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AMERIKAI EGYESULT ALLAMOK

A taidlmany tdrgya eljdrds bombesin/GRP antagonista
hatdsi anyagok el6dllitdsédra, amelyek természetesen eld-
fordulé bombesin/GRP szdrmazékok, és tiometilén vagy meti-
lén-szulfoxid kotést tartalmaznak két amindsav kozott a
karboxi termindlis végan. A taldlmdny szerint elddllitott
vegyilletek kompetitiven kotddnek a bombasin/GRP kotddési

helyekhez és antagonista hatdst fejtenek ki. A talglmdny



szerinti eljdrédssal el84llitott'alkalmasak rékos szove-

tek ndvekedésének kilondsen kis sejtG tidd és prosztata
karcinomdk ndvekedésének szabdlyozdsidra valamint emésztd-

i
rendszerd sav szekrécié szabdlyozdsdra, amely szekrécid
az emésztdrendszeri (nyel6cs&, gyomor és nyombél) fekélyek
2 Aly -

okozéja. A taldlmény szerinti peptid szdrmazékok(/ gydgysze-

részethbdn alkalmazhatok.
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A taldlmdny a 07/440,547 szdama, 1989. november 22-6n

benytGjtott Amerikai Eqyesiilt Allamokbeli szabacalmi bejelen-
ts folyiatdsa.

”

A taldlmany tdrgya clidras 63 mitosis dtic ¢s szokracid

gd4tls fondrjék elddallitasdra, amelyek a megfalold bhombesin

oot

¢s gaszirin kibocsdtd fehdrjck antagonistdi ¢o aikalna

o]

Ks

)

(1) kis sejtd tuds d¢s orosziata karcinomdk kialakuldsédnak
kezeldsdére és (2) gyemorsav kivélasztds czabdiyozdsdra, amely
a pepszin (nyeldcsivi, gyomor &s nyombdl) fokélyok okozoda,

illetve szimptémdja.

A Bombesin 14 amindsavbol alle fehérje, amclyet orede-

tiley o Bombing bombina héka birébtl izoldltak. A bombesin

sze¢leskirld hatdssal rendelkezd fchdrje, 6s példdul a Ggyomar
€5 hasnydlmirigy szokrécid mikidésdének aktivaloja, az idea-
rendszerre stimuldlé hatdst fejtl ki, a bBél izomseldiek izog-
clektromos ¢s Usszahi(gdsi kdéuzedgdt aktivaija, a veso vér-
aramot cobkkeati, a hypophysis hormon szokrociatl niveli 6o
navekoedest eltsegitsé hatdssal rendelkezik.
A gasztrin kiboeséta fehérje (GRP) eoy 27 amindséviel

4li¢ pepiid, amclyet késibb emlistkben izoléltak, ¢s kimutat-
i, nogy 8 bombesin fehérjdvel 2zonos karboxil-tormindlis

chységgel rendslkezik, valamint azzal analdg jellomzikkel

o

rontdelkezik. Ezen tdimenden a gaszirin kKibocsdto fohéric és

L

e

a sezerkezotileg hasonld bombesin koapetitiven kKotodik a kis



s8jti tiidd karcindma sejtek (SCLC) és a prosztata belhéam
scjtek nagy affinitdsd receptoraihoz. Ezekhez a nivekedési
faktorokhoz valé kiotodés mérhetd (3H)~timidin felvételt és

clonusos nilvekedést okoz.

Szamos vizsgdlatban alkalmaztak sejtndvekedési faktoro-
kat rakos sejtck nivekedésében olyan médon, hogy a nivekedé-
si faktor receptorokat aktivdlték. Ebben a vonatkozdsban s
bombesin/GRP és a receptor aktivdlés mds, j6l1 ismert niveke-
dési faktorokkal és daganatképzokkel van Bsszefiiggésben.
Széleskird kutatdsokat folytattak, hogy kifcjlesszenek kom-
petitiv bombesin receptor antagonistdkat, amelyek mitosis el-
lenes szerként alkalmazhaték, mivel felfedezték, hogy ezek a
peptidek a bombesin illetve a GRP mint potencidlis nivekedé-
si faktor hatnak kis sejtG emberi tiid6 karcindma, és lehetsé~
gesen prosztata karcindma rendszerekben. A kutatdsokat als-
tamasztottdk azok a kisérletek, amclyekben anti-bombesin mono-
kléoos antitesteket alkalmaztak abbél a célbcél, hogy megaka-
dédlyozzdk receptoruk kitédését és mitocisos vdlaszt hozzanak
létre. A kisérletekben, amelyekben SCLC sejtekban in vitro
és sdrgédsbarna egerek beiiltetett sziéveteiban in vivo monokldn
antipeptid antitesteket alkalmaztak, klénos ndvekedés inhibi-
dl4st tapasztaltak. A mitosisos vdlasz a ligandum-recaptor
komplex 4ltal sejten beliil 1létrehozott Jelképzd anyag terme-
léssel indul. A GRP/bnmbesin esetében ez egy G-fchérje akti-
vdldsat jelenti, amely ezt kiivetden a foszfolipdz C (PLC) en-
zimet aktivdlja. A PLC enzim a foszfatidil-inozitol-foszfédtot



(P1) inozitol-i,4,5,-irifoszidtia (EPB) eés diacil-giicersl-
L& (GAG) alakitja. Feitetelezik, hogy az 1P, ¢s a UAG a GRP/

bombesin receptor rendszer aktivdldsahoz sziksdéges scjten

Belull jeizd anyagok.

Hiutdn az OULL sejtekben kimutaitdik a bombosin/GRP

sejt receptorok jelenletet, iiyen poceptorokat taldliak a
humdn prosztata scjtekbeon is. Késibii kutatdsox kimutattdk
10 viiro bombasin/GaP antitost alkalmazdssal, bhogy a boabo-
sin/GRP ndvekedési hatdst ‘03t ki a prosztata hamscjiekben.
Ezen tdimenden sejtburjdnzdsi kisérlotek PL3 (emberi prosz-
tata karcindma scojt) és PMU23 (III Sliapotd prosztata Kar-
cindma clsiulepes tenyészetbil vett hamsejt) esotdben ki-
mutattak, nogy samoesin/GRP dezisfugph a nhvekedési giebo.
Ez az adat azt suiatja, hogy a prosztata mirigyen belil auto-
crin vagy paracrin rdkes sejt ndvekedés gyorsités lehet je-
len. Ennélfogva a GRP/bombesin hatdsdnak megszakitdsa alkal-
mas lohet prosztata rakos megbetencdések kifejlidésénok ke-
zeclescre olyan csciekben, abol czok a fakiorok autocrin vagy

paracrin mitosisos hatdanyagkdént szercpelnok.

A bombecsin ¢€s a GRP tovabbs tumor ¢s hasnydimirigy
szekrceliot indukdls hatdssal is rendeikezik, 6s kimutathatd
teclithetu roceptorokkal rendelkezik hasnydlmirigy (B-scj-
tea) &és bél (C-sejtek) crodetid sejicken. Ennélfogva az i-
lyen recoptorok antagonista snyanai alkalmazhatok gyomor-

ickélyas meguetegeddsek ¢s bél, valamint hasnydlmirigy be-



tegseyek koezelésére, valamint czen szovetek mirigyrakos

megbetegeddéseinek kozelésdre.

ARz anti-bombesin/GRP antitestekkel végzett kisérletek
ahhoz a hipotézishez vezettek, hogy lehetséges a bombesin/
GRP autocrin nivekedesi ciklusdnak megszak{tasa iervezett
fehérje roceptor antagonistdk alkalmazdsdval. Ennek felfe-
dezesdtil kezdldden szdmos tipusi bombesin antagonistiat
friak ie. Ezeket az antagonista anyagokat a természetre
szekvancia tipusdval €s szubsziituenseinek helyzetével jel-
lemzik. A korai idiszakban kidolgnzoit antagonistdk alacscny
hatdsossdggal rendclkeztek, nem voltak specifikusak d4s toxi-
kucak voltak, amely tulajdonsdgaik tudomdnyos és terépiss

alkalmazdsukban nagy nehézsdget jelcntettek.

Az utéhbbi években végzett kisérletek slsdscrban a fe-
hérjék karboxil-veégcsonortjainak (C-végesonort) médos{té-
s4% céloztdk meg ebbcél a c€lbdl, hogy a roceptor kiicsdnha-
idst megakatélyozzdk és czémes, kiiliinbizd tipusié C-véncso-
port mocdositott arnslogot Kidolgoztak. £zek az analdgok pél-
daul D-amindsavakat, nem-peptid t{pusd kitéseket (Y(CHQNH))
amidokat és ¢szter médosf{tott v4ltozatokat tartalmaztak.
Ezek a midosigasock azt eredményezték, hogy bizonyos pupti-
gex javitott jellemzOket mutattek.

Jelen feltaldlok kidolgoztak és elGallftottak egy li-

nedris peptid analégot a természeotes bombesinre, amely ana-



XYY}

1dg a 13 ¢35 14 amindsavak kdzdtt nem pentid tipusid kitést
tactalmaz, amely kités ticmetilén-csoport tartalmd
(W(CHZS)) abbsl a célbél, hogy a kités konformdciGs
flexibilitdss mecgndveked}dk, és snnélfogva a peptid teljes
konformdciés floxibilitdsa ndvekedjen. A feltaldlcék tovéb-
bd elSallitottak clyan peptidskzt, amelysk a megfeleld
metilén-szulfoxid-zscportot tartalimazték 6*(CH28(G)))

« . .y €3 2zex e15411itdsst a tiomstilén-vegyiiletek
meggeleld oxidécidjédval végeziék. A tiometilén-csecport
metilén-szulfoxid csoportté tirtént oriddciélia kit izomert
ercogmcniyez., A feltaldldk fizikei médszerekkel clvdlasztot-
ték & metilén-szulfoxid fzomercket, amelyeket (*(CNZS(O))I)
es (Yoh,s(0))™F) seltel jeloltek, és ezoket megfelelt ki-
sérletckben teszivizsgdlatnal: vetették alsd. Jelen feltals-
16k kimutattidk, hogy a bombesin tiometilénvanaldgok és me-
tilén-szulfoxid analdgok in vitro antegonistsi a természe-
tus nolckuidnek és (1) a receptor kétsdéshben kompe*itfv in-
hibiterkeént hatnak, valamint (2) a nasztrin kibocs4id pep-
1id bioldgial hatédsdra antagonista hatdst fejtenek ki, A
taldlmdny szerinti paptid antagonista anyagok potconcidlisan
JelentiGs mitosis ellenns és/vangy szek#dcié ellenes aktivi-
tdssal rendelkeznek, és enndlfogva tudomdnyos ¢s tordpids
vonatkozdsban rdkterdpidban, illetve fekélyek kezeléséhen
alkalmazhatdk. Ezen tdlmenfen a molekuldban a tiometilén-
csoport vagy a metilén-szulfoxid csoport jelenléte megni-

velt hatdsossdgot és megntvelt hatdsidOt eredményezhet.



A talédlmény tdrgya eljdrds az alabbi dltalédnos képle-

ti peptid szérmazékok vagy gyopyszerészetileg eifogadnaté

s6ik elddllitéséra

X'“‘Al"‘z"‘z"‘a"‘5“‘5"‘7‘“8"‘9'“10““11"‘12""‘13’\) ~A14-C-Y

Ahol az dltaldnos képletben

X

Jeleniese aminu-terminélis wmaradek, amcly lehet
hidrogenatom, cgy vagy Ket i-10 szenatumnszamd
alkilcsoport, egy vagy k&t 2-1i0 sziénatomszdmi
acil-csoport, karbobenziloxi- i . vagy t-bu-
itiluxi-karbonil-cscgort; hacsak ay aminc-termi-
naiis amindsdv nem valamely ciklikus szdrmazék,
amely esetoen X jeleatiése clhagyoies

jeluniése bumbcsin,ﬁﬁ? vagy czek béimely tormé-
sZeves varidnsa, ilietve szukvencia reszietiik
varidnsa gy koités vagy egy 1-11 baracly aminG-
sav maradékot tarialmazd peptid; hacsak a termi-
ndlis aminvsav aem cixlikus szdramazélk, aaely e-
setdben N jelentése albagystt;

jelentése Glp, vapy alkalmas savas higrofil ma-
radéic;

Jelentdése Gln, alkalmas semlegas vagy hidrofdbd
maradek, hle,X -amina-buténsav, sSubPhe, BNap,

vagy agy koteés;
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jelentése Arg, aikalmas bD8zisos hidrofil mara-
uék, vagy ogy kitess

Jelentese Lou, vagy Az Jelentésevol megenyezos
jelontese Giy, A2 Jelentésevel megegyczt, U-Alag
jelentaso Asn, AZ jelentésevel megegyezio, 0-Ala,
pelu, Lys, Lys(Z), SubfPhe, vagy UPne;

jeicntése 6Gin, His, atkalmas scaleges hicro-
fob vagy b4ziBus nidrofil maradéx, Nap, d=-Higs,
Nedis, His(T-we), dis(W-ve), D-Glu(uie), U-Cip,
u~Lau; MeLeu, U-rPnc, vagy clug

jelentése Trp valameliy aikalmas scamloges mara-
dak vagy #ect, vielrp, 3ubrhe, Lys, cha, vagy

Lys(z(zul));

A9 Jjolentése Als, Az Jelentésdvael megegyczi, MeAla,

AIU

A

12

Aib, D-Phe, L¥Nal, Arg, vagy Glu;

jelentése val, AZ Jelenittsevel mogogyczi, Meval,
Inr(aﬁan), vagy JdL-Flg;

jelentése o6ly, alkalmas scoleges maracok, PRI,
Jy~-2nc, Sar, U-Ala, o-Sor, G-dc:(SﬂZPh), SubPrhag,
d-¢¥ro, O-Lys, Asp, d-Arg, O-Lys(Z{zCl)), 3330,
Ac5c, vagy Acﬁc;

Jelent¢se His, aikalwes scmicnes vaygy uvdzikus
nigroiii maraudk, Tyr, U-Phe, pduuPhae, His,
Horis, dis(T-Me), das(n-Mslti), O-pcf, Alb,

Anx, Ape, Gin, Lys, Lys(Z), Ser, Ser(ﬁnzPh),

e, Glu, Asp, Asp(UBut), vagy N-ilaij



asse
.

