδος κατά 

δύο διαστάσεις (135) εις τα συστήματα διαλυτικών υπ' αριθ. 3 και 4 και 

εν συγκρίσει προς μίγμα Ισομοριακών ποσοτήτων των αυτών αμινοξέων. 

Το χρησιμοποιηθέν όξεικον όξύ είχε καταστή άνυδρον δια κατεργασίας 

και άποστάξεως υπεράνω τριοξεικοΰ βορίου. Έχρησιμοποιήθη επίσης 

άνυδρον διμεθυλοφορμαμίδιον και αίθήρ ελεύθερος υπεροξειδίων. 

Αϊ στροφικοί ικανότητες έμετρήθησαν εις πολωσίμετρον Zeiss, Kreis

polar imeter 0,01. 

Ai ούσίαι προ της αναλύσεως έξηράνθησαν εις ύψηλον κενόν υπε

ράνω Ρ 2 0 5 . 

Γενικός τρόπος άποκαρβοβενζοξυλιώσεως των πεπτιδίων II, IV καΐ VI— 
VIII προς παρασκευήν τών αντιστοίχων ΰδροβρωμικών αλάτων καΐ έξου-
δετερωσις αυτών κατά τήν σύζευξιν. 

Το Ν-καρβοβενζοξυπεπτίδιον (0,01 mole) διαλύεται εντός άνυδρου 

όξεικοϋ οξέος. Προστίθεται τόσον ύδροβρώμιον εις όξεικόν όξύ, οϋτως 

ώστε τελικώς ό όγκος να είναι 35 ml., εκτός εάν άλλως πως σημειουται, ή δε 

συγκέντρωσις του ύδροβρωμίου εντός του όξεικοϋ οξέος να είναι 2,5 Ν. 

Μετά παραμονήν επί 30 - 35 λεπτά εις συνήθη θερμοκρασίαν τό διάλυμα 
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άποχύνεται εντός της πενταπλάσιας ποσότητος ξηρού αιθέρος. Το ύδρο

βρωμικόν άλας αποβάλλεται ώς άμορφος κόνις και καθαρίζεται δι' επανει

λημμένων άποχύσεων του υπερκειμένου αιθέρος. Μετά παραμονήν επί 

ήμίσειαν ώραν εις το ψυγεΐον το ύδροβρωμικόν άλας διηθείται συντόμως 

και προσεκτικός, ώστε να μήν υπάρχουν άπώλειαι και τοποθετείται εντός 

ξηραντήρος κενοϋ υπεράνω Ρ2Ο5 Κ ( χί ΚΟΗ. Μετά την ξήρανσιν, το ΰγρο-

σκοπικόν ύδροβρωμικόν αλας ζυγίζεται μετ' ακριβείας. Ή καθαρότης του 

παρασκευάσματος ελέγχεται δια χρωματογραφίας επί λεπτής στιβάδος 

εις το σύστημα υπ' αριθ. 1. Τα ύδροβρωμικά ταύτα άλατα είναι εύδιάλυτα 

εις ύδωρ. Ταύτα συγκρατούν συνήθως ύδροβρώμιον περισσότερον τοϋ θεω

ρητικού και δίδουν οξινον άντίδρασιν είς χάρτην Congo. Ώ ς εκ τούτου, 

κατά την περαιτέρω σύζευξίν των προστίθεται έκτος της θεωρητικής ποσό

τητος τριαιθυλαμίνης και ή αναγκαία ποσότης προς έξουδετέρωσιν τής 

περίσσειας του ύδροβρωμίου. Ή περίσσεια τοΰ ύδροβρωμίου υπολογίζεται 

ώς εξής : 'Υπό τήν προΰπόθεσιν, ότι ή άντίδρασις τής άποκαρβοβενζοξυ-

λιώσεως λαμβάνει χώραν είς θεωρητικήν άπόδοσιν, ή διαφορά βάρους τοΰ 

λαμβανομένου ύδροβρωμικοΰ άλατος άπό τής θεωρητικής αποδόσεως θεω

ρείται οφειλομένη είς συγκρατούμενον επί πλέον ύδροβρώμιον. Κατά τήν 

διάρκειαν των συζεύξεων διεπιστώθη, οτι μετά τήν προσθήκην τριαιθυλα-

μίνης βάσει των ανωτέρω υπολογισμών, το μίγμα τής αντιδράσεως έδεί-

κνυεν pH 7-8. 

Ν -Καρβοβενζοξυ- S - βενζοϋλο- L- κυστεϊνυλο - L·- προλυλο -1< - λευκυλο-
γλυκιναμίδιον (II). 

Είς ψυχρον διάλυμα 3,2 g. (0,011 mole) Τ,-προλυλο-Ι,-λευκυλο-γλυκινα-

μιδίου (82, 83) εντός 8 ml. ανύδρου διμεθυλοφορμαμιδίου, προσετέθησαν 

5,5 g. Ν-καρβοβενζοξυ-3-βενζοϋλο-Ι,-κυστεϊνο-ρ-νιτροφαινυλεστέρος (118). 

Μετά παραμονήν τοΰ διαλύματος επί 4 ημέρας είς συνήθη θερμοκρασίαν 

προσετέθη ψυχρόν ύδωρ και όξεικός αίθυλεστήρ. Το μίγμα μετεφέρθη είς 

διαχωριστικήν χοάνην και ή στιβάς τοΰ όξεικοΰ αίθυλεστέρος έπλύθη δια 

ψυχροΰ 1 Ν υδροχλωρικού οξέος και εν συνεχεία δι'ύ'δατος μέχρις αρνητικής 

αντιδράσεως είς χάρτην Congo. Μετά σύντομον ξήρανσιν υπεράνω θειικού 

νατρίου, το διάλυμα συνεπυκνώθη μέχρι ξηρού. Το υπόλειμμα παρελήφθη 

είς 6 ml. διμεθυλοφορμαμιδίου καί τό προϊόν τής συζεύξεως άπεβλήθη υπό 

κρυσταλλικήν μορφήν, τή προσθήκη αιθέρος (400 ml.). 'Ελήφθησαν 5,8 g. 

(82%) Σ. Τ. 160 - 161°. Δι' άνακρυσταλλώσεως άπό 70% μεθανόλην τό ση-

μεΐον τήξεως δεν μετεβλήθη, [α]^2 =-73,2° (e 2,5, διμεθυλοφορμαμίδιον). 

Άνάλυσις. Δια C3iH39N507S : 

Ύπολ. C 59,50 Η 6,28 Ν 11,19 S 5,12 

Εύρεθ. C 59,73 Η 6,23 Ν 11,12 S 5,20 
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ΙΚΝΚαρβοβενζοξυ-^ασπαραγινυλο-Β-βενζοϋλο-Ι^-κυστεϊνυλο-Ι,-προλυλο-
Ιν-λευκυλογλυκιναμΙδιον (IV). 

Καρβοβενζοξυ-ασπαραγίνη (2,65 «., 0,01 mole) διελύθη εντός 30 ml. 

χλωροφορμίου, τη προσθήκη 0,8 ml. πυριδίνης και 1,4 ml. Ν-αίθυλοπιπεριδί-

νης, δι' έλαφρδς θερμάνσεως επί ατμόλουτρου. Το διάλυμα έψύχθη άποτόμως 

εις -10° και μετά πάροδον 10 λεπτών προσετέθη 1,2 ml. χλωριδίου του 

πιβαλινικοϋ οξέος (124). Ό άνυδρίτης παρέμεινεν επί 3 λεπτά εις 5° -10° 

και προσετέθη υπό άνάδευσιν είς διάλυμα 0,01 mole ύδροβρωμικοΰ άλατος 

III (παρασκευασθέντος κατά τήν περιγραφείσαν γενικήν μέθοδον) εντός 

30 ml. χλωροφορμίου είς -10°. Είς το διάλυμα τούτο μόλις προηγουμένως είχε 

προστεθή 1,4 ηιΙ.τριαιθυλαμίνη.Ή φιάλη μέ τον άνυδρίτην έξεπλύθη με 20ml. 

