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2220-81
Fremstilling af et tarm-gl tigen bestdende af et
peptid-barer-kompleks foregdr ved, at man som hapten an-
vender et peptid med den almene formel

R-Lys~Arg-Asn-Lys-Asn-Asn-Ile-Ala-OH
hvori R betegner hydrogen, en aminosyregruppe eller en
peptidgruppe indeholdende 2-20 aminosyregrupper, og om-~
sztter det med en barer i narvarelse af et bindemiddel
til binding af haptenet og bareren til hinanden.
Fremstilling af et tarm-gl tistof &r ved,
at man administrerer det ovennavnte antigen til pattedyr
og opsamler det siledes dannede antistof.
Det opndede antistof har fortrinlig specificitet med
hensyn til tarm-glucagon og er dermed velegnet til an-
vendelse ved bestemmslse af tarm-~glucagon.
Bindemidlet kan f.eks. were dialdehyder eller andre for-
bindelser der kan danne twerbinding mellem peptid og bee-
rer.
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsma-

de til fremstilling af et tarm-glucagon-antistof.
I den foreliggende beskrivelse er forkortelser

for aminosyrer, peptider, beskyttelsesgrupper, aktive

grupper osv. angivet i overensstemmelse med de af IUPAC

eller IUB angivne regler eller ved anvendelse af konven-
tionelle symboler, hvorpd der er anfgrt eksempler neden-

for. Hvor aminosyrer kan omfatte optiske isomere, skal

de betegne L-enantiomere, medmindre andet er anfgrt.

Arg:
Trp:
Asn:
Asp:
Thr:
Ser:
Glu:
Gln:
Ala:
Val:
Met:
Leu:
Phe:
Lys:
Tyr:
Ile:
Cys:
Cys

Cys
Gly:
His:
Pro:
Z:
Su:
Tos:
Boc:

arginin
tryptophan
asparagin
asparaginsyre
threonin
serin
glutaminsyre
glutamin
alanin
valin
methionin
leucin
phenylalanin
lysin
tyrosin
isoleucin

cystein
cystin

glycin

histidin

prolin

carbobenzoxygruppe
succinimidogruppe
p-toluensulfonylgruppe
tert-butoxycarbonylgruppe.

Tarm-glucagon er et hormon, der spiller en vigtig
rolle ved sukkerabsorptionmetabolisme. Bestemmelse af

tarm-glucagon ggr det muligt at diagnosticere forskelli-
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2
ge pathologiske tilstande, som tarm-glucagon tager del
i, s&som diabetes mellitus eller tarmcancer, samt diag-
nosticere sygdomme, sdsom tarmsygdomme (f.eks. diarrg,
forstoppelse osv.), duodenalulcera, carcinoid, tarm-glu-
cagon-noma osv. Bestemmelse af tarm-glucagon noteres sa-
ledes i stigende grad inden for omrddet diagnose, patho-
logi, fysiologi osv. Tarm-glucagon bestemmes ved en meto-
de, sdsom radioimmunoassay-metoden (RIA-metoden) undexr
anvendelse af et antistof (antiserum), der reagerer med
tarm-glucagon. Som et antistof, der er i stand til at re
agere med tarm-glucagon, har man indtil nu kendt anti-
stof R-64 fremstillet af Ravazzola et al. [se Endocrino-
logy, vol. 105, nr. 2, pp. 499-508 .979)]. Dette anti-
stof udviser imidlertid ikke specificitet over for tarm-=
glucagon.

Med den ovenfor beskrevne forhandenvarende situa-
tion i erindring har opfinderne foretaget dybtgdende un-
dersggelser til udvikling af en fremgangsmide til opnd-
else af et antistof, der har specificitet med hensyn til
tarm-glucagon og er yderst effektivt til bestemmelse af
tarm-glucagon efter RIA-metoden eller lignende, og i l¢-
bet af undersggelserne har opfinderne opdaget, at den
peptidsekvens, der bestdr af den 93. til 100. aminosyre
fra N-enden af svine-glicentin [se Horm. Metab. Res., 8,
366-371 (1976)1, dvs.

H-Lys-Arg-Asn-Lys-Asn-Asn-Ile-Ala-OH
er et antigen, der er bestemmende for et antistof med
specificitet over for tarm-glucagon. Som resultat af
yderligere undersggelser baseret pé& de ovenfor beskrevne
nye undersggelsesresultater har opfinderne med held syn-
tetiseret et antigen, der som hapten indeholder et pep-
tid, som indeholder den ovenfor beskrevne specifikke
peptidsekvens og har den nedenfor anfgrte almene formel
(1), og hHar ud fra dette antigen fremstillet et gns-—
ket fortrinligt antistof med hgj specificitet over for
tarm-glucagon og er dermed ndet til den foreliggende op-
findelse.

Fremgangsmdden ifslge opfindelsen
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er ejendommelig ved, at man til pattedyr administrerer
et tarm-glucagon-antigen, der bestdr at et peptid-barer-
kompleks og er fremstillet ved, at man som hapten anven-
der et peptid med den almene formel

R—Lys-Arg—Asn—Lys-Asn—Asn—Ile-Ala-OH (1)
hvori R betegner et hydrogenatom, en aminosyregruppe
eller en peptidgruppe indeholdende 2-20 aminosyre-
grupper, og omsatter det med en barer i narvarelse af
et bindemiddel til binding af haptenet og bareren til
hinanden,
hvorefter man opsamler det sdledes dannede antistof.

Opfindelsen belyses under henvisning til tegnin-
gen, hvorpé

fig. 1-4 er grafiske afbildninger, der viser spe-
cificiteten af antistoffer ifglge den foreliggende op-
findelse.

Ved fremgangsméden ifglge den foreliggende opfin-
delse er det uomgangeligt nedvendigt at anvende et tarm-

glucagon-antigen, der er fremstillet ved som hapten at

anvende et peptid med den ovenfor beskrevne almene formel (1).
Som eksempler pd den med R i den almene formel (1) be-

tegnede aminosyregruppe kan der navnes: H-Arg-, H-Trp-,
H-Asn~, H~-Ala-, H-Val-, H~Met-, H-Leu-, H-Phe-, H-Lys-,
H-Tyr-, H-Ile-, H-Cys-, g-Cys—, H-Gly-, H-His-, H-Pro-.
H-Cys

Som eksempler pa peptidgruppén, der indeholder 2
til 20 aminosyregrupper, kan der navnes H-Gly-Lys-,
H-Asn-Tyr~, H-Met-Thr-, H-Met-Asn-, H-Leu-Thr-,
H-Trp-Thr-~, H-Phe-Val-, H-Gln-Ala-, H-Asp-Arg-,
H-Leu-Tyr-, H-Ser-Lys-, H-Met-Asn-Tyr-, H-Leu-Met-Asn-
Thr-, H-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-, H-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-,
H-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-, H-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-
Met-Asn-Thr-, H-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-,
H-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-,
H-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-~Leu-Met-Asn-Thr-,
H-Arg—Ala—Gln—Asp-Phe—Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn—Thr—,
H-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-,
H-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met~Asn-Thr-,
H-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln—-Asp-Phe~-Val-Gln~-Trp~-Leu-Met-
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Asn-Thr-, H—Leu—Asp—Ser—Arg—Arg—Ala-Gln—Asp-Phe-Val-Gln-
Trp-Leu-Met-Asn-Thr-, H-Tyr—Leu—Asp—Ser-Arg—Arg—Ala—Gln-
Asp-Phe—Val-Gln-Trp—Leu—Met—Asn—Thr-, H-Lys-Tyr-Leu-Asp-
Ser—Arg—Arg—Ala—Gln-Asp-Phe-Val—Gln-TrgrLeu—Met—Asn—Thr—,
H-Ser-Lys—Tyr—Leu—Asp—Ser—Arg—Arg-Ala—Glu—Asp-Phe-Val—
Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-.

Af disse foretrzkkes peptider, hvori R betegner en pep-
tidgruppe eller aminosyregruppe dannet ved successiv
fjernelse af 1 til 19 aminosyregrupper fra N-enden af
73-92 N-endesekvensen af svine-glicentin.