AlB Jelenteése Leu, Fhe, aikalmss hidrofdh vany
semleges naradék, Ahx, MeAhx, Apnc, Mebpe,
D-Leu, Me-Leu, Melle, MeVal, vaghyClu;
Jelentése ax A13aa Al&aa Cipoptidet meg-
hatdrozd Kiélés, ahnl  Jelentése (CH:S),
CoHyseey, Yeow,sonT as Yo soytT,
ahicl Alsaa &4 Alaaa Jelentése o szubsztitu~
8l6 smindssvek;

14 Jelentdse Leu, Met, Nlg, slkeinas hidroféb
vagy senleges muradék, A, McAhx . Ape, MeApe,
B-leu, Mel.eu, Melle, HMeVal, vagy Glug;

€ Jelantédze honhesin. GRY, vapy ezek természe-

Tas varldnsa 1lletve szokvencia részlate,
egy kiitfs, vagy 1-171 “Hdrmoly omindsay maradé-
koi tartalmazd peptid; és

¥ Julentdse karboxlil-termindlis maradék. amely

ishat hidesoxilesaport, 1-8 szénatomszdmd
alkoxl-észigr-asopart, tarhoxamid-csaport,
noane vagy 2i- 1-4 szdnatorszdmd alkil-amid-
coupurt, 1-4 szénatomszdmt al%il-enin-csoport,

1-4 szénatomszémi ticalkil-étar-csonort.

A taldlmény szerinti eljdrés és anyagok lefrdsdéban az
aldbbi szokdsos rividitéseket slkalmazzuk; (1) amindsavak
és ezek hdrombetlis kddjai, (2) modosftott és nem szokdsos

amindésavak, 4s (3) tormindlis amind és karboxil szubsztitu-



enssk.

(1): Amindsavak és hdrombetiis kédjuk

L-AMINOSAVAK

Ala - alanin

Arg - arginin

Asn - aaparagin
Cys - cistein

Gly - glicin

Glu ~ glutaminsav
Val - valin

Gln - glutamin
His - hisztidin
Ile - izoleucin
Leu - leucin

Lys ~ 1lizin

Phe - fenilalanin
Met - metionin
Pro ~ prolin

Ser -&erin

Thr - treonin

Trp - triptofén

Tyr - tirozin

- 10 -



(2): Mddosftott és__ nem szokisos amindsavsk

Acic
AcSc

Acéc

D-A;a
0-Arg
D-Asn
D-Cys
B-Glu
D-val
D-Gln
D-His
D-1Ile
D-Leu
D-Lys
0-Phe
D-Mat
b0~Pro
D-Sar
D-Thr
D-Trp
D-Tyr

Asp(0tBu)

Aba

- -
--------

- 11 -

D-AMINGSAVAK

- D~-alanin

D-arginin

D-aszparaginsav

O-cisztein

t

O-glutaminsav

D-vaiin

D-glutamin
--D-hisztidin
- O-izoleucin
- D-loucin

- O-1lisin

- D-fenilalanin
- D-metionin
~ D-prolin

- D-szerin

- D-treonin

~ D-triptofén

-~ D=-tirozin

l-amino-l1l~-ciklopropédn-~-karbonsav

]

l-amino-1-ciklopentdn-karbonsav

l-amino-l-ciklohexdn-karbonsav

i

0-t-butil-aszparaginsav

¥-amino-butédnsav



Ahx

Ape

Cha

Chg

Cin

Osh
OhCin
Hse
Mis(T(-Me)
Mis(7V-Me)
Hyp

pGlu
Glu(Ome)
I-Tyr

Lys(Z)
Lys(zZCl)
Melys
Meleu
MeHis
MeTrp
MeAla
MeVal
MeAhx
MeApe
Melle

t

(28)~2-amino-hexénsav (norleucin)
(28)-2-amino-psntdnsav (norvalin)
ciklohexil-alanin
ciklohexil-glicin
cinnamoil-csoport
(2,3-dietil-guanidino)-homoarginin
3,4-dihidro~-cinnamoil-csoport
homgszerin-lakton

N -metil-hisztidin

N' -metil-hisztidin
hidroxi-prolin

pirogluteminsav
gamme-matil-D-glutaminsav
3-36d-tirozin, 5-jdd-tirozin, 3,5-
digd-tirozin
benzidoxi-karboniil-lizin
p-klér-benziloxi-lizin
N-metil-lizin

N-metil-leucin

N-matil-hisztidin
N-matil-triptofdn

N-metil-alanin

N-metil-valin
N-metil-(2S)-2-amino-hexénsav
N-metil-(28)-2-amino-pentdnsav

N-metil-izoleucin



MePhe
MePgl
Npa
OhPro
Nle

Grn

Pip

Pbs
pPSubPhe

Pgl
Ser(CH,Ph)
Sar

SubPhe

Tha
Thr(CH,Ph)
Tep(CH,Ph)
Tig

- 13 -

N-metil-fenilalanin
N-metil-fenilglicin

%-nsftil-alanin

3,4-dihidro-prolin

norleucin

ornitin

pipekoléat

p-amino-fenil-butdnsav

para szubsztituélt fenilalanin,
pClPhe - p-klér-fenilalanin, pBrPhe -
p-brém-fenilalenin, pFlPhe - p-fludr-
fenilalanin, pNOZPhe ~ p-nitro-fenil-
alanin, pOHPhe - p-hidroxi-tenil-
alanin

fenilglicin

benzil-szerin

szarkozin (N-petil-glicin)

orto-, meta-, vagy para-, mono- vagy
di- szubsztitudlt fenil-alanin
f-(2-tien11)-alanin

benzil-treonin

benzil-triptofdn
Tetrahidro-izokinolin-3-karboxildt



- 14 -

(3): Aming- és karboxi- terminélis sav
gzubsztituensak

Ac ~- acetil-csoport
Azt - azetidin-2-karboxildt-csoport
Cin - cinnamoil-csoport

DhCin - 3,4-dihidro-cinnamoil-cscport

Glt - glutaril-csoport

Mal - maleil-csopott

Osc - B-amino-oktdnsav

Gct - -oktén

Suc - szukcinil-csoport

Glt - gluteri-csoport

Tfa - trifluér-acetil-csoport
# ~ C~termindlis smid-csoport

Az aldbbiakban lefrjuk az ismert természetesen elf-

fordulé GRO 63 BOMBESIN amindsav szekvencia vasridcicdkat:

GRP £S5 BOMBESIN AMINOSAV SZEKVENCIA VARIACIOK

GRP:

1 5 10 15
Val Pro Leu Pro Ala Gly Gly Gly Thr Val Leu Thr Lys Met Tyr
Ala Val Ser Val Gln Ser Pro Ala Ala Ila Thr

Gln Pro Asp
Gly
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20 25
Pro Arg Gly Asn His Trp Ala Val Gly His Leu Met-NH2 (Humén)

Ser
BOMBESIN:
1 5 10
PGlu Gln Arg Leu Gly Asn Gln Trp Als Vel Gly His Leu Met-NHz
, (Humén)
LITORIN:
1 S 10

P6lu Gln Trp Ala Val Gly His Phe Met-NHz

ming és mé Kk

A szokdsos lefrdsnak megfelelfen a peptideket dgy
dabrézol juk, hogy az amino-termindlis amindsav a bsloldalon,
és a karboxi-termindlis amindsav a .. jobb oldalon taldlha-

té az emindsav lénchan.

A termédszetben elSforduls amindsavak a glicin kivé-
telével kirélis szénatomot tartalmaznak. Hacsak mésképp
nem jelezziik, az optimailag aktiv sminésavakat & lofrds-
ban L-konfigurécisban értjik. Példdul az A1 vagy Au
csoportokkal jelzett amindssvak bérmelyike D- vagy L-



konfigurdéciéjd lehet. Ezen tilmenSen s leirdsbas bele-
értend6, hogy s tiometilén-csoport oxlddcidia utén a
metilén-szulfoxid-csoport két peptid izomer el6511{tdsdt
teszi lehetSvé, amslyeket (V(CHZS(O))I) és
(W(CHZS(D))II) Jeldléssel adunk meg. Ezen tdlmonBen e
lefrdaba beleértends, hogy ezek az izomerek elvdlasztha-
tok és abszolut konfigurécidjuk meghatérozhats. A
Y(cH,5(0)) jelo1és alatt a lefrdsban s két izomert ert-
Jik vagy egyltt, vegy elvdlasztva.

Az alkilcsoport és az alkoxi-csoport alkilcsoportja
lehet sgysnes vagy elégezé, illetve ciklusos szénléncy
csoport, mint példdul metilcsoport, etilcsoport, propil-
csoport, 1zoporopil-csoport, butil-csoport, izobutil-cso-
port, t-butil-csoport, pentil-csoport, izopentil-csoport,
szek-pentil-csoport, ciklopentil-csoport, hexil-csoport,
izohexil-csoport, ciklohexil-csoport és ciklopentil-metil-
csoport, heptil-csoport, oktil-csoport(Oct), 8-amino-oktdn-
sav-csoport(0ac). A 2-10 szénatomszdmd acil-csoport lehet
egyenes vagy eldgazd szénldncd, illaetve ciklusos, telitett
vagy telitetlen acil-csoport, amely 1 vagy 2 karbonil-
csoportot tartalmszhet. Ilyen csoport lehet példdul acetil-
csoport(Ac), azetidin-2-karboxildt-csoport(Azt), benzoil-
csoport, szukcinil-csoport, cinnamoil-csoport(Cin),
3,4-dihidro-cinnamoil-csoport(DhCin), maleil-csoport(Mal),
és glutaril-csoport (Glt). Mind ez elkilcaoportok, mind

@z acil-csoportok leshetnek olyan csoportok, amelyek halo-
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génatom szubsztituenseket tartelmasznak, shol a halogén-
atom lehet fludraetom, klératom, brématom vagy Jjdédatom.

Példdul ilyen csoport lehst a trifludr-acetil-csoport
(Tta). Az N-terminélis amindsav maradék ciklusos szdér-
mazéka lehat példdul piroglutaminsav (pGlu) és homo-

szerin-lakton (Hse).

A "bdrmely amindsav" elnevezés alatt nem bdrmely
karbonsavat értink, amely amindcsoport szubsztituenst
tartalmaz, hanem olyan amindésavakat értiink, amelyekst 41-
taldban polipeptid szdrmazékok elfdllitésében alkelmaznak,
8zaz természatesen el8fordulé amindsavakat, valsmint mds,
nem fehérje tipusi«-aminésavakat értink, mely utébbiakat
szokdsosan 8 peptid kémidban alkslmaznak természetes pep-
tidek szintetikus analégjainak alSdllftdséban. A természe-
tesen elGforduld amindsavak glicin, az alenin, 8 valin, e
leucin, az izoleucin, a szerin, @ metionin, a t-eonin, a
fenilalenin, a tirozin, a triptofén, a cisztein, a prolin,
8 hisztidin, az aszperaginsav, az aszparagin, a glut‘min-
sav, a glutemin, 8z arginin, az ornitin és e lizin. Az
elnevezésbe tovdbbs beledrtjik a természetesen el6forduld
aminésavak ¢ ° D-izomerjeit; a D-alanint, a D-valint, a
D-leucint, a D-izoleucint, a D-szerint, a D-metionint, a
O-treonint, e D-fenilalanint, a D-tirozint, a D-tripto-
tént, a D-ciszteint, a D-prolint, a D-hisztidint, a D-
aszparsginsavat, a D-aszparagint, D-glutaminsavat, @

O-glutamint, a D-arginint. Az elnevezésbe tovébbd bele-



értiik a nem fehérje tipusid W-amindsavskat, mint pél-
ddul az l-smino-l~ciklopropén-karbonsavat (Ac3c), ez
l-amino-l-ciklopentdn-karbonsavat (AcS5c), az l-amino-
l-ciklohexdn-karbonsevat (Acéc), ez O-t-butil-eszpera-
pinsavat (Asp(0tBu)), az X-smino-buténsavat (Aba), a
(25)-2-amino-hexdnsavat (Nérleucint) (Ahx vagy Nle),

a (28)-2-amino-penténsavat (nérvalint) (Ape), az

N -metil-hisztidint (Mis(¥-Me)), sz N -metil-hisztidint
(Mis({-Me)), az N-metil-lizint (Melys), az N-metil-
leucint (MelLeu), az N-metil-hisztidint (MeHis), az
N-metil-triptofdnt (MeTrp), ez N-metil-slanint (MeAls),
a8z N-metil-valint (Meval), ez N-metil-(25)-2-amino-
hexédnsavat (MeAhx), az N-wmetil-(28)-2-amino-pentdn-
savat (MeApe), az N-metil-izoleucint (Mslle), az N-
metil-fenil-glanint (MePhe), az N-metil-fenil-glicint
(MePgl), & £ -(2-tienil)-alanint (Thae), & benzil-tre-
onint (Thr(cuzPh)). a banzil-triptolént (Trp(cuzPH)),
8 ndérleucint, a ndrvalint, az allo-izoleucint, a homo-
arginint, a tieprolint, & dihidroprolint, a hidroxi-
prolint (Hyp), a homoszerint, a ciklohexil-glicint
(Chg), ez f"-amino-huttnuvat (Aba), a ciklohexil-
alanint (Cha), az smino-fenil-buténsavaet (Pba), a
mono- vagy diszubsztitudlt orto, meta vagy pars hely-
zetben szubsztituélt fenil-slamineket, mint példdul e
psras helyzetbon szubsztituélt fenil-alanint (PSubPhe)
és a p-klér-tfenil-alanint, e t-smino-fenil-alanint és

p-nitro-fenil-alanint (pNPhe), vagy & fenilcsoporton
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egy vagy két sldbbl szubsztituenst tartalmazd fenil-
alaninokat, amely szubsztituensek lehetnek 1-4 szén-
atomszdmi alkilcsoport, 1~-4 szénatomszémd alkoxi-éso—
port, halogénstom vagy nitrocsoport, vegy a metilén-
dioxi-csoporttal szubsztituslt fenil alaninokat. A

f-2 ¢s 3-tienil-alenint a F-2- ¢s a 3-furenil-slanint,
8 {-2-, 3-, és 4-piridil-alani.nt, a -$~(benzutianil—
2- és 3-il)-alanint, 8 F-(1- és 2-naftil)-alanint
(Npa), az 0-alkilezett szerin , treonin vagy triozin
szdrmazdékokat, a glutaminsav dés aszparaginsav metil-
éasztereket, az S-alkilezett ciszteint, a tirozin 0-szul-
fét észtert dés a halogénezett tirozinokat, mint példéul
a8 3-)dd-tirozint, az 5-)6d-tirozint és a 3,5-dijéd-
tirozint.