χλωροφορμίου. Εις τό μίγμα προσετέθη εν συνεχεία στάγδην ή ύπολογισθεΐσα 

ποσότης τριαιθυλαμίνης προς έξουδετέρωσιν της περίσσειας του ύδροβρω-

μίου. Ή άνάδευσις έσυνεχίσθη είς συνήθη θερμοκρασίαν και μετ' ολίγον 

το μίγμα μετεβλήθη είς ζελατινώδη μαζαν. Μετά παραμονήν επί 16 ώρας 

είς συνήθη θερμοκρασίαν συνεπυκνώθη μέχρι ξηρού. Μετεφέρθη εντός ιγδί

ου και άνεμίχθη μετά ψυχρού Ν υδροχλωρικού οξέος. Διηθήθη και ή εκπλυ-

σις έπανελήφθη κατά τον αυτόν τρόπον μέ ψυχρόν Ν ύδροχλωρικόν οξύ, 

μέ ψυχρόν ύδωρ και δύο φοράς μέ ψυχρόν διάλυμα 5% όξινου ανθρακικού 

καλίου και ϋδωρ εναλλάξ. Τό ύπόλοιπον μετά ξήρανσιν είς ξηραντήρα κενού 

υπεράνω P2Oä άνεκρυσταλλώθη δια διαλύσεως είς 200 - 250 ml. μεθανόλης 

εν θερμω, διηθήσεως και προσθήκης ϊσης ποσότητος ύδατος. Δια παραμονής 

είς συνήθη θερμοκρασίαν και εμβολιασμού άπεβλήθη ή ουσία, ώς βελονοει-

δή πρίσματα. 'Ελήφθησαν 4,5 ο. (61%), Σ. Τ. 214 - 215°, [α]1^ =-71,5°, 

(e 2,5, διμεθυλοφορμαμίδιον). 

Άνάλυσις. Δια C3 5H45N709S : 

Ύπολ. C 56,82 Η 6,13 Ν 13,25 S 4,33 

Εύρεθ. C 56,97 Η 6,33 Ν 13,09 S 4,19 

ο-Νιτροφαινυλοσουλφενυλο-Ι/-ασϊταραγινυλο- S · βενζοϋλο- L-xuoxeïMuXo-I/-
προλυλο-ίν λευκυλο-γλυκινσμίδιον (IVa). 

ο-Νιτροφαινυλοσουλφενυλο-Ι^-ασπαραγίνη (0,285 g., 0,001 mole) (103) 

μετετράπη είς μικτόν άνυδρίτην μετά πιβαλινικοϋ οξέος και συνεζεύχθη μέ 

ύδροβρωμικόν τετραπεπτίδιον (III) ακριβώς ώς περιεγράφη είς τήν παρασκευ-

ήν του καρβοβενζοξυπαραγώγου (IV). Μετά παραμονήν επί 18 ώρας εις 

συνήθη θερμοκρασίαν άπεμακρύνθη τό χλωροφόρμιον εν κενω και το υπό

λειμμα παρελήφθη δι' όξεικοΰ αίθυλεστέρος. Μετά διήθησιν, ή ουσία έπλύ-

Οη δι' ύδατος και δια διαλύματος όξινου ανθρακικού καλίου. Προς καθαρι-
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σμον ή ουσία διελύθη εις διμεθυλοφορμαμίδιον καί κατεβυθίσθη δι' αιθέρος. 

Σ. Τ. 208-210°, [ α ] £ = - 1 2 6 ° (e 1, διμεθυλοφορμαμίδιον). 

Άνάλυσις. Δια C3 3H42NS09S2 : 

Ύπολ. Ν 14,76 S 8,45 

Εύρεθ. Ν 14,95 S 8,29 

Δις-(καρβοβ€νζοξυ-^αβπαραγινυλο)-Ι/-κυστινυλο-δις-(Ιν-προλυλο-Ιί-λ€υκυλο 
-γλυκιναμίδιον) (V). 

Είς αιώρημα 0,185 g·. καρβοβενζοξυ - πενταπεπτιδίου (IV) εντός 1,1 nil. 

διμεθυλοφορμαμιδίου καί 1,5 ml. απολύτου μεθανόλης, διεβιβάσθη υπό μα-

γνητικήν άνάδευσιν ξηρονρεΰμα υδρογόνου επί 5 λεπτά.Ύπό συνεχή διαβί

βαση; υδρογόνου καί άνάδευσιν, προσετέθησαν 0,51 ml. προσφάτου διαλύμα

τος 0,5 Ν μεθοξυλικοΰ νατρίου καί 1 ml. μεθανόλης. Μετά παρέλευσιν 22 

λεπτών άπό της προσθήκης του άλκάλεος το διάλυμα ώξυνίσθη τή προσθή

κη 0,4 ml. όξεικου οξέος καί έτιτλοδοτήθη δια Ν/10 διαλύματος ιωδίου-

κατηναλώθησαν 2,45 ml. διαλύματος ιωδίου, ήτοι 98 % του θεωρητικού. 

Τό προϊόν τής όξειδώσεως (έννεαπεπτίδιον V) άπεβλήθη μετά την άπομά-

κρυνσιν τής μεθανόλης εν κενω, έκχύλισιν δια χλωροφορμίου καί έξουδετέ-

ρωσιν δια πυκνού διαλύματος όξινου ανθρακικού καλίου. 'Ελήφθησαν 

0,098 g. (61 %) Σ. Τ. 191 - 192° μετά συρρίκνωσιν εϊς 164°. Μετ' άνα-

κρυστάλλωσιν άπό 2 ml. αίθανόλης, τό σ. τήξεως δεν μετεβλήθη. 

[α]ρ = —129° (e 1, διμεθυλοφορμαμίδιον). Ύδρόλυσις τής ουσίας καί χρω

ματογραφία κατά τσ.ς δύο διαστάσεις, ώς περιγράφεται είςτήνσελ. 61, έδει

ξε τ'άμινοξέα : άσπαραγίνην, κυστίνην, προλίνην, λευκίνην καί γλυκίνην 

είς τάς άναμενομένας αναλογίας. 

Άνάλυσις : Δια C56H8 0N1 4O1 6S2 : 

Ύπολ. C 52,97 Η 6,35 Ν 15,44 S 5,05 

Εύρεθ. C 52,76 Η 6,62 Ν 15,30 S 4,86 

Ν-Καρβοβ€νζοξυ-Ι/-γλουταμινυλο-Ι<-ασπαραγινυλο-8- βενζοϋλο- L- κυστεϊνυ-
λο·Ι<-προλυλο-Ι<-λ€υκυλο-γλυκινο(μΙδιον (VI) 

α) Καρβοβενζοξυ-πενταπεπτίδιον (Ι V, 5,18 g., 0,007 mole) μετετράπη 

είς ύδροβρωμικόν άλας κατά τήν περιγραφεΐσαν γενικήν μέθοδον. Το τοι

ουτοτρόπως ληφθέν ύδροβρωμικόν άλας διελύθη είς 10ml. διμεθυλοφορμα

μιδίου. Εις τό ψυχθέν διάλυμα προσετέθη ρ-νιτροφαινυλεστήρ τής καρβο-

βενζοξυγλουταμίνης (2,96 g., ήτοι 5 % περίσσεια) (86) καί μετά ταύτα ή 

ύπολογισθείσα ποσότης τριαιθυλαμίνης, στάγδην. Μετά παραμονήν επί 

18 ώρας είς συνήθη θερμοκρασίαν, τό μίγμα άνεμίχθη καλώς εντός 
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ιγδίου μέ 100 ml. όξεικοβ αίθυλεστέρος, διηθήθη και έπλύθη με όξεικον 

αιθυλεστέρα. Μετά ξήρανσιν εις ξηραντήρα κενού, το υπόλειμμα κατηργά-

σθη δια ψυχροϋ ύδατος εντός ιγδίου και μετά διήθησιν, δι' αλκοόλης καί 

δι' αιθέρος. Προς καθαρισμον ή ουσία διελόθη εντός 60ml. διμεθυλοφορμα-

μιδίου εν θερμφ, διηθήθη καί κατεβυθίσθη τη προσθήκη τριπλάσιας περίπου 

ποσότητος αιθέρος. Ελήφθησαν 5,2«. (85%), Σ.Τ. 214-216°, [α]™ =-66.2° 

(e 2,5 διμεθυλοφορμαμίδιον). 

