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A talalmany targya az
X-A-B-C-Y (1)
(#) altalanos képletii vegyuletek, ahol az altalanos képletben

X jelentése terminalis aminocsoport, amely lehet hidrogénatom, egy vagy két
1-6 szénatomszamu alkilcsoport, egy vagy két 2-10 szénatomszamu acil-
csoport, karbobenziloxi-csoport, H,NC(=NH)-csoport vagy terc-butoxi-
-karbonil-csoport;

, (2)

A jelentés_e Aqs-Ar-Ay (2)@(5%7105 kepletl peptid analég-csoport; ahol

A, jelentése (D)Phe, (D)Phg, (D)1-Tig, (D)3-Tig, N-Me-(D)Phe, (D)Cha,
(D)Chg, (D)Nag, vagy (D)Thg;

A, jelentése Pro, Pip, vagy Azt;
A; jelentése Arg, Lys, Orn, vagy hArg;

vaan (k)
B jelentese } (B)Véltalénos képletl peptid-analog



-----

-2-
Pro-B,-(D)Cys’-B,-B3-Gly-Asp-B4-Pro-(D)Cys'-B;4
| | (3)

S S

—vegy—
Pro-B;-(D)Cys’-B,'-B;-Gly-Asp-Nle-Pro-Ala-Asp-(D)Cys’-B;,
| @

S S

ahol

B, jelentése Gly, Ala, (D)Ala, Val, (D)Val, vagy Gly-Gly;

B, jelentése Gly, Gly-Gly, Gly-Gly-Gly, Gly-Gly-Gly-Gly vagy barmely (D)

aminosav,

B, jelentése Arg-lle-Pro vagy Lys-lle-Pro;

B, jelentése Arg, hArg, N-Me-Arg vagy Lys;

B, jelentése Nle, Phe, Met vagy Cha,;

C jelentése Y€ (5) altalanos kepletii peptid-analdg
Asp-C;-Cy-C3-Cy-C5-Cg-C7-Cg-Cq  (5)

ahol

C, jelentése Phe, pCIPHe, pNO,Phe, Tha, Npa, Tyr vagy Trp;

C, jelentése Glu vagy Asp;

C; jelentése barmely aminosav;

C, jelentése lle, Val, Leu vagy Phe;

C; jelentése Pro, Hyp, Sar, NMePgl vagy D-Ala;

Cg jelentése barmely aminosav;

C; jelentése barmely aminosav;
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Cg jelentése Tyr, Glu, Pro, Ala-Cha, Tyr-Cha, Tyr-Leu és Ala-Tyr;
C, jelentése egy kodtés vagy Glu, (D)Glu, Gin, Pro, Leu-Gln, Asp-Glu vagy

Leu-Pro; és

Y jelentése karboxi-terminalis csoport, amely lehet hidroxilcsoport, 1-6 szén-
atomszamu alkoxi-csoport, aminocsoport, mono- vagy di-(1-4 szénatom-
szamu)-alkil-szubsztitualt-amino-csoport vagy benzil-amino-csoport,

vagy gyogyszerészetileg elfogadhaté soi.
A taldlmany szerinti vegyiiletet antikoaguléns vagy vérlemez aggregacio

ellenes hatéanyagként alkalmazzak és gyogyszerészetben hasznalhato.
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Az antikoagulans hatasu anyagok terapias hatéanyagként alkalmazhatok
példaul akut mélyvénas trombozis, tid6 embolia, a végtagokban akut artérias
embédlia, szivizom infarktus, gutaiités és szort intravaszkularis koagulacio gyo-
gyaszati kezeléseben. Kimutattak, hogy az antikoagulansok megel6z6 adagolasa
megakadalyozza az embodlia kialakulasat reumatikus vagy arterioszklerotikus
szivbetegség esetén es megakadalyozza sebészeti beavatkozas bizonyos trom-
bé-embolias szovédményeit. Az antikoagulansok (alvadasgatiok) tovabba alkal-
mazhatok szivkoszoruer es agy érrendszeri betegségek kezelésében is. Az arte-
rias trombozis kilondsen a szivizmot és az agyat ellaté artériak esetében a hal-
alokok kozott vezets helyen all.

A fenti betegségek kialakulasaban a patogén mechanizmus els@sorban a
vérlemez medialt artérias trombozis kovetkeztében alakul ki. Ebbdl eredGen
amennyiben a vérlemez aggregaciot inhibialo és a trombint inhibialo hatdanyagot
fejlesztenek ki, ez egy trombozis ellenes idealis szer létrejottét jelenti. A vériemez
aggregacio alapvetd lépese (amelyet killonféle agonista hatasu anyagok indukal-
nak) a fibrinogén kotédése az Arg-Gly-Asp (RGD) szekvencian keresztll a vérle-
mez aktivalt gliikoproteinjehez (GP) lib/illa receptorokon, amely utobbi az integrin
csalad korébe tartozik [F.A. Marguerie s munkatarsai, J. Biol. Chem. 254,5357-
5363 (1979); D. Collen, és munkatarsai, Thrombolysis in Cardiovascular Disease,
D. Juian, és munkatarsai, Marcel Dekker, Inc., New York (1989); 45-67]. Ezt a
Katédést linearis és ciklusos RGD-tartalmu szintetikus peptidek inhibialjak [E.F.
Plow és munkatarsai, Prog. Hemostas, Thromb. 9, 117-156 (1989); E.F. Plow es
munkatarsai, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 82, 8057-8061 (1989)].

Az utdbbi vizsgalatok soran kimutattak, hogy amennyiben kombinaljak a

trombin inhibialast és a vérlemezt glikoprotein (GP) llb/llla (integrin) receptor
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blokkolasat, egyetlen hibrid peptidben, ez a peptid ezutan antikoagulans és ver-
lemez képzédés ellenes aktivitassal is rendelkezik [F.C. Church és munkatarsai,
J. Biol. Chem. 266, 11975-11979 (1991)]. Ezen tulmenden leirtak olyan peptid
tipust trombin inhibitorokat, amelyek egyben katalitikus és anionkoté exo-hely-
setii szekvencia inhibitorokat kombinainak [J.M. Maraganore, és munkatarsai,
Biochemistry, 29, 7095-7101 (1990) és J. DiMaio, es munkatarsai, J. Biol. Chem.,
265, 21698-21703 (1990)]. Ezen peptidek aktivitasanak meghatarozasat ugy ve-
gezték, hogy a ket komponenst elvalasztottak, amely két komponens a trombin
aktiv helyhez kot6dé komponens, illetve a megfelel6 hosszUsagu tavtartd réven
kialakitott exo-helyzeten kétédé komponens. Ezek a vizsgalatok kimutattak, hogy
az olyan peptidek, amelyek minimalisan 4-aminosav-maradekbol allo lancot tar-
talmaznak a katalitikus hely inhibitor és az anion-két6 exo-helyzet szekvencia ko-
z6tt, mutatjak a maximalis trombin inhibialo hatast. Ezek az eredmények egyben
alatamasztjak a keresztkdtés (térhaldsito) vizsgalatok eredmeényeit, amelyekben
kimutattak, hogy a hirudin-analégok NH,-terminalis csoport (amelyek az anion-
kotd exo-helyzethez kdtédnek a trombinon) tavolsaga, valamint a trombin kataliti-
kus helyén talalhato Ser-195 hidroxilcsoport kdzétti tavolsag kb. 18-20 A [B.
Furie, &s munkatarsai, J. biol. Chem., 257, 3875-3882 (1982) és W. Bode, és
munkatarsai, EMBO J., 8, 3467-3475 (1989)].

A WO 92/10575 szamu 1992. junius 25-én kozzétett szabadalmi bejelen-
tésben trifunkcios inhibitorokat irtak le, amelyek inhibialjak a vérlemez aktivalast
és a trombint. Ezek az inhibitorok egy glikoprotein lib/llla inhibialé egyseget és
egy trombin inhibiald egységet tartalmaznak, amely egy katalitikus helyhez
(receptorhoz) kot6d6 egységet tartalmaz, és ehhez a receptorhoz kotodik és a

trombin aktiv receptorhelyét inhibialja. A katalitikus receptorhoz kapcsolodd egy-

61.612/SM



S 4 -

.....

ség egy anionkdtd exo-receptorhoz kapcsolodik es ez a kapcsolodas egy 0ssze-
kotd molekulaegységen at torténik, amely egy gerinclancot tartalmaz és ezen lanc
szamitott hossza kb. 18A-42A kozotti.

Kisérleteink soran kimutattuk, hogy amennyiben egy trombin katalitikus-
receptor inhibitor (példaul (D)Phe-Pro-Arg vagy analdg) egységet kapcsolunk egy
anion-kotd exo-helyzettel kapcsolddo egységgel (hirudings gs analdg) egy ciklusos
Arg-Gly-Asp-X ,athidalé” szekvencian kereszti! trifunkciondlis peptidet nyerunk,
amely a katalitikus és anion-kotSd6 exo-helyzet inhibialassal rendelkezik a
trombinban, ugyanakkor viszont ugyanilyen aktivitassal rendelkezik a vélemez
glikoprotein (GP) llb/llla receptor inhibialasban is. Vizsgalatainkban tovabba ki-
mutattuk, hogy a peptid vérlemez aggregacio inhibiélé hatasa, valamint antikoa-
gulans aktivitasa jelentGsen megnovelt, abban az esetben, amennyiben a trombin
katalitikus-helyzet inhibitor €s a hirudinss g5 analog kotesere szolgalo diszulfid hi-
dakat képz6 cisztein maradékok (D)-konfiguraciojuak. Az aktivitas tovabbi nove-
kedését tapasztaltuk, amennyiben a ciklusos Arg-Gly-Asp-X ,athidalé” szekvenci-
4ban a fenil-alanint norleucinnel helyettesitettik. A fenti 4j vegyuletcsoport egy
kiegészits terapiat is lehetévé tesz, mivel megnovelt potenciallal és két hatasme-
chanizmussal is rendelkezik.

A talalmany targya az

X-A-B-C-Y (1)
altalanos képlet(i vegyuletek, ahol az altalanos kepletben
X jelentése terminalis aminocsoport, amely lehet hidrogénatom, egy vagy ket

1-6 szénatomszamu alkilcsoport, egy vagy két 2-10 szénatomszamu acil-

csoport, karbobenziloxi-csoport, H,NC(=NH)-csoport vagy terc-butoxi-

-karbonil-csoport;
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A jelentése As-Ax-A; (2) altalanos képletli peptid analog-csoport; ahol
A, jelentéée (D)Phe, (D)Phg, (D)1-Tiq, (D)3-Tig, N-Me-(D)Phe, (D)Cha,
(D)Chg, (D)Nag, vagy (D)Thg;
A, jelentése Pro, Pip, vagy Azt;
A, jelentése Arg, Lys, Orn, vagy hArg;
B jelentése a (3) altalanos képletii peptid-analég
Pro-B1—(D)Cys’-BQ—ByGIy—Asp-B4—Pro-(D)Cys’-B1
| | (3)

S S

vagy
Pro-B1-(D)Cys’-82’-BB—GIy—Asp—NIe—Pro-AIa—Asp-(D)Cys’-B1

| | (4)

S S

ahol

B, jelentése Gly, Ala, (D)Ala, Val, (D)Val, vagy Gly-Gly;

B, jelentése Gly, Gly-Gly, Gly-Gly-Gly, Gly-Gly-Gly-Gly vagy barmely (D)

aminosay;

B, jelentése Arg-lle-Pro vagy Lys-lle-Pro;

B, jelentése Arg, hArg, N-Me-Arg vagy Lys;

B, jelentése Nle, Phe, Met vagy Cha:

C jelentése az (5) altalanos kepletd peptid-analdg
Asp-C-Cy-C3-C4-C5-Ce-C7-Ce-Co  (5)

ahol

C, jelentése Phe, pCIPhe, pNO,Phe, Tha, Npa, Tyr vagy Trp;

C, jelentése Glu vagy Asp;
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C, jelentése barmely aminosav;

C, jelentése lle, Val, Leu vagy Phe;

C. jelentése Pro, Hyp, Sar, NMePgl vagy D-Ala;

Cg jelentése barmely aminosav;

C, jelentése barmely aminosav;

Cg jelentése Tyr, Glu, Pro, Ala-Cha, Tyr-Cha, Tyr-Leu és Ala-Tyr;

C, jelentése egy kotés vagy Glu, (D)Glu, Gln, Pro, Leu-Gln, Asp-Glu vagy

Leu-Pro; és

Y jelentése karboxi-terminalis csoport, amely lehet hidroxilcsoport, 1-6 szen-

atomszamu alkoxi-csoport, aminocsoport, mono- vagy di-(1-4 szénatom-

szamu)-alkil-szubsztituélt-amino-csoport vagy benzil-amino-csoport;
vagy gyogyszerészetileg elfogadhato soik, amelyek antikoagulans hatéanyagkent
alkalmazhatok. A talalmany targya tovabba a fenti vegytletek alkalmazasa akut
érplasztikai elzarodas, testen kivdli cirkulacio altal indukalt vérbeni sejthiany,
szivizom infarktus kialakulasa és fibrinolysis terapiat koveté érelzarodas kezele-
seben.

A diagrammok rovid ismertetése

1. abra: Oszlopdiagrammban bemutatjuk a (2) peptid hatasat az FeCl; ar-
térias elzarodas id6re patkanyokban. A kontrolicsoport a nem-sotetitett oszlopok-
kal jelzett, a (2) peptiddel végzett kezelest pedig a sotétitett oszlopokban mutatjuk
be. Az abran p jelentése a valoszinlség, n jelentése a tesztvizsgalatnak alavetett
allatok szama.

2 &bra: Az abran oszlopdiagrammban bemutatjuk a (2d) (nem jelen talal-
many szerinti) peptid hatasat FeCl- altal elGidezett artérias elzarodasi idére pat-

kanyokban. A kontroll csoportot a nem sotetitett oszlopokkal jelezzlk, mig a (2d)
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peptid hatasat a sotétitett oszlopok jelzik. Az abran p jelentese a valoszinliség és
n jelentése a tesztvizsgalatnak alavetett allatok szama.

3. abra: Az abran bemutatjuk az (1) peptid hataséat a trombin-novelt teljes
vér aggregaciora. (A) human vérmintak, (+) patkany vermintak.

4. abra: Az (1) altalanos képletl peptid infuzié hatasa a trombin idére ér-
zéstelenitett kutyaban (A) 5 nmol/kg/perc sebességl infuzio esetében, (+) 1
nmol/kg/perc sebesség esetében. (w) az infuzios idd.

5. abra: (1) altalanos képletli peptid hatasa aPTT-re érzéstelenitett kutya-
ban (A) 5 nmol/kg/perc infuzio sebesség, (+) 1 nmol/kg/perc infuzié sebesség,
(wm) az infuzi6 idGtartama.

6. abra: (1) peptid hatasa infuzio esetében a trombin-vérlemez aggregaci-
éra kutyakban (A) 5 nmol/kg/perc infuzio sebesség, (+) 1 nmol/kg/perc infuzio se-
besség (ms) infUzid idStartama.

7. 4bra: (1) peptid hatésa érzéstelenitett kutyakban a verzes id6tartamara
(A) 5 nmol/kg/perc infuzié sebesség, (+) 1 nmol/kg/perc infizié sebesség, (mm) az
infuzio idétartama.

8. abra: Az (1) peptid infuzi6 hatasa érzéstelenitett kutyaban a verlemez
szamra, (A) 5 nmol/kg/perc infuzid sebesség, (+) 1 nmol/kg/perc infuzid sebes-
ség, (mm) influzid idGtartama.

9. abra: (1) peptid hatasa érzéstelenitett kutyakban az atlagos vérnyomas-
ra, (A) 5 nmol/kg/perc infuzié sebesseg, (+) 1 nmo.l/kg/perc infuzio sebesség, ()

infuzio idétartama.
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10. abra: (1) peptid infuzié hatésa érzéstelenitett kutyakban a sziverrés
sebességére. (A) 5 nmol/kg/perc infuzid sebesség, (+) 1 nmol/kg/perc infuzio se-
besség, (wm) infuzid idGtartama.

11. abra: Az abran oszlopdiagramm formaban bemutatjuk az (1) peptid
hatasat FeCl, altal okozott artérias elzarédas id6re patkanyokban. A kontrollt nem
sététitett oszlopokkal jelezziik, mig az (1) peptiddel kezelt csoportot a sotétitett
oszlopok jelzik. Az abran p jelentése valoszinlseg és n jelentése a tesztvizsga-
latnak alavetett allatok szama.

A talalmany szerinti leirasban az aminosavak és az amino-, valamint a
karboxi-terminalis csoportok leirasara az alabbi roviditéseket alkalmaztuk:

Aly (vagy G) - glicin
Ala (vagy A) - alanin
Val (vagy V) - valin
Leu (vagy L) - leucin
lle (vagy l) -  izoleucin
Pro (vagy P) - prolin
Phe (vagy F) - fenil-alanin
Trp (vagy W) - triptofan
Ser (vagy S) - szerin
Met (vagy M) - metionin
Thr (vagy T) - treonin
Cys (vagy C) - cisztein
Tyr (vagy Y) - tirozin
Gln (vagy Q) - glutamin

Asn (vagy N) - aszparagin
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Asp (vagy D) - aszparaginsav
Glu (vagy E) - glutaminsav
Lys (vagy K) - lizin

Arg (vagy R) - arginin

His (vagy H) - hisztidin

Nle - norleucin

Chg - ciklohexil-glicin

Cha - R-ciklohexil-alanin

Pip - pipekolsav, pipekolinsav vagy 2-piperidin-karbonsav
Azt - 2-azetidin-karbonsav

Orn - ornitin

hArg - homoarginin

N-Me-Arg - N-metil-arginin

N-Me-(D)Phe - N-metil-D-fenil-alanin

Thg - 3-tienil-glicin

Nag - naftil-glicin

1-Tiq - 1,2,3,4-tetrahidro-izokinolin-1-karbonsav
3-Tiqg - 1,2,3,4-tetrahidro-izokinolin-3-karbonsav
Phg - fenilglicin

pCiPhe - para-klor-fenil-alanin

pNO,Phe - para-nitro-fenil-alanin

Tha - 3-(2-tienil-alanin)

Npa - R-(2-naftil)-alanin

Hyp - hidroxi-prolin

Sar - szarkozin (N-metil-glicin)

61.612/SM
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N-Me-Phg -  N-metil-fenil-glicin
Pen - penicil-amin
Cys’ - (5)

Amennyiben ketté vagy tébb aminosav egybekapcsolodik és peptidet ke-
pez és a viz elemei eltdvoznak, az egyes aminosavakbdl szarmaz6 maradékot
aminosav-maradéknak nevezzilk a leirasban. Ennek kovetkeztében az aminosav-
-maradék alatt valamely aminosavat értliink, amely a terminalis-aminocsoporton
egy hidrogén hiannyal rendelkezik és/vagy a karboxi-terminalis csoporton hidroxil-
csoport hiannyal rendelkezik. A szokasos jelzeseknek megfeleléen, amennyiben
egy vonalat (-) alkalmazunk az el6oldalon (ez a hidrogen hianyt jelzi) és/vagy a
hatso oldalon (amely a hidroxilcsoport hianyt jelzi), a harombetiis aminosav kéd
el6tt vagy utan vagy aminosav szarmazékot jelz8 kod el6tt vagy utan, ez egy
aminosav-maradékot jelez.