A “bombesin vagy GRP vagy ezek természetes vari-
dnsai” elnsvezés alatt a bombesin vagy GRP termdszete-

sen eldfordulé amindsav szekvencidjét értjiik.

A bombesin és a GRP vonatkozdséban az "ezek rdsz-
letei” slnevezés alatt a GRP a bombaesin vagy varidnsa-

ik 1-11 aminésav vagy hasszabb szekvencidjat értjiik.

Az L -aminésavakat bizonyos Jellemz8k alapjén cso-
portosithatjuk. Az oldalléncok két jellemz6 tula)don-

sdggal rendelkeznek: poldrosak vagy nem polérossk lehet-
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nek. A nem poldros amindsavak azok, amelyek hidro-
£6b oldalldnccal rendelkeznek, amelyek lehatnak aliféds
szénhidrogén oldalldncok tartalmazé amindsavak: Gly,
Ala, Val, Leu, lle, Nle;‘Pro és aromds csoportot tar-
talmazé smindsavak Phe és Trp, valamint bszauddszén-
hidrogén csoportot tartalmazdé smindsavak, Met. A pold-
ros aminésavak hérom csoportba oszthaték: (1) Savas
hidroféb csoportok, (2) semleges csoportok és (3) bé4-
2zikus hidroféb csoportok. A semleges tipusd amindésavaek
lehetnek hidroxilcsocportot tartalmazék, mint példédul
Ser dés Thr; amidok, mint példéul Asn és Gln; aromds
gylrGt tartalmazé amindsavak, mint példdul Tyr és Trpg
szulfhidril-csoportot tartslmazé amindsavak, mint pél-
ddul Cys, és kis szerkezetli amindsavak, mint példdul
Als és Gly. A poldros csoportban taldlhatunk "savas hid-
rofil" maradékokat, amelyek lehetnek aszparaginsavak,
glutaminsav ds tirozin, valamint "bdzikus hidrofil" ma-
radédkokat, mint példdul His, Lys és Arg.

Az "1-11 bdrmely smindésavat tartelmazé peptid-
csoport® elnevezés eslatt azt értjik, hogy az amindsav
szekvencidt a mag amindésav egység (“2"A14) akdr amino-
vagy karboxi- végcsoportjdhoz csatolva alkalmazzuk,

igy, hogy a vegyllet megbrzi alapvetd hatdsossdgét.
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Y Jelentéss olyan kémial csoport, amely alkalmazhaté
2 termindlis amindsav helyettesitésérec vagy modositédsdra.
Ennélfogva Y Jelentése lshet karboxamid-csoport, aslkoxi-
észter-csoport, alkilamid-csoport, alkilamin-csoport vagy

tiocalkil-éter-csoport.

A taldlmény szerinti (1) éltalédnos képletG polipep-
tidek bdrmely nem toxikus szerves vagy szervetlen savval
gyodgyszerészetileg elfogadhaté sdét képezhaetnek. Példéul
alkalmazhatd szervetlen savak sGképzésre lehetnek sé-
sav, a hidrogénbromid, a kénsav, a foszforsav és a savas
kénsck, mint példdul a nétriummonohidrogénortofoszfdt
68 a8 kdliumhidragénszulfdt. Alkelmazhaté szerves savak,
amelyek alkalmas sét képeznek lehetnek mono- di- és tri-
karbonsavak. Ilyen savek pdldéul az ecetsav, a glikolsav,
a8 tejsav, a pirosz6losav, a malomsav, a borkGsav, a
glutdrsav, a fumdrsav, az almasav, a borostyédnksisav, a
cltromsav, az aszkorbinsav, a maleinsav, a hidroxi-
maleinsav, a benzoesav, a hidroxi-benzoesav, a fenil-
ecetsav, a fahéjsav, a szalicileav, a 2-fenoxi-benzoe-
sav ¢és a szulfonsavak, mint példdul a metdnszulfonsav és
8 2-hidroxi-eténszulfonsav. A karboxi-terminéiis aminG-
sav s6i lehetnek nem toxikus karbonsav sdék, smelyeket
barmely alkalmas szervetlen vagy szerves bdzissal képez-
hetiink. Ilyen sék lehetnek példdul alkélifémsék‘ mint
példdul ndtrium és kdliumsés alkdli fEldfém sék, mint
példdul kdlcium és magnézium sdk; kidnnyGfém sék, amely



ooooo

..22 -

fémek a IIIA csoporthoz tartoznak, mint példdul aluminium-
863 és szerves elsfrendl, misodrendld vagy harmadrendi
aminokkal képzett sdék, mint példdul trislkil-aminokkal
kdpzett sék, példdul trietileminnal, prokainnel, dibenzil-
aminnsl, l-eténeaminnal, N,N'-dibenzil-etilén-diaminnal,
dihidro-abietilaminnel, N-kis szénatomszdmi alkil-piperi-
dinnel és bédrmely méds, alkalmas aminnal képzett sdk.

A szokdsos peptid kémidban slkalmazott nevezéktan
szerint amennyiben példéul az A13—\|)-A14 olyan vegyiiletst
Jelent, amelyben az A3 maredék ds az A, meradék egyarént
Leu, és ezt egy redukdlt tiometilén-kiotés kapcsolja tdssze,
a Phe (CHZS)Leu Jeldléssel jJelélhetjiik. Ez a jeltlés ki~
fejezi, hogy az utolsdeldtti Phe egység karbonilcsoportja
tiometilén-csoporttd redukdlt. Az (1) dltaldnos képlets
peptid szérmazékok el6dllftési el jérésdt, smelyekben Y je-
lentése -~ CH,S5- csoport, azaz a vegyiletek a “’(8"25) t{pu-
si vegyiiletek, Spatola és Darlak, Tetrahedron Letters, 44
(3), 821-33 (1988) kbzleményiikben lefrtdk. Mds, jelen ta-
ldlmdny szerinti peptidszérmezékok lefréddra alkalmazott
metilén~-szulfoxid elnevezés q)(E‘.N.‘,{-’»(Dl) megtaldlhaté Edward
é3 Spatole Journal of Liquid Chromatography, 915, 903-919
(1986) kozleményében. Ezen tulmenben e tiometilén-csoport
metilén-szulfoxid csoporttd torténs oxiddcidja utdn két me~‘
tilén-szulfoxid-peptid-izomer 16tezik, amelyeket
(Y enyscon?y as ¢ Y(cH,5¢0))11) sels16sse1 Kultnboztetunk
meg. A leirdsba beleértends, hogy ezek ez izomersk izo0lél-
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haték és abszolit konfigurdcidjuk meghatdrozhatd. A le-
frésban alkelmazott Y(CH,S(0)) jelslés mindkét 1zomer
egylttes vagy elvdlasztott jelenldtét jeliili. A
(W)(CHZS(O))I) és a (Y)(CHZS(O))II) izomerek sorrendben
5.40 perc és 6.28 perc retencids id6vel rendelksznek,
€18 vydac analitikail oszlopon végzett (4.6 mmID x 25 cm,
5 mikron C18) végzett elvélasztds sorsn, amely elvdlasz-
tdsban az dramldsi sebesség 2 ml/perc és az elueﬁs
25-75% acetonitril/viz linedris gradiens keverék, amely

0.1% trifludrecetsavat tartalmez, valamint az eldcidt

25 percig hajtjuk végre.

A taldlmdny szerinti peptid szdérmazékok Bombesin/
GRP antaponiste hatdsdt kimutathatjuk azdltsl, hogy e-
zek a peptidek kompetitiv ktitddést mutatnak radidaktiv
jédozott bombesin/GRP anyagokkal szemben emlds bombesin/
GRP receptorok esetdben, amely tulajdonsdgukat Buck és
munkatdrsal, Science 226: 987-989, 1984 kitizleményében
lefrt eljdrdssal hatdrozhatjuk meg. A tsldlmény szerin-

ti vegylletek bombesin/GRP indukdlt foszfatidil-inozi-
tol felvételt stimuldld vagy inhibidlé hatdsdt Bristow

és munkatdrsai British J. Pharmacol. 90: 211-21, 1987
kbzleményében leirt eljdrdssal hatdrozhatjuk meg.

A taldlmény szerinti vegyilletek kidziil bizonyos ve-
gyfiletek kiiltntsen elbnyids tulajdonsdgaik. A feltaldlok
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szerint az (1) 4ltaldnos képletd vegyiiletek kbizil el8-
nylisek az alébbiak:

Elﬁnps peptid szdrmazékok a
X-N-A ~Ay-Ay-Ay-Ag-Ag-Aq-Ag=-Ag-Ay g-Ay 1 -Ay o-A) 3= Y ~Ayq-C-Y

dltaldnos kédpletl vegyiiletek vagy ezek gyégyszerészetileg
elfogadhatd s6i, shol az dltaldnos képletben

X Jelentése amino-termindlis maradék, amalyylehat
hidrogénatom, egy vagy két 1-10 szén-
atomazdmi elkilcsoport, egy vagy két
2-10 szénstomszdmi ascil-csoport, karbo-
benziloxi-karbonil csoport, vagy t-butil-
oxi-karbonil csoporty hacsek az smino-
tarmindlis amindsav nem ciklusos szérme-

26k, amely ssetben X Jjslentése elhagyotts

N jelentése Bombesin, GRP vagy ezek természetes va-
ridnsainak szekvencidja, vagy szekvencia
részlete, egy kiités vagy 1-11 bérmely
AMInésavat tarialmezd peptid egység;
hacsak a termindlis amindsav nem ciklusos
szdrmazék, amely esetben N jelentése el-

hagyott;
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jelentése

jelentédse

jelentése

Jelentése
jelentéss

Jelentésse
Jelentése
Jelentése
jelentése
jelentése

jelehtésa

jelentédse

jelentése

.
.
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pGlu, vagy slkalmas savas hidrofil
maradék;

Gln, vagy alkaslmas samleges vagy hidro-
f6b maradék, Nle, O(-amino-bstédnsav,
pSubPhe, BMap, vegy egy kités;

Arg, alkalmas bdzikus hidrofil maradék
vagy egy kbtés;

Leu, vagy Az jelentésével megegyez2l;
Gly, az A2 jelentésével megegyezl,
D-Phe, vagy D-Ala; o
Asn, Az jelentésével maegegyezl, D-Ala,
PGlu;

Gln, His, alkalmas semleges hidroféb
vagy bdzisos hidrofil maradék, vagy

Nap;

Trp, alkalmas semloges maradk, vagy Met;
Ala, vagy Az Jelehtésével megegyezly
Val, vagy A2 jelentésével megegyezb;
Gly, alkelmas semleges maradék, Phe,
vagy D-Phej

His, alkalmas semleges vagy bdzisos

‘hidrofil maradék, Tyr, D-Phe, vagy

pSubPhe;
Leu, Phe, vagy alkalmas hidrofdéb vagy

senleges maradék



Y selentése Al3gq alga dipeptid, shol Y jelentése
(CH,8), (CH,5(0)), Y (cHys(oNT, es
\V(CstO)II, ahol A,.aa és Alaaa Je-
lentése szubsztitudlt amindsavak;
A14 Jelentédse Leu, Met, Nlg, vagy alkalmas hidrofdb
vagy semleges maradék;
€ Jelentése Bombesip, GRP vagy természetes vari-
énsuk szekvencidja, vagy ennek rész-
lete, egy kités, vagy 1-11 bérmely
aminésay maradékot tartalmazd peptidy
és
Y Jelentése karboxi-termindlis maradék, amely le-~
het hidroxilcsoport, 1-8 szénatom-
szédmi slkoxi~észter, karboxamid-cso-
port, mono- vagy di- 1-4 szénatomszémd
alkil-amid, 1-4 szénatomszdmd slkil-
amin, 1-4 szénatomszémi tioalkil-

éter.
Klildnitisen elbnyds taldlmdny szerinti peptid szérmazékok a

17Ap A3~Ay-Ag-Rg=Ay-Ag _Ag-A; oAy A=Ay 5= Y -Ap-C-Y

4ltalédnos kdédpletl vegyiiletek, shol az dltalénos képlet-

ben:
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X Jelentése amino-termindlisz maredédk, amely lehet

N jelentése

jelentése
jelentdse
Jelentése
jelentése
jelentése
Jelentése
jelentése
jolentédse
Jelentdse
jelentéae
Jelentdse

hidropgénatom, egy vagy két 1-10 szénstom-
szémt alkilcsoport, egy vagy kst 2-10
szénatomszdmi acil-csoport, karbobenzil-
oxi- vagy t-butiloxi-karbonil-csoports
haések ez aaino-terminélis amindsav

nem ciklusos sdrmazék, amely esetben

X jelentése torolt,

Bombesin, GRP, vagy természetes varidn-
saik, vagy eszek szekvancia részlete, agy
kitds, vagy egy 1-11 bdrmely amindsavat
tartalmazé peptid sgység; hacsak a ter-
mindlis smindsav nem ciklusos szérmezék,

amely ecsatben N jelentdse térdlt;

pGlu vagy egy kités;
Gln vapgy egy kités;
Arg vagy egy kdtés;
Leu vagy egy kiitds;
Gly vagy egy kiutés;
Asn, pGlu, Gly, vagy D-Phe;
Gln vagy His;

Trpy

Alag

Valjy

Glys
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A12 jelentése His;
A13 jelentése Phe;
Y jelentese Al3aa¥ al%54, dipeptid, ahol ¥ jelente-

se (cH,9), YCHp500)T | (Y (onys0y11)

valamint AISGa és Alaaa Jelentése a meg-
feleld szubsztituens aminfsav;

Al4 jelentése Leu, vagy Nle;

c jelentése bombesin, GRP, vagy természetes varidn-
suk, vagy szekvencia részletiik, egy kités
vagy 1-11 bdrmely amindsavat tartalmazd
peptid egység;

Y jelentése karboxi-termindlis maradék, amely lehet
hidroxilcsoport, 1-8 szénatomszémd al-
koxi-csoport, amindcscport, mono- vagy
di- 1-4 szénatomszami alkilcsoporttal
szubsztitudlt amindsav, vagy egy alkohol-
termindlis maradék;
és

X Jelentése hidrogénatom, acetil-csoport vagy szuk-

cinil-csoport.