Άνάλυσις. Δια O ^ t ^ N g C ^ S : 

Ύπολ. C 55,35 Η 6,15 Ν 14,52 S 3,69 

Εύρεθ. C 55,22 Η 6,28 Ν 14,24 S 3,54 

β) Εις αιώρημα ο-νιτροφαινυλοσουλφενυλο-πενταπεπτιδίου (ΙΥα, 

0,415 g.) εντός 10 ml. απολύτου μεθανόλης προσετέθη 1 ml. 2 Ν υδροχλωρίου 

εις μεθανόλην.Προς διάλυσιν το μίγμα άνεταράχθη επί 15 λεπτά εις συνήθη 

θερμοκρασίαν καί κατόπιν διηθήθη εντός ξηροϋ αιθέρος. Ό αίθήρ άπεχόθη 

καί το απόμειναν ύδροχλωρικόν άλας, προς καθαρισμόν, διελύθη εντός όλί-

γης μεθανόλης καί κατεβυθίσθη δι' αιθέρος. 'Ελήφθησαν 0,280 g. (80 %) 

άλατος μή ύγροσκοπικοϋ, ουδετέρου εις χάρτη ν Congo, Σ. Τ. 138-145°. Δια 

χρωματογραφίας επί λεπτής στιβάδος εις το σύστημα υπ' άρ. 1, έδειξε 

μίαν κηλίδα μέ Rf 0,38. 

Tò ως άνω ύδροχλωρικόν άλας συνεζεύχθη μέ καρβοβενζοξυ-Τ-γλουταμι-

νο-ρ-νιτροφαινυλεστέρα ακριβώς ως το υδροβρωμικόν άλας είς το α). Ά -

πόδοσις 85%, Σ.Τ. 214°, [a]D=-67.0° (e 2, διμεθυλοφορμαμίδιον). 

Ν-Κ«ρβοβενζοξυ-Ι<-ισολ6υκυλο-Ι/-γλουταμινυλο-Ιί-οσπαρ«γινυλο·8-βενζοϋλο-
Ιί-κυστε'ίνυλο-Ιί-προλυλο-Ιτ-λευκυλο-γλυκιναμΙδιον (VII). 

Καρβοβενζοξυ-εξαπεπτίδιον (VI, 5,2g., 0.006 mole) μετετράπη είς υδρο

βρωμικόν άλας κατά τήν γενικήν μέθοδον. Το ληφθέν υδροβρωμικόν άλας 

διελύθη είς 14 ml. διμεθυλοφορμαμιδίου. Είς το διάλυμα προσετέθη καρβο-

βενζοξυ-Ι,-ισολευκινο- ρ -νιτροφαινυλεστήρ (2,45 g., 5 % περίσσεια) (86) 

καί μετά ψυξιν, ή ύπολογισθεΐσα ποσότης τριαιθυλαμίνης στάγδην. Το μίγμα, 

μετά παραμονήν επί 18 ώρας είς συνήθη θερμοκρασίαν, κατηργάσθη εντός 

ιγδίου δι' όξεικοΰ αίθυλεστέρος καί μετά ξήρανσιν, διαδοχικώς δι' ύδατος, 

αλκοόλης καί αιθέρος. Το υπόλειμμα διελύθη είς 40 ml. διμεθυλοφορμαμι

δίου καί κατεβυθίσθη δι' αιθέρος. 'Ελήφθησαν 4,5 g·. (77%), Σ. Τ. 222-223°, 

[α]'^=-52,9° (e 1, διμεθυλοφορμαμίδιον). 

Άνάλυσις. Δια C4 eH64N1 0O1 2S : 

Ύπολ. C 56,31 Η 6,57 Ν 14,27 S 3,26 

Εύρεθ. C 56,14 Η 6,98 Ν 14,44 S 3,22 
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Ν-Καρβοββνζοξυ-0-βενζυλο-1^-τυροσυλο-Ι>ιαολευκυλο-Ι<-γλουταμινυλο-1<-
ασπαραγινυλο» Β-βενζοϋλο-Ι,-κυστεϊνυλο-Ι^-προλυλο-Ι,- λευκυλο-γλυκινα-
μίδιον (VIII). 

α) Καρβοβενζοξυ-επταπεπτίδιον (VII, 3,9 g., 0,004mole) μετετράπη εις 

ύδροβρωμικόν άλας τη επιδράσει 20 ml. ύδροβρωμίου εντός όξεικου οξέος, 

κατά την γενικήν μέθοδον. Το ούτω ληφθέν ύδροβρωμικον άλας διελύθη 

εις 14 ml. διμεθυλοφορμαμιδίου, εις το διάλυμα προσετέθη Ν-καρβοβενζο-

ξυ-Ο-βενζυλο-Ιν-τυροσινο-ρ-νιτροφαινυλεστήρ (2,21 g., ήτοι 5 % περίσσεια) 

(86) και μετά ψϋξιν, ή ύπολογισθεΐσα ποσότης τριαιθυλαμίνης στάγδην. 

Το στερεοποιηθέν μίγμα κατήργάσθη μετά 18 ώρας εντός ιγδίου δι'όξει

κου αίθυλεστέρος και μετά ξήρανσιν, δι' αλκοόλης καί δι' αιθέρος. Τελικώς, 

τό υπόλειμμα διελύθη εντός 35 ml. θερμού διμεθυλοφορμαμιδίου καί κατε-

βυθίσθη δι' αιθέρος. 'Ελήφθησαν 4,1 g. (83%), Σ. Τ. 225 - 228°, 

[<x]JJ = -44,6° (e 1, διμεθυλοφορμαμίδιον). 

Άνάλυσις. Δια C 6 2 H 7 9 N 1 1 0 1 1 S , Η 2 0 : 

Ύπολ. G 59,45 Η 6,51 Ν 12,30 S 2,56 

Εύρεθ. C 59,67 Η 6,74 Ν 12,40 S 2,49 

β) Ύδροβρωμικόν άλας (0.001 mole) του έπταπεπτιδίου παρασκευασθέν 

ως εις τό α) διελύθη εντός 10 ml. μεθανόλης καί διεβιβάσθη δια στήλης 

Amberlite IR-400(imò τήν OH μορφήν).Ή στήλη έπλύθη με όλίγην μεθα-

νόλην καί τα συνηνωμένα μεθανολικά κλάσματα συνεπυκνώθησαν εν κενφ. 

Τό κρυσταλλικόν υπόλειμμα άνεκρυσταλλώθη άπό θερμόν ύδωρ. 'Ελήφθησαν 

0,150 g. κρυσταλλικού ελευθέρου έπταπεπτιδίου (Vila), Σ. Τ. 192—195°, 

[α]ρ =—54,5° (e 1, διμεθυλοφορμαμίδιον). Δια χρωματογραφίας επί λεπτής 

στιβάδος εις τό σύστημα υπ' άρ. 1, έδειξε μίαν κηλίδα με Rf 0,35. 

Έκ του διηθήματος δια συμπυκνώσεως καί προσθήκης ακετόνης ελήφθη

σαν έτερα 0,260 g", κρυσταλλικής ουσίας τοΰ αύτοϋ σ. τήξεως καί με το αυ

τό Rf , [α]ρ=—54.1° (e 1, διμεθυλοφορμαμίδιον). 