Som bareren, der skal bindes til haptenet, kan
der anvendes flere forskellige hgjmolekylazre naturlige
eller syntetiske proteiner, der konventionelt anvendes
til fremstilling af antigener. Som eksempler kan der
navnes dyreserumalbuminer (f.eks. hesteserumalbumin, ok-
seserumalbumin, kaninserumalbumin, humant serumalbumin,
fireserumalbumin osv.), dyreserumglobuliner (f.eks. he-
steserumglobulin, okseserumglobulin, kaninserumglobulin,
humant serumglobulin, fireserumglobulin osv.), thyroglo-
puliner fra dyr (f.eks. hestethyroglobulin, oksethyro-
globulin, kaninthyroglobulin, humant thyxroglobulin, £fa-
rethyroglobulin osv.), hazmoglobiner fra dyr (f.eks. he-
stehazmoglobin, oksehamoglobin, kaninhamoglobin, humant
hamoglobin, f&rehamoglobin osv.), hamocyaniner fra dyr,
proteinekstrakt fra ascaris (ascaris-ekstrakt; se be-
skrivelsen til japansk patentansggning (OPI) nr.
16414/81) , polylysin, polyglutaminsyre, lysin-glutamin-
syre-copolymer; lysin- eller ornithinholdig copolymer
oSsV.

Ascaris-ekstrakten beskrives i detaljer nedenfor.
Ascaris-ekstrakten opnds ved ekstraktion af Ascaris suum
i formalet form ved en sadvanlig proteinekstraktionspro-
ces. Som ekstraktionsoplgsningsmiddel kan der anvendes
forskellige kendte proteinekstraherende oplgsningsmidler,
s&som vand, en fysiologisk saltoplgsning, en 50%'s vandig
methanol-eller ethanoloplgsning, en omtrent neutral puf-
feroplgsning osv., idet fysiologisk saltoplgsning fore-
trazkkes. Nermere angivet opnés den ovenfor beskrevne '



10

15

20

25

30

35

DK 159163 B

5

ekstrakt f.eks. som fglger. Indvoldfri Ascaris suum va-
skes med en fysiologisk saltoplgsning og skares fortrins-
vis i1 fine stykker til lettelse af ekstraktionen. Derpé
settes de fine stykker til et proteinekstraherende op-
lgsningsmiddel, sdsom en fysiologisk saltoplgsning, hvor-
efter man ekstraherer under homogenisering af blandingen.
Denne ekstraktion udfgres sadvanligvis ved lave tempera-
turer, fortrinsvis ved ca. 2 til 10°C. Den s&ledes opna-
ede ekstraktionsoplgsning centrifugeres derpid, og den
overliggende vaske opsamles. Efter dialyse af den over-
liggende vaeske lyofiliseres dialysatet. Alternativt cen-
trifugeres dialysatet igen, og den overliggende vaske
opsamles og lyofiliseres efter fjernelse af suspenderet
stof. Pa denne mdde fremstilles den ¢gnskede ascaris-eks-
trakt. Denne kan anvendes til fremstilling af tarm-gluca-
gon-antigenet, om nedvendigt efter yderligere rensning
ved sadvanlige proteinrensningsmetoder, sdsom en dialyse-
metode, gelfiltreringsmetode, adsorptionsmetode, chromatografi
osv. De ascaris-ekstrakter, der er beskrevet i f.eks. J. Im-
mun., 111, 260-268 (1973), J. Immun., 122, 302-308 (1979),
J. Immun., 98, 893-900 (1967) og Am. J. Physiol., 199,
575-578 (1960), eller de, der er fremstillet ved yderli-
gere rensning af disse ekstrakter, kan ogsd anvendes til
fremstilling af tarm-glucagon-antigenet.

Som bindemidlet til binding af haptenet og bare-
ren til hinanden kan der i vid udstrakning anvendes s&-
danne, der almindeligvis anvendes til fremstilling af an °
tigener. Som specielle eksempler kan der navnes alifati-
ske dialdehyder, der er i stand til at tvarbinde amino-
grupper til hinanden, sdsom glyoxal, malondialdehyd, glu-
taraldehyd, succinaldehyd, adipoaldehyd osv.; dimaleimi-
der, der er i stand til at tvarbinde thiolgrupper til
hinanden, sédsom N,N'-o-phenylendimaleimid, N,N'-m-pheny-
lendimaleimid osv.; maleimidocarboxyl-N-hydroxysuccin-
imidesterforbindelser, der er i stand til at tvarbinde
en aminogruppe til en thiolgruppe, s&som m-maleimidoben-
zoyl-N-hydroxysuccinimidester, 4- (maleimidomethyl) -cy-
clohexan-l-carboxyl-N'-hydroxysuccinimidester osvV.; re-
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agenser til anvendelse ved den sadvanlige peptidbindings-
dannende reaktion, og som er i stand til at binde en a-
minogruppe til en carboxylgruppe gennem en amidobinding,
s8som dehydratations-kondensationsmidler af carbodiimi-
der (f.eks. N,N-dicyclohexylcarbodiimid, N-ethyl-N'-di-
methylaminocarbodiimid, l-ethyl-3-diisopropylaminocarbo-
diimid, l-cyclohexyl-3-(2-morpholinyl-4-ethyl)carbodi-
imid osv.), og lignende. Endvidere kan der ogsa anvendes
en kombination af en diazoniumarylcarboxylsyre (f.eks.
p-diazoniumphenyleddikesyre) og et sadvanligt peptid-
bindingsdannende reagens (f.eks. det ovenfor beskrevne
dehydratations-kondensationsmiddel) .

Antigenet til anvendelse ved fremgangsmaden ifel-
ge den foreliggende opfindelse fremstilles ved omsat-
ning af det ovenfor beskrevne hapten med bareren i nzrverelse
af bindemidlet til binding af haptenet og bzreren til hinanden. Den-
ne omsztning udferes i vandig oplesning eller en sadvanlig puffer-
oplgsning med en pH-vardi pa 7 til 10, fortrinsvis 8 til
9, ved 0 til 40°C, fortrinsvis ved ca. stuetemperatur.
Denne omsatning er fuldendt pd ca. 1 til 24 timer. Som
typiske eksempler pé den puffer, der skal anvendes ved
denne omsetning, kan der navnes fglgende:

0,2 M natriumhydroxid-0,2 M borsyre-0,2 M kalium-

chlorid-puffer;

0,2 M natriumcarbonat-0,2 M borsyre-0,2 M kalium-

chlorid-puffer;

0,05 M natriumtetraborat-0,2 M borsyre-0,05 M na-

triumcﬁlorid—puffer; og

0,1 M natriumdihydrogenphosphat-0,05 M natriumte-

traborat-puffer.

Ved den ovenfor beskrevne reaktion kan mengdefor-
holdet mellem hapten, bindemiddel og barer bestemmes pa
rette mdde. Sadvanligvis er et foretrukket vagtmengde-
forhold mellem barer og hapten imidlertid 2:1 til 6:1,
og mere foretrukket 3:1 til 5:1, og et foretrukket mo-
lert mengdeforhold mellem bindemiddel og hapten er 5:1
+il 10:1. Den ovenfor beskrevne reaktion giver et tarm-

glucagon-antigen be-
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staende af peptid-barer-komplekset, hvori bareren og
haptenet er bundet til hinanden via bindemidlet til bin-
ding af haptenet og bareren til hinanden. Det ved reak-
tionen dannede antigen kan let isoleres og renses p&
konventionel made, f.eks. ved en dialysemetode, en gel-
filtreringsmetode, en fraktioneret udfaldningsmetode el-
ler lignende. Det opndede antigen kan oplagres efter
lyofilisering pé& konventionel mdde. I de sdledes opnie-
de antigener er i géqnemsnit sedvan-

ligvis 5 til 20 mol af peptidet bundet til 1 mol af pro-
teinet. Hvert sadant antigen g¢r det muligt at fremstil-
le et antistof med hgj specificitet til tarm-glucagon
med god reproducerbarhed. Navnlig har antigener med et
molart bindingsforhold mellem peptid og protein p& 1:8
til 1:15 hgjere specificitet og ggr det muligt at frem-
stille et antistof med hgj aktivitet og hgj sensitivi-
tet og foretrazkkes sdledes.