Az (5) képlettel jelzett Cys'-maradék azt jelenti, hogy egy olyan cisztein-
maradékrol van sz6, amely az R-csoport oldallancon nem tartaimaz szulfid-cso-
portot. Amint a (3) és (4) altalanos képletekben bemutattuk, a (D)Cys'-maradékok
diszulfid-kdtésen keresztiil kapcsoltak. A diszulfid-csoport a (D)Cys’-maradékok-
hoz a (D)Cys'-maradék metilén-csoportjan keresztll kotottek, amint ezt a (6)
képletben bemutatjuk.

Megjegyzend6, hogy az (5) és a (8) altalanos képletek egyarant jeldlhetnek
(D)- vagy (L)-maradékokat.

A leirasban a kilonféle véddcsoportok roviditésére az alabbi roviditéseket

alkalmazzuk:

Boc t-butiloxi-karbonil-csoport

Bzl

benzil-csoport
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Mbz = p-metil-benzil-csoport

Chx = ciklohexil-csoport

Tos vagy Tozil = p-toluol-szulfonil-csoport

Cbz = karbobenziloxi-csoport

BrZ = brom-benziloxi-karbonil-csoport
Suc = szukcinil-csoport

Ac = acetil-csoport

PAM = fenil-acetamido-metil-csoport

Az alkilcsoport, illetve az alkoxicsoportban talalhato alkilcsoport lehet
egyenes vagy elagazé szénlancu vagy ciklusos alkilcsoport, mint példaul metil-
csoport, etilcsoport, propilcsoport, izopropilcsoport, butil-csoport, izobutil-csoport,
terc-butil-csoport, pentil-csoport, izopentil-csoport, szek-pentil-csoport, ciklopentil-
-csoport, hexil-csoport, izohexil-csoport, cikiohexil-csoport és ciklopentil-metil-
-csoport. A 2-10 szénatomszamu acilcsoport lehet egyenes, elagazo vagy ciklu-
sos telitett és telitetlen acilcsoport, amely egy vagy két karbonilcsoportot tartal-
mazhat és lehet példaul acetil-csoport, benzoil-csoport, szukcinil-csoport, maleil-
-csoport és glutaril-csoport. A halogénatom jelentése lehet fluoratom, kiératom,
brématom vagy jodatom.

A ,barmely aminosav” elnevezés alatt természetesen el6fordulé aminosa-
vakat, tovabba nem-fehérje tipusu a-aminosavakat értink, amelyeket szokasosan
alkalmaznak a szakirodalomban, a peptidkémidban, a természetesen el&forduld
peptidek szintetikus analdgjai eléallitasaban. A természetesen el6fordulé amino-
savak a glicin, az alanin, a valin, a leucin, az izoleucin, a szerin, metionin, a
treonin, a fenil-alanin, a tirozin, a triptofan, a cisztein, a prolin, a hisztidin, az

aszparaginsav, az aszparagin, a glutaminsav, a glutamin, az arginin, az ornitin s
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a lizin. A nem-fehérje tipusu a-aminosavak a norleucin, a norvalin, az allo-
izoleucin, a homoarginin, a tiaprolin, a dehidro-prolin, a hidroxi-prolin (Hyp), a
homoszerin, a ciklohexil-glicin (Chg), az a-amino-n-butansav (Aba), a ciklohexil-
-alanin (Cha), az amino-fenil-butansav (Pba), a fenil-alaninok, amelyek orto-,
meta- vagy para-helyzetben a fenilcsoporton egy vagy két alabbi szubsztituenst
tartalmazhatnak: 1-4 szénatomszamu alkilcsoport, 1-4 szénatomoszamu alkoxi-
-csoport, halogénatom vagy nitrocsoport vagy metiléndioxi-csoport, a R-2- és 3-
-tienil-alanin, a R-2- és 3-furanil-alanin, a B-2-3- és 4-piridil-alanin, a }-(benzo-
tienil-2- és 3-il)-alanin, a R-(1- és 2-naftil)-alanin, az O-alkilezett szerin szarmazeé-
kok, a treonin vagy tirozin-szarmazékok, az S-alkilezett cisztein, a tirozin O-szul-
fat esztere, a 3,5-dijod-tirozin és a természetesen elforduld aminosavak D-izo-
merjei.

A természetesen eléforduld aminosavak a glicin kivételével, kiralis szén-
atomot tartalmaznak. Hacsak masképp nem jelezziik, az itt leirt optikailag aktiv
aminosavak L-konfiguraciojuak. Az R szubsztituenst tartalmazo szénatom sztere-
okémiaja D- vagy L-konfiguraci6 lehet. Amennyiben az aminosav D-konfiguracio-
ju, ezt a leirasban D-aminosavként (D)-aminosav formaban jeloljiik vagy a beti
elnevezésl rendszerben egy kisbetiivel jeldljik, mint példaul D-fenil-alanin, D-
Phe, (D)Phe vagy f, elfogadhaté jelélés. Mint altalaban a szakirodalomban, a
peptidek leirasat a jelen leirasban is ugy végezziik, hogy a lancban az amino-ter-
minalis csoport a baloldalon taldlhaté és a karboxi-terminalis csoport a lanc jobb-
oldalan talalhato.

Az (1) altalanos képleti talalmany szerinti polipeptidek gyogyszerészetileg
elfogadhaté savaddicios sokat képezhetnek nem-toxikus szerves vagy szervetlen

savakkal. A soképzésben alkalmazhato megfeleld savaddicios sot képzd szervet-
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len savak példaul a hidrogén-klorid, a hidrogen-bromid, a kénsav és a foszforsav,
valamint a savas fémsok, mint példaul a natrium-monohidrogén-ortofoszfat és a
kalium-hidrogén-szulfat. A megfeleld sot képzd szerves savak példaul a mono-,
di- és tri-karbonsavak. llyen savak példaul az ecetsav, a trifluor-ecetsav, a
glikolsav, a tejsav, a piruvinsav, a malonsav, a borostyank&sav, a glutarsav, a
fumarsav, az almasav, a borkésav, a citromsav, az aszkorbinsav, a maleinsav, a
hidroxi-maleinsav, a benzoesav, a hidroxi-benzoesav, a fenil-ecetsav, a fahéjsav,
a szalicilsav, a 2-fenoxi-benzoesav, és a szulfonsavak, mint péidaul a metan-
szulfonsav és a 2-hidroxi-etanszulfonsav. A karboxi-terminalis aminocsoporton
képzett sok lehetnek nem-toxikus karbonsav sok, amelyeket barmely szerves
vagy szervetlen bazissal képezhetink. llyen sok lehetnek példaul az alkalifém
sék, mint példaul natrium és kalium s6, az alkalifoldfem sok, mint példaul a
kalcium so és magnézium sé, a llIA csoporthoz tartozoé konnydfém sok, mint pél-
daul az aluminium so és a szerves elsérend(i, masodrend és tercier-aminokkal
képzett sok, mint példaul a trialkil-amin sok, példaul a trietilamin s6, a prokain-so,
a dibenzil-amin s6, az 1-etan-amin-so6, az N,N'-dibenzil-etilén-diamin s6, a
dihidro-abietilamin s6, az N-(kis szénatomszamu)-alkil-piperidin s6 vagy barmely
mas alkalmas amin so.

Az (1) altalanos képletii talalmany szerinti uj peptid vegylletek a trombin
inhibialast és a vérlemez glukoprotein (GP) lib/llia receptor antagonizmust
egyetlen hibrid peptidben kombinéljak. A talalmany szer?r)ti peptidek tartalmaznak
egy trombin katalitikus helyzet inhibitort (amely az A rész), amely egy trombin
anion-ko6ts exo-helyzeti inhibitorhoz kapcsolédik (C rész), egy kotd egységen
keresztiil, amely egy ,hidat” és egy ciklusos RGD-X szekvenciat tartalmaz, amely

szekvencia GP vérlemez IIb/llla receptor antagonista (B rész) hatasu.
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Az A molekularész egy trombin katalitikus helyzethez kotddé inhibitor egy-
ség. Ez a katalitikus helyzethez kétédd egység a trombin aktiv receptorahoz ko-
tédik és inhibialja vagy késlelteti a trombin fehérjebonté aktivitasat. A C molekula-
rész egy trombin inhibialé egyseg, amely ugy jellemezhetd, hogy egy anionkotd
exo-helyzettel kapcsolédé molekularész. Mivel a C csoport vagy molekularész
permutacioi szerkezetikben hasonldéak a hirudin karboxi-terminalis részéhez, eb-
bl eredéen feltehets, hogy a C molekularész kénnyen kétddik a trombinon az
anion koté exo-receptorokhoz.

A B molekularész két funkcios részletbsl all. Az egyik egy ugynevezett ,hid”
szekvencia, amely a katalitikus receptor inhibitor (A molekularész) és az anion-
kdtd exo-helyzet inhibitor (C molekularész) kozétti kapcsolatot biztositja, a masik
funkciés csoport pedig egy ciklusos RGD-X glilkoprotein lib/llla inhibialé csoport.
A katalitikus receptor inhibitor egységet (A molekularesz) és az anionkoto exo-
-receptor inhibitor egységet (C molekularész) dsszekots ,hid” egység a ciklusos
RGD-X szekvencia aljan talalhaté. Ez azathidalo egység By-csoportot Pro,
(D)Cys’ csoportot tartalmaz és a B rész (D)Cys’ ket csoportjat 0sszekotd biszulfit
hidakat tartalmazza. Felteheten a csoport megfelel6 tavtartéként szerepel a ka-
talitikus helyzet inhibialé szekvencia és az anion-kot6dés exo-helyzet felismerd
szekvencia kotott. Az dsszekots ,hid” egység a B, és az A; egységek kozott pro-
lin-csoportot tartalmaz, mivel a természetes imid-kotés az A; és Pro csoport ko-
z6tt sokkal lassabban hasad, mint az egyéb aminosav-maradékok kdz6tti amid
kdtés. Ez elvi feltételezés, azonban a jelen talalmanyban nem allitjuk, hogy a fenti
imid-kotés szerepet jatszik a katalitikus helyzet-iranyitott inhibiald hatasaban.

Természetesen a leirasba beleértjiik, hogy egyéb amid kotés helyettesité amino-
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savak funkcionalis ekvivalensként alkalmazhatok, ezek lehetnek pé!déul redukalt
amidok, észterek, ketonok és szulfidok is.

A B molekularészben talalhaté ciklusos RGD-X glikoprotein Iib/lla inhibi-
alo egység, azaz azon aminosav-maradekok, amelyek a B molekularész D-Cys-
-maradéka kozott helyezkednek el, inhibialjak a fibrinogén és receptora, a
gliikoprotein Ilb/llla kézotti kdlcsonhatast. A ciklusos RGD-X gliikoprotein Ilb/llla
inhibiald egység a B molekularészben 6-11 aminosavat tartaimazhat a i és IV
képletek szerint. EI6nyosen a ciklusos RGD-X gliikoprotein lib/llla inhibialo egy-
ség a B molekularészben a (3) képlet szerinti és 6-9 aminosavat tartaimaz a (3)
képletben.

A talaimany szerinti molekulakban az A, egység az (X) amino-terminalis
csoporthoz kotott és az A, egység a Pro-maradekhoz kapcsolt, amely a B mole-
kularész bal oldalan vagy az N-terminalis végen talalhaté. A C molekularész bal
oldalan vagy N-terminalis végén talalhaté Asp-maradek a B; csoporthoz kotott,
amely a B molekularész C-terminalis vagy jobb oldalan talalhato.

A talalmany szerinti vegyiletek kézil bizonyos vegylletek el6nyosek. Az
elényds (1) altalanos képletli peptid-szarmazékok azok, amelyekben az altalanos
képletben
X jelentése hidrogénatom, acetil-csoport, szukcinil-csoport vagy terc-butiloxi-

-karbonil-csoport;

Ay jelentése (D)Phe, (D)Chg, (D)Cha, (D)Phg, (D)1-Tiq, (D)3-Tiq vagy

N-Me-(D)Phe;

A, jelentése Pro;
A;  jelentése Arg vagy Lys;

B jelentése (3) vagy (4) altalanos kepletl csoport;
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B jelentése Gly, Ala vagy Gly-Gly;

B, jelentése Gly, Gly-Gly vagy barmely (D) aminosav, ahol B jelentése (3) al-
talanos képletl csoport;

B, jelentése Arg-lle-Pro vagy Lys-lle-Pro, amennyiben B jelentése (4) altala-
nos képletd csoport;

B, jelentése Arg vagy N-Me-Arg;

B, jelentése Nle, Phe, Cha, Met;

C, jelentése Phe, Npa vagy Tyr;

C, jelentése Glu vagy Asp;

C, jelentése barmely aminosav csoport;

C, jelentése lle vagy Val,

Cs; jelentése Pro, Hyp vagy (D)Ala;

Ce jelentése barmely aminosav csoport;

C, jelentése Glu, Asp, vagy Ala;

Cg jelentése Tyr, Glu, Tyr-Leu, Tyr-Cha vagy Ala-Cha;

Cy, jelentéser egy kotés, (D)Glu, Glu, Gln, Leu-GlIn vagy Leu-Pro;
€s

Y jelentése hidroxilcsoport, 1-6 szénatomszamu alkoxicsoport vagy mono-
vagy di-(1-4 szénatomszamu) alkil-szubsztitualt aminocsoport.
Ugyancsak el6nyos (1) altalanos képletd talalmany szerinti vegytletek,

ahol az altalanos képletben

X jelentése hidrogénatom, acetilcsoport vagy terc-butoxi-karbonil-csoport;

A, jelentése (D)Phe, (D)Phg, (D)3-Tiq vagy N-Me-(D)Phe;

A, jelentése Pro;

A;  jelentése Arg;
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jelentése (3) vagy (4) altalanos képletl csoport;

jelentése Gly;

jelentése Gly, (D)Tyr, (D)Val, (D)Thr, vagy (D)Pro, ahol B jelentese (3)
altalanos képletl csoport;

jelentése Arg-lle-Pro, ahol B jelentése (4) altalanos képletl csoport;
jelentése Arg vagy N-Me-Arg;

jelentése Nle vagy Phe, azzal a feltétellel, hogy amennyiben B, jelentése
(D)Tyr, (D)Val, (D)Thr vagy (D)Pro, ahol B, jelentése Nie;

jelentése Phe vagy Tyr;

jelentése Glu;

jelentése Glu vagy Pro;

jelentese lle;

jelentése Pro vagy (D)Ala;

jelentése Glu vagy Ala;

jelentése Glu;

jelentése Tyr, Tyr-Leu, Tyr-Cha vagy Ala-Cha;

jelentése egy kotés vagy (D)Glu; és

jelentése hidroxilcsoport, 1-6 szénatomszamu alkoxicsoport vagy mono-
vagy di-(1-4 szénatomszamu) alkil-szubsztitualt aminocsoport.

Kuldnosen elényds (1) altalanos képletli talalmany szerinti peptid-szarma-

zékok, ahol az altalanos képletben

X
A
Ao

As

jelentése hidrogénatom, acetilcsoport vagy terc-butoxi-karbonil-csoport;
jelentése (D)Phe, (D)Phg, (D)3-Tiq vagy N-Me-(D)Phe;
jelentése Pro;

jelentése Arg;
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jelentése (3) altalanos képletl csoport;

jelentése Gly;

jelentése Gly, (D)Tyr, (D)Val, (D)Thr vagy (D)Pro;

jelentése Arg;

jelentése Nle vahy Phe, azzal a feltétellel, hogy amennyiben, B, jelentése
(D)Tyr, (D)Val, (D)Thr vagy (D)Pro, akkor By jelentése Nle;

jelentése Phe;

jelentése Glu;

jelentése Pro;

jelentése lie;

jelentése Pro;

jelentése Glu vagy Ala;

jelentése Glu;

jelentése Tyr, Tyr-Cha vagy Ala-Cha;

jelentése egy kotés vagy (D)Glu; es

jelentése hidroxilcsoport vagy 1-6 szénatomszamu alkoxicsoport.

A talalmany szerinti peptideket a szakirodalomban leirt eljarasoknak megfe-

lel6en tébb modon elsallithatjuk. llyen eldallitasi eljaras nem limitaltan lehet a

szilard fazisu szekvencialis eljaras, amelyet automata médszerrel, mint példaul

automata peptid szintetizalo berendezés alkalmazasaval hajthatunk végre. Az

eljaras soran az a-aminocsoporton védett-aminosavakat egy gyanta hordozohoz

kotjuk. Az alkalmazott gyanta hordozo barmely alkalmas gyanta lehet, amelyet a

szilard fazisu polipeptid eléallitasi eljarasokban a szakirodalomban alkalmaznak.

Elénydsen az alkalmazott gyanta polisztirol, amely 0,5 - kb. 3% divinil-benzol

segitségével térhalositott. Ez a gyanta lehet klor-metilezett vagy hidroxi-metilezett
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és igy a kezdetben bevezettet a-aminocsoporton vedett-aminosavakkal észter-

kotést tud létrehozni.
Az egyik alkalmazhato6 hidroxi-metil-gyantat leirtak a Bodanszky €s munka-

tarsai. Chem. Ind. (London) 38, 1597-98 (1966) kozleményiikben. Egy klor-meti-

lezet-gyanta kereskedelemben kaphat¢ (a Bio Rad Laboratories, Richmond,
California terméke) és a gyanta eléallitasi eljarasat leirtak a Stewart es munkatar-
sai. a ,Solid Phase Peptide Synthesis” (Freeman & Co., San Francisco 1969)
Chapter 1, 1-6 kdzleményben. A védett-aminosavat a gyantahoz azzal az eljaras-

sal kapcsolhatjuk, amelyet leirtak a Gisin, Helv. Chem. Acta, 56, 1476 (1973)

kdzleményben. Példaul amennyiben olyan polipeptidet kivanunk el&allitani,
amelynek karboxi-terminalis csoportja egy (D).G'Iu-maradék, egy Boc-D-Glu(Bzl)
molekulat kapcsolunk, cézium sé formaju kiér-metilezett polisztirolhoz kb. 50°C
hémérsekleten.