Δια συζεύξεως του ώς άνω ελευθέρου έπταπεπτιδίου (Vila) μετά Ν-καρβο-

βενζοξυ-Ο-βενζυλο-ί-τυροσινο-ρ-νιτροφαινυλεστέρος, ελήφθη προϊόν Σ. Τ. 

224-228°, [α]]3

5 = -45.30 (e 1, διμεθυλοφορμαμίδιον). 

Ν-Καρβοβενζοξυ-Β-βενζοϋλο-Ι^-κυστεϊνυλο-Ι^-τυροσυλο-Ι^-ισολευκυλο-Ιν-
γλουταμινυλο-Ι^- ασπαραγινυλο-S- βενζοϋλο -1^- κυστ€ϊνυλο-Τν- προλυλο-Ιν-
λευκυλο-γλυκιναμίδιον (IX). 

Καρβοβενζοξυ-οκταπεπτίδιον (VIII, 1,23 g., 0,001mole) άπεκαρβοβενζο-

ξυλιώθη τη προσθήκη 8 ml. 2,5 Ν ύδροβρωμίου εντός όξεικου οξέος καί 

παραμονής εις συνήθη θερμοκρασίαν επί 45 λεπτά. Ή υπόλοιπος κάτεργα-
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σία έγένετο ως περιεγράφη εις την γενικήν μέθοδον. Το ούτω ληφθέν ύδρο-

βρωμικον άλας διελύθη εις 3,5 ηιΐ.διμεθυλοφορμαμιδίου, προσετέθησαν 0,5 g. 

Ν-καρβοβενζοξυ-3-βενζουλο-ί-κυστεϊνο-ρ-νιτροφαινυλεστέρος (118) και ή 

υπολογισθεΐσα ποσότης τριαιθυλαμίνης, στάγδην. Το στερεοποιηθέν μίγμα 

μετά παραμονήν επί 36 ώρας εις συνήθη θερμοκρασίαν κατηργάσθη εντός 

ιγδίου δι' όξεικοΰ αίθυλεστέρος και μετά ξήρανσιν, δι' αλκοόλης καί δι' 

αιθέρος. Τελικώς ή ουσία διελύθη εις 8 ml. διμεθυλοφορμαμιδίου εν θερμω, 

διηθήθη καί κατεβυθίσθη δι'αίθέρος.Έλήφθησαν 1,1 g. (83%), Σ.Τ. 227-229° 

[α]^3=-64,5° (e 1, διμεθυλοφορμαμίδιον). 

Άνάλυσις. Δια C 6 5H 8 2N 1 2Oi 6S2 : 

Ύπολ. C 57,76 Η 6,11 Ν 12,43 

Ευρεθ. C 57,92 Η 6,40 Ν 12,14 

Δις-ί-βουτυλοξυκαρβονυλο-Ι,-κυστΙνη. 

L-Κυστίνη (10,5g.) διελύθη υπό ψοξιν εις 435 ml. διοξάνης τη προσθήκη 

175 ml. 0,5 Ν NaOH. Προσετέθησαν 25 ml. t-βουτυλοξυκαρβονυλο-αζιδίου 

(105) ύπο μαγνητικήν άνάδευσιν. Ή άνάδευσις εσυνεχίσθη επί 48 ώρας εις 

συνήθη θερμοκρασίαν. Κατά την διάρκειαν των πρώτων ωρών προσετίθεν-

το έκάστην ώραν 10 ml. Ν NaOH (εν δλφ 90 ml). Μετά τήν άπομάκρυνσιν 

όλίγης άποβληθείσης κυστίνης δια διηθήσεως, το διήθημα συνεπυκνώθη 

εν κενω εις 40° προς άπομάκρυνσιν της διοξάνης, έξεχυλίσθη δι' όξεικοΰ 

αίθυλεστέρος καί ή υδατική στιβάς ώξυνίσθη δια ψυχρού Ν θειικού οξέος. 

Ή άποβληθεϊσα ουσία διηθήθη μετά παραμονήν εις το ψυγεΐον. 'Ελήφθη

σαν 13 g·, ύπο μορφήν μικρών πρισμάτων. Σ. Τ. 141-142°. Μετ' άνακρυστάλ-

λωσιν από όξεικόν αίθυλεστέρα-πετρελαϊκον αιθέρα το σ. τήξεως άνήλθεν 

εις 145-146°, [α]^9=-138° (c 2,5, μεθανόλη). 

Άνάλυσις. Δια C 1 6 H 2 8 N a 0 8 S 2 . 

Ύπολ. C 43,62 Η 6,40 Ν 6,36 S 14,55 

Εύρεθ. C 43,80 Η 6,61 Ν 6,29 VS 14,70 

Ν-ί-Βουτυλοξυκαρβονυλο-Β-βενζοϋλο-Ι,-κυστεΐνη. 

Δις-βουτυλοξυκαρβονυλο-Ε-κυστίνη (2,2g.) διελύθη εις 100ml. υγρας 

αμμωνίας τοποθετημένης εντός τριλαίμου σφαιρικής φιάλης, ή οποία έψύ-

χετο δια ξηρού πάγου - ακετόνης καί έφερε πλευρικόν σωλήνα νατρασβέ-

στου. Προσετέθησαν 0,8 g. μεταλλικού νατρίου εις μικράς δόσεις. Μετά τήν 

παραμονήν τοΰ κυανού χρώματος επί 5 λεπτά περίπου, το διάλυμα άπεχρω-

ματίσθη τη προσθήκη σταγόνων όξεικοΰ οξέος. Ή αμμωνία άπεμακρύνθη 
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δι' εξατμίσεως και εις το τέλος οπό κενόν. Τό στερεόν υπόλειμμα διελύθη 

εις 60 ml. ψυχρού Ν θειϊκοο οξέος και έξεχυλίσΟη δύο φοράς δι'αίθέρος. Έκ 

του αίθερικοΰ διαλύματος παρελήφθη ή t-βουτυλοξυκαρβονυλο-κυστεΐνη 

δια ταχείας έκχυλίσεως με διάλυμα 10 % ψυχρού όξινου ανθρακικού κα

λίου, έπί τρεις φοράς. Μετά τήν προσθήκην 3 ml. βενζοϋλοχλωριδίου, το 

μίγμα άνεταράχθη έπί 15 λεπτά κατ' αρχάς υπό ψΰξιν και έν συνεχεία 

εις θερμοκρασίαν δωματίου. Δι' οξυνίσεως τοΰ μίγματος δια θειϊκοο 

οξέος άπεβλήθη στερεά ουσία. Προς καθαρισμόν, ή ουσία μετά τήν 

διήθησιν κατηργάσθη δια ζέοντος ύδατος, το όποιον άπεμακρύνθη δι'άπο-

χύσεως έπί τρεις φοράς. 'Ελήφθησαν 1,1 g'., Σ. Τ. 105 - 112°. Προς άνακρυ-

στάλλωσιν ή ουσία διελύθη εις 5 ml. μεθανόλης έν θερμω και κατεβυθίσθη 

τη προσθήκη 50 ml. ζέοντος ύδατος. Άνεκτήθησαν 0,9g., Σ.Τ. 110- 112°, 

[a]3

D° =-52,5° (e 2, διμεθυλοφορμαμίδιον). 