Peptidet med den almene formel (1), der skal an-
vendes til fremstilling af antigenet, indbefatter
kendte og hidtil ukendte forbindelser, som kan fremstil-
les ved de nedenfor beskrevne fremgangsméder.

Peptidet med den almene formel (1) kan fremstil-
les ved en konventionel fremgangsmdde til syntetisering
af peptider. En vilkarlig blandt fast-fase-fremgangsmi-
der og flydende-fase-fremgangsméder kan benyttes, idet
de sidstnavnte er fordelagtige i mange tilfazlde. Sadanne
fremgangsmader til syntetisering af peptider er beskre-
vet i f.eks. "The Peptides", vol. 1 (1966) skrevet af
Schroder og Luhke (Academic Press, New York, USA) eller
"Peptide Synthesis" skrevet af Izumiya, et al. [Maruzen
Co., Ltd. (1975)1, og der er belyst f.eks. en azid-pro-
ces, en chlorid-proces, en syr-~anhydrid-proces, en blan-
det-syreanhydrid-proces, en DCC-proces, en aktiv-ester-
proces, en proces, ved hvilken der anvendes Woodward-
reagens K, en carbodiimidazol-proces, en oxidations-re-
duktions-proces, en DCC/additiv- (f.eks. HONB, HOBt,
HOSu osv.)-proces og lignende.

Peptidet med den almene formel (1) kan let synte-
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tiseres efter en fremgangsmade til syntetisering af po-
lypeptider i almindelighed, f.eks. en sédkaldt trinvis
fremgangsmdde med kondensering af aminosyrer én efter én
£il den endestillede aminosyre eller en fremgangsmade
med kobling af flere fragmenter. Narmere angivet kan det
ovenfor beskrevne peptid fremstilles ved at kondensere
et reaktivt carboxylgruppeholdigt udgangsmateriale sva-
rende til det ene af de to fragmenter, som dannes ved at
dele peptidet pd et vilkdrligt bindingssted, med et an-
det reaktivt aminogruppeholdigt udgangsmateriale svaren-
de til det andet fragment pa en til syntese af peptider
konventionelt anvendt mdde og, nar det opndede kondensat
indeholder en beskyttelsesgruppe eller -grupper, fjernel-
se af beskyttelsesgruppen eller —-grupperne p& konventio-

nel made.
Ved reaktionstrinnene til fremstilling af pepti-

det med den almene formel (1) beskyttes asparaginsyren
hensigtsmessigt i mange tilfalde, og i sluttrinnet fjer-
nes alle beskyttelsesgrupper fra det beskyttede peptid,
som indeholder mindst én beskyttet aminosyrerest, til
fremstilling af det ¢gnskede peptid.

Beskyttelsen af funktionelle grupper, der ikke
skal deltage i reaktionen, beskyttelsesgrupper, fjernel-
sen af beskyttelsesgruppérne og aktiveringen af funktio-
nelle grupper, der deltager i reaktionen, kan passende
udfgres p& en konventionel m&de eller ved en fremgangs-
midde valgt blandt kendte fremgangsmader.

Som eksempler pa beskyttelsesgruppen for amino-
gruppen i et udgangsmateriale kan der n&vnes carbobenz-
oxy, tert-butoxycarbonyl, tert-amyloxycarbonyl, isobor-
nyloxycarbonyl, pﬁmethoxybenzyloxycarbonyl, 2-Chlor-ben-
zyloxycarbonyl, adamantyloxycarbonyl, trifluoracetyl,
phthalyl, formyl, o-nitrophenylsulphenyl, diphenylphos-
phinothioyl osv. Som eksempler pd beskyttelsesgruppen
for carboxylgruppen kan der navnes en alkylestergruppe
(f.eks. en methylester-, ethylester-, propylester-, bu-
tylester- eller tert-butylestergruppe Osv.), en benzyl-

ester-, p-nitrobenzylester-, p-methoxybenzylester—-, p-
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chlorbenzylester—-, benzhydrylester-, carbobenzoxyhydra-
zido-, tert-butyloxycarbonylhydrazido- eller tritylhydra-
zidogruppe osv.

Som eksempler pd beskyttelsesgruppen for guanidi-
nogruppen i arginin kan der n&vnes en nitrogruppe, en to-
sylgruppe, en p-methoxybenzensulfonylgruppe, en carbo-
benzoxygruppe, en isobornyloxycarbonylgruppe, en ada-
mantyloxycarbonylgruppe osv. Guanidinogruppen kan ogsa
beskyttes i form af et salt med en syre (f.eks. benzen-
sulfonsyre, toluensulfonsyre, saltsyre, svovlsyre osv.).

Hydroxygruppen i threonin kan beskyttes ved este-

-rifikation eller etherifikation. Som eksempler pd til

esterifikation egnede grupper kan der navnes lavere al-
kanoylgrupper (f.eks. en acetylgruppe osv.), aroylgrupper
(f.eks. en benzoylgruppe osv.), af kulsyre afledede grup-
per (f.eks. en benzoyloxycarbonylgruppe, ethyloxycarbo-
nylgruppe osv.) og lignende, og som eksempler pa en til
etherifikation egnet gruppe kan der navnes en benzyl-
gruppe, en tetrahydropyranylgruppe, en tert-butylgruppe
osv. Hydroxygruppen i threonin beskyttes dog ikke ngd-
vendigvis. Methionin kan beskyttes i form af sulfoxid.

Som eksempler pa udgangsmaterialer med aktiveret
carboxylgruppe kan der navnes syreanhydrider, azider,
aktive estere (estere med pentachlorphenol, p-nitrophe-
nol, N-hydroxysuccinimid, N~-hydroxybenzotriazol, N-hydro-
Xy-5-norbornen-2, 3-dicarboximid osv.) og lignende. '

Den peptidbindingsdannende reaktion udfgres i nog-
le tilfzlde i narverelse af et dehydratiserende middel,
sédsom et carbodiimidreagens (f.eks. dicyclohexylcarbo-
diimid eller carbodiimidazol).

Den peptidbindingsdannende reaktion kan udfgres
i nerverelse af et oplgsningsmiddel. Som et sadant op-
lgsningsmiddel kan et passende udvaelges blandt dem, der
vides at vare anvendelige til peptidkondensationsreak-

tioner. Som eksempler herpéd kan der navnes vandfrit el-
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ler vandigt dimethylformamid, dimethylsulfoxid, pyridin,
chloroform, dioxan, dichlormethan, tetrahydrofuran,
ethylacetat, N-methylpyrrolidon og blandinger heraf.
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Reaktionstemperaturen valges passende i det om-
rade, der vides at vare anvendeligt til peptidbindings-
dannende reaktioner, sadvanligvis fra ca. -40 til ca.
60°c, fortrinsvis fra ca. -20°C til ca. 0°C.

Efter afslutning af den ovenfor beskrevne konden-
sationsreaktion kan eventuelle beskyttelsesgrupper i pro-
duktet fjernes ved en konventionel fremgangsmade. Som
eksempler p& en sddan konventionel fremgangsmade kan der
nevnes en reduktionsproces (f.eks. hydrogenering under
anvendelse af en katalysator som palladiumsort, reduk-
tion under anvendelse af natriummetal i flydende ammo-
niak osv.), acidolyse (f.eks. acidolyse med en staerk sy-
re, sésom trifluoreddikesyre, hydrogenfluorid eller me-
thansulfonsyre) .

Peptidet med den almene formel (1) som beskrevet
ovenfor isoleres fra reaktionsblandingen og renses ved
en peptidfraskillelsesmetode, sisom ekstraktion, forde-
ling, kolonnechromatografi osv.

Til fremstilling af antistoffet under anvendelse
af det opndede antigen administreres antigenet til et
pattedyr pd konventionel made, og det in vivo dannede
antistof opsamles. Det pattedyr, der skal anvendes til
fremstilling af antistoffet, er ikke underkastet sarlige
begransninger. Dog er kaniner og marsvin sadvanligvis
hensigtsmessige. Ved fremstilling af antistoffet fortyn-
des en forudbestemt mengde af det som ovenfor beskrevet
opndede antigen med en fysiologisk saltoplgsning til en
forudbestemt koncentration. Denne oplgsning blandes der-
efter med Freund's fuldstandige adjuvans til fremstil-
ling af en dispersion, som derefter administreres til

pattedyret. F.eks. administreres den ovenfor beskrevne
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dispersion intradermalt til en kanin i en dosis pad 0,5

til 5 mg af antigenet pd én gang. Derefter gentages ad-
ministreringen i en dosis pd 0,5 til 5 mg én gang hver-
anden uge i 2 til 10 méneder, fortrinsvis 4 til 6 m3ne-
der til immunisering af kaninen.