Miutan az o-aminosavat a gyantahoz kotjiik barmely alkalmas eljaras al-
kalmazasaval, a védécsoportot eltavolitjuk, amely lehet peldaul trifluorecetsav
metanolos oldatanak hasznalata, trifluorecetsav énmagaban torténd felhasznala-
sa vagy HCL dioxanos oldat hasznalata. A véd&csoport eltavolitast 0°C és szo-
bahdmeérseéklet kdzotti hdmérsékleten hajtjuk végre. Az egyes a-aminocsoport
véddcsoportok eltavolitasara egyéb standard hasitasban alkalmazhaté reagense-
ket is felhasznalhatunk. Miutan az a-aminosav véddcsoportot eltavolitjuk, egyéb
a-aminocsoporton védett-aminosavakat kapcsolhatunk kivant sorrendben lépe-
senként a molekulahoz. Mas eljaras szerint oldatban végzett kapcsolasi eljarassal
tobb aminosav-csoportot kapcsolhatunk, majd az igy kapott szekvenciat kapcsol-

juk a gyantahoz kotott aminosav-szekvenciahoz.
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A polipeptid szekvenciaba bevezetett egyes aminosavakban alkalmazott
a-aminocsoport védécsoport barmely szakirodalomban ismert ilyen védbcsoport
lehet. Az a-aminocsoport védécsoportok az alabbi tipusiak lehetnek: (1) acil-
-tipusti védécsoportok, mint példaul formil-csoport, trifluor-acetil-csoport, ftalil-
-csoport, toluol-szulfonil-csoport (tozil-csoport), benzol-szulfonil-csoport, nitro-
—fenil-szulfenil-csoport, tritil-szulfenil-csoport, o-nitro-fenoxi-acetil-csoport és o-
-klér-butiril-csoport; (2) aromas karbamid-tipusu véddécsoportok, mint példaul
benziloxi-karbonil-csoport és szubsztitualt-benziloxi-karbonil-csoport, mint példaul
p-klor-benziloxi-karbonil-csoport, p-nitro-benziloxi-karbonil-csoport, p-brém-benzil-
oxi-karbonil-csoport, p-metoxi-benziloxi-karbonil-csoport, 1-(p-bifenilil)-1-metil-
-etoxi-karbonil-csoport, o,a-dimetil-3,5-dimetoxi-benziloxi-karbonil-csoport, €s
benzhidriloxi-karbonil-csoport; (3) alifas karbamid-tipusu védcsoportok, mint pél-
daul terc-butoxi-karbonil-csoport (Boc), diizopropil-metoxi-karbonil-csoport, izo-
porpiloxi-karbonil-csoport, etoxi-karbonil-csoport és alliloxi-karbonil-csoport; (4)
cikloalkil-karbamid-tipusu védécsoportok, mint példaul ciklopentiloxi-karbonil-
csoport, adamantiloxi-karbonil-csoport és ciklohexiloxi-karbonil-csoport; (5) tio-
karbamid-tipust védécsoportok, mint példaul fenil-tiokarbonil-csoport; (6) alkil-
csoport-tipusu védécsoportok, mint peldaul trifenil-metil-csoport (tritil-csoport) és
benzil-csoport; és (7) trialkil-szilil-csoportok, mint példaul trimetil-szilil-csoport.
Elénydsen alkalmazhatd o-aminocsoport véddcsoport a terc-butoxi-karbonil-
csoport.

A megfelel6 kapcsolo reagens megvalasztasa a szakirodalomban ismert.
Amennyiben a bevezetendS aminosav Gin, Asn vagy Arg kGionosen elénydsen
alkalmazhat6 kapcsol6 reagens az N,N'-diizopropil-karbodiimid és az 1-hidroxi-

-benzotriazol. Ezen reagensek alkalmazasa megakadalyozza a nitril és a laktam
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képz&dést. Egyéb alkalmazhatd kapcsold reagensek az alabbiak: (1) karbodiimi-
dek [példaul N,N’-diciklohexil-karbodiimid és N-etil-N’'-(y-dimetil-amino-propil)-
-karbodiimid]; (2) cian-amidok [példaul N,N-dibenzil-cianamid]; (3) ketén-iminek;
(4) izoxazolium-sok [példaul N-etil-5-fenil-izoxazolium-3'-szulfonat]; (5) mono-
ciklusos-nitrogéntartalmi heterociklusos-amidok, amelyek aromas jelleglek és
1-4 nitrogénatomot tartalmaznak [peldaul imidazolidok, pirazolidok és 1,2,4-triazo-
lidok], elényosen alkalmazhatd heterociklusos-amidok példaul az N,N’-karbonil-
_diimidazol és az N,N’-karbonil-di-1,2 4-triazol; (6) alkoxilezett-acetilének [példaul
etoxi-acetilén]; (7) az aminosav karboxilcsoportjaval vegyes anhidridet képz6 rea-
gensek [példaul etil-klor-formiat es izobutil-klor-formiat] vagy a kapcsolando ami-
nosav szimmetrikus anhidridjei [példaul Boc-Ala-O-Ala-Boc] és (8) nitrogéntartal-
mu heterociklusos vegyiiletek, amelyek a gydri egyik nitrogénatomjan hidroxil-
csoportot tartalmaznak [példaul N-hidroxi-ftalimin, N-hidroxi-szukcinimid és
1-hidroxi-benzotriazol]. Egyéb peptid kapcsolasban alkalmazhato aktivalo rea-

genseket leirtak a Kapoor, J. Pharm. Sci., 59, 1-27 (1970) kozleményben. Eljara-

sunkban elénydsen szimmetrikus anhidridet alkalmaztunk kapcsolo reagenskent,
kivéve az Arg, Asn és GIn aminosavak esetéet.

Valamennyi védett aminosavat vagy aminosav szekvenciat a szilard fazisu
reaktorban koriilbelill kétszeres - koriilbeliil négyszeres feleslegben alkalmazunk.
A kapcsolast dimetil-formamid:diklérmetan 1:1 elegyben vagy énmagaban dimetil-
-formamidban vagy énmagaban diklérmetanban hajtjuk végre. Amennyiben nem
teljes kapcsolas torténik, a kapcsolasi eljarast megismeételjik, miel6tt az a-amino-
csoport védécsoportot eltavolitjuk, amely veddcsoport eltavolitast el kell végezni
azel6tt, mieldtt a kovetkezd aminosavat a szilard fazisu reaktorba visszik. Az

egyes lépésekben a szintézis sorén a kapcsolasi reakcio végbemenetelét
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ninhidrin-reakciéval ellenérizziik az E. Kaiser és munkatarsai, Analyt. Biochem.

34, 595 (1970) kdzleményben leirt eljarasnak megfelelGen.

Miutan a kivant aminosav szekvenciat elGallitottuk, a peptidet a szakiroda-
lomban ismert eljarasok szerint a gyantarol lehasitjuk. Példaul a hasitasi reakciot
gy végezhetjik, hogy a gyantahoz kotott polipeptidet 5% anizol vizmentes hid-
rogén-fluoridban készllt oldataval kezeljuk.

Mint a szilard fazisu peptid szintézis szakirodalmabal ismeretes, szamos
aminosav funckios csoportokat tartalmaz, amelyek véddcsoporttal latandok el a
lanc kialakitasi reakciok soran. Az ilyen esetekben alkalmazott védGcsoportok
megvalasztasat a szakember kénnyen elvégzi és ez fligg az aminosav tipusatdl,
illetve a peptidben talalhatd egyéb védett aminosav-maradekok jellemzéitdl. Az
ilyen oldallancban funkciés csoportot tartalmazo aminosavak véddécsoportjainak
megvalasztasa donté befolyasu, mivel ezek a véddcsoportok olyanok, hogy az
a-aminocsoport védécsoportjanak eltavolitasa soran ezek nem hasadhatnak.
Példaul az aszparaginsav karboxilcsoport hidroxilcsoportjat és a glutaminsav
karboxilcsoport hidroxilcsoportjat benzilcsoport vagy ciklohexil-csoport véd&cso-
porttal lathatjuk el. EI6nydsen alkalmazhatd veddcsoport a benzilcsoport.

Az ilyen oldallanc védScsoportok a szakirodalomban jol ismert eljarasokkal
tavolithaték el. Jellemz&en az ilyen védScsoportok eltavolitasat akkor vegezzuk,
amikor a teljes peptidlancot elGallitottuk. Példaul a peptidet egyidGben veddcso-
port mentesithetjik, mikdzben a peptidet a gyantardl is lehasitjuk. Ezt a hasitasi
és véddcsoport eltavolitasi reakciot 5%-os vizmentes hidrogén-fluoridban készult
anizol oldattal végzett kezeléssel hajthatjuk végre. A véddcsoportokat egyeb

megfelel6 épésben is eltavolithatjuk.
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A talalmany szerinti peptid analog antikoagulans és verlemez képzddes
ellenes dozisa 0,2 mg/kg testtomeg - 250 mg/kg testtdmeg/nap kozotti ertek,
amely figg a beteg tipusatdl, a trombozisos betegseég sulyossagatol és a valasz-
tott peptid analdg tipusatdl. Az egyes beteg esetében alkaimazando dozist kony-
nyen meghatarozhatjuk. Elénydsen alkaimazhat6 ddzis a naponta 1-4 alkalommal
alkalmazott dozis, amely jellemzden dozisonként 5 mg-100 mg kozotti aktiv hato-
anyagot tartaimaz.

Az antikoagulans terapiat altalaban kilonféle trombdzisos betegsegek ke-
zelésére vagy megelézésére alkalmazzuk, amely lehet példaul koronaér artéria
és agy érrendszeri betegség, ming példaul koronaér elzarodas es igy az adott
rogok (verrdgok) oldasa. A vérlemez ellenes terapiat arra a célra alkalmazzuk,
hogy a szivizom infarktus és a gutaiités Ujbdli kialakuasat megelézzik. A szak-
ember kdnnyen felismeri azokat a betegségeket, amikor antikoagulans, illetve
vérlemez képz&dés ellenes terapiat kell alkalmazni. Feltehetd, hogy a talalmany
szerinti peptidek kildndsen elénydsek a koronaér trombozis kezelésében, amely
érplasztikai miitét utan allhat be, mivel megakadalyozzak a thrombocytopenia
kialakulasat a végtag keringésben, tovabba a fibrinolitikus terapia utani elzarodas
kezelésében alkalmazhatok és alkalmazhatdk a kialakuld szivizom infarktus lealli-
tasara vagy késleltetésere.

A ,beteg” elnevezés alatt a leirdsban altalanosan emiGsoket, mint példaul
fseml@soket, az embert is beleértve, értiink, amely eml8sok lehetnek tovabba bir-
ka, 16, szarvasmarha, sertés, kutya, macska, patkany és eger.

A talalmany szerinti egyes peptid szarmazékok az oralis adagolast atve-
szelik, azonban javasoljuk a vegylletek nem oralis adagolasat, amely lehet pél-

daul szubkutan, intravénas, intramuszkularis vagy intraperitonealis adagolas, to-
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vabba a belitetett injektalasos adagolas implant belltetéssel vagy a
nyalkahargyara térténé adagolas, mint példaul az orr, a torok és a tudd horgdkbe
tdrténd aroszol formaban torténd adagolas, amely aeroszol a taldimany szerinti
peptid szarmazékot spré vagy szaraz por formaban tartalmazhatja.

A parenteralis adagolas céljara a talalmany szerinti vegyuleteket oldat vagy
szuszpenzio injektalhatéd dozis formaban adagolhatjuk, amelynek soran a vegyu-
letet fiziologiailag elfogadhato higitdanyagban szuszpendaljuk vagy oldjuk. A
gyégyszerészetileg elfogadhaté hordozdanyag lehet steril folyadék, mint példaul
viz és olajok és tartaimazhat feliiletaktiv anyagokat és egyeb gyogyszerészetileg
elfogadhatd segédanyagokat. llyen celra alkalmazhatd olajok példaul lehetnek a
petréleum, az allati, névényi és szintetikus olajok, mint példaul mogyoroolaj, sz6-
jaolaj és asvanyi olaj. Altalaban ilyen célra az injektalhato oldat elGallitasaban
elénydsen vizet, fizioldgias sooldatot, vizes dextroz és hasonlé cukor oldatokat,
etanolt és glikolokat, mint példaul propilén-glikolt vagy polietilén-glikolt alkalma-
zunk.

Példak

Az 1-12. példakban részletesen bemutatjuk az (1) altalanos képletd pepti-
dek elGallitasi eljarasat. A példak illusztrativ jelleglek és nem korlatozzak a talal-
many targykorét. Az 1-12. példakban alkalmazott reagensek és kiindukasi anya-
gok a szakember szamara konnyen rendelkezésre allnak. Az 1-12. példakban az
alabbi elnevezéseket alkalmazzuk: ,DCM’ diklérmetan; ,DIEA” diizopropil-etil-

-amin: ,MeOH" metanol; ,DCC" N,N'-diciklohexil-karbodiimid; ,DMF" N,N'-dimetil-
-formamid: ,HOBt” 1-hidroxi-benzotriazol; ,TFA" trifluor-ecetsav; ,ekv” ekvivalens;
.mekv" milliekvivalens; ,g" gramm; ,mg" milligramm; ,mmol” millimol; ,mI" milliliter;

°C" Celsius fok; ,VRK” vékonyréteg kromatografia; ,Rf” retencioés index; ,ul”

61.612/SM



ta . *e
* se o

. .o

-

.
oo ves oo

mikroliter; ,11g” mikrogram; ,um” mikromol”; ,Hgmm" higanymillimeter es 3,
part/milion a tetrametil-szilanra vonatkoztatva.
1. példa
(1) (SEQ ID NO: 1) eldallitasa
(D)Phe-Pro-Arg-Pro-Gly-(D)Cys’-Gly-Arg-Gly-Asp
N
S-S
Pro-lle-Pro-Glu-Tyr-Asp-Gly-(D)Cys’-Pro-Nle
Gl‘u-GIu-AIa-Cha-(D)GIu-OH
Boc-(D)Glu(Bzl)-Pam-gyanta (Peninsula Laboratories, Belmont, California)
terméket lépésenkénti védéesoport eltavolitassal és kapcsolasi reakcioval a meg-
felelé sorrendl Boc-aminosavak alkalmazasaval Dupont 250 félautomata peptid

zintetizalé alkalmazasaval az alabbi protokoll szerint meghosszabbitjuk:

Reagens/oldoszer |d6 (masodperc) |lsmétlés szama
DCM 30 1
MeOH 30 2
DCM 30 3
TFA:anizol:DCM (48:2:50) 60 1
TFA:anizol:DCM (48:2:50) 1200 1
DCM 30 3
DIEA:DCM (10:90) 60 3
DCM 30 2
Boc-aminosav 1800 1
DMF 30 1
DCM 30 1
DIEA:DCM (10:90) 30 1
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Valamennyi Boc-aminosavat ugy kapcsolunk, hogy szimmetrikus anhidridet
allitunk el6 és ezt kétszeres feleslegben alkalmazzuk az Arg kivételével, amelyet
négyszeres feleslegben HOBt-észter formaban hasznalunk. A szimmetrikus an-
hidrideket az alabbi eljarassal allitjuk eld.

4 ekvivalens Boc-aminosavat diklérmetanban oldunk, majd az oldathoz
0,5m DCC/DCM (2 ekvivalens) elegyet adagolunk. A reakcidelegyet 5 percen at
keverjiik. A szimmetrikus anhidrid kialakulasa soran a diciklohexil-karbamid csa-
padékként kivalik, amelyet leszlrlnk. Ezt kévetSen a szlrletet a peptid-gyantahoz
adagoljuk és a kapcsolo reakcioelegyet ekvivalens térfogatu dimetil-formamiddal
higitjuk.

A HOBt Arg-észtert hasonldan allitjuk elé. 4 ekvivalens Boc-Arg(Tos)
diklérmetanban oldunk. Ezutan az oldathoz 4 ekvivalens 0,5m HOBY/DMF elegyet
adagolunk, majd a keverékhez 0,5m DCC/DCM (4 ekvivalens) reagenst adunk. A
kivalt diciklohexil-karbamidot leszirjik, majd a szlrletet a peptid-gyantahoz ada-
goljuk és a kapott kapcsold elegyet ekvivalens térfogatu bl\/lF segitségével
higitjuk.

A peptid-gyanta elegyet mindenegyes kapcsolasi reakcio végeztevel teszt-
vizsgalatnak vetjik aléa és meghatarozzuk, hogy szabad amin jeleniéte tapasztal-
hato-e. Ennek meghatarozasat a Kaiser féle ninhidrin-eljarassal vegezzik, amely
a szakirodalomban ismert eljaras. Amennyiben szikséges, az aminosavak ujra-
kapcsolasat is elvégezzuk.

A fenti eljaras szerint 8,06 g (0,31 meqg/gm, 2,5 mmol) Peninsula
Laboratories, Belmont, California termék Boc-D-Glu(Bzl)-Pan-gyantat peptidde
épitlink ki, és igy az alabbi peptid-gyanta termeéket nyerjuk: (D)—Phe1-Pro-

Arg(Tos)-Pro-Gly®-(D)Cys(Mbz)-Gly-Arg(Tos)-Gly-Asp(CHx) '°-Nle-Pro-

61.612/SM



-27 - ‘oe’ v:¢ o'.

(D)Cys(Mbz)-GIy-Asp(Chx)15-Tyr(BrZ)—GIu(le)-Pro-lIe-Prozo-Glu(BzI)-GIu(le)-
Ala-Cha-(D)Glu(Bzl)-Pam-gyanta (19,4 g peptid-gyanta). Az eljaras soran az
alabbi aminosavak esetében kell Gjabb molekvivalens szimmetrikus-anhidridjuk
segitségével kapcsolast ismételni: Boc-Cha?*, Boc-Glu(Bzl)*', Boc-Tyr(Brz)™®,
Boc-Asp(Chx)'®, Boc-(D)Cys(Mbz)®, Boc-Pro*, Boc-Pro? és Boc-(D)Phe’. A
Boc-Arg(Tos)? kapcsolasat kétszeres feleslegli HOBt-észter formajuk alkalmaza-
saval készter ismételjik meg. A terméket ezutan ecetsavanhidrid:DIEA:DCM
segitségével (10:5:85) izolaljuk.

A fent el6allitott peptid-gyanta anyagot (D)-Phe1-Pro-Arg(Tos)-Pro-GIys-
-(D)Cys(Mbz)-Gly-Arg(Tos)-Gly-Asp(CHx)'*-Nle-Pro-(D)Cys(Mbz)-Gly-
-Asp(Chx)">-Tyr(BrZ)-Glu(Bzl)-Pro-lle-Pro*®-Glu(Bzl)-Glu(Bzl)-Ala-Cha-
-(D)Glu(Bzl)-Pam-gyanta, ezt kdveten ot részletre oszjuk. Valamennyi részletet
hasitjuk és a védécsoportokat ebbdl eltavolitjuk, majd az alabbi reakciok alkalma-
zasaval ciklizaljuk. 3,88 g peptid-gyantat oldunk 20 ml vizmentes hidrogén-
fluoridban 5% anizol jelenlétében. A reakcidelegyet kb. 30 percen at kb. 0°C hé-
mérsékleten keverjik. Ezt kdvetéen a hidrogén-fluoridot vakuummal elparologtat-
juk, majd a maradékot kétszer 10 ml 50%-o0s ecetsavval, 2 x 5 ml ecetsavval és
3 x 10 ml vizzel extrahaljuk. A kapott extraktumokat 1 liter vizzel higitjuk, majd az
oldat pH értékét ammonium-hidroxid segitségével 8,5 értékre allitjuk be. Ezt kdve-
t6en az elegyhez 1,0 m (kb. 55 ml) K;Fe(CN)g reagenst adagolunk. Az adagolast
15 percen at végezzik, mig a sarga szin fennmarad. Ezutan az elegyt 30 percen
at szobah&mérsékleten keverjik. Az elegy pH értékét ecetsav segitesevel 4,0
értékre allitjuk be. Ezt kovetben az elegyhez AG3 x 4A, Bio-Rad anioncseréld

gyantat adagolunk. Az elegyet a sarga szin eltliinéséig keverjuk. Ezt kovetden a
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gyantat lesz(rjlk, majd a szlrletet liofilizaljuk és igy a nyerstermek peptidet kap-
juk.