Άνάλυσις. Διά C 1 5 H 1 9 N 0 5 S : 

Ύπολ. C 55,36 Η 5,88 Ν 4,30 

Ευρεθ. C 55,25 Η 5,76 Ν 4,20 

Μετατροπή εις άλας δικυκλοεξυλαμίνης. Ή ανωτέρω ουσία λαμβά

νεται εύκολώτερον εις καθαράν κατάστασιν διά μετατροπής εις άλας δικυ-

κλοεξυλαμίνης. Ού'τω διά διαλύσεως 1,3 g', μερικώς καθαρισθείσης ουσίας 

εντός 10 ml. όξεικοΰ αίθυλεστέρος και προσθήκης 1,2 ml. δικυκλοεξυλαμί-

νης ελήφθησαν 1,7 g. κρυσταλλικού άλατος, Σ.Τ. 147°. Μετ' άνακρυστάλ-

λ(οσιν άπό όξεικόν αίθυλεστέρα, Σ.Τ. 151 - 153°, [α]^3 = + 18° (c 1, διμε

θυλοφορμαμίδιον). 

Άνάλυσις. Διά C2 7H42N205S : 

Ύπολ. G 63,99 Η 8,35 Ν 5,54 S 6,28 

Ευρεθ. C 63,78 Η 8,48 Ν 5,25 S 5,96 

Ν-ί-Βουτυλοξυκαρβονυλο-Β-βενζοϋλο-Ι^-κυστβϊνυλο-Γ,-τυροσυλο Ι^-ισολευκυ-
λο-Ι,-γλουταμινυλο-Τ^-αστΐαραγινυλο - S - βενζοϋλο-Ι^-κυστεϊνυλο-Γ,-προλυλο-
]ν-λευκυλο»γλυκιναμ.Ιδιον (Χ) . 

Ν-Ι-Βουτυλοξυκαρβονυλο-Β-βενζοϋλο-Ιν-κυστε'ί'νη, ως άλας μετά δι-

κυκλοεξυλαμίνης (0,280 g-., 0,55 mmole), μετετράπη εις ελεύθερον οξύ διά 

κατεργασίας μετά Ν θειικού οξέος εντός αιθέρος και συμπυκνώσεις μέχρι 

ξηρού. Εις ψυχρόν διάλυμα τοΰ υπολείμματος εντός 2,5 ml. διμεθυλοφορμα-

μιδίου προσετέθη τό ήμισυ της ύπολογισθείσης ποσότητος τριαιθυλαμίνης 

και έν συνεχεία 0,5 mmole ύδροβρωμικού όκταπεπτιδίου, παρασκευασθέντος 

ώς περιεγράφη εις τό IX, ως και ή υπόλοιπος τριαιθυλαμίνη. Μετά προσ

θήκην 0,110 g. DCCI τό μίγμα άνεταράχθη έπί 5 ώρας εις 4° και έν συνεχεία 
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αφέθη εις συνήθη θερμοκρασίαν. Ή άποβληθείσα δικυκλοεξυλουρία διη-

θήΟη μετά 48 ώρας και εις το διήθημα προσετέθη ύδωρ υπό ψϋξιν.Άπεβλήθη 

στερεά ουσία, ή οποία μετά διήθησιν καί ξήρανσιν διελύΟη εις 3 nil. διμεθυ-

λοφορμαμιδίου, διηθήθη καί κστεβυθίσθη μέ αιθέρα. Μετά διήθησιν κατηρ-

γάσθη μέ 2 ml. μεθανόλης εν θερμω. Ελήφθησαν 0,160^.(25%), Σ. Τ. 

217 - 220°, [α]^ = - 55,2° (e 1, διμεθυλοφορμαμίδιον). 

Άνάλυσις. Δια C 6 2 H 8 4 N 1 3 0 l e S 2 

Ύπολ. C 56,51 Η 6,42 Ν 12,75 S 4,86 

Εύρεθ. C 56,24 Η 6,52 Ν 12,74 S 4,76 

Ν-ο-Νιτροφαινυλοσουλφενυλο-Β-βενζοϋλο-Ι,-κυστεϊνυλο-Γ,-τυροσυλο-Ι^- ισο-
λευκυλο-Χ,-γλουταμινυλο-Ι,-ασπαραγινυλο-Β-βενζοϋλο-Τ,-κυστεϊνυλο-Ι^-προ-
λυλο-Τ,-λευκυλο-γλυκιναμίδιον (XI) . 

'Εντός διαλύματος ύδροβρωμικοϋ οκταπεπτιδίου (0,5 nimok) εις 2ml. 

διμεθυλοφορμαμιδίου προσετέθησαν μετά ψυξιν, 0,265 ». (5 % περίσσεια) 

Ν-ο-νιτροφαινυλοσουλφενυλο-3-κυστεϊνο-ρ-νιτροφαινυλεστέρος (104). Εις 

το ψυχρον διάλυμα προσετέθη αμέσως ή απαιτουμένη ποσότης τριαιθυλαμί-

νης, στάγδην. Μετά παραμονήν επί 70 ώρας εις συνήθη θερμοκρασίαν, το 

στερεοποιηθέν μίγμα ήραιώθη δι'οξεικοϋ αίθυλεστέρος καί κστηργάσθη ως 

το έννεαπεπτίδιον (IX). 'Ελήφθησαν 0,405«. (60%) ουσίας, ή οποία άνεκρυ-

σταλλώθη δια διαλύσεως εντός 2 ml. διμεθυλοφορμαμιδίου έν θερμω καί 

προσθήκης 10 ml. αίθανόλης. Σ. Τ. 226-229°, [α]** =-56,6° (e 1, διμεθυ

λοφορμαμίδιον). 

Άνάλυσις. Δια C e 3 H 7 9N 1 3 0 1 6 S3 : 

Ύπολ. C 55,20 Η 5,81 Ν 13,28 S 7,01 

Εύρεθ. C 55,23 Η 6,05 Ν 13,53 S 6,97 

Ν-Καρβοβενζοξυ-Β-καρβοβενζοξυ-Ι,-κυστεϊνυλο-Ι,-τυροσυλο - L- ισολευκυλο-
Ι^-γλουταμινυλς-Ι,-ασπαραγινυλο-Β-βενζοϋλο - Ι,- κυστεϊνυλο-L- προλυλο-Ι,-
λευκυλο-γλυκιναμίδιον (XII). 

'Εντός διαλύματος ύδροβρωμικοϋ οκταπεπτιδίου (0,5mmole) εϊς 2 m l . 

διμεθυλοφορμαμιδίου προσετέθησαν μετά ψΰξιν 0,280 g. (10% περίσσεια) 

Ν,8-δικαρβοβενζοξυ-Ε-κυστεϊνο-ρ-νιτροφαινυλεστέρος(113) καί μετά ταύτα 

ή ύπολογισθεΐσα ποσότης τριαιθυλαμίνης στάγδην. Μετά παραμονήν επί 

18 ώρας εις συνήθη θερμοκρασίαν, το στερεοποιηθέν μίγμα ήραιώθη δι' 

οξεικου αίθυλεστέρος καί κατηργάσθη ώς το έννεαπεπτίδιον (IX). Το 

υπόλειμμα διελύθη εις 5 ml. διμεθυλοφορμαμιδίου, διηθήθη καί κατεβυθίσθη 

δι' αιθέρος. 'Ελήφθησαν 0,44«. (64%), Σ. Τ. 224 - 226°. Προς καθα-
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ρισμον ή ουσία κατηργάσθη δια 5ml. μεθανόλης εν θερμώ' [α]^3 = -60,6° 

(e 1, διμεθυλοφορμαμίδιον)^. τήξεως το αυτό. 

Άνάλυσις. Δια C 6 6 H 8 4 N 1 2 0 1 7 S 2 : 

Ύπολ. C 57,37 Η 6,12 Ν 12,11 S 4,64 

Εύρεθ. C 57,05 Η 6,08 Ν 12,24 S 4,69 

N-Kopßoße ζοξυ-Ι,-κυστεϊνυλο-Ι^-τυροσυλοΙν-ισολευκυλο-Ι,-γλουταμινυλο-
Ιν-ασπαραγινυλο-Γ^-κυστείνυλο-Ι^-προλυλο-Ι,-λευκυλο-γλυκιναμίδιονίΝ-καρ-
βοβενζοξυ-οξυτοκεΐνη) (XIII) • 

Α'. Δια μεθανολύσεως. 