Opsamlingen af antistoffet kan udfgres ved &re-
ladning af den immuniserede kanin, ndr der er dannet en
stor mangde af antistoffet efter den sidste administre-
ring af den antigenet indeholdende dispersion, alminde-
ligvis 1 til 2 uger efter den sidste administrering, og
centrifugering af det sdledes opndede blod til fraskil-
lelse af antiserum.

Fremgangsmaden ifglge den foreliggende opfindelse
har den fordel, at der med god reproducerbarhed kan op-
nds et i hg¢j grad aktivt og i hgj grad sensitivt anti-
stof i stabil form, som har en yderst fortrinlig speci-
ficitet med hensyn til humant og animalsk”férmfglucagon
baseret pd den enestdende beskaffenhed af dét anvendte
antigen.

Det saledes opndede antistof har en sarlig for-
treffelig specificitet med hensyn til tarm-glucagon som
beskrevet ovenfor og ggr det muligt at bestemme humant
tarm-glucagon med stor ngjagtighed efter RIA-metoden.
Dette antistof kan ogsd anvendes til en enzym-immunoas-
saymetode (EIA-metode), en fluorescens-immunoassay-me-
tode (FIA-metode) osv. ved merkning med et enzym eller
et fluorescerende materiale. Endvidere kan dette anti-
stof omszttes med et kendt uoplgseligggrende materiale
til fremstilling af et uoplgseligt antistof.

Den foreliggende opfindelse beskrives narmere ved
hjelp af de efterfglgende ikke-begransende referenceeks-

empler og eksempler.
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Rf—vardierne i referenceeksemplerne er mdlt ved
tyndtlagschromatografi p& silicagel under anvendelse af
fglgende opl@gsningsmiddelblandinger:

Ri .... l-butanol-eddikesyre-vand (4:1:5)

IT

£ s l-butanol-pyridin-eddikesyre-vand

(31:20:6:24)

[Fremstilling af peptidet med den almene formel (L7T.
Referenceeksempel 1

(1) Fremstilling af Z-Ile-Ala-OH:

10,87 g Z-Ile-0OSu oplgst i 50 ml tetrahydrofuran
sattes til 30 ml af en vandig oplgsning indeholdende
2,67 g H-Ala-OH og 4,20 ml triethylamin under iskgling.
Reaktionsoplgsningen omrgrtes ved stuetemperatur i 20 ti-
mer efterfulgt af afdestillation af oplgsningsmidlet.Der-
pa oplgstes remanensen i 100 ml af en 2%'s vandig tri-
ethylaminoplgsning og vaskedes 3 gange med ethylacetat.
Efter syrning af den vandige oplgsning med 3 N citronsy-
re dannedes der en olieagtig udskillelse, som derefter
ekstraheredes med ethylacetat. Ekstrakten vaskedes derpa
med 1 N citronsyre og mettet vandig natriumchloridoplgs—

ning efterfulgt af afdestillation af oplgsningsmidlet.
Remanensen blev bragt i fast form fra en methanol-ethexr-

blanding til opndelse af 6,5 g af slutproduktet, smp.
156-161°C, [a12? -29,4° (c = 1,0, methanol).
(2) Fremstilling af Z-Asn-Ile-Ala-OH:

3,36 g Z-Ile-Ala-OH reduceredes katalytisk i en cp-
lgsningsmiddelblanding bestiende af 20 ml methanol og 15
ml vand i narverelse af palladiumsort. Det opnaede di-
peptid oplgstes i 20 ml vand indeholdende 1,4 ml tri-
ethylamin og 16 ml tetrahydrofuran og afkgledes til -10 °c.

L
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‘Til denne oplgsning sattes et blandet syreanhydrid opnaet
;ud fra 3,46 g Z-Asn~-OH, 1,67 ml discbutylchlorformiat og
;1,42 ml N-methylmorpholin ved -10°Cc i en blandet oplgs-
’ning af 15 ml dimethylformamid og 20 ml tetrahydrofuran.
-Reaktionsblandingen omrgrtes ved 0°C i 5 minutter og der-

efter ved 15°C i 30 minutter, hvorefter oplgsningsmidlet
afdestilleredes. Til remanensen sattes 1 N citronsyre,
og et sdledes dannet bundfald vaskedes med vand, t@grredes
og rensedes ved genudfzldning fra methanol-ethylacetat.
P& denne madde opndedes der 3,60 g af slutproduktet, smp.
240-244% (d.), [a]%g: -13,8%° (c: 1,0, dimethylformamid) .

(3) Fremstilling af Z-Asn-Asn-Ile-Ala-OH:

4,74 g Z-Asn-Ile-Ala-OH oplgstes i 20 ml iseddike.
Derpd tilsattes der 25 ml 25%'s hydrogenbromid i eddike-
syre, og man lod blandingen henstéd ved stuetemperatur i
60 minutter. Et ved tilsatning af vandfri ether dannet
bundfald opsamledes ved filtrering, vaskedes med ether
og tgrredes over kaliumhydroxid. Det sdledes opndede de-
carbobenzoxylerede produkt oplgstes i 50 ml dimethyl-
formamid indeholdende 3,08 ml triethylamin og afkgledes
til -10°C. Til denne oplgsning sattes et blandet syrean-
hydrid af Z-Asn fremstillet ud fra 4,189 Z-Asn-OH, 1,60
ml N methylmorpholin og isobutylchlorformiat. De efter-
fplgende processer udfgrtes pad samme made som beskrevet
ovenfor under (2) til opnédelse af 3,60 g af slutpro-
duktet, smp. 235°C (d.), [al2”: -10,1° (C: 0,5, 80% ed-
dikesyre).

(4) Fremstilling af Z-Lys (Tos)-Asn-Asn-Ile-Ala-OH:

3,41 g Z-Asn-Asn-Ile-Ala-OH oplgstes i 15 ml is-
eddike, og der tilsattes 25 ml 25%'s hydrogenbromid i
eddikesyre til fjernelse af carbobenzoxygruppen som be-
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skrevet ovenfor under (3). Det opndede decarbobenzoxyle-
rede produkt oplgstes i 30 ml dimethylformamid indehol-
dende 1,70 ml triethylamin. Til denne oplgsning sattes
et blandet syreanhydrid opndet ud fra 3,13 g Z-Lys (Tos) -
OH, 0,73 ml N-methylmorpholin og 0,95 g isobutylchloro-
formiat. Efter de under (2) beskrevne procedurer opnae-
des der 4,01 g af slutproduktet, smp. 229-230°%C (d.),
[a123: -19,4° (c: 1,0, dimethylformamid).

(5) Fremstilling af Z—Arg—(NOZ)—Asn-Lys(Tos)—Asn—Asn—
Ile-Ala-0H:

2,03 g Z-Lys(Tos)-Asn-Asn-Ile-Ala-OH oplgstes i
20 ml iseddike. Derefter tilsattes der 20 ml 25%'s hy-
drogenbromid i eddikesyre til fjernelse af carbobenzoxy-
gruppen som beskrevet ovenfor under (2).

P& den anden side henstilledes 4,19 g Z—Arg(NOz)—
Asn-Nsz-Boc i trifluoreddikesyre i 30 minutter ved
stuetemperatur til fjernelse af Boc og oplgstes derefter
i 20 ml dimethylformamid. Til denne oplgsning sattes der
efter hinanden 3,61 ml 6 N saltsyre-dioxan og 0,96 ml
isocamylnitrit ved -15°, og den opndede blanding omrgr-
tes ved -10°c i 5 sekunder efterfulgt af indstilling af
pH-vardien til 7,5. Denne oplgsning sattes ved -10° til
30 ml af den det ovenfor beskrevne decarbobenzoxylerede
produkt indeholdende dimethylformamidoplgsning og 0,64
ml triethylamin, og reaktionsblandingen omrgrtes ved 4°c
i 20 timer efterfulgt af fjernelse af oplgsningsmidlet.
Til remanensen sattes 10% eddikesyre, og det saledes pa
fast form bragte materiale opsamledes ved filtrering,
vaskedes med vand, tgrredes og genudfaldedes af metha-
nol-ethylacetat til opnéelse af 2,19 g af slutproduktet,
smp. 232-234%, [a]2': -14,3° (c: 1,0, 80% eddikesyre).