A nyerstermék peptidet 50%-0s ecetsavban oldjuk, majd 2,5 x 70 cm mére-
ti Sephadex G-10 oszlopra visszik. Ezutan az oszlopot kb. 10,5 ml/ éra aramlasi
sebességgel 50%-0s ecetsavval eludljuk. A peptid kb. 70-150 ml értéknel
eluél'édik. Ezt az eluatumot vizzel higitjuk, majd liofilizaljuk, és igy 6,17 g terméket
nyeriink. A kivant anyagot ezutan reverz fazisu preparativ nagynyomasu
folyadékkromatografia (HPLC) (Dynamax Cyg, 21,4 x 250 mm, Rainin) segitsege-
vel kb. 40 mi/perc aramlasi sebesseg alkalmazasaval tisztitjuk. Eluensként 0,1%
vizes TFA/acetonitril eluenst alkalmazunk. Az elvalasztasban Beckman Prep 350
rendszert hasznalunk, igy 1,3 g tiszta peptidet nyertnk.

(SEQ ID NO: 1)

(D)Phe-Pro-Arg-Pro-Gly-(D)Cys'-Gly-Arg-Gly-Asp
N
S-S
Pro-lle-Pro-Glu-Tyr-Asp-Gly-(D)Cys’-Pro-Nle
G‘Iu-GIu-AIa-Cha-(D)GIu-OH
Az alabbi példak peptidjeit a fenti vagy ezzel analog eljarassal allitjuk eld.
2. példa
(D)Phe-Pro-Arg-Pro-Gly-(D)Cys'-Gly-Arg-Gly-Asp
S-S
Pro-lle-Pro-Glu-Tyr-Asp-Gly-(D)Cys'-Pro-Phe
Gllu-Glu-AIa-Cha—(D)GIu-OH

(SEQ ID NO: 2)
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3. példa

4. példa

5. pelda

6. példa
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(D)Phg-Pro-Arg-Pro-Gly-(D)Cys'-Gly-Arg-Gly-Asp
\S-S
Pro-lle-Pro-Glu-Tyr-Asp-Gly-(D)Cys’-Pro-Nle
élu-GIu-Ala-Cha-(D)Glu-OH

(SEQ ID NO: 20)

(D)Phe-Pro-Arg-Pro-Gly-(D)Cys'-Gly-Arg-Gly-Asp
AN
S-S
AN
Pro-lle-Pro-Glu-Tyr-Asp-Gly-(D)Cys'-Pro-Met
{
Glu-Glu-Ala-Cha-(D)Glu-OH

(SEQ 1D NO: 11)

(D)Phe-Pro-Arg-Pro-Gly-(D)Cys'-Gly-Arg-Gly-Asp
AN
S-S
AN
Pro-lle-Pro-Glu-Tyr-Asp-Gly-(D)Cys'-Pro-Cha

J
Glu-Glu-Ala-Cha-(D)Glu-OH

(SEQ ID NO: 12)

(D)Phe-Pro-Arg-Pro-Gly-(D)Cys'-(D) Tyr-Arg-Gly-Asp
N

S-S\ /

Pro-lle-Pro-Glu-Tyr-Asp-Gly-(D)Cys'-Pro-Nle
l
Glu-Glu-Ala-Cha-(D)Glu-OH

(SEQ ID NO: 15)
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7. példa
(D)Phe-Pro-Arg-Pro-Gly-(D)Cys'-(D)Val-Arg-Gly-Asp
h S-S
N
Pro-lle-Pro-Glu-Tyr-Asp-Gly-(D)Cys'-Pro-Nle
Clalu-Glu-Ala-Cha-(D)Glu—OH
(SEQ ID NO: 16)
8. pelda
(D)Phg-Pro-Arg-Pro-Gly-(D)Cys'-(D) Thr-Arg-Gly-Asp
e
AN
Pro-lle-Pro-Glu-Tyr-Asp-Gly-(D)Cys'-Pro-Nle
Gllu-Glu-AIa—Cha-(D)Glu-OH
(SEQ ID NO: 18)
9. pelda
(D)Phg-Pro-Arg-Pro-Gly-(D)Cys'-(D)Pro-Arg-Gly-Asp
\S-S

N
Prlo-lle—Pro—Glu—Tyr-/—\sp—GIy-(D)Cys’-Pro-N|e
Glu-Glu-Ala-Cha-(D)Glu-OH

(SEQ ID NO: 19)

10. példa
3-(D)Tig-Pro-Arg-Pro-Gly-(D)Cys'-Gly-Arg-Gly-Asp
N
S-S

N

Plro-l|e-Pro-G|u—Tyr-Asp-G|y—(D)Cys’-Pro—N|e
Glu-Glu-Ala-Cha-(D)Glu-OH

(SEQ ID NO: 21)
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11. példa
N-Me-(D)Phe-Pro-Arg-Pro-Gly-(D)Cys'-Gly-Arg-Gly-Asp

e/
S-S
N

Plro-lIe-Pro-GIu-Tyr-Asp-Gly-(D)Cys’—Pro—Nle
Glu-Glu-Ala-Cha-(D)Glu-OH
(SEQ ID NO: 22)
12. példa
(D)Phg-Pro-Arg-Pro-GIy-(D)Cys’-Arg-!le-Pro-Arg
S-S/
Tyr—Asp-GIy-(D)Cys’-Asp-AIa—Pro-NIe-Asp—GIy
G{IU-Pro-IIe-Pro-GIu-Glu-AIa—Cha-(D)GIu-OH
(SEQ ID NO: 10)

Bioldgiai tesztvizsgalatok

Mint fent leirtuk, a talaimany szerinti vegylletek jelentdsen inhibialjak a
trombint, amely azt jelzi, hogy ezek hatasos antikoagulans anyagok. A talalmany
szerinti anyagok alkalmazhatok a vénas es az artérias trombozisos betegségek,
valamint az astabil angina kezelésére, tovabba az éredények hirtelen elzarédasa-
nak megel6zésére, amely koronaer érplasztikai mitét utan kovetkezhet be, illetve
trombolisis parhuzamos terapiara és az ortopédiai sebészeti eljaras utan bekovet-
kezhet6 mélyvénas trombozis kezelésére. Mivel a talalmany szerinti vegyuletek
tovabba ciklusos RGD-X szekvenciat tartalmaznak, amely a B 6sszekoto egyseg-
ben helyezkedik el, ezek vérlemez GP lIb/llla receptor antagonista hatasuak is.

A 2. példa szerinti peptid antokoagulans és antitrombotikus hatasai

A 2. példa szerinti peptidet (2 peptid) (SEQ ID NO: 2), amely egy kataliti-

kus-helyzetii trombin inhibitort (fPR) tartaimaz egy hirudinss.s analdggal kapcsol-
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va, ahol a kapcsolast egy ciklusos vérlemez GP lib/llla receptor antagonista
(RGD-X) biztositja, vizsgaltuk és sszehasonlitottuk hatasat az egyes alkoto
peptidek hatasaval. Az alabbi kisérleti eljaras es berendezés csak javasolt beren-
dezés és nem jelenti a talalmany targykorének korlatozasat.

Kisérleti allatok

300-400 g testtdmeg( him Sprague-Dawley patkanyokat, amelyek a
Sprague Dawley, Inc., (Indianapolis, IN 46229) termeékei, alkalmaztunk ezekben a
vizsgalatokban.

Vérminta vétel

A vérmintakat mianyag fecskenddvel vehetjiik, amelyek 3,8% trinatrium-
-citrat (1:10) tartaimuak. A plazmat 2000 g eré alkalmazasaval 10 percen at veg-
zett centrifugalassal nyerjik. In vitro vizsgalatokban vénas vért vettink egészsé-
ges hatéanyagmentes him énkéntesektdl.

Koagulacids tesztvizsgalat

Az aktivalt részleges tromboplasztin idé (aPTT) meghatarozasat a Dade
Diagnostics, Inc. (Aguada, Puerto Rico 00602) eljarasaval és reagenseivel vegez-
tiik. A véralvadasi idét ugy hataroztuk meg, hogy 0,1 ml patkany plazmat 37°C
hémérsékleten 0,1 ml 0,1m Tris pufferrel pH = 7,5 inkubaltunk 30 perc idCtarta-
mon at. A koagulaciot 0,1 ml marhatrombin (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO
63178) adagolasaval végeztik, amely 12 NIH egyseg/ml oldat. A véralvadasi id6t
félautomata modon mértik MLA-Electra 750 automata koagulaciés idémerd se-
gitségével, amely a MLA, Inc. (Pleasantville, NY 10570) terméke. Az alvadasi idd
megkétszerezéséhez (1D,) szUkseges koncentraciot egyszer( linearis regresszid

segitségével szamoltuk.
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In vitro vérlemez aggregacio

Human vérlemezben gazdag plazmat (PRP) allitottunk el6 ugy, hogy a
vérmintat 200 g erével 10 percen at szobahémeérsekleten centrifugaltuk. Vérle-
mezben szegény plazmat (PPP) allitottunk elé ugy, hogy a vérmintat 2000 g erd-
vel 10 percen at centrifugaltuk. A PRP mintat csak mianyag laboratériumi edeny-
nek tettiik ki. Valamennyi kisérletet a vérminta vétel idGpontja utan 3 ora idén be-
il hajtottuk végre. A vérlemez aggregaciot fotometrias meréssel hataroztuk meg
kétsugaras aggregométer (Chrono-log Corp., Haverstown, PA 19083) alkalmaza-
saval. A 100% fény transzmissziot autolog PPP segitségével adtuk meg. A feny
transzmisszid maximalis szazalékos valtozasat PRP segitéségével mertik, miu-
tan ADP (1 um) vagy trombin adagolast végeztink. A trombin- (0,2-2,0 egy-
ség/ml) indukalt vérlemez aggregacio koncentraciofiggd és a fél maximalis kon-
centraciot alkalmaztuk az inhibialasi vizsgalatokban. A (2) peptidet (SEQ ID NO:
2) az ADP vagy trombin beadagolas elétt PRP (0,45 ml) eleggyel 30 percen at
inkubaltuk. Az aggregaciét 0,5 ml 6sszes térfogatban mértik. Az inhibitor hatast a
kontroll értékekkel valé dsszehasonlitassal szazalék inhibialas-ban adtuk meg. Az
aggregalas 50%-os inhibialasat okozo koncentraciét (ICsg) egyszerl linearis reg-
resszids szamitassal szamitottuk.

FeCIz artérias trombosis modell patkanyokban (in vivo)

Az értékelésben a (2) peptid (SEQ ID NO: 2) in vivo anti-trombdzisos hata-
sat is felhasznaltuk. Példaul megvizsgaltuk a (2) peptid (SEQ ID NO: 2) trombdzis
ellenes hatasat vérlemez-fiiggs trombin medialt FeCls-indukalt patkany nyaki ve-
(Sér tromb6zis modellben a R.J. Broersma, és munkatarsai, Thromb. Res. 64,

405-412 (1991) kdzleménynek megfelelGen, amelyet referenciaként adunk meg.
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Eredmenyek

-----

A vizsgalatok eredményei azt mutatjak, hogy a (2) képletd peptid (SEQ ID

NO: 2) hatasosabb mint egyes komponensei antikoagulans és antitrombin hatas-

ban plazma koagulacioban, illetve vérlemez aggregacios tesztvizsgalatban.

Az eredmények tablazataiban a peptid szekvenciaban talalhaté aminosav-

-maradékok az egybetiis megnevezéssel jeldltek, kivéve néhany modositott ami-

nosavat és/vagy védécsoportot, amelyek harombetls megnevezéssel jeldltek es

zarojelben talalhatok az elnevezésben. Ezen tulmendéen a (D)Cys'-maradékokat

5sszekdts diszulfid kotéseket a ket (D)Cys' egység alahuzasaval jeloljuk és vala-

mennyi ilyen maradék a B molekularész athidald részében talalhato.

I. Tablazat

(2) peptid antikoagulans aktivitasa human plazmaban a komponenseivel

osszehasonlitva

1Dy um
Peptid Peptid szekvencia aPTT Trombin id6
2 fPRPGcGRGDFPcGDYEPIPEEA(Cha)e 0,060 0,024
2a cGRGDFPc - >1,000
2b (Suc)YEPIPEEA(Cha)e 4 0,564
2c fPRPG >1000 510
2d (CH,)fPR 2 0,587

ID, érték az a koncentracié, amely a harom parhuzamos kisérletben a kontrollal 6sszeha-

sonlitva az alvadasi id6 kétszeres megnovelésehez szikséges, aPTT jelentese aktivalt

részleges tromboplasztin ido.
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Az |. tablazatban bemutatjuk a (2) altalanos képlet( peptid (SEQ ID NO: 2)
antikoagulans aktivitasat Gsszehasonlitva komponensei, a (2a) aitalanos képleti
peptid (SEQ ID NO: 3), a (2b) altalanos kepletil peptid (SEQID NO: 4), a (2¢) al-
talanos képletii peptid (SEQ ID NO: 5) es a (2d) altalanos képletl peptid (SEQ 1D
NO: 6) aktivitasaval az aktivalt részleges tromboplasztin id6 (aPTT) és a trombin
id6 meghatarozasaval normal human plazmaban. A (2a)-(2d) altalanos kepleti
peptidek (SEQ ID NO: 3-6) nem képezik a .tala'|mény targyat. Az aPTT és a
trombin id6 tesztvizsgalatban 60 nm, illetve 24 nm koncentracioban alkalmazva a
(2) peptidek (SEQ ID NO: 2) megkétszerezik a (1D2) aPTT id6t és a trombin idét.
A (2) altalanos képleti peptid (SEQ ID NO: 2) legalabb 20-szorosan nagyobb ak-
tivitassal rendelkezik, mint akar a (2b) altalanos képletd peptid (SEQ ID NO: 4)
vagy (2d) altalanos képletl peptid (SEQ ID NO: 6) (a stabil katalitikus helyzet in-
hibitor Me-fPR), mig a (2c) altalanos keépletii peptid (SEQ ID NO: 5) (az fPRPG
pentapeptid) csak sokkal nagyobb koncentraciéban mutat antikoagulans aktivi-
tast. A (2a) altalanos képletii peptid (SEQ ID NO: 3) (a ciklusos RGD-X peptid)

antikoagulansként inaktiv.
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lI. Tablazat
A (2) altalanos képletii peptid hatasa patkanyban és human tesztvizsgalat-

ban a koagulaciora és a vérlemez képz&désre

Patkany Human
ID,, nm
Aktikoagulans aktivitas 181+43 60+18
Trombin id6 116+12 24+7
ICs0, M
Vérlemez aggregacio inhibialas ADP 6512 1945
Trombin 0,014+0,002 0,060+£0,026

ID, érték az a koncentracio, amely ahhoz szlikseges, hogy harom parhuzamos tesztvizsga-

latban a véralvadas idejét megkétszerezzik. aPTT az aktivalt részleges tromboplasztin idd.

A Il tablazatban bemutatjuk a (2) altalanos keplet( peptid (SEQ ID NO: 2)
hatasat a patkany plazmajara. Az 1D, koncentracié az aPTT id6re és a trombin
idSre kb. 181 nm, illetve 116 nm. A (2) élfalénos képletii peptid (SEQ ID NO: 2)
3.5.5z8rdsen kevésbé aktiv antikoagulans a patkany plazmaban, amennyiben

dsszehasonlitjuk a human plazmaban kifejtett aktivitasaval.
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I, Tablazat

Human vérlemez aggregacio inhibialas

ID, um
Peptid Peptid szekvencia ADP Trombin
2 fPRPGCcGRGDFPcGDYEPIPEEA(Cha)e 19 0,060
2a cGRGDFPc 20 13
2b (Suc)YEPIPEEA(Chaje 895 3
2d (CH,)fPR >1,000 0,2

Az IDg, erték az a koncentracio, amely ahhoz szikséges, hogy a PRP-ben a vérlemez
aggregaciot 50%-kal lecsdkkentsiik, 8sszehasonlitva a kontroll aggregacio értékkel. A kisér-

leteket két parhuzamos tesztvizsgalatban végeztuk.

Az |II. tablazatban bemutatjuk, hogy az ADP és trombin indukalt human
vérlemez aggregaciot a (2) altalanos kepletd peptid (SEQ ID NO: 2) inhibialja. Az
ADP-indukalt vérlemez aggregaciot 50%-kal inhibialo koncentracid 1Cs, korulbeldl
19 pmol. Ez a koncentracid hasonlo az RGD-X peptid a (2a) altaldnos kepletd
peptid (SEQ ID NO: 3) ICsq = 20 umol értékéhez. Az antittombin hatasu peptidek
a (2b) altalanos kepletii peptid (SEQ 1D NO: 4) és a (2d) altalanos kepletl
peptidek (SEQ ID NO: 6) Iényegében inaktiv inhibitorok az ADP-indukalt vérlemez
aggregacioban (ICsq) értékik sorrendben 895 umol, illetve >1000 pmol. A (2) alta-
lanos képletli peptid (SEQ ID NO: 2) inhibialja a trombin indukalt vérlemez
aggregécidt és ebben az inhibialasban ICeq értéke 60 nmol. A trombin indukalt

vérlemez aggregacio inhibialasban ez a peptid aktivabb, mint komponens

peptidjei a (2b) altalanos képletd peptid (SEQ ID NO: 4) (ICsy = 2 um), a (2d) alta-
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lanos kepletii peptid (SEQ ID NO: 6) (IC5, = 200 nm) es a (2a) altalanos képleti
peptid (SEQ ID NO: 3) (IC5 = 13 nmol).

Ezzel szemben a patkanyban az ADP, illetve a trombin altal indukalt vérle-
mez képzédést a (2) altalanos képletl peptid (SEQ ID NO: 2) sorrendben ICgy =
65 umol, illetve 14 nm értéknél inhibialja (I4sd a Il. tablazatot). Ebbdl eredden a
(2) altalanos képletii peptid (SEQ ID NO: 2) 3-4-szer kevésbé aktiv patkany
plazmaban, mint a human vérlemezben gazdag plazmaban.