Peptid el68111t4s:

A taldlmény szerinti peptideket a szakirodalomban ismert
szémos el jérdssal konnyen el6d4llithatjuk. Ilyen eljdrdsok le-
hetnek szildérdfézisd szekvencidlis vagy blokk szintézis, glén-
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kldnozds és a fenti technikdk kombindcidéi. A szilérd-
fézisi szekvencidlis eljdrdst automatizdlt eljérdssal hajt-

hatjuk végre, és pdlddul automata peptid szintetizdtort al-
kalmazhatunk. Ebben az eljdrdsban a peptideket dgy ¢llft-

Juk eld, hogy a szintézist s gyantén egy olyan dipeptid
egységen kezdjik, amely védett dipeptid, a C-termindlis

amindsavval kapcsoclddik a8 metil-benzhidril-amin-gyantéhoz
és az amindsavak kdzttti tiometilén-metilén-szulfoxid hi-
dat tartalmazza. A peptid szekvencia nbvelését standard el-
Jéréssal végezziim, amely a berendezés gydrtdéja dltal lefrt,

és a szakember el8tt ismert.

Miutédn a szekvencia kapcsoldsét befejezziik, a molekulédn
vagy rajta hagyjuk e Boc véddcsoportot, vagy ezt eltdvolit-
Juk és az N-termindlis amindcsoportot acilezziik. A védett

fragmens gyantdrél vald eltdvolitésst hidrogénfluoridas el-
jdrdssal végezzlik.

Az egyes polipeptid szekvencidba bevezetett aminésava-
kon alkalmazott o\ ~aminécsoport védGecsoport bérmely ilyen
szakirodalomban ismert védScsoport lehet. Az ide beleértett

K -amin6csoport védScsoportok példdul lehetnek (1) acil tf-
pusd védOcsoportok, mint példdul: formil-csoport, trifludr-

acetil-csoport, ftalil-csoport, tolucl-szulfonil-csoport
(tozil-csoport), benzolszulfonil-csoport, nitro-fenil-szul-
fenil-csoport, tritil-szulfenil-csoport, o-nitro-fenoxi-~

acetil-csoport és (K-klor-butiril-csoport; (2) aromds karbamid
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tipusd védOcsoportok, mint példdul benziloxi-karbonil-
csoport, és szubsztitudlt benziloxi-karbonil-csoport,

mint példéaul p-klér-benziloxi-karbonil-csoport, p-nitro-
benzil-karbonil-csoport, p-brém-benziloxi-karbonil-cso-

port, p-metoxi-benziloxi-karbonil-csoport, 1-(p-

bifenilil)~l-metil-etoxi-karbonil-csoport, X, X -dimetil-
3,5-dimetoxi-benziloxi-karbonil-csoport és benzhidril-

oxi-karbonil-csopart; (3) alifds karbamid tipusd véds-
csoportok, mint példdul t-butiloxi-karbonil-csoport
(Boc). Diizopropil-metoxi-ksrbonil-csoport, izopropil-
oxi~karbonil-csoport, etoxi-karbonil-csoport és aliloxi-
karbonil-csoport; (4) cikloalkil tfpusi karbamid véd6s-
csoportok, mint példdul ciklopentiloxi-kérbonil-csoport,
adamantiloxi-karbonil-csoport és ciklohexiloxi-karbonil-
csopoct; (5) tiokerbamid tipusud védbcsoportok, mint pél-
dédul feniltio-karbonil-csoport; (6) alkil tfpusi védo-
csoportok, mint példdul trifenil-metil-csoport (tritil-
csoport) és benzil-csoport; és (7) trialkil-szilil-cso-

portok, mint példéul trimetil-szilil-csoport. Elb6nytsen
alkalmazhatdé X-aminécsoport védb6esoport a t-butiloxi-

karbonil-csoport (Boc).

Mint a szilérdf4dzisd peptid szintézis szskirodalms-
ban ismert, szdmos amindsav olyan funkcidscsaportot tar-
talmaz, emely a ldnc el641l{tdsa sordn védOGcsoporttal 14-
tand6 el. A megfelelS védbcsoportnak kivédlasztésa és al-
kalmazdsa a szakember el&tt ismert, és attél tiigg, hogy
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amindsavet kivdnunk védeni, valamint milyen més, védett
amindsavak vannak a peptidldncban. Az ilyen oldasllédnc
véd6csoportok kivdlasztdse kritikus, mivel a védbcsoport-
nek olyannak kell lennie, amely nem hasad le az Y-amins-
csoport vddGcsoport lshasftdsa sordn, példdul alkalmas
oldallénc védocsoportok lizin esetében a benziloxi-
karbonil- osoport és @ szubsztitudlt benziloxi-karbonil-
csoport, ahol a szubsztituens lehet halogénatom (példd-
ul klératom, brématom, fludbratom) és nitrocsoport

(pl. 2-klér-benziloxi-karbonil-csoport, p-nitro-benzil-
oxi-karbonil-csoport, 3,A-diklér—benzilaxi-katbonii-
csoport), tozil-csoport, t-amiloxi-karbonil-csoport,
t-butiloxi-karbonil-csoport és diizopropil-metoxi-karbo-
nil-csoport. A treonin és szerin slkoholos hidroxil-
csoportjét acetil-csoporttal, benzoil-csoporttal, t-
butil-csoporttal, tritil-csoporttal, benzil-csoporttal,
2,6-diklér-benzil-csgporttal vagy benziloxi-karbonil-
csoporttal védhetjik. ElG6nybtsen alkalmazott védScsoport

8 benzil-csoport.

A megfelels kapcsoclé rsagens kivdlasxldsa a szak-
irodalomban ismert, és a szakember felismeri. KUlBnidsen
alkelmas kapcsold reagens, amennyiben a kapcsolt amindsav
Gln, Asn vagy Arg, az N,N'~diizopropil-karbodiimid és az
l1-hidroxi-benzotriazol. Az ilyen reagensek alkalmszdsa
megakadélyozza nitril és laktén képzOd@sét. Mé&s alkalmaz-
haté kapcsoldé reasgensek (1) a karbodiimidek (pl. N,N'-di-
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ciklohexil-karbodiimid és N-etil-N'-(y-dimetil-amino-
propil)-karbodiimid); (2) e cidnamidok (pl. az N,N-di-
benzil-cidnamid); (3) 8 keténiminek; (4) az izoxazdlium
86k (pl. N-etil-5-fenil-izoxazélium-3'-szulfondt); (5)

a mbnoclklusos nitrogéntartalmi heterociklusos amidok,
amelyek aromds jelleglisk és 1-4 nitrogént tartalmaznak a
gyGrGben, mint példdul az imidazolidok, a pirezolidok és
az 1,2,4-triazolidok. Ilyen heterociklusos alkalmazhaté
amidok példdul az N,N'-kerbonil-diiimidazol és az N,N-
karbonil-di-1;%¥,4-triszol; (6) az alkoxilezett acetildnek
(pl. az etoxi-acetilén); (7) az amindsav karboxilcsoport-
Jdval vegyes anhidridet képez6 reagensek (pl. etil-kldér-
formiét és izobutil-kldér-formidt) vagy'a kapcsolandd
amindésav szimmetrikus anhidridjei (pl. Boc-Ala-0-8la-Boc),
(8) a gyGrG egyik nitrogénatomjdn hidroxilcsoportot tar-
talmazd nitrogén tartalmi heterociklusos vegyliletek

(bl. N-hidroxi-ftédlimid, N-hidroxi-szukcinimid és I-hid-
roxi-benzotriazol) és (9) difenil-foszforilazid. Mds ak-
tivéldé reagenseket és peptid kapcsoldsban vald alkalmazé-
sukat {rt le Kapoor, J. Pharm. Sci,, 59, 1-27 (1970) kiz-
leményében. A feltaldldk elfinytisnek taldljédk kapcsold re-
agensként valamennyi amindsav esetében a szimmetrikus an-

hidrid alkalmezddt, kivéve az Arg, Asn és Gln esetét.

Valémennyi védett amindésavat vagy amindsav szekven-
cidt a szildrdfdzisd reaktorba kirillbelill négyszeres fe-
leslegben tdpléljuk be és a kapcsoldst dimetilformamid:



- 33 -

diklérmetdn (1:1) vagy tiszta dimetilformamid, vagy
elbnydsen tiszta dikldérmetdn oldészerben hajtjuk vég-
re. Azokban az esetekben, amennyiben a2 kapcsolés nem
teljes, a kapcsoldsi eljérdst az X-sminéesoport véds-
csoport eltdvolitdsa elStt megismételjiik, mieldtt a
kdvetkez8 amindsavat a szilérdfédzisi reektorba betdp-
ldlnénk. Minden egyes fézisban s kapcsoldsi reakcié
sikerességét ninhidrin reakciéval allenfrizhetliik az

E. Kaiser é8 munkatédrsai, Apalyt. Biochem. 34, 595
(1970) kizlem8nyében lefrt eljdrés szerint.

Miutén az X-amindcsoporton védett amindsavaet a
gyantahordozéhoz kapcsoltuk, @ véd6csoportot bérmely al-
kalmas eljdrdssal, mint pdldsul trifludr-ecetsavat di-
klérmetdnban, trifluér ecetsavat tnmagéban, vagy sésavat
dioxénban slkelmazva eltdvolftjuk. A véd8csoport eltédvo-
litdst 0°C s szobahSmérséklaet kiizittl homérsékleten

hajtjuk végre. Az egyes X-amindcsoport védScsoportok el-
tdvolitdsdéra mds, standard hasfté reagenseket is alkal-
mazhatunk. Miutdn az X-amindécsoport védécsoportot eltd-
volitjuk, ldpdsenként mds amindcsoporton védett aminf-
savakat kivént sorrendben s lénchoz kapcsolunk. Mds el)4-
rés szerint tdbb amindsavbél §116 csoportokat kapcsolha-
tunk egyméshoz oldatban végzett eljdrdssal szelbtt, mie-
16tt ezt 8z egylittest a gyantahordozdéra felvitt amindssy

szekvencidhoz kapcsolnénk.
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Miutdn a kivdnt amindsev szekvencidt eldsllftottuk,

a peptidet a gyantdrdl lehasftjuk. A hasftdsi eljdriast
példdul hidroli{zissel végezhet}iik, és példdul s gyantdhoz
kotitt polipeptidet, amaly a gyantédhoz egy amindsavon ke-
resztill kapcsolddik, alkohol és ecetsav diklérmetdnos ol-
datdvsl végezhetjlik. A védbcsoportokat a szakirodalomban
361 ismert eljdrdsokkal tdvolfthatjuk el. Jellemzden a
védbcsoportok eltdvolftdsdt akkor végezziik, amikor a pep-
tidldnc szintézise befejez6ditt, de a vddScsoportok kfvént
esetben a szintézis bdrmely més lépéséban is eltdvolitha-
t6k. A peptidek tisztftds4t alapvetben preparat{v, re-
verz fédzisd nagynyomdsd folyedékkromatogrdéfis segftségé-

vel végezzik, amely a szakember elftt ismert.

Mds eljdrdsban, amennyiben metilén-szulfoxid el&411i-
tdsa kivédnatos, a tiometilén-csoport oxidécidjat szdmos
oxidéldszerrel elvégezhetjiik. Az egyik eljdrds szerint a
tiometilén-peptidet hidrogénperoxid vizes ocldatéval reagél-
tatjuk, és {gy a peptidet metilén-szulfoxid-szdrmazékks
alskitjuk. Az lzomerek elvdlasztdésdt nagynyomdsd folyaddk-
kromatogrdfia segfitségével végezhetjik, amely a szakember
el6tt ismert. Példdul C18 reverz fdzisui nagynyomdsd folya-
dékkromatogrdfids eljdrdst alkalmazhatonk @ metilén-szul-
toxid-peptid izomerek elvédlasztésdra.
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Jerdpiés slkalmazés

Az emésztési fekélybetegségek dltaldban silyosbodd-
sok 65 enyhililések ismétl6dS folyamatdbSl dllnak. EbbSl
kdvetkezden a fekélyes betegségekat krénikus betegségként
kell kezelni. Az emésztSszervek fekélyel (nyelbcsivi,
gyomor és nyombél) az emdszibS-bélrendszer azon traktusd-
ban jénnek létre, amelyek savnak és pepszinnek vannak ki-
téve. A talédlmsny szerinti vegyilletsk, amelyek alkalma-
sak bélemésztSrendszer és/vegy hasnyélmirigy fekélyek
kezelésére, Ugy hatnak, hogy a hasnydlmirigyben és/vagy
gyomorban létrejbvé tdlzott szekrécidt killonisen sésav
és pepszin szekréciét inhibidljdk. Mint ilyenek, s taldl-
mény szerinti vegyliletek alkalmasak emésztbrendszeri fe-
kélyek kezelésére.