(6) Fremstilling af'Z-Lys(Tos)-Arg—Asn—Lys(Tos)-Asn—Asn—
Ile-Ala-OH:

2,14 g Z-Arg(NOz)-Asn-Lys(Tos)-Asn—Asn-Ile—Ala—OH
reduceredes katalytisk i 50 ml 50% eddikesyre 1 narverel-
se af palladiumsort til fjernelse af carbobenzoxygruppen.
Det opndede decarbobenzoxylerede produkt oplgstes i 20 ml
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dimethylformamid indeholdende 2,52 ml trhethylamin. Til
denne opl@gsning sattes Z-Lys (Tos)-0Su fremstillet ved
omsatning af 2,40 g Z-Lys(Tos)~-OH med 0,64 g N-hydroxy-
succinimid i nervaerelse af 1,14 g dicyclohexylcarbodi-
imid uden rensning. Reaktionsblandingen omrgrtes ved
stuetemperatur i 20 timer, hvorefter oplgsningsmidlet
afdestilleredes. Til remanensen sattes 10% eddikesyre
for at bringe den p& fast form. P4 denne mdde opndedes
der 1,42 g af slutproduktet, smp. 200-204°C [a]§3= -30,5°
(C: 1,0, 80% eddikesyre).

(7) Fremstilling af Boc-Leu-Met-Asn-Thr-Lys (Tos)-Arg-
Asn-Lys (Tos) ~Asn-Asn-Ile-Ala-OH:

1,38 g Z-Lys (Tos)-Arg—-Asn-Lys (Tos) -Asn-Asn-Ile~
Ala-OH oplgstes i 5 ml iseddike, og der tilsattes 7 ml
25% hydrogenbromid-eddikesyre til fjernelse af carbobenz-
oxygruppen som beskrevet ovenfor under (3).

1,75 ¢ Boc—Leu—Met--Asn—-TherH3 oplgstes i 15 ml
dimethylformamid og behandledes med 1,43 ml 6 N saltsy-
re-dioxan og 0,38 ml isocamylnitrit p& samme mdde som un-
der (5) og sattes derefter til 15 ml dimethylformamid
indeholdende det ovenfor beskrevne decarbobenzoxylerede
produkt og 0,28 ml triethylamin. Reaktionsblandingen om-
rortes ved 4°C i 20 timer, hvorefter oplgsningsmidlet
afdestilleredes. Remanensen underkastedes en modstrgms-
fordelingsmetode i et l-butanol-2% eddikesyre-system, og
l-butanollaget opsamledes efterfulgt af afdestillation
af oplgsningsmidlet. Til remanensen sattes ethylacetat,
og det pd fast form bragte produkt vaskedes med methanol
til opndelse af 1,10 g af slutproduktet. Rp-vardi: 0,28.

(8) Fremstilling af Boc~Trp-Leu-Met-Asn-Thr-Lys (Tos) -
Arg-Asn-Lys(Tos)—Asn—Asn—Ile—Ala—OH:
1,05 g Boc-Leu-Met-Asn-Thr-Lys (Tos)-Arg-Asn-
Lys (Tos) ~-Asn-Asn-Ile-Ala-OH henstilledes i 6 ml trifluor-
eddikesyre ved stuetemperatur i 30 minutter, og der til-
sattes tgr ether. Det sdledes dannede bundfald opsamle-
des ved filtrering, vaskedes med ether og tgrredes over

natriumhydroxid under formindsket tryk til opnéelse af
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det Boc-fri produkt.
Boc-Trp-0Su (fremstillet ved omsetning af 700 mg

Boc-Trp-OH med 265 mg N-hydroxysuccinimid under indvirk-
ning af 475 mg dicyclohexylcarbodiimid) oplgstes i 20 ml
dioxan, og denne oplgsning sattes til 15 ml af en dimeth-
ylformamidoplgsning indeholdende detovenfor beskrevne
Boc-fri produkt og 0,16 ml triethylamin. Denne reaktions-
blanding omrgrtes ved stuetemperatur i 24 timer, hvoref-
ter oplgsningsmidlet afdestilleredes. Til remanensen sat-
tes ethylacetat, og det saledes pd fast form bragte pro-.
dukt vaskedes med ethanol til opndelse af 798 mg af slut-
produktet. Ré: 0,44.

(9) Fremstilling af Boc-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-
Lys(Tos)—Arg—Asn—Lys(Tos)-Asn-Asn-Ile-Ala—OH:
777 mg Boc-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-Lys (Tos)-Arg-Asn-
Lys (Tos) -Asn-Asn-Ile-Ala-OH behandledes i 4 ml trifluor-
eddikesyre til fjernelse af Boc som under (8).

, En oplgsning af 513 mg Boc-Val-Gln-OSu i 10 ml
dimethylformamid sattes til en oplgsning af det ovenfor
beskrevne Boc-fri produkt og 0,02 ml triethylamin i 5 ml
dimethylformamid. Denne reaktionsblanding omrgrtes ved
stuetemperatur i 24 timer, hvorefter oplgsningsmidlet af-
destilleredes. Derpd sattes der 10% eddikesyre til rema-
nensen, og det sdledes pd fast form bragte produkt vaske-
des med vand og ethanol til opndelse af 662 mg af slut-
produktet. Ri: 0,26.

(10) Fremstilling af H—Arg-Arg—Ala—Gln-Asp—Phe—Val-Gln—
Trp-Leu-Met—Asn-Thr—Lys(Tos)-Arg—Asn—Lys(Tos)-Asn—
Asn-Ile-Ala~OH:

645 mg Boc-Val-Gln—Trp-Leu-Met—Asn-Thr—Lys(Tos)-
Arg-Asn-Lys (Tos) -Asn-Asn-Ile-Ala-OH henstilledes ved
stuetemperatur i 40 minutter i nervaerelse af 4 ml tri-
fluoreddikesyre, 0,4 ml ethandithiol og 0,2 ml anisol
til fjernelse af Boc som beskrevet ovenfor under (8).

783 mg Boc-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-N,H, (smp.
158-163°C (d.), [a12%: -1,0° (C: 1,0, dimethylsulfoxid))
oplgstes i 10 ml dimethylformamid, og efter tilsetning



10

15

20

25

30

35

DK 159163 B

17

af 0,35 ml 6 N saltsyre-dioxan ved -15%C tilsattes der
yderligere 0,09 ml isoamylnitrit. Efter omrgring af op-
lgsningen ved -10°C i 5 minutter indstilledes oplgsnin-
gens pH-verdi pa 7,5 med triethylamin. Den opndede op-
lgsning sattes til en oplgsning af det ovenfor beskrevne
Boc-fri produkt og 0,12 ml triethylamin i 10 ml dimethyl-
formamid ved -10°C. Denne reaktionsblanding omrgrtes ved
4°c i 20 timer, hvorefter oplgsningsmidlet afdestillere-
des. Remanensen bragtes derefter pad fast form ved til-
setning af ethylacetat, opsamledes ved filtrering og tgr-
redes.