IV. Tablazat

(2) altalanos képletii peptid hatasa patkanyokban artérias trombdzisra

(2) Peptid Okkluzios id6 (perc) Allat szama
(nmol/kg/perc)® n Kontroll Kezelt Okklualt/kezelt
10 6 15,2+2,0 26,3%5,4" 5/6
25 5 16,9+1,1 50,8+5,4* 2/5
50 5 16,8£1,8 55,5+£10,8"b 1/5

T Az FeCls; kezelés el6tt 15 perccel kezdGdoen 60 perc idétartamon at adagolt infuzio;
b Eizarddasi idé > 90 perc (n = 4);
*p < 0,05 dsszehasonlitva a kontrotlal;

**p < 0,01 dsszehasonlitva a kontrolial.

A (2) altalanos képlet(i peptidnek (SEQ ID NO: 2) FeCls-indukalt patkany
nyaki artéria trombdzis modellben kifejtett trombozis ellenes aktivitasat vizsgaltuk.
A trombozis elzarddas dézisfliggd modon csokken, amennyiben a (2) altalanos
képletl peptidet (SEQ ID NO: 2) folyamatos intravénas infuzidval adagoltuk és az
adagolast a patkanyokban az artériara torténd FeCly adagolas elétt 15 perccel

kezdve 1 dran at végeztik, az adagolt hatoanyagkoncentracio 10, 25 és 50
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nmol/kg/perc érték volt (lasd az 1. abrat). Az elzarodas az 5 vizsgalt patkanybdl
4 esetében megakadalyozhato 50 nmol/kg/perc dozis adagolasaval. Amennyiben
az adagolt mennyiség 25 és 10 mmol/kg/perc, az elzarodas az 5 patkanybdl
3-ban, illetve 6 patkanybdl 1-ben akadalyozhaté meg. A katalitikus-helyzet anti-
trombin (2d) altalanos képletl peptid (SEQ 1D NO: 6) dézisfiggden meghosz-
szabbitja az elzarodasi idét 50, 100 es 200 nmol/kg/perc infuzié esetében (lasd a
2. abrat).
V. tablazat
(2) altalanos képletii peptid és komponens peptidjei hatasa patkanyokban

az artérias trombozisra

Okkltzids id6 (perc) Allat szama
Peptid Dozis n Kontroll Kezelt Okklualt/kezelt
2 A 5 16,8+1,8 55,5+10,8" 1/5
2a B 4 18,512 19,120 4/4
2b C 6 16.0+1.9 22,4+7 1 5/6
2d D 5 19,3+1,5 44 11,0 1/5

= Az FeCl, kezelés el6tt 15 perccel kezdve 60 percen at végzett infuzio

*p < 0,05 a kontrollal dsszehasonlitva;
**p < 0,01 a kontrollal ésszehasonlitva;

A -- 50 nmol/kg/perc i.v.
B -- 100 nmol/kg/perc i.v.
C -- 500 nmol/kg/perc i.v.

D -- 200 nmol/kg/perc i.v.
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50 nmol/kg/perc dézis adagolasa esetében 5 patkanybdl 4 eseteben az
elzarédas megakadalyozhaté. Sem a hirudin-analog (2b) altalanos kepletd peptid
(SEQ ID NO: 4) 500 nmol/kg/perc dozisa, sem a ciklusos RGD-X peptid (2a) alta-
lanos kepletl peptid (SEQ ID NO: 3) 100 nmol/kg/perc dozisa nem akadalyozta
meg az elzarédast ebben a patkany modellben.

V. tablazat
(2) altalanos képletii peptid intravénas adagolasanak hatasa koagulacios

tesztvizsgalatban®

(2) Peptid Kontroll tobbszorose
nmol/kg/perc aPTT’ Trombin id6
70 2.9£0.7(5) 3.920.5(5)
25 3.61,2(4) 5.8%1,8(4)
50 3.720,7(2) 42+0.4(2)

3 A vérmintakat az FeCls-indukalt artérias elzarédas vizsgalat vegen vettiik patkanyokbdl

baPTT aktivalt részleges tromboplasztin id6 (n = patkanyok szama)

Az 1. példa szerinti peptid antikoaqulans és antitrombotikus hatasa

Az 1. példa szerinti (1) altalanos képletd peptid (SEQ ID NO: 1) a (2) alta-
lanos képletii peptidhez hasonléan (SEQ ID NO: 2) egy katalitikus-receptor
trombin inhibitorbdl (fPR) tovabba egy ehhez kapcsolddd hirudinss es analogbol és
az osszekapcsolo ciklusos vérlemez GP lib/llla receptor antagonista (RGD-X)
egységbdl all. Ezen (1) altalanos kepletd peptid hatasat vizsgaltuk dsszehasonlit-
va az egyes komponens peptidek hatasaval. Az (1) altalanos képletl peptid (SEQ
ID NO: 1) a (2) altalanos képletii peptid (SEQ ID NO: 2) analégja, amelyben a

ciklusos RGD-X szekvenciaban a (2) altalanos képletl peptidben (SEQ ID NO: 2)
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a fenil-alanin-egységet (Phe) norleucinnal (Nle) helyettesitettuk. A vizsgalatban
az (1) altalanos képletl peptidet (SEQ ID NO: 1) dsszehasonlitottuk a (2) altala-
nos képletl peptiddel (SEQ ID NO: 2), a (3) altalanos képletl peptiddel (SEQ ID
NO: 7) -- amely az (1) altalanos kepletu peptid olyan analdgja, amelyben az ani-
on-kots exo-helyzethez kotdds egységet (C molekularész) elhagytuk -- és a (4)
altalanos képletl peptiddel (SEQ ID NO: 8) - az (1) altalanos képletl peptid
analogja, amely csak természetes L-aminosavakat tartaimaz. Ezen tdlmenden
megvizsgaltuk az (5) altalanos képletd peptidet (SEQ ID NO: 9) -- az (1) altalanos
képlet peptid (SEQ ID NO: 1) analdgja, amely egy 10 aminosavbol allo RGD-X
Athidalast tartalmaz és csak L-természetes aminosavakat tartalmaz -- ésezta
peptidet 8sszehasonlitottuk a (6) altalanos képletl peptiddel (a 12. példa szerinti
peptid) (SEQ ID NO: 10) - az (1) altalanos képletii peptid analogja, amely egy 10
aminosavbol alld RGD-X athidalast tartalmaz -- es meghataroztuk, hogy az
RGD-X athidalas milyen szerepet jatszik a talalmany szerinti peptidek aktivitasa-
ban. Az (1), (2) és (B) altalanos képletd peptidek (SEQ ID NO: 1, 2 és 10) a talal-
many szerinti péptidek, mig a (3)-(5) peptidek (SEQ ID NO: 7-9) nem tartoznak a
talalmany targykorébe. Megjegyzendd, hogy az alabb leirt kisérleti berendezések
kizardlag illusztrativ és javasolt berendezések és a talalmany targykorét nem
korlatozzak.

Kisérleti allatok

A vizsgalatokban a Sprague-Dawley Inc. (Indianapolis, IN 46229) cégtdl
beszerezheté 300-400 g testtvmegl Sprague-Dawley patkanyokat, tovabba ke-
vert faju kutyakat (mindkét nem, 6-11 kg testtomeg) alkalmaztunk.

A kutyakat natrium-pentobarbital (30 mg/kg, i.v.) segitségével érzésteleni-

tettilk. A combi artériat és a combi vénat izolaltuk és kantlt helyeztink be a vér-
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nyomasmeres céljabél (Gould P23ID, Gould Inc., Medical Products Division,
Oxnard, CA 93030) tovabba a vérminta-vétel, illetve a hatéanyag adagolasanak
céljara. A szubkutan maodon bevezetett vegtag vezetékekkel a Il ECG mérést ve-
geztuk. A vérnyomast, illetve az ECG meres eredményeit rogzitettik (Gould 440
rekorder, Gould Inc., Instrument Systems Division, Cleveland, OH 44114).

Vérminta-vétel

A vérmintakat 3,8% trinatrium-citrat (1:10) tartalmu mianyag fecskenddkbe
vettiik. A plazmat a minta 2000 g erd 10 percen at t3rténd alkalmazasaval centri-
fugalassal allitottuk el6. Az in vitro vizsgalatok celjara a vénas vért egészseges,
hatéanyagmentes him dnkeéntesektdl nyertuk.

Koaqulacios tesztvizsgalat, templat vérzési id6 és hematologia

Az aktivalt részleges tromboplasztin id6t (aPTT) a Dade Diagnostics, Inc.
(Aguada, Puerto Rico 00601) eljarasaval, illetve reagenseivel mértik. A trombin
alvadasi id6t ugy mértik, hogy 0.1 ml patkany plazmat 37°C hémérsékleten 0,1
m! 0,1m Tris puffer pH = 7,5 alkalmazasaval 30 percen at inkubaltunk. A koagu-
laciot 0,1 ml marha trombinnal inditottuk (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO
63178) (12 NIH egység/ml oldat). Valamennyi alvadasi id6t félautomata modon
NLA-Electra 750 automata koagulacio idémerdvel hataroztunk meg [MLA, Inc.
(Pleasantville, NY 10570)]. Az alvadasi idd megkétszerezésehez szukséges kon-
centraciot (1D,) egyszer( linearis regresszio szamitassal szamitottuk. A ty, érté-
ket az antitrombin aktivitasra (trombin id0) meghataroztuk az (1) altalanos képletl
peptid (SEQ ID NO: 1) infuzio utan, amely inflziét 1 és 5 nmol /kg/perc dozisban
végeztink. A ty, értek becslését az id6ben nyert valaszadatok lineéris regresszi-

4s szamitasaval becsultuk.
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A templat vérzés id6t a bal 1ab k6zepso fellletén hataroztuk meg, miutan a
sz6rzetet leborotvaltuk (Nair, Carter-Wallace, Inc., New York, NY 10105). A mé-

réshez egy Surgicutt® vérzési idémerdt alkalmaztunk (International Technidyne

Corp., Edison, NJ 08820). A templat vérzési id6t a hatéanyag adagolasa el6tt 60
és 30 perccel, majd a hatéanyag adagolasa utan 15, 30, 60, 120, 180 és 240
perccel hataroztuk meg.

Az egész vérsejt szamlalast, illetve a hemoglobin tartalom analizist 140 ul

vérmintan mértiik, amely mintat EDTA segitségével antikoagulacios kezelésnek
vetettiink ala. A mérést hematoldgiai analizalo berendezéssel végeztik
(Technicon H1, Miles Technicon, Tarrytown, NY 10591). A mintakat a hatdéanyag
adagolasa elétt 60 es 30 perccel, valamint a hatéanyag adagolasa utan 15, 30,
60, 120, 180 és 240 perccel vettuk.

Vézlemez aqgregacios tesztvizsgalat

Human vérlemezben gazdag plazmat (PRP) allitottunk el6 ugy, hogy a
vérmintat 200 g erével 10 percen at szobahémérsékleten centrifugaltuk. A verle-
mez szegény plazmat (PPP) ugy allitottuk eld, hogy a vérmintat 2000 g erével
10 percen at centrifugaltuk. A PRP mintat csak mianyag laboratoriumi edénynek
tettiik ki. Valamennyi tesztvizsgalati kisérletet a vérminta gy(jtése utan 3 oran
beliil befejeztiik. A vérlemez aggregaciot fotometriai Uton Chrono-log kétcsator-
nas aggregométerrel mertik (Chrono-log Corp., Haverstown, PA 19083). A
100%-o0s fény atbocsatast autolog PPP segitségével hataroztuk meg. A maxima-
lis fény atbocsatasi valtozas szazalekot a PRP alkalmazasaval hataroztuk meg

ADP (1 ul) vagy trombin adagolasa utan. A trombin (0,2-2,0 egység/ml) indukalt

vérlemez aggregacid koncentraciofuggd és a fél maximalis koncentraciét alkal-

maztuk az inhialas tesztvizsgalatokban. A (2) altalanos képletii peptidet (SEQ ID
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NO: 2) 0,45 ml PRP anyaggal inkubaltuk 30 masodpercen at az ADP vagy a
trombin beadagolasa el6tt. Az aggregaciot osszes 0,5 ml térfogatu mintakban
meértiik. Az inhibitor valaszfliggvényt szazalek inhibialasban fejeztik ki a kontroll
srtékellel dsszehasonlitva. Az 50%-0s aggregacio inhibialast eredményezd kon-
centraciot (ICs) egyszer( linearis regresszio segitsegével szamitottuk.

A vérben a vérlemez aggregaciot fiziologias sooldattal higitott (1:2) citrattal
kezelt vérmintaban képeztiik, és egy teljes ver aggregometer segitségével mértik
(Chrono-log, 540-VS modell). A higitott ver alikvot mintait mianyag klvettakba
helyeztik és 15 percen 4t 37°C hémérsékleten inkubaltuk. Az aggregaciot ADP

(2 umol) vagy trombin (0,4 U/ml) adagolasaval indukaltuk. Az elektromos impe-

dancia valtozasat egy szalagos rekorder segitségeével rogzitettik. Az aggregaciot
1,0 ml &sszes vér térfogatban mertuk. Az inhibialé hatast inhibialas szazalékban
fejeztik ki a kontrol! artékekkel 6sszehasonlitva. Az aggregacio 50%-0s
inhibialasat eredményezé koncentraciot (ICsq) egyszer( linearis regresszio segit-

ségével szamitottuk.

FeCl, artérias trombozis modell patkanyokban (in vivo)

Az (1) altaléanos képletd peptid (SEQ ID NO: 1) in vivo antitrombotikus ha-
tasat patkanyokban ugyancsak mértik a vegyulet jellemzdinek bemutatasara.
Paldaul értékeltiik az (1) altalanos képletd peptid (SEQ ID NO: 1) trombozis elle-
nes aktivitasat egy vérlemez-fliggd trombin altal medialt FeCls-indukalt patkany
nyaki verér trombdzis modellben a R.J. Broersma, és munkatarsai, Thromb.

Res. 64, 405-412 (1991) kozlemenye szerint, amelyet referenciaként adunk meg.
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Eredmények

A vizsgalatok eredménye azt mutatja. hogy az (1) altalanos képleti peptid
(SEQ ID NO: 1) varatlan modon sokkal hatasosabb, mint a (3) altalanos kepletd
peptid (SEQ ID NO: 7), a (4) altalanos keépletli peptid (SEQ 1D NO: 8) vagy akar a
(2) altalanos kepletii peptid (SEQ ID NO: 2) a trombin-indukalt vérlemez aggre-
gacio inhibialasaban.
VII. Tablazat
Az (1) peptid antikoagulans aktivitasa human plazmaban a (2), (3) és (4)

peptidekkel osszehasonlitva

ID,, nM?
Peptid Peptid szekvencia aPTT Trombin id6
3 fPRPGcGRGD(Nle)PcGDYEPIPE 998+108 141452
4 fPRPGCcGRGDFPcGDYEPIPEEA 115424 14+3
2 fPRPGCcGRGDFPcGDYEPIPEEA 60+18 24+7
1 fPRPGCGRDG(NIe)PcGDYEPIPE 12£0,2 5+1

21D, érték (atlag + S.D.) az a koncentracio, amely megkétszerezi a véralvadas idot
(masodpercben) a harom parhuzamos mérés alapjan a kontrollal sszehasonlitva

aPTT az aktivalt részleges tromboplasztin ido

A VIl tablazatban alkalmazott (1) peptid (SEQ ID NO: 1) a (2) peptid (SEQ
ID NO: 2) analégja, amelyben a (2) peptid (SEQ ID NO: 2) ciklusos RGD-X szek-
venciajaban a fenil-alanin (Phe) egységet norleucin (Nle) egységgel helyettesitet-
tik. A (3) peptid (SEQ ID NO: 7) a (2) peptid (SEQ ID NO: 2) analdgja, amelyben
az anion-kété exo-hellyel kapcsolodé egyseget (C molekularész) elhagytuk. A (4)

veptid (SEQ ID NO: 8), a (4) peptid (SEQ 1D NO: 8) a (4) peptid (SEQ 1D NO: 4)
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analdgja, amely csak termeszetes L-aminosavakat tartalmaz. Az (1) peptid (SEQ
ID NO: 1) és a (2) peptid (SEQ ID NO: 2) a talalmany szerinti vegylletek, a (3)
peptid (SEQ ID NO: 7) és a (4) peptid (SEQ ID NO: 8) nem tartoznak a taldimany
targykorébe.

Az (1) peptid (SEQ ID NO: 1) az aPTT idét, illetve a trombin idét (ID,) meg-
kétszerezi 12 nm és 5 nm koncentracio mellett. Ez dtszords antikoagulans aktivi-
tast jelent a (2) peptiddel (SEQ 1D NO: 2) 6sszehasonlitva. A VIl. tablazatban
bemutatott adatok azt mutatjak, hogy a (3) peptid (SEQ ID NO: 7) és a (4) peptid
(SEQ ID NO: 8) kisebb antikoagulans aktivitdstak, mint a (2) peptid.

VIIl. Tablazat
Az (1) peptid inhibialo hatasa human vérlemez aggregaciora a (2), (3) és (4)

peptidekkel osszehasonlitva

ICs50a
Peptid Peptid szekvencia ADP Trombin
pm nm

3 fPRPGCcGRGD(NIe)PcGDYEPIPE 29,3+7,8 4074372

4 fPRPGéGRGD(Nle)PCGDYEPlP 35,9+.5 408+180
EEAYD

2 fPRPGcGRGDFPcGDYEPIPEEA 18,7+4,6 60+26

(Cha)e

1 fPRPGCcGRGD(NIe)PcGDYEPIPEE 31,7+2,3 0,4+0,05
A(Cha)e

®|Csq erték (atlag £ S.D.)az a koncentracio, PRP mintaban a vérlemez aggregaciot 50%-kal

inhibialja a kontroll aggregacioval gsszehasonlitva két parhuzamos tesztvizsgalatban.
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Trombin-indukalt vérlemez aggregacio

A VIII. tablazatban bemutatjuk az (1)-(4) peptidek (SEQID NO: 1,2, 7 és 8)
dozisfiiggd inhibiald hatasat human vérlemez aggregaciora. A trombin-indukalt
vérlemez aggregaciot leghatasosabban az (1) peptid (SEQ ID NO: 1) inhibialta,
amelynek 1Cg, értéke 399+76 pm es ez a (2) peptiddel (SEQ ID NO: 2) (IC5 = 60
+ 26 nm) dsszehasonlitva 150-szeres hatasossagot jelent.

A (4) peptid (SEQ ID NO: 8), amely olyan analog, ami csak L-természetes
aminosavakat tartalmaz és a (3) peptid (SEQ ID NO: 7), amely olyan analog,
amely roviditett COOH-terminalis résszel rendelkezik, kb. 1000-szer kevésbé ak-
tivak, mint az (1) peptid.

ADP-indukalt verlemez aggregacio

Az aggregatum bonto aktivitast az ADP-indukalt human vérlemez aggrega-
ci6 dozisfiiggs inhibialasaval mertuk és az eredményeket a VIil. tblazatban mu-
tatjuk be. Az (1) peptid (SEQ ID NO: 1) (ICsp = 32 umol) és a (2) peptid (SEQ ID
NO: 2) (ICso = 19 umol) hasonlo aktivitast mutatott. A (4) peptid (SEQ ID NO: 8),

amely olyan analdg, amely csak természetes L-aminosavakat tartalmaz és a (3)
peptid (SEQ ID NO: 7) amely olyan analég, amely roviditett COOH-terminalis
résszel rendelkezik, kb. ekvivalens hatasuak az (1) peptiddel (SEQ ID NO: 1) a
dezintegral6 hatasban.