α) Εις αιώρημα καρβοβενζοξυ-εννεαπεπτιδίου (IX, 0,4 g., 0,3mmole) 

εντός 4 ml. διμεθυλοφορμαμιδίου υπό μαγνητικήν άνάδευσιν και μετά δισ-

βίβασιν ξηρού ρεύματος υδρογόνου επί 10 λεπτά, προσετέθησαν 1,8 ml. 

0,5 Ν μεθοξυλικοϋ νατρίου και 2 ml. απολύτου μεθανόλης. Μετά παραμονήν 

του διαλύματος επί 15 λεπτά, ύπό συνεχή διαβίβασιν υδρογόνου, προσετέ

θησαν 0,75 ml. όξεικοΰ οξέος, 0,5 ml. μεθανόλης καί 100 ml. ψυχρού ύδατος 

ελευθέρου αέρος. Το μίγμα έψύχθη επί 30 λεπτά απουσία αέρος καί έφυ-

γοκεντρήθη. Το ίζημα έπλύθη δύο φοράς δι' ύδατος, παρελήφθη μέ μεθα-

νόλην καί συνεπυκνώθη τρεις φοράς εις το κενόν προς άπομάκρυνσιν τοΰ 

ύδατος. Έ ν συνεχεία κατηργάσθη εντός 10 ml. μεθανόλης εν θερμφ, έψύχθη, 

έφυγοκεντρήθη καί έπλύθη μίαν φοράν δια μεθανόλης. Μετά ξήρανσιν εις 

0,1 Torr ελήφθησαν 0,3 g. (88%), Σ. Τ. 234-235°, [a]2

D

5 = - 46,4° (e 1, 

διμεθυλοφορμαμίδιον). 

Άνάλυσις. Δια C 5iH 7 4N 1 2H 44S 2 : 

Ύπολ. C 53,57 Η 6,52 Ν 14,70 S 5,60 

Εύρεθ. C 53,71 Η 6,43 Ν 14,79 S 5,48 

β) Δια μεθανολύσεως 0,1 g. Ν, S-προστατευμένου-εννεαπεπτιδίου (XII) 

ύπό τάς αύτάς συνθήκας άλλ' επί 30 λεπτά, ελήφθησαν 0,05 g. καρβοβενζοξυ-

οξυτοκεΐνης (ΧΐΙΙ), Σ.Τ. 232-233°, [α]Π =-45,6° (c 1, διμεθυλοφορμαμίδιον). 

Β'. Δι' ύδραζινολύσεως. 

Είς αιώρημα Ν, S-προστατευμένου έννεαπεπτιδίου (IX, 0,135 g., 0,1 

mmole) εντός 1,5 ml. διμεθυλοφορμαμιδίου διεβιβάσθη ύδρογόνον επί 7 

λεπτά, προσετέθησαν σταγόνες άνυδρου ύδραζίνης (περίπου 5 ισοδύναμα) 

καί ή φιάλη έπωματίσθη ύπό άτμόσφαιραν υδρογόνου. Μετά παραμονήν 

επί 20 ώρας είς συνήθη θερμοκρασίαν, το διάλυμα άπεχύθη επί ψυχροϋ 

ύδατος ελευθέρου αέρος καί ώξυνίσθη δι' όξεικοΰ οξέος. Το μίγμα μετάψυξιν 
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έφυγοκεντρήθη, επλύθη δύο φοράς δια ψυχρού ϋδατος και έξηράνθη. Ή 

ουσία κατήργάσΟη με 2 ml. μεθανόλης έν θερμω, έψύχθη και έφυγοκεντρήθη. 

Ελήφθησαν 0,085 g. (75%), Σ. Τ. 230-232°, [a]u-=--46.5° (e Ι, διμεθυ-

λοφορμαμίδιον). 

Μετατροπή της Ν-καρβοβενζοξυ-οξυτοκείνης εις Ν - καρβοβενζοξυ - S,S'-8i» 
βενζυλο - εννεαπεπτίδιον (Ρ). 

Καρβοβενζοξυ-οξυτοκεΐνη (XIII, 0,06g.) μετετράπη εις S,S'— διβενζυ-

λοπαράγωγον δια βενζυλιώσεως εντός 1 ηιΐ.διμεθυλοφορμαμιδίου τη προσθή

κη τριαιθυλαμίνης και 0,4 ml. προσφάτως άποσταχθέντος διβενζυλοχλω-

ριδίου, εις δύο δόσεις εντός 5 λεπτών. Μετ' άνάδευσιν επί 40 λεπτά προσε

τέθη ύδωρ και το προϊόν άπεχωρίσθη δια ψύξεως και φυγοκεντρήσεως. Το 

'ίζημα επλύθη δι' ύδατος και ακετόνης και μετά ξήρανσιν, κατηργάσθη έν 

θερμφ με τετραϋδροφουράνιον 95%. 'Ελήφθησαν 0,05 g., Σ. Τ. 235 -236° 

[α]]? = -52,5° (e 1, διμεθυλοφορμαμίδιον). Βιβλιογρ. : Σ. Τ. 224-225° (73), 

241° (82), 237 - 239° (84), 243 - 245° (86α), 245 - 248° (86β), 

[α]« =-46° (e 0,6, DMF)(84), [a]2

D

2=~43° (e 2, DMF)(86), [a]2

D° = - 50,5° 

(e 1, DMF) (86β). Λ 

Άνάλυσις. Δια C 6 5 H 8 6 N 1 2 0 1 4 S 2 : 

Ύπολ. C 58,98 Η 6,55 Ν 12,70 

Εύρεθ. C 59,08 Η 6,36 Ν 12,34 

ί-Βουτυλοξυκορβονυλο-οξυτοκεΐνη (XIV). 

Τό Ν,β-προστατευμένον εννεαπεπτίδιον (Χ, 0,26 g.) υπέστη μεθανόλυσιν 

ώς το άντίστοιχον Ν-καρβοβενζοξυ-εννεαπεπτίδιον (βλ. XIII). Μετά την 

προσθήκην ύδατος, άπεμακρύνθη ή μεθανόλη υπό κενόν και μετά έκχύ-

λίσιν δι' οξεικοϋ αΐθυλεστέρος ή ουσία άπεβλήθη τη προσθήκη θειικού 

νατρίου. Ελήφθησαν 0,1 g. (40 °/ο), Σ. Τ. 224-227°. 

Άνάλυσις. Δια C48H76N12014S2 : 

Ύπολ. C 51,96 Η 6,90 Ν 15,15 

Εύρεθ. C 51,81 Η 6,61 Ν 15,33 

ο»Νιτρο<ραινυλοσουλφενυλο-οξυτοκεΐνη (XV). 

Το Ν, S-προστατευμένον εννεαπεπτίδιον (XI, 0,274 g-., 0,2 mmole) υπε

βλήθη εις μεθανόλυσιν ακριβώς όπως το άντίστοιχον καρβοβενζοξυ-εννεα-
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πεπτίδιον (βλ.παρασκ.ΧΙΠ). Tò διάλυμα μετά την μεΟανόλυσινδιηθήθη εντός 

ψυχρού ύδατος ελευθέρου αέρος και το μίγμα μετά ψϋξιν, έφυγοκεντρήθη. 

Μετά πλύσιμον δι' ύδατος κατηργάσθη με 10 ml. μεθανόλης εν θερμω, έψύ-

χΟη, έφυγοκεντρήθη και έπλύθη δύο φοράς δια μεθανόλης. 'Ελήφθησαν 

0,150 g. (65°/0), Σ. Τ. 213 - 214° μετά συρρίκνωσιν εις 205°. 

Άνάλυσις. Δια C 49H 7 1N 1 30 1 4S 3 : 

Ύπολ. C 50,63 Η 6,15 Ή 15,66 S 8,27 

Εύρεθ. C 50,58 Η 5,98 Ν 15,33 VS 7,74 

Ν-Καρβοβενζοξυ-οξυτοκίνη (XVI). 