Dette reaktionsprodukt underkastedes, uden yder-
ligere rensning, trinnet til fjernelse af Boc med 5 ml
trifluoreddikesyre i narvaerelse af 0,5 ml ethandithiol.
Det opnaede Boc-fri produkt oplgstes i 20 ml af en blan-
det oplgsning af l-butanol-methanol-vand (l:1:1), og op-
lgsningen hazldtes pd en kolonne med "Amberlite IRA-
410" (2 x 4 cm) til omdannelse af produktet til et acetat.
Det sadledes opndede acetat lyofiliseredes, oplgstes i
1 M eddikesyre, fyldtes pd en "Sephade G25"~kolonne
(3 x 190 cm) og underkastedes gelfiltrering under anven-
delse af 1 M eddikesyre som eluent. Fraktioner indehol-
dende slutproduktet (nr. 64 til 80) opsamledes, og op-
lgsningsmidlet afdestilleredes efterfulgt af lyofilise-
ring af remanensen. Denne oplgstes derpa i 5 ml af et
nedre lag af et aplgsningsmiddelsystem (l-butanol:
eddikesyre:vand = 4:1:5) og rensedes ved en vaskedrabe-
modstrgmsfordelingsmetode under anvendelse af et ¢gvre
lag af det samme oplgsningsmiddelsystem. Fraktioner in-
deholdende slutproduktet opsamledes, og oplgsningsmidlet
afdestilleredes, hvorefter der udfgrtes lyofilisering
til opnaelse af 260 mg af slutproduktet. Ri: 0,20, RéI:
0,65.

Aminosyreanalyse af syredekomponeret produkt:

Lys (2) 2,11, Arg (3) 2,60, Asp (5) 4,74,

Thr (1) 0,87, Glu (2) 2,08, Ala (2) 2,17,

val (1) 1,18, Met (1) 1,03, Ile (1) 0,95,

Leu (1) 1,02, Phe (1) 1,06.
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(11) Fremstilling af H-Ser-Lys (Tos)-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-
Arg—Ala—Gln—Asp—Phe-Val—Gln—Trp-Leu-Met-Asn—Thr-
Lys (Tos) ~Arg-Asn-Lys (Tos) ~Asn-Asn-Ile-Ala-OH:

485 mg Boc—Ser—Lys(Tos)—Tyr—Leu-Asp-Ser—N2H3
(smp. 174-175°C (d.), [a12% -21,8° (C: 1,0, dimethyl-
formamid) kondenseredes med H-Arg-Arg-Ala-Gln-
Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-Lys (Tos) ~Arg-Asn-
Lys (Tos) ~Asn-Asn-Ile-Ala-OH :efter en azid-metode under
anvendelse af 0,15 ml 6 N saltsyre-dioxan og 0,31 ml 20%
isoamylnitrit-dimethylformamid-oplgsning pd samme made
som under (10). Efter endt reaktion afdestilleredes op-
lgsningsmidlet. Efter tilsatning af ethylacetat stgrkne-
de produktet. Dette raprodukt oplgstes i 5 ml af et ned-
re lag af et oplgsningsmiddelsystem (1-butanol:eddikesy~-
re:vand = 4:1:5) og underkastedes en vaeskedrabe-mod-
strgmsfordelingsmetode til udfgrelse af rensning. Frak-
tioner indeholdende slutproduktet opsamledes, og oplgs-
ningsmidlet afdestilleredes. Remanensen oplgstes i 7 ml
af en blanding af l-butanol-methanol-vand (l:1:1) og
haldtes pd en kolonne med "Sephade LH 20" (3 x 108 cm)
til udfgrelse af gelfiltrering under anvendelse af l-bu-
tanol-methanol-vand (l:1:1) som eluent. Fraktioner inde-
holdende slutproduktet opsamledes, og oplgsningsmidlet
afdestilleredes. Til remanensen sattes derpéd ethylacetat
til fremkaldelse af stgrkning. Det sdledes stgrknede
produkt behandledes i nerverelse af 3 ml trifluoreddike-
syre og 0,2 ml ethandithiol til fjernelse af Boc. Det
tgrrede Boc-fri produkt oplgstes i 5 ml 1 M eddikesyre
og haldtes p& en kolonne med "Sephadex™ G50" (3 x 145
cm) til udfgrelse af gelfiltrering under anvendelse af 1
M eddikesyre som eluent. Fraktioner indeholdende slut-
produktet (nr. 43-57) opsamledes, hvorefter oplgsnings-
midlet afdestilleredes. Remanensen lyofiliseredes derpa
til opndelse af 93 mg af slutproduktet. Rﬁ: 0,25, REI:
0,54.

Aminosyreanalyse af syredekomponeret produkt

(6 ¥ HC1, 110°C, 24 timer)
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Lys (3) 2,80, Arg (3) 2,89, asp (6) 6,10,
Thr (1) 0,97, Ser (2) 1,79, Glu (2) 2,06,
" ala (2) 2,03, wVval (1) 0,99, Met (1) 0,87,
Tle (1) 1,00, ULeu (2) 1,98, Thr (1) 1,00,
5 Phe (1) 1,00.

(12) Fremstilling af H-Lys-Arg-Asn-Lys-Asn-Asn-Ile-Ala-
OH:
25 mg %-Lys (Tos)-Arg-Asn-Lys (Tos) -Asn-Asn-Ile-Ala-
OH oplgstes i 30 ml flydende ammoniak, og der tilsattes
10 metallisk natrium i sm& stykker.Nir reaktionsoplgsningen
blev bla, sattes der 0,5 g tgrt ammoniumchlorid til den,
hvorefter ammoniakken afdestilleredes. Remanensen oplg-
stes i 1 M eddikesyre og underkastedes gelfiltrering un-
der anvendelse af "Sephadexé%lO" (4 x 43 cm), idet der
15 anvendtes 1 M eddikesyre som eluent. Fraktioner indehol-
dende slutproduktet opsamledes, og oplgsningsmidlet af-
destilleredes efterfulgt af lyofilisering af remanensen
til opndelse af 10 mg af slutproduktet. Rﬁ: 0,01, R%I:
0,27.
20 Aminosyreanalyse af syredekomponeret produkt.
Lys (2) 1,84, Arg (1) 0,94, Asp (3) 3,08,
Ala (1) 1,08, 1Ile (1) 1,05.

(13) Fremstilling af H-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-Lys-
Arg-Asn~Lys-Asn-Asn-Ile-Ala-OH:

25 10 mg Boc-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-Lys (Tos) -
Arg-Asn-Lys (Tos) ~Asn-Asn-Ile-Ala-OH behandledes i narvae-
relse af 1 ml trifluoreddikesyre og 0,1 ml ethandithiol
til fjernelse af Boc og behandledes derefter med metal-
lisk natrium i flydende ammoniak p& samme méde som under

30 (12) til fjernelse af beskyttelsesgrupperne. Ved rens-
ning ved gelfiltrering opndedes 5 mg af slutproduktet.
Rf: 0,20, Ri¥ 0,49, (a123: -50,0 (c: 0,07, 1 M eddike-
syre) .

(14) Fremstilling af H-~Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-

35 Trp-Leu—Met-Asn-Thr-Lys-Arg-Asn-Lys—Asn—Asn—Ile—Alar

OH:
100 mg H-Arg—Arg—Ala—Gln—Asp-Phe—Val—Gln—Trp—Leu—
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Met—Asn—Thr-Lys(Tos)—Arg-Asn—Lys(Tos)-Asn—Asn—Ile-Ala—
OH behandledes p& samme mide som under (12) til fjernel-
se af alle beskyttelsesgrupper. Ved rensning ved gelfil-
trering opndedes 40 mg af slutproduktet. Ri: 0,20, R%I:

0,51, [a123: -46,3° (C: 0,2, 1 M eddikesyre).

(15) Fremstilling af H-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-
Ala—Gln—Asp—Phe—Val—Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-Lys-
Arg-Asn-Lys-Asn-Asn-Ile-Ala-OH:

10 mg H-Ser-Lys (Tos)-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-

Gln-Asp-Phe—Val—Gln—Trp—Leu-Met—Asn—Thr-Lys(Tos)—Arg—

Ash-Lys(Tos)—Asn—Asn-Ile—Ala—OH behandledes p& samme ma-

| de som under (12) til f£jernelse af alle beskyttelses-
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grupper og underkastedes derpd gelfiltrering pé& "Sepha-
dex® G-50" (2,5 x 135 cm) under anvendelse af 1 M eddi-
kesyre som eluent. Fraktioner indeholdende slutproduktet
opsamledes og lyofiliseredes til opndelse af 4 mg af
slutproduktet. Rg: 0,20, RL': 0,49, (a123: 60,9° (c: 0,1,
1 M eddikesyre).