A taldlmény szerinti peptid szdrmezék alkalmas dé-
zisa emésztOrendszerl fekélyek kezelésében 0.2 mg/kg -
- 250 mg/kg beteg testsily/nap, ds a dézis fligg a beteg-
t61, az emésztérendszeri fekély siulyossdgdtél, valamint @
vdlasztott peptid szérmazéktél. Az egyes beteg eseté-
ben alkslmazands dézist kdnnyen meghatdrozhatjuk. E106-
nytisen 1-4 napi dézist alkolmazuﬁk, amsly jellemzben
5 mg - 100 mg aktiv hatésnyagot jelant dézisonként. A
gyomorsav szekréciét inhibiédlé hatdsos taldlmény szerin-
ti peptid mennyiséget s szakember ktnnyen meghatérozhat-
Ja.
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A bombesin/QRP analdégokat rék terdpiéban dltaléd-
ban SCLC és prosztatas karcinémdk kezelésére alkalmaz-
zék, valamint kildnféle més, rékos megbetegedések meg-
el6zédsére alkalmazzék. A szmkember kinnyen felismeri
azokat a kirlilményeket, amelyek rék terdpia alkalmazdsdt
igénylik. A beteg elnevezés alatt emlGstket, mint példé-
ul féemldstket, beleértve az embert, juhot, lovat, mar-

hdt, diszndét, kutydt, macskdt, patkdnyt és egeret értiink.

A rékos szdvat elnevezés alatt jéindulatd és rossz-
indulatdi rédkos daganatokat, vagy neoplasmdt értiink, és
ez lehet melanoma, lymphoma, leukémia és sarcoma. Ilyen
rékos szivetek példdul blrhdz két6d8 szovetek, mint
példdul rosszindulatd melandma és gombés fertSzés;
haematolégids rdkos meghetageddések, mint példdul leu-
kémidk, példdul akut nyirokszivetl leukémia, askut vels-

sejt leukémia vagy krénikus veldsejt leukémia; lymphoms,
mint példdul Hodkin-betegsédg vagy rosszindulatd
lymphoma; nbgydgydszati tumorok, mint példéul petefészek
és méhtumorok; urolégiai tumorok, mint példéul prosztats
higyhdélyag vagy here tumorok; lé4gy sziveti sarcomék,
csont vagy nem csont sarcomdk, mellrdkok; hypopysis,
pajzsmirigy és mellékvesekéreg tumorok; gyomor-bél tumo-
rok, mint: példdul nyeldcs6, gyomor, bél és vastagbél
tumorok; hasnyédlmirigy és méjtumorok; gégecsd papilloma
63 tidGtumorok.
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A ndvekedés kontrollja alatt a rédkos betegségek ke-
zelésén azt értjik, hogy melegvérG 4llatokban a gyorsan
ndveked6 tumor nivekedését lelassfitjuk, megszakitjuk, le-
8l1itjuk vagy megéllitjuk, és a metastasis kialakuldsdt
ledllitiuk; a melegvéri dllat kezelésébe beleértjik,
hogy ez nem jelenti dltaldban ezt, hogy a tumort meg-
gyégyitjuk olyan értelemben, hogy a tumoros szbvetet

szétroncsol juk vagy teljesen megszlntetjlk.

A taldlmdény szerinti peptid szdrmazékok alkelmas dd-
Zisa tumoros szivet vagy rdkos daganat niivekeddsénak ke-
zeldsére a kis sejtG tUds karcindmdt vagy prosztata ré-
kos megbategedést is bele értve, 0.2 mg/kg - 250 mg/kg
beteg testsily/nap, amely dézis fligg e kezelt betegtfl,
8 kis sejtlG tidbkaercinéma betegség silyossdgdtdél és az
alkalmazott peptidszdrmazék fajtdjdtsl. Az adott beteg
esetében alkalmazandé megfeleld d6zist kénnyen meghaté-
rozhatjuk. Elb6nydsen napi 1-4 dézist alkalmazunk, jellem-
z6en 5 mg - 100 mg aktiv hatdanyagot adagolunk dézison-
ként. A taldélmdny szerinti peptid mennyisége, amely
SCLC nivekedds inhibidldsdhoz sziikséges, a szakember &1~
tal kdnnyen meghatdrozhats.

Altaléban ismert, hogy a rékos betegségek kezeldsd-
ben alkalmazott terdplds szereket mds terdpids szerek-
kel vagy rdk kezeldaében haszndlt terdpidkkal egyiittesen
aikalmazzék. A taldlmény szerinti peptidek ugyancsak al-
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kalmazhatdk kapcsolt terdpids eljdrdsokban. Példdul az
(1-5) éltalénos képletG peptideket alkalmazhatjuk a r&-
kos daganat sebészeti eltdvolitdsdval vagy besugdrzdsos
terdpidjdval, immunoterdpidval vagy helyi melaegftéses
terdpidval kapcsoltan. Az (1-5) 4ltalédnos képletl pepti-
dek eldnybs rékos kezelésben valé alkalmazdsi médja ké-
miai citotoxikumokkal egyiittes alkalmazds, amely cito-
toxikumokat rékos betegségek kezelésében alkalmazhatnak.
Ilyen kémiai citotoxikumok lehetnek példdul a ciklofosz-
famid, a metotrexét, a prednison, a 6-merkapto-purin, e
procarbaéin. @ danorubicin, a kldérambucil, a cytosin, az
arabinozid, a é~tiogusnin, a tio-TEPA, a8z 5-fludr-uracil,
8z 5-fludr-2-deoxi-uridin, 8z 5-aza-citidin, a nitrogén
mustér, az 1,3-bis(2-kldr-etil)-1-nitrozo-karbamid
(BCNU), az 1-(2-klér-etil)-3-ciklohexil-l-nitrozo-
karbamid (CCNU), a busulfan, az adriamycin, a bleomycin,
a vindesin, a cikloeucin vagy metilglioxdl-bis(guanil-
hidrazon) (MGBG). Amennyiben ilyen kombindcids terdpist
alkalmazunk, & citotoxikus hatdanyag hatésossdga poten-
cirozhaté. Ennélfogve az ilyen kombinélt terédpia alkal-
mazdsa lehetOvé teszi, hogy a citotoxikus szerb6l kisebb
dézist vagy kavesebb alkalmi dézist alkalmazzunk. A Kom-
bindlt terdpia slatt azt értjiik, hogy az (1-5) 4ltalénos
képletl peptidet a citotoxikus szerrel végzett kezelés
eldtt ezzel parhuzamosan, vagy kizvetlenil az ilyen ke-
zelés befejezédse utén alkalmazzuk. Amennyiben ilyen kom-
bindlt terdpidt slkalmazunk, rékos meghetegedés kezeldsé-
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re, a citotoxikus szert a szakirodalomban ismert, hatdsos
dézis mennyiségben alkalmazhatjuk. Azonban az alkalmszott
(¥5) dl1talédnos képletld peptid additiv vagy szinergetikus
hatdst eredményezhet a citotoxikus szerrsel egy adott tu-
mor esetédben. Enndlfogve smennyiben ilyen kombindlt rdk-
sllenes terdpidt aslkslmazunk, az adagolt citétoxikus szer
mennyisége kisebb lehet, mint az egyediili elkalmazdskor
elkalmazott dézis. Az (1-5) dlteldnos képletlG peptiddel
kombindcidban alkalmazva a citotoxikus szert kisebb dézis-
ban alkalmazhatjuk, vagy kevésbé gyskori dézisban alkalmaz-
hatjuk, mint olyan esetekben, amennyiben a citotoxikus
szert onmagdban haszndljuk. Hasonldéan, smennyiben kombi-
ndlt terdpidt alkalmazunk, az (1-5) 4ltalédnos képletl pep-
tid ddézisa i1lletve alkalmazdsdnsk gyakorisdga kisebb lehet,
mint aménnyiben ezt a hatdanyagot citotoxikus szer nélkiil

alkalmazzuk.

Habédr néhdny peptidszérmazék tilélhetl a nyelbesivin
keresztil haladdst orélis adagoléds esetében, a feltaldldk
el6nybsnek taldljdk a taldlmény szerinti hatdanyag nem

orélis dton torténd, példdul subcutédn, 1ntravénts.v1ntra~
muszkuldris vagy intraperitonedlis alkalmezédsét. Belilte-
tett injekcidé formdban tirténd alkslmazdsdt, beililltetett
készitmény formdban tirténl alkalmazdsdt vagy nydlkshdr-
tydra tirténd alkalmazdsdt, mint példdul orrban, torokban
és hiirgbkben tirténd alkalmazdsét, példdul s peptid

szdrmazékot tertslmazdé aeroscl forméban, vagy szdrazpor



3 .
Pasae
.

oooooooo

- A0 -

Parentdrdlis adagolds céljéres a taldlmény szerinti
vegyileteket injektdlhaté dézis formdban alkalmazhatjuk,
amely lehet a taldlmény szerinti vegyililet oldat, vagy
szuszpenzid formdja, gydgyszerészetileg elfogadhatd hi-
gitdanyagban, amely lehet steril folyadék, mint példdul
viz vagy olajok, és amely kivént esetben tartalmazhat
felUlataktiv anyagot vagy més, gydgyszerészetileg elfo-
gadhaté adalékanyagokat. Alkalmazhaté olajok példdul az
ilyan formélt alakokban a petréleum, az &llati, a nivé-
nyi vagy s szintetikus eredet( olajok, példéul a mogyord-
alaj, 8 széjaolaj és az dsvdnyi olaj. Altaldban elbnyis
folyadék hordozéanyagok kiildntisen injektdlhats oldatok
szémdrea a viz, a fizioldégids sbépldat, a vizes dextrdéz és
hasonld cukoroldatok, az etanol és a glikeolok, mint pél-
ddul a propilén-glikol vagy polietilén-glikol.

A taldlmdny szerinti eljdrést az aldbbi példékon

rédszletesen bemutatjuk.

1. példa

A meghatdrozé Alla a\VSCHZ'S‘_a)_A_-!‘-A-Q_a_
ipeptid alb6411lftdsa

2-merkapto-4-metil-pentdnsav (merkapto-leucin; 1 vegyiilet)



o L4
oooooooo
.

- 4] -

5 g D~-leucin és 114 g kéliumbromid 400 ml 2.5 n
kénsav oldatben készlilt cldatdt jeges sés firdSvel -3°C
hémérsékletra'hﬁtjUk. Az oldathoz 30 g nétriumnitrit
70 ml vizben készilt hideg oldetdt csepegtetjlik keverés
ktzben (0-50°C). A reakcidelegyet koriilbeliil 14 6réig
szabehOmérsékleten keverjlik. Ezutdn az elegyet hdromszor
75 ml éterrel extrahdljuk. Az éteres extraktumot vizmen-
tes ndtriumszulfdton megszdritjuk. Az oldatot leszlrjik
és az étert elpédrologtatjuk. A kapott vilégos olajos
2-brém-4-metil-penténsavat (18 g) (Martin és Greco, (1968)
3. Org. Chem. 33, 1275-12767 250 m1 33%-0s ndtriumtritio-
karbonét oldathoz adjuk 0°C-on keverés ktzben. A reakeid-
elegyet 48 ordig keverjik, majd 0°C hémérsékleten 10 n
kénsav segitségével megsevanyitjuk. A megsavanyitott ol-
datot ezutén hdromszor 75 ml éterrel extrahdljukl Az éte-
res extraktumot vizmentes ndtriumszulfédton megszdritjuk
és az étert vdkuumban elpérologtatjuk. A kapott sdrgds
olajos snyagot (17 g) védkuumdesztillécidval tiszt{tjuk. A
végsl termelés 15.3 g (S)-2-merkapto-4-metil-pentédnsav;
£.p.: 92-93 (0,75 Hgmm); (W2°) = -23.2° (c = 1, MeOH).

gsz-gt-butlloxi-kgrboni;2»2-gmino-3~fegi1~grogan;1-g~
toluolszulfondt §2 vegyiilet)

A cimbeli vegylilet el84ll{tdsdhoz alkalmazott ki~
induldsi reagenst (S)-(t-butiloxi-karbonil)-2-gming-3-
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fenil-propanolbél (4.5 g, 0.0179 mol; amelyet L-fenil-
slaninolbdl (Sigma) és di-t-butil-dikarbondtbdél 411ftunk
818) d11{tjuk 816. A kiindulési reagenst ezutén 20 ml
piridinhez adjuk vizmentes kiirilmények koedtt, és az
elegyet szdrazjeged acetonos fiird6vel -40°C hémérséklet-
re hGtilk. Az elegyhez ezutédn 6.9 g (3.6 mmol) tozil-
kloridot adunk. A reakcidelegyet 4°C hémérsékleten ke-
verjik. A kivdld piridinium-kloridot nem tdvolftjuk el.
A reakcié befejezfdése utén a piridint vékuumban le-~
desztilldljuk ¢és a kapott szildrd maredékot éterben
oldjuk. Az éteres extraktumot vizmentes ndtriumszulfdton
megszévétjuk, leszlrjik, és az étert vékuumban elpdrolog-
tatjuk. 10.5 g olejos terméket kapunk, amelyet stil-
acetdt-hexén olddszerelegybll csapadékként levdlasztunk.
9.0 g fehér szildrd terméket kapunk, o.p.: 109-110°C,

(S)-(S2§-gu§iobxi-garbgn;;-Phe\PQCH252Lgu-DH elssllitdsa
(3. vegyiilet)

0.43 mol-os néirium-etoxid oldatot (A oldat) készf-
tink frissen gdgott nédtriumbdl és vizmentes etanolbdl.
0.72 g (S)-2-merkapto-4-metil-penténsavat (1 vegyllet)
oldunk 25 ml etanolban (B oldat), nitrogén atmoszférd-
ban 15 ml B oldathoz lassan 13.5 ml A oldatot adagolunk.
Az elegyet 5 percig keverjik, majd az etanolt vékuumban
elpérologtatjuk. A fehér szildrd maradékot benzollal is-
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mételten bepdroljuk, amig szdrazzé nem védlik. A kapott
merkapto-leucin dindtrium sét kirllbelll 1 ml dimetil-
szulfoxidon (DMSO) oldjuk, d4s az oldathoz 1.58 g 2 vegyli-
let 2 ml dimetilszulfoxidban késziilt oldatdt adegol juk.