Teljes vér vérlemez aggregacio

A human és patkany teljes ver verlemez aggregéaciot, amelyet ADP (0,5
i mol) és trombin (0,025 U/ml) kombinacioval indukaltunk, az (1) peptid sorrend-

ben ICg 2,9 nmol és 42,5 nm koncentracio alkalmazasaval inhibialja (lasd 3. ab-
ra). Ennek alapjan az (1) peptid (SEQ ID NO: 1) kb. 15-sz0r aktivabb a human

vérben, mint a patkany vér esetében. £zen tulmenden az (1) peptid (SEQ ID NO:
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1) teljesen inhibialja human verben az aggregaciot, ugyanakkor a patkanyverben
az inhibialas kb. 50%-0s értékben ellaposodik.

Az (1) peptid intravénas adagolasa kutyakba

Az (1) peptid (SEQ IDNO: 1) inhibialja a trombint, illetve a vérlemez
aggregaciot, amennyiben arzéstelenitett kutyakba 1 oran at infuzié segitségevel
adagoljuk. Az (1) peptid (SEQ 1D NO: 1) hatasa rovid ideig tart, azutan, miutan az
infuziot leallitottuk. A trombin id6 (4. dbra) es az aPTT idé (5. abra) dozisfuggben
megnyulik, amennyiben sorrendben 1. illetve 5 nmol/kg/perc infuziot alkalmazunk.
Az (1) peptid (SEQ ID NO: 1) infuzi6 hatasara a trombin idé érzékenyebben val-
tozik az inhibialas kovetkeztében, mint az aPTT idS. A 2. dbran bemutatott
dsszegz6 adagok azt jelzik, hogy a maximalis inhibialas 15-30 percen belil kiala-
kul. Miutan az infuziot leallitottuk (60 perc), a trombin aktivitas visszaall egy tho
17 + 0,1 és 26 + 3,2 perc farmakodinamikus értékkel az 1, illetve 5 nm/kg/perc
dézis eseteben. |

A vérlemez aggregacio inhibialas bizonyitja, hogy az (1) peptid (SEQ 1D
NO: 1) a koagulacios teszvizsgalatokban hatast fejt ki. Az (1) peptid (SEQ ID NO:
1) infzidja inhibialja 15 percen belll a trombin-indukait vérlemez aggregaciot (6.
abra). Az inhibialas az 1 éra infuzio idétartam alatt fenntarthatd 3 kutyabdl 2 ese-
tében. A vérlemez aktivitas 2 12,8 + 1/1 perc farmakodinamikus értékkel visz-
szaall 1 nmol/kg/perc infuziés dozis esetében az infazio leallitasa utan.

Az ADP-indukalt vérlemez aggregaciot 3 kutya kozul 1 esetében valameny-
nyi dozis mellett a vegyllet inhibialja. Az in vitro ADP-indukalt vérlemez aggre-

gaciot pmol ddzis inhibialja. Felteheté azonban (a talalmany ezt a feltételezést
nem foglalja magaban), hogy a vér higitasa 1:2 fiziologias sooldattal a teljes ver

vérlemez aggregacio tesztvizsgalatban az (1) peptid (SEQ ID NO: 1) koncentra-
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ciojat higitja és csokkenti azt a koncentraciot, amely az ADP-indukalt vérlemez

aggregacio hatasos inhibialasahoz szukséges lenne. Az

NO: 1) kezelt kutyak esetében a vérzési idé (7. abra)

(1) peptiddel (SEQ 1D

és a vérlemez szam (8. ab-

ra) stabil maradt. A vérnyomas (9. abra) és a szivverés sebesseége (10. abra)

ddzisfiggé m

vissza az infuzié befejezése utan 2 6ran beldl.

IX. Tablazat

6don enyhén emelkedett. Ezek a paraméterek alapvonaira kerulnek

(1) peptid hatasa patkanyokban az artérias trombdzisra

[ (1) peptid Okkluzios idd Allatok szama n
nmol/kg/perc? Kontroll Kezelt Okklualt/kezelt

5 15,7+ 1,4 241+58 6/6

10 171+1.3 40,4 +5,8** 417

25 18,6 £ 1,7 ‘\ 58,1 +9,5" 1/5

215 perccel az FeCls kezelés elbtt kezdve 60 perc infuzio alkalmazéasa

**p < 0,01 a kontrollal dsszehasonlitva

Az (1) peptid (SEQ ID NO: 1) trombozis ellenes aktivitasat vizsgaltuk FeCls-
-indukalt patkany nyaki arteria trombozis modellben. A trombdzisos elzarodast
dozisfliggé modon meghosszabbithatjuk folyamatos intravénas adagolassal,
amely adagolast 15 perccel az FeCly adagolas el6tt kezdtlink és 1 6ran at folytat-
tunk 5, 10 és 25 nmol/kg/perc dozisban (lasd IX. tablazatot es 11. abrat). Az elza-
r6das megakadalyozhato 5 patkany kozul 4 esetében 25 nmol/kg/perc dozis
esetében. Amennyiben 10 vagy 5 nmol/kg/perc ddzist alkalmaztunk, az elzarédas
7 patkany kozil 4 esetében, illetve 6 patkany kozil 0 eseteben nem tortént meg.

Az (1) peptid (SEQ ID NO: 1) szlikséges dozisa ahhoz, hogy az FeCl; adagolas-
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sal kifejtett elzarodasi id6t megkétszerezze, 19,3 nmol/kg/perc dsszehasonlitva a
(2) peptid (SEQ ID NO: 2) megfigyelt 33,7 nmol/kg/perc értékevel.

X. tablazat
Human vérlemez aggregacio inhibialasa: ,,(L)CYS hurok” dsszehasonlitva a

(D)CYS hurokkal”

ICs0a
Peptid Peptid szekvencia ADP \ Trombin
\ um nm
5 fPRPGCRIPRGD(NIe)PADC 14+0,3 231+ 187 |
GDYEPIPEEA(Cha)e
6 fPRPGCRIPRGD(NIe)PADC 21x04 21 = 20
GDYEPIPEEA(Cha)e

2Csq erték (atlag £ SD.)aza koncentracid, amely 50%-ban inhibialja PRP-ben a veérlemez

aggregaciot, &sszehasonlitva a harom parhuzamos merést és a kontroll aggregaciot.

A X. tablazatban bemutatjuk milyen kilonbseg van a két sztereoizomert
tartalmazo vegyulet hatasaban, amely eltérés az athidalo hidban a katalitikus-hely
inhibitor és az anion-koté exo-helyzet felismeré szekvencia kozott talalhatd a
molekulaban, abbol eredéen, hogy az athidalo rész (D)Cys, illetve (L)Cys-mara-
dékot tartalmaz. Az (5) peptid (SEQIDNO:9) ésa (6) peptid (SEQ ID NQO: 10) az
(1) peptid (SEQ ID NO: 1) analogjal, amelyek a ciklusos RGD-szekvenciaban to-
vabbi maradékot tartalmaznak. Az (5) peptid (SEQ 1D NO: 9) abban is eltér, hogy
az athidald részben a (D)Cys-maradek helyett (L)Cys-maradekot tartalmaz. A
ciklusos RGD-szekvenciaban eltérd térbeli orientacié a (D)Cys analdg esetében a

(6)-peptid (SEQ ID NO: 10) nagyobb inhibialast eredményez a trombin-indukalt
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vérlemez aggregaciora human vérlemezek esetében. A két sztereoizomer kozott
10-szeres trombin aktivitas eltérést tapasztaltunk. Az ADP-indukalt vérlemez
aggregacidban és az antikoagulans aktivitasban azonban a két sztereoizomer
nem mutatott kiildnbséget. Megjegyzendd, hogy amennyiben az (1) peptidet
(SEQ ID NO: 1) tigy modositjuk, hogy csak természetes L-aminosavakat tartal-
mazzon - (4) peptid (SEQ ID NO: 8) -ez a két sztereoizomer kozotti eltérést
megnoveli. Az (1) peptid (SEQ ID NO: 1) koriilbeltil 1000-szer nagyobb inhibialast
mutat trombin-indukalt vérlemez aggregaciora, mint a (4) peptid (SEQ ID NO: 8)
(lasd VIII. tablazat). A ket sztereoizomer kozott nem mutatkozik kilonbség az
ADP-indukalt vérlemez aggregacio inhibialasaban. A (D)Cys-analég antikoagu-
lans aktivitasa azonban nagyobb - (1) peptid (SEQ ID NO: 1) - mint a természetes
aminosavat tartalmazo analég aktivitésa - (4) peptid (SEQ ID NO: 8) -.

Az (1) peptid aktivitasa dsszehasonlitva az (1) peptid analégok aktivitasa-

val

A X|-XIV tablazatokban bemutatjuk az (1) peptid (SEQ ID NO: 1) analégok
kifejtett IC5o vérlemez inhibialo és 1D, antikoagulans adatait. Az dsszehasonlitas-
ban az (1) peptid (SEQ ID NO: 1) minta alabbi aktivitasat alkalmazzuk: koagulacio
- 1D, (aPTT = 27,9 nmol; trombin id6 = 15 nmol); aggregacio - ICs, (trombin = 5,8
nm: ADP = 11,4 umol). A XI-XIV. tablazatokban talalhaté trombin és ADP adatok
a (7)-(18) peptidek (SEQ ID NO: 11-22) esetében csak Gsszehasonlito adatok és
nem konkrét peptid koncentraciok, mivel nem nyertiink egységeket. Példaul a (7)
peptid (SEQ ID NO: 11) aPTT 0,99 értéke csak azt jelzi, hogy a (7) peptid (SEQ
ID NO: 11) 99%-0s aktivitasd az (1) peptiddel (SEQ ID NO: 1) dsszehasonlitva a
normal human plazman végzett aktivalt részleges tromboplasztin id6 (aPTT)

tesztvizsgalatban.
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Xl. Tablazat

Az (1) peptid relativ aktivitasa a B,-szubsztitualt analégokkal 6ssze-

hasonlitva
Koagulalas | Aggregacio
Peptid Peptid szekvencia aPTT | Trom- | Trom- | ADP
binid6é| bin
7 fPRPGcGRGDMPCcGDYEPIPEEA(Cha)e 0,99 0,19 0,10 0,74
8 fPRPGCcGRDG(Cha)PcGDYEPIPEEA(Cha)e 0,60 1,04 0,12 | 0,43

A X|. tablazatban bemutatjuk két (1) peptid (SEQ ID NO: 1) analog, a (7)
peptid (SEQ ID NO: 11) és a (8) peptid (SEQ ID NO: 12) aktivitas eltérését, amely
vegylletek a talalmany targykorébe tartoznak. A (7) peptid (SEQ ID NO: 11) az
(1) peptid (SEQ ID NO: 1) analdgja, amelyben a B, egységben az Nle-maradékot
Met-maradékkal helyettesitettiik és a (8) peptid (SEQ ID NO: 12) az (1) peptid
(SEQ ID NO: 1) analégja, amelyben a B,-egységben az Nle-maradékot Cha-ma-
radékkal helyettesitettiik. A (8) peptid (SEQ IDNO: 12) az aPTT tesztvizsgalat-
ban az (1) peptidhez hasonlitva (SEQ ID NO: 1) kb. egyharmaddal kisebb aktivi-
tasu. A (7) peptid (SEQ ID NO: 11) kb. azonos aktivitast az aPTT tesztvizsgalat-
ban, mint az (1) peptid (SEQ ID NO: 1). A trombin id& értékek vonatkozasaban ez
az érték mindenegyes peptid esetében valtozik. A (7) peptid (SEQ ID NO: 11) az
(1) peptid (SEQ ID NO: 1) aktivitasanak csak 19%-aval rendelkezik. A (8) peptid
(SEQ ID NO: 12) aktivabb mint az (1) peptid (SEQ ID NO: 1). Az (1) peptid (SEQ
ID NO: 1) trombin aktivitasaban 10-szeres kilonbség van barmelyik analéggal

dsszehasonlitva. A (8) peptid (SEQ 1D NO: 12) ADP aktivitasa kb. az (1) peptid
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(SEQ ID NO: 1) aktivitasanak fele. A (7) peptid ugyanilyen aktivitasa (SEQ ID NO:
11) kb. az (1) peptid (SEQ ID NO: 1) aktivitasanak 3/4-e.
Xli. Tablazat
Az (I) peptid aktivitasa a B,-szubsztitualt penicillamin analégokkal

dsszehasonlitva

Koagulalas | Aggregacio

Peptid Peptid szekvencia aPTT | Trom- | Trom- | ADP
binidd| bin
9 fPRPGcGRGD(NIe)P(D- 0,11 0,15 0,06 0,13

Pen)GDYEPIPEEA(Cha)e

10 fPRPGcG(Me-R)GD(Nle)P(D- 0,52 | 0,92 | 0,08 6,0

Pen)GDYEPIPEEA(Cha)e

A XlI. tablazatban bemutatjuk az (1) peptid (SEQ 1D NO: 1) két penicillamin
analdgjanak aktivitas kiilonbségét. Ez a két analog a (9) peptid (SEQ ID NO: 13)
és a (10) peptid (SEQ ID NO: 14). A peptidek nem tartoznak a talaimany targyko-
rébe. A tablazat adatait azért mutatjuk be, hogy bemutassuk, hogy a Bs-egyseég-
en az Arg-maradékot Me-Arg-maradekkal helyettesithetjik. A (9) peptid (SEQ ID
NO: 13) aktivitasat a penicillamin-egyseg bevezetése minden tesztvizsgalatban
igen nagymértékben csdkkeni. A (10) peptid aktivitasa (SEQ ID NO: 14) ugyan-
ilyen mértékben csokken aktivitas vonatkozasaban, mint a (9) peptidé (SEQ ID
NO: 13). Ugyanezen peptid esetében azonban csak kis csokkenés mutatkozik a
trombin idében, mig az ADP aktivitasa 6-szorosan csokken az (1) peptiddel (SEQ

ID NO: 1) 6sszehasonlitva.
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Xlil. Tablazat

Az (1) peptid aktivitisanak dsszehasonlitasa a B,-szubsztitualt analégokkal

Koagulalas | Aggregacio
Peptid Peptid szekvencia aPTT | Trom- | Trom- | ADP
binidé| bin

11 fPRPGcyRGD(Nle)PcGDYEPIPEEA(Cha)e 0,37 0,86 0,13 0,18
12 fPRPGcvRGD(Nle)PcGDYEPIPEEA(Cha)e 0,53 1,38 0,14 0,18
13 fPRPGcRGD(NIe)PcGDYEPIPEEA(Cha)e 0,40 0,27 0,04 | 0,20
14 fPRPGCctRGD(NIe)PcGDYEPIPEEA(Cha)e 0,75 0,93 0,18 | 0,22
15 fPRPGcpRGD(NIe)PcGDYEPIPEEA(Cha)e | 0,59 | 1,12 | 0,36 | 0,26

A XIII. tablazatban bemutatjuk, hogy a B,-helyzetben a Gly-maradékot at-

cserélhetjiik kiildnféle D-aminosav-maradékokra. A (11) peptid (SEQ 1D NO: 15),

a (12) peptid (SEQ ID NO: 16), a (14) peptid (SEQ ID NO: 18) és a (15) peptid

(SEQ ID NO: 19) az (1) peptid (SEQ ID NO: 1) analégjai, amelyekben a B,-egysé-

get kilonféle D-aminosav-maradékokkal helyettesitettiik és ezek a peptidek a

talalmany targykorébe tartoznak. A (13) peptid (SEQ ID NO: 17) nem tartozik a

talalmany targykorébe, és ez az (1) peptid (SEQ ID NO: 1) olyan analégja, amely-

ben a B,-helyzetben taldlhaté Gly-maradék elhagyott.
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XIV. Tablazat
Az (1) peptid aktivitisanak 6sszehasonlitasa az A,-szubsztitualt analégok

aktivitasaval

Koagulaias | Aggregacio

Peptid Peptid szekvencia aPTT | Trom- | Trom- | ADP
bin id6| bin
16 (D-Phg)RPGCGRGD(NIe)Pc- 072 | 1,03 | 0,94 | 0,54

GDYEPIPEEA(Cha)e

17 (D-3-Tiq)PRPGcGRGD(Nle)Pc- 0,62 | 0,93 | 0,13 1,27

GDYEPIPEEA(Cha)e

18 (N-Me-f)PRPGcGRDG(NIe)Pc- 1,73 0,77 | 0,55 0,43

GDYEPIPEEA(Cha)e

A XIV. tablazatban bemutatjuk az A;-helyzetben a (D)Phe-maradek kicse-
rélhetdségének lehetéségét. A (16)-(18) peptidek (SEQ ID NO: 20-22) valameny-
nyien a talaimany targykérébe tartoznak. A (16) peptid (SEQ ID NO: 20) lényegé-
ben ugyanolyan trombin aktivitast és trombin id6t mutat, mint az (1) peptid (SEQ
ID NO: 1). A (17) peptid (SEQ ID NO: 21) lényegében ugyanolyan trombin id&t
mutat, mint az (1) peptid (SEQ ID NO: 1), tovabba ennél nagyobb ADP ertékkel
rendelkezik, viszont a trombin értékben 10-szer kisebb aktivitasu. A (18) peptid
(SEQ ID NO: 22) jelentés ndvekedést mutat az aPTT értékekben az (1) peptiddel
(SEQ ID NO: 1) ésszehasonlitva, azonban trombin ideje az (1) peptid (SEQID
NO: 1) idejének csak 77%-a, ugyanakkor a trombin és az ADP értékek ezen
peptid esetében az (1) peptid (SEQ ID NO: 1) ugyanilyen értékeinek felét teszik

Ki.
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SZEKVENCIA LISTA

(1) Altalanos informaciok:
(i) Bejelentd:
(A) Név: Merrell Dow Pharmaceuticals Inc.
(B) Utca: 2110 E. Galbraith Road, P.O. Box 156300
(C) Véros: Cincinnati
(D) Allam: Ohio
(E) Orszag: U.S.A.
(F) Postai kod: 45215-6300
(G) Telefon: 513/948-6566
(H) Telefax: 513/948-7961 vagy 4681
() Telex: 214320
(ii) A taldimany cime: Haromfunkciés antitrombin és antiplatelet peptidek
(iii) Szekvenciadk szama: 22
(iv) Komputer olvashato forma:
(A) Média tipus: Floppy disc
(B) Szamitogép: IBM PC kompatibilis
(C) M(ikodtet6 rendszer: PC-DOS/MS-DOS

(D) Software: Patentin Release #1.0, Verzié #1,25 (EPO)

(vi) El6zetes benyujtasi adatok:
(A) Benyuijtas szama: US 08/076,066

(B) Benyuijtas datuma: 1993. junius 11.
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(2) SEQ ID NO: 1 adatai:
(i) Szekvencia jellemzdk:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis
(i) Molekula tipus: peptid
(ix) Jellemz6k:
(A) Névl/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés
fenil-alanin”
(ix) Jellemzék:
(A) Névljelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 6