'Εντός τριλαίμου σφαιρικής φιάλης 500 ml. έτοποθετήΟησαν 100 nil. 

απολύτου μεθανόλης και 20 ml. διμεθυλοφορμαμιδίου. Ύπό συνεχή δια-

βίβασιν υδρογόνου προσετέθησαν στάγδην εις διάστημα μιας ώρας 40 nil. 

διαλύματος καρβοβενζοξυ-οξυτοκεΐ'νης (XIII, 0,572 g., 0,5 mmole) εντός διμε

θυλοφορμαμιδίου, συγχρόνως μετά 40 ml. διαλύματος προσφάτως άνακρυ-

σταλλωθέντος διϊωδοαιθανίου (127), (0,162 g., 15°/0 περίσσεια) εντός με

θανόλης. Το διάλυμα συνεπυκνώθη προς άπομάκρυνσιν τής μεθσνόλης εις 

20 - 25° και τη προσθήκη όξεικοϋ αίθυλεστέρος άπεβλήθη ή ουσία, ή οποία 

παρελήφθη μετά φυγοκέντρησιν καί πλύσιμον δι' όξεικοϋ αίθυλεστέρος. 

'Ελήφθησαν 0,340«. (60%). Προς καθαρισμόν ή ουσία διελύθη εις 1 ml. 

διμεθυλοφορμαμιδίου καί κατεβυθίσθη δια 10 ml. όξεικοϋ αίθυλεστέρος. 

Μετά φυγοκέντρησιν καί ξήρανσιν ελήφθη ίζημα, το όποιον κατηργάσθη 

εν θερμω μέ 5 ml. όξεικοϋ αίθυλεστέρος. 'Ελήφθησαν 0,310 ». (55°/0), 

Σ. Τ. ασαφές 220-227°, μετά συρρίκνωσιν εις 165°. Το προϊόν τοϋτο έχρησι-

μοποιήθη περαιτέρω δια τήν παρασκευήν τής όξυτοκίνης. [α]^°=-76,8° (c 

0,5 διμεθυλοφορμαμίδιον). 

Δια. μικροανάλυσιν μία ποσότης διελύθη εις διμεθυλοφορμαμίδιον, κα

τεβυθίσθη δι' ύδατος καί μετά φυγοκέντρησιν, πλύσιμον δι' ακετόνης καί 

όξεικοϋ αίθυλεστέρος, διελύθη εκ νέου εις διμεθυλοφορμαμίδιον καί κατε

βυθίσθη δι' ακετόνης. Άνεκτήθη κατά 70°/0, Σ. Τ. 225-226° μετά συρ

ρίκνωσιν εις 175°, [α]^ =-78° (c 0,5 διμεθυλοφορμαμίδιον). 

Άνάλυσις. Δια C 5 1 H 7 2 N 1 2 0 1 4 S 2 : 

Ύπολ. C 53,67 Η 6,36 Ν 14,71 S 5,61 

Εύρεθ. C 53,32 Η 6,76 Ν 14,61 S 5,57 

ΌξυτοκΙνη. 

α) Ν-Καρβοβενζοξυ-οξυτοκίνη (0,266 g.) καλώς κονιοποιημένη, διελύθη 

εις 2 ml. 2,5 Ν προσφάτου καί ελευθέρου βρώμιου, διαλύματος ύδροβρω-
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μίου εντός όξεικοϋ οξέος. Μετά παραμονήν επί 40 λεπτά εις συνήθη θερμο-

κρασίαν, το διάλυμα προσετέθη εις ψυχρον ξηρόν αιθέρα. Ό αίθήρ άπε-

χύθη 4 φοράς και το 'ίζημα, μετά ξήρανσιν εις ξηραντήρα κενού υπεράνω 

Ρ 2 0 5 και ΚΟΗ, διελύθη εις 50 ml. της κάτω φάσεως μίγματος διαλυτικών, 

εις το όποιον εϊχον προστεθή όλίγαι σταγόνες 2 Ν αμμωνίας. Το χρησιμο-

ποιηθέν διφασικόν μίγμα διαλυτικών (128) περιεΐχεν 1 - βουτανόλην, 1-προ-

πανόλην και ΰδωρ περιέχον 0,5 °/0 όξεικόν οξύ και 0,1 °/0 πυριδίνην 

(6:1:8 V/V). Το διάλυμα του παρασκευάσματος (50 ml. ώς ανωτέρω και έτερα 

50 ml. προς εκπλυσιν της φιάλης) έτοποθετήθη εις τους 10 πρώτους σωλήνας 

εκ των 200, συσκευής κατανομής κατ' άντιρροήν Craig-Post δια της οποίας 

έγένοντο 400 μεταφοραί. Μετά 100, 200 και 400 μεταφοράς ελήφθησαν δια 

σύριγγος του ενός ml. δείγματα 0,2 ml. εκ της κάτω φάσεως εκάστου 

πέμπτου σωλήνος της συσκευής. Μετ' άνάπτυξιν χρώματος κατά τήν μέ-

Οοδον Polin - Lo wry (129) έμετρήθη ή οπτική πυκνότης είς 700 ηιμ εις 

χρωματόμετρον Coleman και ή καμπύλη κατανομής (βλ. σχ. 6) έσχεδιάσθη 

με τεταγμένος τήν άναγνωσθεϊσαν όπτικήν πυκνότητα τοϋ δείγματος και 

τετμημένας τον αριθμόν τοϋ σωλήνος τής συσκευής. 

Τά σημεία της θεωρητικής καμπύλης ύπελογίσθησαν (9) εκ του τύπου : 
- χ -

ψ=·Αε Β , όπου Β=2ηΚ/(Κ.-|-1)2, Α ή οπτική πυκνότης του μεγίστου "ίση 

προς 0,148 , εάν ώς μέγιστον ληφθή ό σωλήν υπ' άρ. 135, x ή διαφορά του 

αριθμού τοϋ σωλήνος του οποίου ή περιεκτικότης υπολογίζεται από του 

άριθμοϋ τοϋ σωλήνος τοϋ μεγίστου, π.χ. 5, 10, 15 κλπ., n ό αριθμός μετα

φορών ϊσος προς 400 και Κ ό συντελεστής κατανομής τής όξυτοκίνης ύπο-

135 
λογιζόμενος (βλ. σελ. 55) εκ τής σχέσεως : --—- - - •= 0,5. 

Μετά τήν έκτέλεσιν των 400 μεταφορών το περιεχόμενον των σωλήνων 

120-155 συνεκεντρώθη δια σύρριγγος και το προϊόν συνεπυκνώθη προς 

έκδίωξιν των οργανικών διαλυτικών είς συσκευήν ταχείας άποστάξεως 

(flash-evaporator) και είςύψηλόν κενόν 0,1-0,5 T o r r . Ή εξωτερική θερμο

κρασία του προς συμπύκνωσιν ύγροϋ δέν υπερέβη τους 15-18° C, ενώ ό 

ύποδοχεύς και δύο παγίδες προ τής αντλίας, έψύχοντο δια μίγματος ξηροϋ 

πάγου - ακετόνης. Προσετέθη ύδωρ 2 - 3 φοράς και συνεπυκνώθη εκ νέου. 

Έ κ τοϋ άπομείναντος ύδατικοϋ διαλύματος, τό ύδωρ άπεμακρύνθη δια λυο-

φιλοποιήσεως. Τοιουτοτρόπως ελήφθησαν 65 mg. όξυτοκίνης ύπό μορφήν 

λευκού, ελαφρότατου και ώς έκ τούτου ογκώδους ύλικοϋ. Προς πιστοποίησιν 

τής ταυτότητος τής όξυτοκίνης έγένετο, εκτός τοϋ βιολογικοϋ ελέγχου (βλ. 