A reakcidelegyet éjjelen 4t keverjik,majd 175 ml desz-
t11141t vizzel elegyit)ik. A keverdket hdromszor 20 ml
éterrel extrahdljuk, majd 5n sdsavval 00; nsmérsékleten

keverés ktzben megsavenyitjuk. A vizes cldatot szutén
ismét hdromszor etilacetdttal extrahdljuk. Az extraktumot
telftett séoldattal mossuk, majd ndteiumszulfdton megezé-
ritjuk, leszir)iik és az etilacetdtot vékuumban elpdrolog-
tatjuk. 1.05 g vilégos szinG olajat kapunk, amelyet etil-
scetdt-hexédn olddészerelegybdl kristdlyositunk. 0.83 g
fehér, szildrd terméket kapunk; o.p.: 110-111,

GO = 52.50 (¢ . 0.88, MeoH)).

(Phe 3i (CH
12 2§2£2914280mbesin (4 vegylilet)

A

A 3 vegyllet (0.20 g) 4-metil-benzhidril-amin-gyan-
tdhoz (MBHA) valdé aciltkiotését a 3 vegylilet 0.113 g di-
ciklohexil-karbodiimid 0.074 g hidroxi-benzotriazol ds
0.414 g MBHA 20 ml dikldérmetédn: dimetilformamid (9:1;
t£/t2) oldatban vald elegyftésével végezzik. A 3 vegyllest
kapcsoldsdt Vega szildrdfdzisi peptid szintetizdtorba vé-
gezzilk, amelyet az irodalmi eljdrds szerint fédlautomata

médon mGkidtetiink. Két 6ra kapcsolds utdn a reakcidt
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ninhidrin prébéval ellenfrizzilk. A kapott aoc-Phe‘f(Cst)

Leu MBHA gyanta amidot dimetilformamiddal majd etanollal
mossuk @s mégszéritjuk. Igy 0.498 g terméket kapunk, amely
0.53 mmo/g gyanta szubsztiticids szintG. Az aminOsav szek-
vencia ntvelésének peptid szintézis szildrdfdzisi eljérd-
sdt egy Applied Biosystems peptid szintetizdtoron végez-
ziik standard elj)drds szerint, amely a gydrto ell8irédsainak

felel meg, és amely a szakemberek el6tt ismert.

A teljes, gyantéhoz kiottitt peptidet (0.712 g termelés)

a gyantérél hidrogénfluorid (10 ml/g gyanta) 0°C-on anizol
Jelenlétében (etdn-ditiol 1 ml: 0.5 mg gyanta) alkaslmazdsd-

val egy Ora reakcidideig végezgik. A hidrogénflucridot el-
tévolitjuk, majd a gyantdt 2 x 30 ml dietil-éterrel kever)ik
és extrahdljuk, ezt kivetben 30%-o0s ascetsavval extrahdl juk.
Liofilozdldssal 250 mg nyers terméket kapunk. A termék

400 mg részletét preparativ reverz fdzisi nsgynyomdsi fo-
lyadékkromatogrédfia segi{tségdvel C18 Dynamax oszlopon tisz-
titjuk, gradiens eliciét alkalmazunk (15 perc acetonitril
gradiens 20-30% 40 ml/perc; amelyet acetonitril ds 0.1%
TFA-t tartalmazdé viz tartdlyokbdl készitink). A £6 csdcs
négy frakcidéjdt gylGjtilik, smely az A214 értéknél abszorbcidt

mutat.

Az eljdrédssal elddll{itott peptidek kivdnt molekuls

fon csidccsal rendelkeznek FAB-MS vizsgédlatban, és az smindsav
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analfzis esredménye a kivént peptidnek megfelel. Ezzel az el~
Jérdssal az sldbbi peptideket 4l1f{tjuk els, amelyek s le-
{irt tulejdonsédgokkal rendelkeznek.

1) pGlu Gln Arg Leu Gly Asn Gln Trp Ala Vel Gly His
Phe (CH,S)Leu-NH,

MS 1637 FAB-MS (MH)* 1638 tg

55% peptid tartalom

2) Ac-D-Phe Gln Trp Ala Val D-Ala His Phe (CHZS)Lau~NH
MS 1160 FAB-MS (MH)* 1161 tq
09% peptid tsrtalom

2

3) Asn Gln Trp Ala Val Gly His Phe (CHZS)Leu~NH2
MS 1089 FAB-MS (MH)* 1090 t
52% peptid tartalom

4) Asn Gln Trp Ale Val Gly His Phe (CHZS(B))Leu—NH2

MS 1072 FAB-MS (MH)* 107% tp
50% peptid tartalom

5) PGlu Gln Trp Ala Val Gly His Phe (CHZS(O))Leu-—NH2
MS 1069 FAB-MS (MH*) 1070 to

80% peptid tartalom
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6) p6lu Gln Trp Ala Vel Gly His Phe (CHZS)NIQ—NH2

MS 1069 FAB-MS (MH®) 1070 t

2. példa
Metilén-szulfoxid izomerek: gghglegcqggggzzgeglgz¥gigor;n
& (Phe..V(cH IL s 40rin

20 mg (Pheg(CH,S)Leug)Litorin anyagbél a nagynyomdsi
folyadékkromatogrdfidban alkalmazott eluens oldészerrel
(0.1% TFA: acetonitril, 75:25, tf:tf) 3 ml oldatot készftlnk.
A mintaoldathoz 0.25 ml S5%-os hidrogénperoxid oldatot adunk.
Az vlegyet két dréig 0°C hSméraékleten 811lni hagyjuk, majd
preparativ reverz-fdzisd rendszerbe t4pldljuk (C18 Dynamax
300A° oszlop). A peptid diasztereomer metilén-szulfoxid
szdrmazékokkd torténb oxiddcid)ét nagynyomdsd folyadékkroma-
togrdfia segitségdvel kiivetjik, és ezt két kizel jelentkezs
sliciés csics mutat)a, amelyeknek retencids ideje jelent6-
sen kisebb, mint a tiometilén-csoportot tartalmazé peptidé.
A metilén-szulfoxidokat reverz-fézisd nagynyomded folyadék-
kromatogréfis segftségével vdlasztjuk el és tisztitjuk. A
Pne¥(ch,5(0))TLeu Litorin és a PheY(cH,5(0)) Loy Litorin
Jeldlését a reverz fdzisd nagynyomdsd fu!ysdékkromatogréfi-
ds analfzisben mutstott retencids idejlk alapjén vdlasztottuk.
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Az eljdrdssal elGéllftott peptidek FAB-MS vizsgdlat-
ban kivdnt molekula ion csicsot mutatnak és amindsav ana-
11zis eredménylk megfelel a kivdnt szerkezetnek. Ezzel az
©ljdérdssal az aldbbl megadott jellemzbkkel rendelkezd pep-~
tideket 411f{tjuk eld.

7) pGlu Gln Trp Ala Val Gly His Phe (CH,S(0))TLeu-NH,
MS 1085 FAB-MS (MH") 1086 tp

55% peptid tartalom
Retencids i1d6 5.40 perc®

8) pGlu Gln Trp Ala Val Gly His Phe (CH,5(0))!ILeu-NH,
MS 1085 FAB-MS (MHe) 1086 tq |

63% peptid tsrtolom
Retencids id6 6.28 perc.™

A retencids 1d06t Vydac analitikai oszlopra,
4.6 mm ID x 25 cm, 5 mikren Cl8; 2 ml/perc dramldsi se-
besség mellett 25 perc alatt 25% - 75% acetonitril line-
d4ris gradiens eluens slkalmazédsdvel, amelyet 0.1% tri-
fluérecetsavat tartalmazd vizzel elegyitiink, és a gra-

dienst 25 perc idGtartam alatt fejlesztjuk ki, adluk

meg.
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Egy vagy tbbb egdr hasnydlmirigyét gyait)iik, telvdgiuk
és 50 mmol HEPES (pH 7.4) oldatban, smely 120 mmol NaCl-t
és 5 mmol KCl-t tartelmaz homogenizéljuk 49C homérasékleten.

Ezutdn az elegyet 37,500 x g slkelmazdsdval 15 percig cent-
rifugdljuk. A labdacsot 50 mmol HEPES (pH 7.4) oldatban,
amely 10 memol EDTA-t és 300 mmol KCl-t tartelmaz, djre
szuszpenddljuk, majd 30 percig 4OC hOméreékletsn inkubél-

juk. Ezutén a szuszpenzidt s fenti mddon centrifugdl juk, ds
a8 labdacsot kétszer 50 mmmol HEPES (pH 7.4) oldattal massulk ,
emely protedéz inhibitorokst tartalmez. (10 um fenil-
motil-szulfonil-fluorid, 1 um tviorphen, 40 ug/ml baci-
tracin, 10 emol jod-acetimid és & up/ml leupeptin), me)d
ismét centrifugdljuk. A szivetet ezutdén inkubdlési puffer-
ben d)ra szuszpenddljuk (1 ml/4 mg hasnydlnirigy), és

15 percig szobshOmérsékleten inkubdl juk. Ezutdn minden e-

gyes vizsgdlati cslbe 250 ul mennyiséget adasgolunk . A vizs-
gélatl csbvek inkubéldsi puffert tartalmaznak, amoly

%0 mmol HEPES (pH 7.4) 0.5% 8SA, protedz inhibitort, 2 mmol
ﬂnCl{F 1 um somatostatinlds a végss 500 ul térfogathoz szUk-
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séges 125I-GRP és peptid snyagot tartalmaz. A vizsgdlati
mintdt hagyjuk egyensidlyba kerililni 90 percig szobahdmérsék-
leten. Ezutdn minden egyes csl tartalmdt gyorsan 4tszGrjik
elbére 0.1%-08 politetilédn-.imin oldattal nedvesfitett
Whatman - GF/B szlGrb6papfiron leszGrjik. A szGr6papirt

~ gyorsan hédromszor jegesen hGtdtt 50 mmol HEPES oldattal
mossuk (pH 7.4). A szGrbhbz kiitbtt rddidaktivitdst gemma
8zé8mldldval mérjik. A jédozott GRP kiit6désével kompetitiv
vizsgdlt vegylilet kit8ddst vagy standard kititOdést szdzaldk-
ban fejezzilk ki azzal Usszehasonlitva, amely kit6dést o-
lyan esetben tapasztalunk, amikor peptid jelenléte nélkill
csak 125I-RRP anyagot alkalmazunk. Ligand médszerrel az
affinitdst és a maximdlis kitSdést szdmf{tjuk (Biosoft,
Cambridge, UK) ( 1. és 2. ébrék).

4. példa

(PhelY(cH,S)Leul®) BOMBESSIN BOMBESSIN RECEPTORRA
KIFEJKTETT ANTAGONIZMUSA, AMELYET FOSZFATIDIL-
INGZITOL KURFOLYAMATRA KIFEJTETT HATASSAL MUTATUNK KI

Egér hasnydimirigyet gyGjitUnk, és sejtapritéban
350 mikrométer méretre apritjuk. Az apritott szivetet két-
szer Krebs-Hepes oldattal mossuk, majd 30 percig 37°C hs-
mérsdkleten Krebs-Hepes pufferben inkubdljuk dgy, hogy
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minden 15 percben friss puffert adagolunk. Ezutédn a sz2i-
vetet a fenti pufferben inkubdljuk, amely puffer 108-200
mikron Ci 3H-inozitolt tartalmaz 37°C hémérséklaten egy
6rdig. Ezutdn a sziivetet kétszer mossuk, majd djabb 30 peer-
percig Krebs-Hepes ocldetban inkubéljuk (amely 10 mmol L1t
tartalmd) 37°C-on dgy, hogy 15 percenként friss puffert ada-
golunk. A sziivet timeg 10 mg részleteit adagoljuk minta-
csivekbe, amely mintacsivek Li+ puffert és protedlt inhibi-
torokat (40 ug/ml bacitracin, & ug/ml leupeptin, 4 ug/ml
chymostatin, 20 ug/ml thiorpédn), tovdbbd 0.1% BSA-t tar-
talmaz, majd 0.1-1000 nmol peptidet adegolunkrzs mikroli-
ter térfogatba, 4s a végs6 térfogatot 250 mikroliterre 41-
1{tjuk be. Az antagonizmus mérése céljsdbsl az Li+ pufferben
levl szbvet rédszleteit elSkezeljlk egy un potencidlis anta-

gonista anyaggal 5 percig 25°C h@mérsékleten, mielbtt az
agonista anyagot (GRP) beadagoljuk. 60 perc szobah8Smérsék-
leten torténd reskcié utdn a foszfatidil-inozitol forgalmat
betejezzlk gy, hogy az elegyhez 940 mikroliter kloroform:
metanol (1:2) elegyet, majd 310 mikroliter kloroformot, vé-
gl 310 mikroliter vizet adagolunk. Ezutén minden csivet

5 mdsodpercig Urvényeltetiink, mejd 2500 x g erSvel 8 per-
cig centrifugdlunk. 900 mikroliter bels6 (vizes) f4zist
ezutén 7.1 ml vizzel elegyftiink, és 0.5 ml-es 8iorad AG-1X8
(formidt) ioncseréls oszloprs visszikk Minden cs6b6l 50 mikro-~
11ter alséfézist (kloroformos) veszink, és szd4mlé4lécsSbe
helyezzik, megszdr{tjuk, majd szintillécids folyadékkal
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szdmldl Juk. Az osziopra vitt asnyagot sorrendben: 1) 10ml
vizzel, 2) 5 ml 5 mmol dindtrium-tetrabordt/60 mmol
nétrium-formidt oldattal, 3) 10 ml 1 mol amménium-
formidt 0.1 mélos hangyasavban késziilt oldattal mossuk.