(D) Egyéb informacid: / megjegyzés

. Xaa 1-helyzetben D-konfiguraciéju

: Xaa 6-helyzetben D-Cys és szulfid-

-kotésl a B-helyzetl D-Cys-hez"

(ix) Jellemzbk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 11
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés
(ix) Jellemzd&k:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 13

(D) Egyéb informacio: / megjegyzeés

. .Xaa a 11-helyzetben norleucin”

. ,Xaa a 13-helyzetben D-Cys és szulfid-

-kotésl a 6-helyzetli D-Cys-hez”
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(ix) Jellemz&k:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 24
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 24-helyzetben ciklohexil-alanin”
(ix) Jellemzd&k:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 25
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 25-helyzetben glutaminsav,
amely D-konfiguraciéju”
(xi) Szekvencia leirasa: SEQ ID NO: 1:
Xaa Pro Arg Pro Gly Xaa Gly Arg Gly Asp Xaa Pro Xaa Gly Asp Tyr
1 5 10 15
Glu Pro lle Pro Glu Glu Ala Xaa Xaa
20 25
(2) SEQ ID NO: 2 adatai:
(i) Szekvencia jellemzék:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: lineéris
(ii) Molekula tipus: peptid
(ix) Jellemzék:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa az 1-helyzetben D-konfiguracioju

fenil-alanin”
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(ix) Jellemzdbk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 6
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 6-helyzetben D-Cys, amely a
13-helyzet(i D-Cys-maradékhoz szulfid kotéssel kotott”
(ix) Jellemzbk:
(A) Név/jelzés: Médositott-helyzet
(B) Helyzet: 13
(D) Egyéb informécié: / megjegyzés: ,Xaa a 13-helyzetben D-Cys és a 6-
-helyzetben talalhaté D-Cys-maradékhoz szulfid kétéssel kotott”
(ix) Jellemzék:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 24
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 24-helyzetben ciklohexil-alanin”
(ix) Jellemz&k:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 25
(D) Egyéb informécio: / megjegyzés: ,Xaa a 25-helyzetben D-konfiguracioju
glutaminsav”
(xi) Szekvencia leirasa: SEQ ID NO: 2:
Xaa Pro Arg Pro Gly Xaa Gly Arg Gly Asp Phe Pro Xaa Gly Asp Tyr
1 5 10 15
Glu Pro lle Pro Glu Glu Ala Xaa Xaa

20 25
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(2) SEQ ID NO: 3 adatai:
(i) Szekvencia jellemzdk:
(A) Hossz: 8 aminosav

(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: lineéris
(i) Molekula tipus: peptid

(ix) Jellemzdk:

(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet

(B) Helyzet: 1

-60 - LI

(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa az 1-helyzetben D-Cys, amely a

8-helyzetben talalhaté D-Cys maradékhoz szulfid kdtéssel kotott”

(ix) Jellemzék:

(A) Névl/jelzés: Mddositott-helyzet

(B) Helyzet: 8

(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 8-helyzetben D-Cys, amely az

1-helyzetben talalhaté D-Cys-maradékhoz szulfid kdtéssel kotott”

(xi) Szekvencia leirasa: SEQ ID NO: 3:

Xaa Gly Arg Gly Asp Phe Pro Xaa

1
(2) SEQ ID NO: 4 adatai:
(i) Szekvencia jellemzo6k:
(A) Hossz: 5 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis

(i) Molekula tipus: peptid

61.612/SM
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(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
(D) Egyéb informacid: / megjegyzés: ,Xaa az 1-helyzetben Tyr, amely
szukcinil-csoporttal szubsztitualt”
(ix) Jellemzdbk:
(A) Névl/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 9
(D) Egyéb informécio: / megjegyzés: ,Xaa a 9-helyzetben ciklohexil-alanin”
(ix) Jellemzdbk:
(A) Névijelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 10
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa a 10-helyzetben glutaminsav,
(xi) Szekvencia leirasa: SEQ ID NO: 4:
Xaa Glu Pro lle Pro Glu Glu Ala Xaa Xaa
1 5 10
(2) SEQ ID NO: 5 adatai:
(i) Szekvencia jellemzdk:
(A) Hossz: 5 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis

(ii) Molekula tipus: peptid
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(ix) Jellemzdbk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
fenil-alanin”
(xi) Szekvencia leiras: SEQ ID NO: 5:
Xaa Pro Arg Pro Gly
1 5
(2) SEQ ID NO: 6 adatai:
(i) Szekvencia jellemzdk:
(A) Hossz: 3 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis
(i) Molekula tipus: peptid
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
(D) Egyéb informécid: / megjegyzés: ,Xaa az 1-helyzetben D-konfiguracioju
fenil-alanin, amely metilcsoport szubsztituenst tartalmaz”
(xi) Szekvencia leiras: SEQ ID NO: 6:
Xaa Pro Arg

1
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(2) SEQ ID NO: 7 adatai:
(i) Szekvencia jellemzdk:
(A) Hossz: 21 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis
(i) Molekula tipus: peptid
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
(D) Egyéb informacid: / megjegyzés: ,Xaa az 1-helyzetben D-konfiguracioju
fenil-alanin”
(ix) Jellemzdbk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 6
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 6-helyzetben D-Cys, amely a
13-helyzet(i D-Cys-maradékhoz szulfid kotéssel kotott”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 11
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 11-helyzetben norleucin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Médositott-helyzet
(B) Helyzet: 13
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 13-helyzetben D-Cys, amely a

B6-helyzetben talalhato D-Cys maradékhoz szulfid kétéssel kapcsolodik”
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(xi) Szekvencia leirasa: SEQ ID NO: 7:
Xaa Pro Arg Pro Gly Xaa Gly Arg Gly Asp Phe Pro Xaa Gly Asp Tyr
1 5 10 15
Glu Pro lle Pro Glu
20
(2) SEQ ID NO: 8 adatai:
(i) Szekvencia jellemzdk:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis
(i) Molekula tipus: peptid
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
fenil-alanin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 11
(D) Egyéb informacio: / megjegyzes: Xaa a 11-helyzetben norleucin”
(xi) Szekvencia leirasa: SEQ ID NO: 8:
Xaa Pro Arg Pro Gly Cys Gly Arg Gly Asp Xaa Pro Cys Gly Asp Tyr
1 5 10 15
Glu Pro lle Pro Glu Glu Ala Tyr Asp

20 25
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(2) SEQ ID NO: 9 adatai:
(i) Szekvencia jellemzék:
(A) Hossz: 29 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis
(i) Molekula tipus: peptid
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
(D) Egyéb informéacio: / megjegyzes: ,Xaa az 1-helyzetben D-konfiguracioju
fenil-alanin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Médositott-helyzet
(B) Helyzet: 13
(D) Egyéb informacié: / megjegyzes: ,Xaa a 13-helyzetben norleucin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 28
(D) Egyéb informacio: / megjegyzeés: ,Xaa a 28-helyzetben ciklohexil-alanin”
(ix) Jellemzd&k:
(A) Név/jelzés: Médositott-helyzet
(B) Helyzet: 29
(D) Egyéb informacio: / megjegyzes: ,Xaa a 29-helyzetben D-konfiguracidju

glutaminsav”
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(xi) Szekvencia leirasa: SEQ |D NO: 9:
Xaa Pro Arg Pro Gly Cys Arg lle Pro Arg Gly Asp Xaa Pro Ala Asp
1 5 10 15
Gys Gly Asp Tyr Glu Pro lle Pro Glu Glu Ala Xaa Xaa
20 25
(2) SEQ ID NO: 10 adatai:
(i) Szekvencia jellemzdk:
(A) Hossz: 29 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis
(i) Molekula tipus: peptid
(ix) Jellemzok:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa az 1-helyzetben D-konfiguracioju
fenil-alanin” -
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 6
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 6-helyzetben D-Cys, amely a
17-helyzetli D-Cys-maradékhoz szulfid kétéssel kotott”
(ix) Jellemz&k:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 13

(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 13-helyzetben norleucin”
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(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 17
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: . Xaa a 17-helyzetben D-Cys, amely a
6-helyzetben talalhaté D-Cys maradékhoz szulfid kétéssel kapcsolodik”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 28
(D) Egyéb informécio: / megjegyzés: ,Xaa a 28-helyzetben ciklohexil-alanin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 29
(D) Egyéb informécid: / megjegyzés: ,Xaa a 29-helyzetben D-konfiguracioju
glutaminsav”
(xi) Szekvencia leirasa: SEQ ID NO: 10:
Xaa Pro Arg Pro Gly Xaa Arg lle Pro Arg Gly Asp Xaa Pro Ala Asp
1 5 10 15
Xaa Gly Asp Tyr Glu Pro lle Pro Glu Glu Ala Xaa Xaa
20 25
(2) SEQ ID NO: 11 adatai:
(i) Szekvencia jellemzdk:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis

(ii) Molekula tipus: peptid
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(ix) Jellemzd&k:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
fenil-alanin”
(ix) Jellemzék:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 6
(D) Egyéb informacié: / megjegyzes: ,Xaa a 6-helyzetben D-Cys, amely a
13-helyzetii D-Cys-maradékhoz szulfid kotéssel kotott”
(ix) Jellemzék:
(A) Név/jelzés: Médositott-helyzet
(B) Helyzet: 13
(D) Egyéb informéacio: / megjegyzés: ,Xaa a 13-helyzetben D-Cys, amely a
6-helyzetben talathaté D-Cys maradékhoz szulfid kétéssel kapcsolodik”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 24
(D) Egyéb informéacio: / megjegyzés: ,Xaa a 24-helyzetben ciklohexil-alanin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Névl/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 25
(D) Egyéb informécio: / megjegyzés: ,Xaa a 25-helyzetben D-konfiguracidjd

glutaminsav”
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(xi) Szekvencia leirasa: SEQ ID NO: 11:
Xaa Pro Arg Pro Gly Xaa Gly Arg Gly Asp Met Pro Xaa Gly Asp Tyr
1 5 10 15
Glu Pro lle Pro Glu Glu Ala Xaa Xaa
20 25
(2) SEQ ID NO: 12 adatai:
(i) Szekvencia jellemzék:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis
(i) Molekula tipus: peptid
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa az 1-helyzetben D-konfiguracioju
fenil-alanin”
(ix) Jellemzbk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 6
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 6-helyzetben D-Cys, amely a
13-helyzeti D-Cys-maradékhoz szulfid kotéssel kotott”
(ix) Jellemz&k:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 11

(D) Egyéb informécio: / megjegyzés: ,Xaa a 11-helyzetben ciklohexil-alanin”
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(ix) Jellemz8k:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 13
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 13-helyzetben D-Cys, amely a
6-helyzetben talalhaté D-Cys maradékhoz szulfid kdtéssel kapcsolédik”
(ix) Jellemz&k:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 24
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 24-helyzetben ciklohexil-alanin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mdodositott-helyzet
(B) Helyzet: 25
(D) Egyéb informacid: / megjegyzés: ,Xaa a 25-helyzetben D-konfiguracidju
glutaminsav”
(xi) Szekvencia leirasa: SEQ ID NO: 12:
Xaa Pro Arg Pro Gly Xaa Gly Arg Gly Asp Xaa Pro Xaa Gly Asp Tyr
1 5 10 15
Glu Pro lle Pro Glu Glu Ala Xaa Xaa
20 25
(2) SEQ ID NO: 13 adatai:
(i) Szekvencia jellemzdk:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis

(i) Molekula tipus: peptid
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(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés
fenil-alanin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 6
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés
cisztein”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 11
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 13
(D) Egyéb informacid: / megjegyzeés
penicil-amin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 24

(D) Egyéb informacié: / megjegyzes
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(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 25
glutaminsav”
(xi) Szekvencia leirdsa: SEQ ID NO: 13:
Xaa Pro Arg Pro Gly Xaa Gly Arg Gly Asp Xaa Pro Xaa Gly Asp Tyr
1 5 10 15
Glu Pro lle Pro Glu Glu Ala Xaa Xaa
20 25
(2) SEQ ID NO: 14 adatai:
(i) Szekvencia jellemzék:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis
(i) Molekula tipus: peptid
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa az 1-helyzetben D-konfiguraciojd
fenil-alanin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet

(B) Helyzet: 6
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(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 6-helyzetben D-konfiguracioju
cisztein”
(ix) Jellemzg&k:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 8
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa a 8-helyzetben metil-arginin”
(ix) JellemzEk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 11
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,.Xaa a 11-helyzetben norleucin”
(ix) Jellemzd&k:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 13
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa a 13-helyzetben D-konfiguracidju
penicil-amin”
(ix) Jellemz&k:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 24
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 24-helyzetben ciklohexil-alanin”
(ix) Jellemzok:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 25

«r.

glutaminsav”
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(xi) Szekvencia leirasa: SEQ ID NO: 14:
Xaa Pro Arg Pro Gly Xaa Gly Xaa Gly Asp Xaa Pro Xaa Gly Asp Tyr
1 5 10 15
Glu Pro lle Pro Glu Glu Ala Xaa Xaa

20 25
(2) SEQ ID NO: 15 adatai:
(i) Szekvencia jellemzdk:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis
(i) Molekula tipus: peptid
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
fenil-alanin”

(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 6
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 6-helyzetben D-Cys, amely a

13-helyzetli D-Cys-maradékhoz szulfid kotéssel kotott”

(ix) Jellemz&k:

(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet

(B) Helyzet: 7
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(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa a 7-helyzetben D-konfiguracioju
tirozin”
(ix) Jeliemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 11
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 11-helyzetben norleucin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 13
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa a 13-helyzetben D-Cys és a
6-helyzetben talalhaté D-Cys maradékhoz szulfid kétéssel kotott”
(ix) Jellemzd&k:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 24
(D) Egyéb informacid: / megjegyzés: ,Xaa a 24-helyzetben ciklohexil-alanin”
(ix) Jellemz&k:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 25
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa a 25-helyzetben D-konfiguracidju
glutaminsav”
(xi) Szekvencia leirasa: SEQ ID NO: 15:
Xaa Pro Arg Pro Gly Xaa Xaa Arg Gly Asp Xaa Pro Xaa Gly Asp Tyr
1 5 . 10 15
Glu Pro lle Pro Glu Glu Ala Xaa Xaa

20 25
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(2) SEQ ID NO: 16 adatai:
(i) Szekvencia jellemzok:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis
(ii) Molekula tipus: peptid
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Médositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
(D) Egyéb informacié: / megjegyzes: Xaa az 1-helyzetben D-konfiguraciéju
fenil-alanin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 6
(D) Egyéb informacid: / megjegyzes: ,Xaa a 6-helyzetben D-Cys, amely a
13-helyzeti D-Cys-maradékhoz szulfid kotéssel kotott”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Médositott-helyzet
(B) Helyzet: 7
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa a 7-helyzetben D-konfiguracioju
valin”
(ix) Jellemzék:
(A) Névljelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 11

(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 11-helyzetben norleucin”
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(ix) Jellemzdk:

(A) Név/jelzés: Médositott-helyzet

(B) Helyzet: 13

(D) Egyéb informaci6: / megjegyzes: Xaa a 13-helyzetben D-Cys és a

6-helyzetben talalhato D-Cys maradékhoz szulfid kotéssel kotott”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzes: Mdodositott-helyzet
(B) Helyzet: 24

(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 24-helyzetben ciklohexil-alanin”

(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Médositott-helyzet
(B) Helyzet: 25
glutaminsav”
(xi) Szekvencia leirasa: SEQ ID NO: 16:
Xaa Pro Arg Pro Gly Xaa Xaa Arg Gly Asp Xaa Pro Xaa Gly Asp Tyr
1 5 10 15
Glu Pro lle Pro Glu Glu Ala Xaa Xaa
20 25
(2) SEQ ID NO: 17 adatai:
(i) Szekvencia jellemzc')'k:
(A) Hossz: 24 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis

(i) Molekula tipus: peptid
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(ix) Jellemz&k:
(A) Név/jelzés: Médositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
(D) Egyéb informacid: / megjegyzés: ,Xaa az 1-helyzetben D-konfiguracidju
fenil-alanin”
(ix) Jellemzok:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 6
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 6-helyzetben D-Cys, amely a
12-helyzetli D-Cys-maradékhoz szulfid kotéssel kotott”
(ix) Jellemzék:
(A) Névljelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 10
(D) Egyéb informacid: / megjegyzés: ,Xaa a 10-helyzetben norleucin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Médositott-helyzet
(B) Helyzet: 12
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 12-helyzetben D-Cys, amely a
6-helyzetben talalhato D-Cys maradékhoz szulfidkétéssel kapcsolodik”
(ix) Jellemzd&k:
(A) Név/jelzés: Médositott-helyzet
(B) Helyzet: 23

(D) Egyéb informéacio: / megjegyzés: ,Xaa a 23-helyzetben ciklohexil-alanin
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(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 24
(D) Egyéb informacid: / megjegyzés: ,Xaa a 24-helyzetben D-konfiguracioju
glutaminsav”
(xi) Szekvencia leiras: SEQ ID NO: 17:
Xaa Pro Arg Pro Gly Xaa Arg Gly Asp Xaa Pro Xaa Gly Asp Tyr Glu
1 5 10 15
Pro lle Pro Glu Glu Ala Xaa Xaa
20
(2) SEQ ID NO: 18 adatai:
(i) Szekvencia jellemzék:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis
(i) Molekula tipus: peptid
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
fenil-alanin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet

(B) Helyzet: 6
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(D) Egyéb informacid: / megjegyzés: ,Xaa a 6-helyzetben D-Cys, amely a
13-helyzetli D-Cys-maradékhoz szulfid kotéssel kotott”
(ix) Jellemzoék:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet

(B) Helyzet: 7

« s

treonin”
(ix) Jellemzbk:
(A) Név/jelzés: Médositott-helyzet
(B) Helyzet: 11
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa a 11-helyzetben norleucin”
(ix) Jellemzok:
(A) Névl/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 13
(D) Egyéb informacio: / megjegyzeés: ,Xaa a 13-helyzetben D-Cys és a
6-helyzetben talalhaté D-Cys maradékhoz szulfid kotéssel kotott”
(ix) Jellemzébk:
(A) Név/jelzés: Médositott-helyzet
(B) Helyzet: 24
(D) Egyéb informacid: / megjegyzés: ,Xaa a 24-helyzetben ciklohexil-alanin”
(ix) Jellemzobk:
(A) Név/jeizés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 25
(D) Egyéb informacio: / megjegyzes: ,Xaa a 25-helyzetben D-konfiguracioju

glutaminsav”
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(xi) Szekvencia leirdsa: SEQ ID NO: 18:

Xaa Pro Arg Pro Gly Xaa Xaa Arg Gly Asp Xaa Pro Xaa Gly Asp Tyr
1 5 10 15
Glu Pro lle Pro Glu Glu Ala Xaa Xaa
20 25
(2) SEQ ID NO: 19 adatai:
(i) Szekvencia jellemzék:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis
(i) Molekula tipus: peptid
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
(D) Egyéb informacid: / megjegyzés: ,Xaa az 1-helyzetben D-konfiguraciéju
fenil-alanin”