[Fremstilling af antistof].
Eksempel 1

10 mg af det i referenceeksempel 1 (14) opnaede
peptid (i det f¢lgende for kortheds skyld betegnet sim-
pelt hen som "peptid A") og 5 mg okseserumalbumin (i det
fglgende for kortheds skyld betegnet simpelthen som
"BSA") oplgstes 1 2 ml af en ammoniumacetatpufferoplgs-
ning (0,1 M, pH 7,0), og der tilsattes 0,11 ml af en 0,1
M glutaraldehydoplgsning, hvorefter der omrgrtes ved
stuetemperatur i 5 timer. Reaktionsblandingen dialysere-
des derpd i 48 timer ved 4°C under anvendelse af 1 liter
vand, hvorunder vandet udskiftedes 5 gange. Den opnéede
oplgsning indeholdende peptid-protein-komplekset lyofi-
liseredes derpd til opndelse af 14 mg af tarm-glucagon-
antigenet (i det fglgende for kortheds skyld betegnet
simpelthen som "antigen I").

Det siledes opniede antigen I underkastedes _end-
videre gelfiltrering under anvendelse af "Sephadexg)G—SO"
(eluent: fysiologisk saltoplgsning, pévisning: OD 280 mm,
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elueringshastighed: 3 ml/time, udleveret mangde: 1 ml
portion). Fraktion [I] indeholdende peptid A bundet
+il BSA adskiltes fra fraktion [II] indeholdende andet
produkt (dimer af peptid A), og fraktion [I] dialyse-
redes mod 0,6% vandig natriumchloridoplgsning ved 4°¢
i 24 timer og lyofiliseredes til opnéélse af 7 mg
hvidt, pulverformigt peptid A-BSA-komplex (i det fel-
gende for kortheds skyld betegnet simpelthen som
"antigen I' "). Dette komplex var et komplex bestdende
af 1 mol BSA med i gennemsnit 13 mol peptid A koblet
dertil. Det skal tilfgjes, at dette bindingsforhold
opndedes som fglger:

Fgrst udarbejdedes der en standardkurve for
koncentrationen af peptid-A-dimeren baseret pad, at der
viste sig ikke at vare uomsat BSA og peptid A tilbage,
og mezngden af peptid-A-dimerer i den ovennavnte fraktion
beregnedes ud fra standardkurven. Derefter udlededes
mengden fra mengden af i starten tilsat peptid A.r Den
fremkomne mengde peptid A antoges at svare til mengden
af til BSA koblet peptid A.

Eksempel 2 _

5 mg af peptidet H-Leu-Met-Asn-Thr-Lys-Arg-fsn-Lys-
Asn-Asn-Ile-Ala-OH, opndet pd samme midde som i refe-
renceeksempel 1 (i det fglgende for kortheds skyld be-
tegnet simpelthen som "peptid B") og 5 mg BSA oplgstes
i 2 ml af en ammoniumacetatpuffer (0,1 M, pH 7,0).
0,11 ml af en 0,1 M glutaraldehydoplgsning sattes til
denne oplgsning, hvorefter der omrgrtes ved stuetempe-
ratur i 5 timer. Reaktionsblandingen dialyseredes der-
efter mod 1 liter vand ved 4°c i 48 timer, hvorunder
vandet udskiftedes 5 gange. Den opndede oplgsning
indeholdende peptid-protein-komplex lyofiliseredes til
opndelse af 9 mg af et tarm-glucagon-antigen (i det
fglgende for kortheds skyld betegnet simpelthen som
"antigen II").

Dette antigen II underkastedes yderligere gel-

filtrering under anvendelse af "Sephade G-50" til ad-
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skillelse af fraktion [I] indeholdende peptid B koblet
til BSA fra fraktion [II] indeholdnede andet produkt
(peptid-B-dimer), og fraktion [I] dialyseredes mod
0,6% saltoplgsning ved 4°c i 24 timer og lyofiliseredes
til opndelse af 6 mg hvidt,pulverformigt peptid B-BSA-
komplex. Dette komplex var et komplex af 1 mol BSA med
i gennemsnit 10 mol peptid B koblet dertil.

Eksempel 3

4 mg af det i referenceeksempel 1 (12) opnéede
peptid (i det fglgende for kortheds skyld betegnet
simpelthen som "peptid C") og 5 mg BSA oplgstes i 2 ml
af en ammoniumacetatpufferoplgsning (0,1 M, pH 7,0).
Til denne oplgsning sattes 0,11 ml af en 0,1 M glutar- -
aldehydoplgsning, hvorefter der omrgrtes ved stuetempera-
tﬁr i 5 timer. Reaktionsblandingen dialyseredes derefter
mod 1 liter vand ved 4°C i 48 timer, hvorunder vandet
udskiftedes 5 gange. Den opndede oplgsning indeholdende
peptid-protein-komplex lyofiliseredes til opndelse af
7,5 mg af et tarm-glucagon-antigen (i det fglgende for
kortheds skyld betegnet simpelthen som "antigen III").

Dette antigen IIT underkastedes yderligere gel-
filtrering under anvendelse af "Sephadex™ G-50" til
adskillelse af fraktion [I] indeholdende peptid C
koblet til BSA fra fraktion [II] indeholdende andet
produkt (peptid-C-dimer), og fraktion [I] dialyseredes
mod 0,6% saltoplgsning ved 4% i 24 timer og lyofili-
seredes til opndelse af 5,5 mg hvidt, pulverformigt
peptid C-BSA-komplex. Dette komplex var et komplex af
1 mol BSA med i gennemsnit 8 mol peptid C koblet dertil.

) Eksempel 4
4 mg af peptidet H-Lys-Lys—-Arg-Asn-~Lys—Asn-Asn-
Ile-Ala-OH, opndet som i referenceeksempel 1 (i det fgl-
gende forkortet til "peptid D") og 5 mg BSA oplgstes
i 2 ml af en ammoniumacetatpufferoplgsning (0,1 M,
pH 7,0). Tii denne oplgsning sattes 0,11 ml af en
0,1 M glutaraldehydoplgsning, hvorefter der omrgrtes
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ved stuetemperatur i 5 timer. Reaktionsblandingen dia-
lyseredes derefter mod 1 liter vand ved 4°C i 48
timer, hvorunder vandet udskiftedes 5 gange. Den
opnéede oplgsning indeholdende peptid-protein-komplex
lyofiliseredes til opndelse af 8 mg af et tarm-gluca-
gon-antigen (i det fglgende forkortet til "antigen IV").

Dette antigen IV underkastedes yderligere gelfiltre-
ring under anvendelse af “Sephadegg)G-SO“ til adskillel-
se af fraktion [I] indeholdende peptid D bundet til
BSA og fraktion [II] indeholdende andet produkt (pep-
tid-D-dimer), og fraktion [I] dialyseredes mod 0,6%
saltoplgsning ved 4% i 24 timer og lyofiliseredes
til opndelse af 6 mg hvidt,pulverformigt peptid D-BSA-
komplex. Dette kemplex var et komplex af 1 mol BSA med
i gennemsnit 9 mol peptid D koblet dertil.

Eksempel 5

4 mg af peptidet H-Tyr-Lys-Arg-Asn-Lys—-Asn—Asn-
Ile-Ala-OH, opndet som i referenceeksempel 1 (i det
fplgende forkortet til "peptid E") og 5 mg BSA oplgstes
i 2 ml af en ammoniumacetatpufferoplgsning (0,1 M,
pH 7,0). Til denne oplgsning sattes 0,11 ml af en
0,1 M glutaraldehydoplgsning, hvorefter der omrgrtes
ved stuetemperatur i 5 timer. Reaktionsblandingen dia-
lyseredes derefter mod 1 liter vand ved 4°C i 48
timer, hvorunder vandet udskiftedes 5 gange. Den opnaede
oplgsning indeholdende peptid-protein-komplex lyofili-
seredes til opndelse af 7 mg af et tarm-glucagon-
antigen (i det fglgende forkortet til "antigen V").