A végs6 (harmadik) mosdst gyGjtjilik, és ennek 1 ml-dt

10 ml Bio-Safe scintillécids folyadékkal elegyftjlk,

majd szdmldljuk. A fenti szdmldldsok ardnydt (teljes
inozitol foszfdtok) a megfelels szerves fdzis sedmldléss-
val meghatdrozzuk minden egyes minta esetében. Az aré-
nyokat a tesztvizsgdlati anyag jelenlétében és/vagy
standard anyag jelenlétében tsszehasonlf{tjuk 8 kontroll
cstivekben tapasztalt ardnyokkal (amelyekben nincs sti-
muldlé agonista). Dézis-vdlasz fliggvényt készftlink, és
meghatdrozzuk, hogy a tesztvizsgdlati vegylilet milyen
mértékben képes stimuldlni vagy inhibidlni a8 GRP induk4lt
foszfatidil-inozitol forgelmat, emely meghatdrozést gra-
fikus analfyrissel védgezziik, kompjiter program segf{tsé-
gével, Ezt a 3. és 4. &brdn mutatjuk be.

Abrdk lefrdsa

Az 1. ébrdn bemutatjuk, hogy a 125I-GRP hogyan kb-
t6dik az egér hasnydlmirigy membrén egyszeres osztdlyd
ktit6dési helyeihsz (a bombesin/GRP receptorhoz) (1. pél-
da). A 25-1600 pm 12°1-GRP kiteset héromszoros kisér-
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letben vizsgdltuk majd analizéltuk, és LIGAND médszer-
rel dbrdzoltuk. Az adatokhoz legjobban illeszkedf érték
19 pm receptor/mint (kbrilbellil 100 fmol receptor/mg

értéke 47 pm. », gbszcisz-

membrén“tahérje), amelynek Kd
szén (x tengelyen) jelBltik a receptorhoz kbtstt 12°I-GRP
koncentréciét. Az ordindtdn (y tenelyen) jeltltik a re-
ceptorhoz k8tott 1251-GRP koncentrécié és a szabad (nem
katott) 125I-GRP koncentrdcié hinyadosédt. Az egyenes vo-

nal azt jelzi, hogy egyetlen hely t{pus van jelenl Azaz
szt mutatjas, hogy a 1251-GRP minden egyes receptordboz
ezonos affinitédssal kit6dik. Més k{sérletek, amelyekben
25-3200 pm 1251-GRP vagy 10 pm 12°I-GRP + 8-500 pm GRP
oldatot alkalmaztunk, hasonlé Kd értéket mutatbtt. Ez azt
mutatja, hogy a bombesin/GRP receptorhoz valé k&todést
mérhetjik egér hasnyélmirigy membrdnokon a 125I-BRP ktith-
déssel valé versengds értékével.

A 2. 4brén bemutatjuk a bombesin analdgok kitSdési ké-
passégét a GRP receptorhoz tgy, hogy bemutatjuk, hogy e-

zek a peptidek milyen mértékben versengenek a kotb8désben

8 125I-GRP anyaggal egér hasnydlmirigy membrénokon valé

kitodés esetében (1. példa). A kbtb6dést hdromszoros pér-

huzamos vizsgdlatban mértiik, amelyekben 0.1 nm lzsx-snp-t

és jelzett koncentrdcié peptidet alkalmaztunk. Az absz-
cisszén (X tengely) logaritmikusan dbrézoltuk a GRP re-

¢ eptor agunists vagy antagonists koncentrdcidt. Az ordi-
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ndtén (Y tengely) ébrédzoltuk az egyes vizsgdlt peptidek ko-
tG6désének mértékét, mint a maximdlis L12°I-GRP kit6dés szdza-
lékét. (Amennyiben peptid nincs jelent) A LIGAND analizis

ezekre a kisérletekre és més kisérletekre azt mutatja, hogy

13

a bombesin és a (Phe Leula) bombesin egyarént Kd 0.1 nm

érteékkel, és a (Phel’ (CH,S)Leu'®y pombesin Ky 3 om érték-

kel rendelkezik.

-0- bombesin

~0- (PhelsLeulA)bombesin

-4- (PhelBYQCHZS)Leul4)bombesin

A 3. abrdn bemutatjuk, hogy a GRP stimulidlja a foszfa-
tidil-inozitol (PI) forgalmat dézisfiigg6 médon, és a

(PheIBY(CHZS)LeUIA)bombesin ezt nem stimuldlja (2. példa).
Az abszcisszdn (X tengely) logaritmikusan jeldltiik a jelen-
levb peptid koncentrdciéjsdt. Az ordindtdn (Y tengely) a
kontrollra vonatkoztatott szdzalékos PI forgalmat jeldltiik.
Az értékek, dtlagértékek + standard hib4t tartalmaznak hérom-
szoros parhuzamos mérésré; amennyiben nincsen jeldlve, a hi-
bdk < mértdklGek az adatpontokhoz. Az, hogy a (Phe13kCH28)
Leula)bombesin nem befolydsolja a PI forgalmat, még a GRP
koncentrdcidjdndl hdromszor nagyobb koncentrdcidéban sem,
amely GRP koncentrdcidé korililbellil maximdlis stimuldldst idéz
el6 azt mutatja, hogy a peptid nem agonista aktivitdsd.



-0-GRP
1&-(Ph013¥(CHZS)Laul‘)bombesin

A 4. dbrén bemutatiuk s (Phe*?Y(CH,S)Leuldyponpesin
‘képességét, hggy antagonista hatdst fe)t ki egér hasnydl-
mirigyben GRP-indukélt PI forgalommal szemben. (2. példs)
Az abszcisszdn (X tengely) logeritmikusan dbrédzol)uk a
peptid koncentrécisjdt. Az ordindtén (Y tengely) jeldl-
Jik a kontrollra vonatkozott szézslékos értékben a PI
forgalmat. A 30 percig 1000 nm (Pha"‘*’(cuazs)a.eu“)nambe-
sinnel végzett elfinkubdlds lecsikkenti az 1-1000 nm
GRP d1tal kivéltott PI forgalom stimuldéldst & csupén
GRP-vel kivéltott értékhaz képest. Az drtékek dtlagérté-
kek + standard hiba és hdromszoros mérésbbl szdmf{tottak;
ahol nem jelezzilk a hibdk kisebb = érték(ek az adatpon-

tokhoz képest. A (Phel3 q’(cuzs)!.eu“)uombaam Képessége,
hogy inhibidlja a GRP hatdst azt mutatja, hogy ez valddi

antagonists anyag.

-0~ GRP dnmagdban
-A- GRP (Phel3chﬁzs)Leul‘)bombasin kezelés utdn

5. dbra: Reverz fdzisd nagynyomdsd folyadékkromatog-
réfids el)drdst alkelmaztunk a metilén-szulfoxid izomerek
elvdlasztdsdra, C18 staciondrius fdzist slkalmaztunk
(Vydac analitikai oszlop; 4:6 ww ID x 25 cm, 5 mikron C18).
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A mozgd fdzis dramldsi sebessége 2 ml/perc. A mozgé fézis
25 perc alatt kifejlesztett linedris gradiens eluens, a-
mely 25%-75% acetonitril vizes elegye, amely viz 0.1%
trifluér ecetsavat tartalmaz. A Phav(Chzs(g))ILeu Litorin

és a PhBWkCst(U))IILeu Litorin retenciés ideje sorrendben

5.40 perc és 6.28 perc. A reakcidban alkalmazott induldsi
anyag a (phaB(CHZS)Laug)Litorin ebben a rendszerben 10.92

perc retenoids idSvel rendelkezik.

Az 1. Téblézatban tsszehasonlitjuk a kordbbi kisérletek
(1-4. dbrék) eredményeit a receptor affinités (Kq) és a PI

forgelom vonatkozdséban szdmos bombesin analdgra.
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1. TABLAZAT

Szémos peptid analég affinitdsa dés hatdsossdga

PI Forgalom

Szekvencia Kd (nm) Agonists Antagonists
PAQRLGNQWAVGHFE (CHSL 3 - .
pQ O WAVGHEFCHSIL 3 .
Acf QW AV GHF (CH2S)L 10 - .
NQWAVGHF (CHS)L 50 ND ND
NQWAVGHF (CH25(0))L 100 ND ND
PQ QW AVGHF (CH2S)Z 4 ND ND
P QG WAVGHF (chasonlL 2 - .
PG QWAVGHF (chzsoNIIL 1 - .

A Kd értékét az 1. példs szerint dllapitjuk meg, a PI Forga-
lom értéket a 2. példa szerint 4llapitjuk meg, az "+" akti-
vitést jeldl, az "-" azt jelidlt, hogy nincs aktivitds, az

ND jeldili, hogy az sktivitdst nem hatdroztuk meg. Az agonis-
ta aktivitds az a képesség, hogy a vegyllet a PI forgalmat
stimuldlja. Az antagonista sktivitds az a kdpesség, hogy a
vegylilet a GRP-stimuldlt PI Forgalmat blokkolja. Ac jelen-
tése scetil-csoport, pQ jelentdse piroglutamin-csoport,

Q@ jelentése glutamin-csoport, A jelentése alanin, R jelenté-
se arginin, N jelentése aszparaginsav, C jelentése cisztein,

E jslentdse glutaminsav, G jelentése glicin, H jelentése
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hisztidin, I jelentése izoleucin, L Jelentése leucin,
K jelentése lizin, M jelentédse mationin, F jelentédse
fenilalanin, P jelentése prolin, S Jelentése szerin,

T Jelentése treonin, W jelentdse triptofén, Y jelenté-
se tirozin, V jalentése valin; felsf aset L-amindsav,
alsd eset D-amindsav; Z jelentdse ndrleucin; # jelenté-
se amid kﬁtés;W)(CHZS) Jelentéss, hogy a molekuldban
CH,S amindsav kbzti kiités van jelen; (CMZS(O)) jelen-
tése, hogy a molekulsdban CH2$(0) aminésav kdzbtti k-
tés van jelen; az I ds II indexek a CHZS(O) izomereket
jeldlik



1. Eljéréds az
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Szabadalmi igénypontok

x‘"‘“l‘“z’%'N‘“s'“s'“’:‘“a“%'ﬁ3“11'“12'“13‘W“A14-C-Y

dltaldnos képletld peptid szdrmazék vagy gydgyszerédszetileg
elfogadhatd s6i el6dl1{tdsdra, ahol az dltaldnops képletben

X jelentdse

N jelentése

amino-termindlis maradék, amely lehet
hidrogénatom, egy vagy két 1-10 szénatom
szdmi alkilcsoport, egy vagy két 2-10
szénatomszdmd acil-csoport, karbobenzil-
oxi- vagy t-butiloxi-karbonil-csoport;
hacsak az.amino~term1nélis amindésav nem
ciklusos szdrmazék, amely esetben X je-
lentése tordlt;

bombesin, GRT, vegy természetes varldnsuk
szekvencidja, vagy szskvencia részlete,
egy kttéds, vagy egy l-11 bdrmely amindsav
maradékot tartalmazd peptid; hacssk az
amino-termindlis amindsav nem ciklusos
sz4rmazék, amely esetben N jelentéss to-
roltg



O

10

jelentédse

jelentése

jelentése

jelentése
jelentése

jelentése

jelentése

jelentése

jelentése

jelentése
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Glp, vagy alkalmas savas hidrofil ma-
radéks

Gln, alkalmas semleges vagy hidroféh
maradék, Nle, X-amino-buténsav,
pSubPhe, BNap vagy egy kités;

Arg, alkalmas bédzisos hidrofil meradék,
vagy egy kiotés;

Leu, vagy A2 jelentésével megegyez6;
Gly, Az jelentésdvel megegyezl, D-Phe,
vagy D-Ala;

Asn, A, jelentésével megegyezG, D-Ala,
pGlu, Lys, Lys(Z), SubPhe, vagy D-Phej
Gln, His, alkalmas semleges hidroféb
vagy bdzikus hidrofil maradék, Nap,
D-His, MeHis, His(N-Me), His(V-Me),
D-61lu(OMe), 0-Glp, D-Leu, Me-Leu, D-Phas,
vagy Glu;

Trp, alkalmas semleges maradék, vagy
Met, MeTrp, SubPhe, Lys, Cha, vagy
Lys(Z(2C1));

Ala, AZ jelentésével megegyezl, MeAla,
Aib, D-Phe, L~Nal, Arg, vagy Glug

Val, Az jelehtésével megegyezl, MeVal,
Tht(CHzPh), vagy DL-Flg;



A11 jelehtése

A1z Jelentése

Als‘jalentésa

‘9 JELentdss

A14 jJelentése

c

jelentéss

'''''

Gly, alkalmas semleges maradék, Phe,
D-Phe, Sar, D-Ala, D-Ser, D-Ser(Cthh),
SubPhe, D-Pro, D-Lys, Asp, D-Arg,
0-Lys(Z2(2C1)), Ac3c, AcSc, vagy Acéc;
His, alkalmas semleges vagy bézisos
hidrofil maradék, Tyr, D-Phe, RSubPhe,
His, MeHis, His(N-Ms), His(T-MeOH),
D-pcF, Aib, Ahx, Ape, Gln, Lys, Lys(Z),
Ser, Ser(CHzPh). Thr, Glu, Asp,
Asp(0Bu?) vagy N-Nal;

Leu, ’he, alkalmas hidrofdéb vagy
semleges maradék, Ahx, MeAhx, Ape,
MeApe, D-Leu, Meleu, Melle, MeVal, vagy
Glu;