Οεωρητικόν μέρος), έλεγχος δια των κάτωθι μεθόδων : 

Χρωματογραφία επί λεπτής στιβάδος (βλ. είσαγωγήν πειραματικού) 

και έμφάνισις δια νινυδρίνης, παραλλήλως προς δείγμα καθαρδς όξυτο-
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κίνης du Vigneaud (βλ. θεωρητικον) έδειξεν τα αυτά Rf , ήτοι : 

α) Εις το σύστημα ύπ' άρ. 1 έδειξε μίαν κηλίδα κιτρίνην, Rf 0,25. 

β) Εις τήν άνω φάσιν του συστήματος 1-βουτανόλη, όξεικον οξύ, ύδωρ 

(4:1:5) εδειξεν ομοίως μίαν κηλίδα, Rf 0,51, ενώ χρωματογραφία επί χάρτου 

Whatman No 4 εις το αυτό σύστημα έδειξε μίαν κηλίδα, Rf 0,18. 

Ήλεκτροφόρησις επί χάρτου Si hlcicher & Schüll 2043-Β, επίσης 

εν συγκρίσει και εις μίγμα μετά δείγματος όξυτοκίνης du Vigneaud, έδειξε 

μίαν λωρίδα προς τήν κάθοδον μετά έμφάνισιν δι' αντιδραστηρίου βρωμο-

φαινόλης - HgCl 2 (138). Ή ήλεκτροφόρησις έγένετο υπό τάς κάτωθι συν-

θήκας: 

α) Εις ρυθμιστικον διάλυμα όξεικου οξέος-πυριδίνης pH 5,6, 80 V έπί 

16 ώρας. 

β) Εις ρυθμιστικον διάλυμα όξεικοϋ όξέος-πυριδίνης pH 4, 300 V έπί 

4 οίρας καί 45 λεπτά. 

γ) Εις ρυθμιστικον διάλυμα γλυκίνης pH 9,25, 300 V, έπί 2 όίρας. 

Άνάλυσις αμινοξέων. Αϋτη έγένετο μετά ύδρόλυσιν δι' οξέος καί 

χρωματογραφίαν κατά δύο διαστάσεις, ώς περιγράφεται εις τήν είσαγωγήν 

του πειραματικού. Το αυτό αποτύπωμα (fingerprint) ώς προς τήν θέσιν, 

χρώμα καί εντασιν των κηλίδων τών αμινοξέων ελήφθη καί δι' ύδρολύσεως 

όξυτοκίνης du Vigneaud, ώς καί μίγματος ίσομοριακών ποσοτήτων τών 

συνιστώντων αμινοξέων. 

Ειδική στροφική ικανότης. Αυτή ευρέθη ϊση προς [α]^ = - 24,0° (e 0,5 

εις Ν οξεικον οξύ). Βιβλιογρ. : [ α ] ^ 5 = - 2 3 , 1 ° (e 0,51, Ν οξ. οξύ) (139)· 

Στοιχειακή άνάλυσις. Προς μικροανάλυσιν, ζυγισθεΐσα ποσότης όξυ

τοκίνης έξηράνθη εις 90 - 105° εις 0,1 Torr μέχρι σταθερού βάρους. 

'Απώλεια βάρους 6 %. 

Άνάλυσις. Δια C 4 3 H 6 6 N 1 2 O i 2 S 2 , CH 3COOH, Η 2 0 : 

Ύπολ. C 49,80 Η 6,68 Ν 15,48 

Εύρεθ. C 50,03 Η 6,73 Ν 15,44 

Χρωματογραφία κατανομής επί Sephadex. 

Έχρησιμοποιήθη στήλη' διαστάσεων 1,1 Χ 112 cm καί Sephadex G-25. 

Δια τήν έτοιμασίαν της στήλης ώς καί δια τήν χρωματογραφίαν της οξυ-

τοκίνης ήκολουθήθησαν αϊ όδηγίαι της βιβλιογραφίας (133). Ή στήλη 

' Ή στήλη αΰτη ώξ καί ετεραι, μεγαλυτέρων διαστάσεων, κατεσκευάσθησαν είς 
το ϋαλουργεΐον τοΰ Κέντρου Πυρηνικών Ερευνών «Δημόκριτοξ». 
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έπλύθη δια της κάτω φάσεως και έν συνεχεία δια της άνω φάσεως του συ

στήματος 1-βουτανόλη, βενζόλιον, πυριδίνη, 0,1 %, όξεικόν όξύ ( 6 : 2 : 

1:9 Y/V). Όξυτοκίνη (14 mg). άπομονωθεΐσα μετά κατανομήν κατ'άντιρ-

ροήν ώς ανωτέρω, διελύθη εις 1 ml. άνω φάσεως και έτοποθετήθη επί της 

στήλης· ή εκλουσις έγένετο επίσης δια της άνω φάσεως (133). Συνελέγησαν 

137 κλάσματα, 1,5 ml. εκαστον, δι'αύτομάτου μηχανικού συλλέκτου κλασμά-

των, Ή περιεκτικότης είς εκαστον δεύτερον κλάσμα προσδιωρίσθη ομοίως 

δια της μεθόδου Folin-Lowry. Έκ των προσδιορισμών τούτων προέκυψεν 

μία μόνον και συμμετρική καμπύλη (βλ. σχ. 8), έκ της οποίας ύπελογίσθη 

(134) το Rf τήςδξυτοκίνηςϊσον προς 0,27. [Βιβλιογρ. (133) : Rf 0,24, δια το 

αυτό σύστημα διαλυτικών και στήλη ν με παραπλήσιας διαστάσεις]. Έκτων 

κλασμάτων 65-85 άνεκτήθησαν 9,5mg. όξυτοκίνης. Τ' αποτελέσματα χρω

ματογραφίας επί λεπτής στιβάδος, ήλεκτροφορήσεως επί χάρτου και ανα

λύσεως αμινοξέων, ώς και ό βιολογικός έλεγχος (βλ. θεωρητικόν) έδειξαν 

δτι το προϊόν δέν μετεβλήθη. 

β) Ν-Καρβοβενζοξυ-οξυτοκεΐνη (0,154 mg.) κονιοποιημένη, διελύθη 

είς 2ml. 2,5 Ν προσφάτου και ελευθέρου βρώμιου, ύδροβρωμίου εντός όξει-

κοϋ οξέος. Μετά 30 λεπτά προσετέθη ψυχρός, ξηρός αίθήρ (100 ml.). Ό 

αίθήρ άπεχύθη επανειλημμένως καί το ύδροβρωμικόν άλας μετά ξήρανσιν 

υπό κενόν διελύθη είς 150 ml. ύδατος ελευθέρου αέρος, εις το όποιον προσε

τέθησαν όλίγαι σταγόνες 2 Ν αμμωνίας. Το pH έρυθμίσθη εις 6,9 δι' όξει-

κου οξέος καί δια του διαλύματος διεβιβάσθη ρεύμα αέρος μέσω πλυντρίδων 

θειικού οξέος, 25 % NaOH καί ύδατος. Ή όξείδωσις έσυνεχίσθη επί 5 

ώρας. Μετά μετατροπήν του pH εις 4 δι' όξεικοϋ οξέος, τό μίγμα συνεπυ-

κνώθη και υπεβλήθη είς κατανομήν κατ' άντιρροήν ώς εις τό (α). Έκ της κυ

ρίας καμπύλης ελήφθησαν μετά τήν έκτέλεσιν 388 μεταφορών καί έκ των 

σωλήνων 110-150, 30 mg. όξυτοκίνης. Τό παρασκεύασμα τούτο δεικνύει 

τήν αυτήν συμπεριφοράν ώς τό (α) είς χρωματογραφίαν επί λεπτής στιβάδος, 

ήλεκτροφόρησιν επί χάρτου, άνάλυσιν αμινοξέων, ώς καί άνάλογον βιολο-

γικήν δραστικότητα. 
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