(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 6
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa a 6-helyzetben D-Cys, amely a

13-helyzetli D-Cys-maradékhoz szulfid kotéssel kotott”

(ix) Jellemzdk:

(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet

(B) Helyzet: 7
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« sy

prolin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 11
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa a 11-helyzetben norleucin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 13
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa a 13-helyzetben D-Cysés a
6-helyzetben talalhaté D-Cys maradékhoz szulfid kétéssel kotott”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 24
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa a 24-helyzetben ciklohexil-alanin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 25
glutaminsav”
(xi) Szekvencia leirasa: SEQ ID NO: 19:
Xaa Pro Arg Pro Gly Xaa Xaa Arg Gly Asp Xaa Pro Xaa Gly Asp Tyr
1 5 10 15
Glu Pro lle Pro Glu Glu Ala Xaa Xaa

20 25
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(2) SEQ ID NO: 20 adatai:
(i) Szekvencia jellemzék:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis
(i) Molekula tipus: peptid
(ix) Jellemzdk:
(A) Névl/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
(D) Egyeb informacio: / megjegyzes: ,Xaa az 1-helyzetben D-konfiguracioju
fenil-alanin”
(ix) Jellemzdék:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 6
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 6-helyzetben D-Cys, amely a
13-helyzetl D-Cys-maradékhoz szulfid kotéssel kotott”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 11
(D) Egyeb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 11-helyzetben norleucin”
(ix) Jellemz&k:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 13
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa a 13-helyzetben D-Cys és a

6-helyzetben talalhatd D-Cys maradékhoz szulfid kotéssel kotott”
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(ix) Jellemz&k:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 24
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 24-helyzetben ciklohexil-alanin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 25
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa a 25-helyzetben D-konfiguracioju
glutaminsav”
(xi) Szekvencia leirasa: SEQ ID NO: 20:
Xaa Pro Arg Pro Gly Xaa Gly Arg Gly Asp Xaa Pro Xaa Gly Asp Tyr
1 5 10 15
Glu Pro lle Pro Glu Glu Ala Xaa Xaa
20 25
(2) SEQ ID NO: 21 adatai:
(i) Szekvencia jellemzék:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: lineéris
(ii) Molekula tipus: peptid
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa az 1-helyzetben D-konfiguracioju

1,2,3,4-tetrahidro-izokinolin-3-karbonsav”
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(ix) Jellemzd&k:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 6
(D) Egyéb informacié: / megjegyzeés: ,Xaa a 6-helyzetben D-Cys, amely a
13-helyzetli D-Cys-maradékhoz szulfid kétéssel kotott”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 11
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 11-helyzetben norfeucin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 13
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa a 13-helyzetben D-Cys és a
6-helyzetben talalhaté D-Cys maradékhoz szulfid kotéssel kotott”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 24
(D) Egyéb informacid: / megjegyzés: ,Xaa a 24-helyzetben ciklohexil-alanin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 25
(D) Egyéb informacid: / megjegyzés: ,Xaa a 25-helyzetben D-konfiguracidju

glutaminsav”
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(xi) Szekvencia lefrasa: SEQ ID NO: 21:
Xaa Pro Arg Pro Gly Xaa Gly Arg Gly Asp Xaa Pro Xaa Gly Asp Tyr
1 5 10 15
Glu Pro lle Pro Glu glu Ala Xaa Xaa
20 25
(2) SEQ ID NO: 22 adatai:
(i) Szekvencia jellemzdk:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topologia: linearis
(i) Molekula tipus: peptid
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 1
N-metil-fenil-alanin”
(ix) Jellemzdk:
(A) Névijelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 6
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa a 6-helyzetben D-Cys, amely a
13-helyzetli D-Cys-maradékhoz szulfid kotéssel kotott”
(ix) Jellemzdk:
(A) Névijelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 11

(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa a 11-helyzetben norleucin’

61.612/SM



_87- LI

(ix) Jellemz&k:
(A) Név/jelzés: Médositott-helyzet
(B) Helyzet: 13
(D) Egyéb informécio: / megjegyzés: ,Xaa a 13-helyzetben D-Cys és a
6-helyzetben talalhatd D-Cys maradékhoz szulfid kétéssel kotott”
(ix) Jellemz6k:
(A) Név/jelzés: Mddositott-helyzet
(B) Helyzet: 24
(D) Egyéb informacié: / megjegyzés: ,Xaa a 24-helyzetben ciklohexil-alanin”
(ix) Jellemz6k:
(A) Név/jelzés: Modositott-helyzet
(B) Helyzet: 25
(D) Egyéb informacio: / megjegyzés: ,Xaa a 25-helyzetben D-konfiguraciéju
glutaminsav”
(xi) Szekvencia leirasa: SEQ ID NO: 22:
Xaa Pro Arg Pro Gly Xaa Gly Arg Gly Asp Xaa pro Xaa Gly Asp Tyr
1 5 10 15
Glu Pro lle Pro Glu Glu Ala Xaa Xaa

20 25
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Az (1)
X-A-B-C-Y (1)
altalanos képletl vegyiletek, ahol az altalanos képletben
X jelentése terminalis aminocsoport, amely lehet hidrogénatom, egy vagy két
1-6 szénatomszamu alkilcsoport, egy vagy két 2-10 szénatomszamu acil-
csoport, karbobenziloxi-csoport, H,NC(=NH)-csoport vagy terc-butoxi-
-karbonil-csoport;
A jelentése A;-Ay-A; (2) altalanos kepletl peptid analog-csoport; ahol
A, jelentése (D)Phe, (D)Phg, (D)1-Tiq, (D)3-Tiq, N-Me-(D)Phe, (D)Cha,
(D)Chg, (D)Nag, vagy (D)Thg;
A, jelentése Pro, Pip, vagy Azt;
A, jelentése Arg, Lys, Orn, vagy hArg;
B jelentése a (3) altalanos képletl peptid-analdg
Pro-B4-(D)Cys'-B,-B,-Gly-Asp-B4-Pro-(D)Cys’-B;
| | (3)

S S

vagy
Pro-B,-(D)Cys'-B,'-B3-Gly-Asp-Nle-Pro-Ala-Asp-(D)Cys’-B;
| @)

S S

ahol

B, jelentése Gly, Ala, (D)Ala, Val, (D)Val, vagy Gly-Gly;
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B, jelentése Gly, Gly-Gly, Gly-Gly-Gly, Gly-Gly-Gly-Gly vagy barmely (D)
aminosav;
B, jelentése Arg-lle-Pro vagy Lys-lle-Pro;
B, jelentése Arg, hArg, N-Me-Arg vagy Lys;
B, jelentése Nle, Phe, Met vagy Cha;
C jelentése az (5) altalanos képletl peptid-analog
Asp-C;-C-C3-C4-C5-Cs-C7-Cs-Co (5
ahol
C, jelentése Phe, pCIPhe, pNO,Phe, Tha, Npa, Tyr vagy Trp;
C, jelentése Glu vagy Asp;
C, jelentése barmely aminosav;
C, jelentése lle, Val, Leu vagy Phe;
Cs jelentése Pro, Hyp, Sar, NMePgl vagy D-Ala;
Cg jelentése barmely aminosav;
C; jelentése barmely aminosav;
Cg jelentése Tyr, Glu, Pro, Ala-Cha, Tyr-Cha, Tyr-Leu és Ala-Tyr;
C, jelentése egy kotés vagy Glu, (D)Glu, GIn, Pro, Leu-Gin, Asp-Glu vagy
Leu-Pro; és
Y jelentése karboxi-terminalis csoport, amely lehet hidroxilcsoport, 1-6 szén-
atomszamu alkoxi-csoport, aminocsoport, mono- vagy di-(1-4 szénatom-
szamu)-alkil-szubsztitualt-amino-csoport vagy benzil-amino-csoport;
vagy gyogyszerészetileg elfogadhato soi.
2. Az 1. igénypont szerinti (1) altalanos képlet(i vegydilet, ahol az altalanos
képletben X jelentése hidrogénatom, acetilcsoport, szukcinil-csoport vagy terc-

-butoxi-karbonil-csoport.
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3. Az 1. igénypont szerinti (1) altalanos képletl vegyulet, ahl az altalanos
képletben A, jelentése (D)Phe, (D)Chg, (D)Cha, (D)Phg, (D)1-Tiq, (D)3-Tiq vagy
N-Me-(D)Phe; A, jelentése Pro; és A; jelentése Arg vagy Lys.

4. Az 1. igénypont szerinti (1) altalanos képletd vegyllet, ahol az altalanos
képletben B jelentése

Pro-B1-(D)Cys’—Bz-B3—GIy—Asp—B4-Pro-(D)Cys‘-B1

| |

S S

altalanos képletl peptid, ahol B, jelentése Gly, Ala vagy Gly-Gly; B, jelentése Gly,
Gly-Gly vagy barmely (D)-aminosav; B, jelentése Arg vagy N-Me-Arg; és B, jelen-
tése Nle, Phe, Cha vagy Met.
5. Az 1. igénypont szerinti (1) altalanos képletd vegyllet, ahol az altalanos
képletben B jelentése
Pro—B1—(D)Cys’-82’-B3—GIy-Asp—Nle-Pro-Ala-Asp—(D)Cys’-B1

| |

S S

altalanos képletl peptid, ahol B, jelentése Gly, Ala vagy Gly-Gly; B, jelentese

Arg-lle-Pro vagy Lys-lle-Pro; Bj jelentése Ala vagy N-Me-Arg; és B, jelentése Nle.
6. Az 1. igénypont szerinti (1) altalénos kepletl vegyulet vegyllet, ahol az

altatanos képletben

oF jelentése Phe, Npa vagy Tyr;

C, jelentése Glu vagy Asp;

C, jelentése valamely aminosav,

C, jelentése lle vagy Val;

Cs jelentése Pro, Hyp, vagy (D)Ala;

61.612/SM



‘91 - "'. ----- *

Ce¢ jelentése valamely aminosav;

C, jelentése Glu, Asp, vagy Ala;

Cs jelentése Tyr, Glu, Tyr, Leu, Tyr-Cha vagy Ala-Cha; es

Cy jelentése egy kotés, (D)Glu, Glu, GIn, Leu-Gln vagy Leu-Pro.

7. A 2. igénypont szerinti vegyilet, ahol az altalanos képletben A, jelentése
(D)Phe (D)Chg, (D)Cha, (D)Phg, (D)1-Tiq, (D)3-Tig vagy N-Me-(D)Phe; A; jelen-
tése Pro; és A; jelentése Arg vagy Lys.

8. A 7. igénypont szerinti vegyiilet, aho az altalanos képletben B jelentese

Pro-B,-(D)Cys’-B,-B3-Gly-Asp-B,-Pro-(D)Cys'-B,

| |

S S

altalanos képletl peptid
vagy
Pro—B1—(D)Cys’—Bz'-B3-Gly-Asp-NIe-Pro-AIa-Asp-(D)Cys'-B1

S S

altalanos képletii peptid, ahol az altalanos képletben

B, jelentése Gly, Ala vagy Gly-Gly;

B, jelentése Gly, Gly-Gly, vagy barmely (D)-aminosav;
B, jelentése Arg-lle-Pro vagy Ly-lle-Pro;

B, jelentése Arg vagy N-Me-Arg; es

Bs jelentése Nle, Phe, Cha vagy Met.
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9. A 8. igénypont szerinti vegyilet, ahol az altalanos kepletben

C, jelentése Phe, Npavagy Tyr,

C, jelentése Glu vagy Asp;

C, jelentése barmely aminosav;

C, jelentése lle vagy Val;

Cs jelentése Pro, Hyp vagy (D)Ala;

Ce jelentése barmely aminosav;

C, jelentése Glu, Asp vagy Ala;

Cs jelentése Tyr, Glu, Tyr-Leu, Tyr-Cha vagy Ala-Cha; és

C, jelentése egy kotés; (D)Glu, Glu, Gin, Leu-GlIn vagy Leu-Pro.

10. A 9. igénypont szerinti vegyiilet, ahol az altalanos kepletben Y jelentése
hidroxilcsoport, 1-6 szénatomszamu alkoxi-csoport vagy mono- vagy di-(1-4
szénatomszamu)-alkil-szubsztitualt amino-csoport.

11. A 10. igénypont szerinti vegyllet, ahol az altalanos képletben B, jelen-
tése Nle.

12. Az 1. igénypont szerinti vegyulet, ahol az altalanos képletben X jelenté-
se hidrogénatom, acetil-csoport vagy terc-butoxi-karbonil-csoport.

13. A 12. igénypont szerinti vegyllet, ahol az &ltalanos keépletben A, jelen-
tése (D)Phe, (D)Phg, (D)3-Tiq vagy N-Me-(D)Phe; A; jelentése Pro; és A; jelente-
se Arg.

14. A 13. igénypont szerinti vegyilet, ahol az altalanos képletben B jelente-
se

Pro-B,-(D)Cys’-B,-B;-Gly-Asp-84-Pro-(D)Cys’-B,

| |

S S
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vagy
Pro-B,-(D)Cys’-B,'-B3-Gly-Asp-Nle-Pro-Ala-Asp-(D)Cys'-B,

S S

peptid, ahol
B, jelentése Gly;
B, jelentése Gly, (D)Tyr, (D)Val, (D)Thr vagy (D)Pro;
B, jelentése Arg-lie-Pro;
B, jelentése Arg vagy N-Me-Arg; és
B, jelentése Nle vagy Phe, azzal a feltétellel, hogy amennyiben B, jelentése
(D)Tyr, (D)Val, (D)Thr vagy (D)Pro, akkor B, jelentése Nle.
15. A 14. igénypont szerinti vegyllet, ahol az altalanos kepletben
C, jelentése Phe vagy Tyr;
C, jelentése Glu;
C;  jelentése Glu vagy Pro;
Cy jelentése lle;
Cs jelentése Pro vagy (D)Ala;
Ce¢  jelentése Glu vagy Ala;
C; jelentése Glu;
Cs jelentése Tyr, Tyr-Leu, Tyr-Cha vagy Ala-Cha; és
Cy jelentése egy kotés vagy (D)Glu.
16. A 15. igénypont szerinti vegytlet, ahol az altalanos képletben Y jelente-
se hidroxilcsoport, 1-6 szénatomszamu alkoxi-csoport vagy mono- vagy di-(1-4

szénatomszamu-alkil)-szubsztitualt-amino-csoport.
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17. A 16. igénypont szerinti vegyulet, ahol az altalanos kepletben B, jelen-
tése Nle.

18. Az 1. igénypont szerinti vegylilet, ahol az altalanos kéepletben
X jelentése hidrogénatom, acetil-csoport vagy terc-butoxi-karbonil-csoport;
A, jelentése (D)Phe, (D)Phg, (D)3-Tig vagy N-Me-(D)Phe;
A, jelentése Pro;
A;  jelentése Arg;
B jelentese

Pro-B,-(D)Cys'-B,-B3-Gly-Asp-B4-Pro-(D)Cys’-B;

S S

képletl peptid, ahol

B4 jelentése Gly;

B, jelentése Gly, (D)Tyr, (D)Val, (D)Thr, vagy (D)Pro;

Bs jelentése Arg;

B, jelentése Nle vagy Phe, azzal a feltétellel, hogy amennyiben B, jelentése
(D)Tyr, (D)Val, (D)Thr, vagy (D)Pro, akkor B, jelentése Nle;

C, jelentése Phe;

Cy jelentése Glu;

C;  jelentése Pro;

C, jelentése lle;

Cs jelentese Pro;

Cs  jelentése Glu vagy Ala;

C; jelentése Glu;

Cgs jelentése Tyr, Tyr-Cha vagy Ala-Cha;
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Cy jelentése egy kotés vagy (D)Glu; és
Y jelentése hidroxilcsoport vagy 1-6 szénatomszamu alkoxi-csoport.
19. A 18. igénypont szerinti vegyllet, ahol az altalanos képletben Y jelente-
se hidroxilcsoport vagy 1-6 szénatomszamu alkoxi-csoport.
20. A 19. igénypont szerinti vegyllet, ahol az altalanos képletben B, jelen-
tése Nle.
21. Az 1. igénypont szerinti
(D)Phe-Pro-Arg-Pro-Gly-(D)Cys'-Gly-Arg-Gly-Asp
\S-S
N
Pro-lle-Pro-Glu-Tyr-Asp-Gly-(D)Cys'-Pro-Nle
Gllu-GIu-Ala-Cha-(D)Glu-OH
peptid (SEQ ID NO: 1).
22. Az 1. igénypont szerinti
(D)Phe-Pro-Arg-Pro-Gly-(D)Cys'-Gly-Arg-Gly-Asp
N
S-S
Pro-lle-Pro-Glu-Tyr-Asp-Gly-(D)Cys’-Pro-Phe
Gllu-Glu-AIa-Cha—(D)GIu-OH
peptid (SEQ ID NO: 2).
23. Az 1. igénypont szerinti
(D)Phg-Pro-Arg-Pro-Gly-(D)Cys’-Gly-Arg-Gly-Asp
Ss
Pro-lle-Pro-Glu-Tyr-Asp-Gly-(D)Cys'-Pro-Nle
Gllu-G|u-AIa-Cha—(D)GIu-OH

peptid (SEQ ID NO: 3).
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24. Az 1. igénypont szerinti
(D)Phg-Pro-Arg-Pro-Gly-(D)Cys'-Arg-lle-Pro-Arg
S-S
Tyr—Asp-Gly-(D)C{ys‘-Asp-AIa-Pro-NIe-Asp-GIy
Gllu—Pro-IIe—Pro-Glu-Glu-AIa-Cha-(D)Glu-OH
peptid (SEQ ID NO: 10).

25. Eljaras vénas vagy artérias trombdzis kezelésére, azzal jellemezve,
hogy a betegnek az 1. igénypont szerinti vegyiilet terapiasan hatasos mennyise-
gét adagoljuk.

26. A 25. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy érplasztikai be-
avatkozast kovetd koronaér trombdzist kezellnk.

27. A 25. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy akut érplasztikai
beavatkozas utan létrejové elzarodas trombozist kezelunk.

28. A 25. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy egy mesterseé-
ges vérkeringés altal indukalt cytopenia trombdzist kezelunk.

29. A 25. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy egy kifejl6ds
szivizom infarktus trombdzist kezellnk.

30. A 25. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy egy fibrinolyti-
kus terapia utan bekovetkezd elzarédas trombaozist kezelunk.

31. A 25. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy egy mesterse-
ges vérkeringés soran létrejové thrombocytopenia trombozist kezelink.

Pro-B4-(D)Cys’-B,-Bs-Gly-Asp-B4-Pro-(D)Cys’-B;,

S S
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Pro-B,-(D)Cys’-B,'-B;-Gly-Asp-Nle-Pro-Ala-Asp-(D)Cys’-B,
| |

S S

A meghatalmazott
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