‘A13aiYA1‘aa megjelylésG dipeptid,

shol Y jelentése (CH,S), (CH,S(0)),
(cH,5(0))% 65 (CH,50)T 65 A, gas,
valamint A14°° Jelentése, a helyettesi-
t6 amindsavak;

Leu, Met, Nle alkalmas hidroféb vagy
semleges maradék, Ahx, MeAhx, Ape,
MeApe, D-Leu, MeLeu, Melle, MeVal,

vagy Gluj;

Bombesin, GRP, vagy termédszetes varidn-
suk szekvencidjs vagy szekvencia rdszle-
te, egy kiitds, vagy egy 1-11 bérmely
aminésavmeradékbdl 4116 peptid, és



A11 jelehtése

A1o jelentése

A13 jelentése

Y gsuentése

Al4 jelentése

C

jelehtése

ooooo
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Gly, alkalmas semleges maradék, Phe,
D-Phe, Sar, 0O-Ala, D-Ser, D—Ser(Cthh).
SubPhe, O-Pro, D-Lys, Asp, D-Arg,
D-Lys(Z(2Cl)), Ac3c, AcS5c, vagy Acécy
His, alkalmas semleges vagy bédzisos

hidrofil maradék, Tyr, D-Phe, PSubPhe,

His, MeHis, His(t-Me), His(1/-MeOH),

D-pcF, Aib, Ahx, Ape, Gln, Lys, Lys(Z),
Ser, Ser(CHzPh), Thr, Glu, Asp,
Asp(0But) vagy N-Nal;

Leu, Phe, alkalmas hidroféb vagy
semleges maradék, Ahx, MeAhx, Ape,
MeApe, D-Leu, Meleu, Melle, MeVal, vagy
Glu;

A13a;VAlaaa megjeldlést dipeptid,

ahol “)jelentése (CH,8), (CH,S(D)),
(CH, 50T s (cH,50) 1T 65 A aa,
valamint Alkaa jelentése, a helyettesi-
t6 amindsavak;

Leu, Met, Nle alkalmas hidrofdéb vagy
semleges maradék, Ahx, MeAhx, Ape,
MeApe, D-Leu, MelLeu, Melle, MeVal,

vagy Glu;

Bombesin, GRP, vagy természetes varidn-
suk szekvencidja vagy szekvencia részle-
te, egy kités, vagy egy 1-11 bérmely
aminésavmaradékbél 4116 peptid, és



- 61 =

Y jelentése karboxi-termindlis maradék, amely le-

a)

b)

c)
d)

hat hidroxilcsoport, 1-8 szénstomszémd
alkoxi-észter, karboxsoid, mono- vagy

di- 1-4 szénatomszdmi alkil-amid,

1-4 szénatomszémi alkil-amin, l-4 szén-
atomszémd tioalkil-éter, -

azzal jellemezve, hogy az alébbi
reakcidélépéseket hajtjuk végre.

egy alkalmasan C-termindlisan védett kitstt di-

peptidet tartalmazé gyantdt alkalmazunk, ahol a

dipeptid A);YA,, dltalsnos keépletd vegyiilet, ahol
jelantése (CHZS) csoport, és A, és Ay Jelen-

tése a szubsztituens amindsav;

az A12~X ogyéb védett aminésavakat sorrendben

kapcsoljuk, és fgy a kivént védett amindésav szek-

vencidt d11{tjuk el6;

a véd8csoportokat eltévolitjuk;

a8 kivdnt peptidet tisztftjuk, vagy kivdnt esetben

a Y(CH,$) peptid Yecu 5007 6s Y (ch,s0) 1

izomerjeit 411ftjuk el§, majd a8 kivdnt ifzomer-

peptideket tiszt{tjuk.
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2. Az 1. igénypont szerinti eljdréds az

x“'N"‘Al"Az"‘A)“A4"As“AG"A7“A8"‘A9"A10’A11“A12AA13“\Y"A14’C‘Y

d1taldnos képletd

peptid szdrmazék vagy gydgyszarészetileg

elfagadhaté séi el6dilftdsdra, ahol az dltalédnos képletben

X jelentdse

N jelentésa

Al Jelentése
A2 Jelentése

amino-termindlis maradék, amely lehet
hidrogénatom, egy vagy két 1-10 sesn-
atomszdmi alkilcsoport, egy vagy két
2-10 szénatomszdmd acil-csoport, karbo-
benziloxi- vagy t-butiloxi-karbonil-
csoport; hacsak sz amino-termindlis
amindésav nem ciklusos ssgroazék, amely
esetben X jeletdss tirblty

Bombesin, GRP, vagy természetes varidn-
suk szekvencidja vagy szekvencia részle-
te, ogy kités, vagy egy 1-11 bérmely
aminésav maradékot tartalmazd peptid;
hacsak az aminé-termindlis amindsav nem
ciklusos szérmazék, amely esetben N je-

lentése tdrblt;

PGlu, vagy alkalmas hidrofil maradék;
Gln, alkalmas ssmleges vagy hidrofdb

maredék, Nle, X -amino-buténsav,



A3

As

Aé

A7

A8
A9
10

A1l

A12

Al3

Jelentése

Jelantése

Jelentdse

jelentése

jelentése

Jalentése
Jelentése
jelentédse

jelentédse

jelentése

jelentése

\V Jelentése

-63-.

pSubPhe, BNap, vagy egy kitds;

Arg, egy alkalmas bézisos hidrofil mara-
dék, vagy egy ktités;

Leu, vagy A2 jelentésével megegyezbj
Gly, A2 jelentésével megegyezl, D-Phe,
vagy D-Alaj;

Asn, A2 jJelentésével megegyez$, D-Als,
NAc-D-Ala, pGlu, D-Phe;

Gln, His, alkalmas semleges hidroféb
vagy bézikus hidrofil maradék, Nap,
vagy D-Gln;

Trp, alkalmas semleges maredék, vagy
Mat;

Ala, vagy A2 jelentésével megegyezf;
Val, vagy “2 Jelentésével megegyezd;
Gly, alkalmas semleges maradék, Phe,
vagy 0-Phe, D-Alaj

His, alkalmas semleges vagy bédzisos
hidrofil maradék, Tyr, D-Phe, vagy
pXPhe, (X=F, Cl, Br, OH, vagy CH3);
Leu, Phe, Nle, vagy alkalmas hidroféb
vagy samleges maradék;

Al}ﬂ&VAlaaa dltaldnos képletld meghatd-
rozdé dipeptid, ahol W)jelentése (0525).
(CH25(0)), (CH25COD)T, 65 (CHogoyIl s



Al4 jslentése

L jelentdse

Y Jelentése
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Aj3aa valamint Ajsea jelentdse e szubsz-
tituens amindsavakj;

Leuy, Met, vagy alkslmes hidrofdb vagy
semleges maradék;

Bombesin, GRP, vagy tormdészetes varidnsuk
szekvencisja, vagy szekvencla rédszlete,
egy kbtés, vagy egy 1-11 bdrmely amindisav
maradékot tartalmazé peptid;

és

karboxi-termindlis maradék, amely lchat
hidroxilcsoport, 1-8 szénatomsadmi al-
koxi-észter, karboxamid, mono- vagy di-
1-4 szénatomszdmd elkil-amid, 1-4 szénatom-
gzémd alkil-amin, 1-4 szédnatomszdmi tio-~
alkil-éter,

azzal jellemezve, hagy a megfele~-
186 kiinduldsi anyagokat alkalmazzuk.

3. Az 1. lgénypont szerinti eljéréds az

X'N‘Al“AZ"AB“A4'AS”A6"A7'A8'A9'A10'A11°A12'A13‘\V"A1AC"Y

dltaldnos képletd

peptid szdrmazék, vegy gydgyszerészetileg

elfogadhatd sdja el84ll{tdséra, shol az dltalénos képletben



X Jelentése

N 3slentése

jelentése
jelentése
jelentdse
Jelentdse
Jelentése
jelentése
Jelentése
Jelentése
jelentése
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amino-termindlis maradék, amely lehet
hidrogénatom, egy vagy két 1-10 szén-
atomszdmi alkilcsoport, egy vagy két
2-1C szénatomszémi acil-csoport, karbo-
benziloxi- vagy t-butiloxi-karbomil-
csoport; hacsak az amino-terminglis
amindsav nem ciklusos szarmazék, amely

esetben X jelentése tdrilt;

Bombesin, GRP, vagy természetas variin-
suk szekvencidja, vagy szekvencia rész-
lete, egy kités, vagy egy 1-11 bér-
mely amindsav maradékot tartalmazd pep-
tid; hacsak az amindé-terminglis amindsav
nem ciklusos szdrmazék, amely esetben

N Jelentése tirolt;

pGlu, vagy egy kités;
Gln, vagy egy kGtés;

Arg, vagy egy kités;

Leu, vagy egy kiotés;

Gly, vagy egy kiités;

Asn, vagy D-Phe;

Gln, vagy His;

Trp;

Ala;
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Alc jelentése valj;

A11 Jelentése Gly, vagy D-~Ala;

A12 Jelentédse His;

A13 jelentése Phe;

‘V jelentése AIBaQVAlaaa kKépletld meghatdrozd di-
peptid, ahol “)jalentése (CHZS),

W’(GHZS(O))I, és‘V(cuzsa)II és A, ;as,
valamint A14aa Jelentése a szubsztitu-
ens amindsavak;

Al4 Jelentése Leu, vagy Nle; '

C jelentése Bombesin, GRP, vagy természetes varidn-
suk szekvenclidja, vagy szekvencia rész-
late, egy ktités, vagy egy 1-11 bérmely
amindsav maradékot tartalmazé peptid;

Y  Jelentése karboxi-terwindlis maradék, amely lehet
hidroxilcsoport, 1-8 szénatomszdmi al-
koxi-észter, aminScsoport, mono- vagy di-
1-4 szénatomszdmi alkil-amid, 1-4 szén-
atomszédmi alkil-amin, 1-4 szénatomsdmd
tioalkil-éter,
azzel jellemezve, hogy a meg-

felel6 kiinduldsi anyagokat alkalmazzuk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljérds a pGlu-Gln-Arg-Leu-
Gly-Asn-Bln~Ttp-Ala~Val-Gly-His~PheY(CHZS)Leu~NH2 képletd
" peptid el64llftdséra,
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azzal jellemezve, hogy a megfeleld kiindulési anya-

gokat alkalmazzuk.

5. Az 1. igénypont szerinti eljdrés, az Ac~-D-Phe-Gln-Trp-
Ala—Val-D—AlaaﬂissPhéq(Cst)Leu-NHz képletl peptid el641-
lf{tédséra,

@azzal jellemezve, hogy a megfeleld kiinduldsi anya-

gokat alkalmazzuk.

6. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, az Asn-Gln-Trp-Ala-
Val-Gly-—His-Fhe\V(Cﬂzs)Leu-NH2 képletid peptid elddll{tdséra,
azzal jellemezve, hogy a megfeleld kiinduldsi anya-

gokat alkalmazzuk.

7. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, az Asn-Gln-Trp-Ala-
ValuGly~His~Pha*QCH2s(0))Leu~NH2 képletG peptid elGgllf-
tdsdrsa,

azzal jellemszve, hogy a megfelelé kiindulési anya-

gokat alkalmazzuk.

8. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, a pGlu-Gln-Trp-Ala-
Val-Gly-His-Phe'f (CH,5(0))Lau-NH, képletd peptid el64111td-
sdra,

@azzal jellemezvse, hogy a megfeleld kiinduldsi anya-

gokat alkalmazzuk.
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9. Az. 1. igénypont szerinti eljdrés a pGlu-Gln-Trp-
Ala-Val-Bly-His-Phév(CH25)N18-NH2 képletG peptid el64l-
litéséra,

8zzal jellemezve, hogy a megfelels kiindulési

anyagokat alkalmazzuk.

10. Az 1. igénypont szerinti eljérds a pGlu-Gln-Trp-
Ala-Val-Gly~His~Ph$¥(CHZS(0))ILeu-NHZ képletd peptid el6-
d111téséra,

8zzal Jellemezve, hogy a mepfelels kiinduldsi

anyagokat alkalmazzuk.

11. Az 1. igénypont szerinti eljdrds a pGlu~Gln-Trp-
Als-Val—Gly-HisuPhaY(Cst(D))IILeu~NH2 képletd peptid
elfdl1{tds4ra,

azzal jellemezve, hogy a megfelels kiindulédsi

anyagokat slkalmazzuk.

12. Elj)drds gydgyszerészetileg elfogadhaté formdlt alak
elfdllitdsira,

azzal jellemezve, hogy az 1. igénypont szerin-
ti vegylilutet, vagy gyégyszerészetileg elfogadhaté sé-
Jét gydgysierészetilag slfogadhatdé hordozdanyagokkal for-
mdlt alekkd feldolgozzuk.
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13. Elj)édrés kezelést igdnyl6 beteg rékellénes kezelésdre,
beleértve a kis se)tG tid6 és prosztata karcindma kezelést,
azzal jJellemszve, hogy a betegnek az 1-3. igény-
pontok szerinti peptid szdrmaezék hatdses mennyisdgét ada-
gol juk.

14. Elj)édrds betegben rékos szlivet niévekedésének szabdlyo-
zdséra,

azzal jellemezve, hogy a betegnek az 1-3. igdny-
pont szerinti peptid szérmazédk hatdsos mennyiségét adagol-

Juk.

15. El)drds emésztlrendszerbeni fekélyek kezelésére,
ilyen kezelést igénylS betegben,

azzel jYellemezve, hogy a betegnak az 1-3. igény-
pontok szerinti peptid szdrmazék hatédsos mennyisépét
adagol juk.

16. Eljérds bombesin/GRP antagonizmus kialakf{tdséra
ilyen kezelést igényl8 betegben,

a8zz8l Jjellemezve, hogy & betegnek az 1-3. igény-
pont szerinti peptid szdrmazék hatdsos mennyiségét asda-
goljuk. ‘
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