Dette antige V underkastedes yderligere gelfiltre-
ring under anvendelse af "Sephade G-50" til adskillel-
se af fraktion [I] indeholdende peptid E bundet til
BSA og fraktion [II] indeholdende andet produkt (pep-
tid-E~dimer), og fraktion [I] dialyseredes mod 0,6%
saltoplgsning ved 4°c i 24 timer og lyofiliseredes til
opndelse af 5 mg af hvidt,pulverformigt peptid E-BSA-
komplex. Dette komplex var et komplex af 1 mol BSA med
i gennemsnit 6 mol peptid E koblet dertil.
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Eksempel 6

5 mg af peptidet H-Gly~Lys-Lys-Arg—-Asn-Lys—Asn-
Asn-Ile~Ala-OH, opndet som i referenceeksempel 1 (i det
fplgende forkortet til "peptid F") og 5 mg BSA oplgstes
i 2 ml af en ammoniumacetatpufferoplgsning (0,1 M,
pH 7,0). Til denne oplgsning sattes 0,11 ml af en 0,1 M
glutaraldehydoplgsning, hvorefter der omrgrtes ved
stuetemperatur i 5 timer. Reaktionsblandingen dialyse-
redes derefter mod 1 liter vand ved 4°C i 48 timer,

‘hvorunder vandet udskiftedes 5 gange. Den opniede oplgs—

ning indeholdende peptid~protein-komplex lyofiliseredes
til opndelse af 9 mg af et tarm-glucagon-antigen ( i det
fplgende forkortet til "antigen VI").

Dette antigen VI underkastedes yderligere gel-
filtrering under anvendelse af "Sephadex™ G-50" til
adskillelse af fraktion [I] indeholdende peptid F
bundet til BSA og fraktion [II] indeholdende andet
produkt (peptid F-dimer), og fraktion [I] dialyseredes
mod 0,6% saltoplgsning ved 4°c i 24 timer og lyofilise-~-
redes til opndelse af 6 mg hvidt, pulverformigt peptid
F-BSA-komplex. Dette komplex var et komplex af 1 mol
BSA med i gennemsnit 14 mol peptid F koblet dertil.

Eksempel 7

4 mg af peptidet H-Ala-Lys-Arg-Asn-Lys=-Asn-Asn-
Ile~Ala-OH opnaet som i referenceeksempel 1 (i det fgl-
gende forkortet til "peptid G") og 5 mg BSA oplgstes
i 2 ml af en ammoniumacetatpufferoplgsning (0,1 M,
pH 7,0). Til denne oplgsning sattes 0,11 ml af en
0,1 M glutaraldehydoplgsning, hvorefter der omrgrtes
ved stuetemperatur i 5 timer. Reaktionsblandingen
dialyseredes derefter mod 1 liter vand ved 4°c i 48
timer, hvorunder vandet udskiftedes 5 gange. Den
opndede oplgsning indeholdende peptid-protein-~komplex
lyofiliseredes til opndelse af 7,5 mg af et tarm-
glucagon-antigen (i det fglgende forkortet til "anti-

" gen VII").

Dette antigen VII underkastedes yderligere gel-
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filtrering under anvendelse af "SephadeéE)G—SO" til
adskillelse af fraktion [I] indeholdende peptid G
bundet til BSA og fraktion [II] indeholdende andet
produkt (peptid-G-dimer), og fraktion [I] dialyseredes
mod 0,6% saltoplgsning ved 4°C i 24 timer og lyofilise-
redes til opndelse af 5,5 mg hvidt, pulverformigt pep-
tid G-BSA-komplex. Dette komplex var et komplex af
1 mol BSA med i gennemsnit 9 mol peptid G koblet dertil.

Eksempel 8

4 mg af peptidet H-Gly-Lys-Arg-Asn-Lys—-Asn-Asn-
Ile-Ala-OH, opndet som i referenceeksempel 1 (i det
fglgende forkortet til "peptid H") og 5 mg BSA oplgstes
i 2 ml af en ammoniumacetatpufferoplgsning (0,1 M,
pH 7,0). Til denne oplgsning sattes 0,11 ml1 af en 0,1 M
glutaraldehydoplgsning, hvorefter der omrgrtes ved
stuetemperatur i 5 timer. Reaktionsblandingen dialyse-
redes derefter mod 1 liter vand ved 4OC i 48 timer,
hvorunder vandet udskiftedes 5 gange. Den opndede
oplgsning indeholdende peptid-protein~komplex lyofilise-
redes til opndelse af 7,5 mg af et tarm~-glucagon-anti-
gen (i det fplgende forkortet til "antigen VIII").

Dette antigen VIII underkastedes yderligere gel-
filtrering under anvendelse af "Sephade G-50" til ad-
skillelse af fraktion [I] indeholdende peptid H bundet
til BSA og fraktion [II] indeholdende andet produkt
(peptid-H~dimer), og fraktion [I] dialyseredes mod
0,6% saltoplgsning ved 4°Cc i 24 timer og lyofiliseredes
til opndelse af 6 mg hvidt, pulverformigt peptid H-
BSA-komplex. Dette komplex var et komplex af 1 mol BSA
med i gennemsnit 10 mol peptid H koblet dertil.

Eksempel 9
12 mg af det i referenceeksempel 1 (15) opnaede
peptid (i det fglgende forkortet til "peptid I") og
5 mg BSA oplgstes i 2 ml af en ammoniumacetatpuffer-
oplgsning (0,1 M, pH 7,0). Til denne oplgsning sattes
0,11 ml af en 0,1 M glutaraldehydoplgsning, hvorefter
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der omrgrtes ved stuetemperatur i 5 timer. Reaktions-
blandingen dialyseredes derefter mod 1 liter vand ved
4°c i 48 timer, hvorunder vandet udskiftedes 5 gange.
Den opndede oplgsning indeholdende peptid-protein-
komplex lyofiliseredes til opndelse af 15 mg af et
tarm-glucagon-antigen (i det fglgende forkortet til
"antigen IX").

Dette antigen IX underkastedes yderligere gel-
filtrering under anvendelse af "Sephadex™ G-50" til ad-
skillelse af fraktion [I] indeholdende peptid I bundet
til BSA og fraktion [II] indeholdende andet produkt
(peptid I-dimer), og fraktion [I] dialyseredes mod
0,6% saltoplgsning ved 4°c i 24 timer og lyofiliseredes
til opndelse af 7,5 mg af hvidtspulverformigt peptid
K~-BSA-komplex. Dette komplex var et komplex af 1 mol
BSA med i gennemsnit 10 mol peptid I koblet dertil.

[Fremstilling af antistof].
Eksempel 10

3 mg af det i eksempel 1 opndede antigen I oplgs-
tes i 1,5 ml fysiologisk saltoplgsning, og der tilsattes
1,5 ml af Freund's fuldstazndige adjuvans til dannelse
af en dispersion. Den sdledes opndede dispersion admi-
nistreredes intradermalt til 3 kaniner (af en vagt pa
2,5 til 3,0 kg). Administrering i den samme dosis blev
derefter gentaget 5 gange én gang hver anden uge.
Yderligere blev administrering i en dosis pa det halve
af initialdosen .gentaget 5 gange én gang hver maned.
10 Dage efter den sidste administrering blev de immuni-
serede dyr &reladet, og det sdledes opnaede blod
centrifugeredes til fraskillelse af antiserum. Pa
denne mdde opndedes der et tarm-glucagon-antistof
ifglge den foreliggende opfindelse (i det fglgende
forkortet til “"antistof I").

Eksempel 11
3 mg af det i eksempel 1 opnédede antigen I'
oplgstes i 1,5 ml af en fysiologisk saltoplgsning, og

-



10

15

20

25

30

35

DK 159163B .

27
der tilsattes 1,5 ml af Freund's fuldstandige adjuvans
til dannelse af en dispersion. Den sdledes opndede
dispersion administreredes intradermalt til 3 kaniner
(af en vegt p& 2,5 til 3,0 kg). Administrering i den
samme dosis blev derefter gentaget 5 gange én gang hver
anden uge. Yderligere blev administréring i en dosis
péd det halve af initialdosen gentaget 5 gange én gang
hver médned. 10 dage efter den sidste administrering
blev de immuniserede dyr &reladet, og det saledes
opndede blod centrifugeredes til adskillelse af anti-
serum. P& denne made opndedes der et tarm-glucagon-
antistof ifglge den foreliggende opfindelse ( i det
fglgende forkortet til "antistof II").

Eksempel 12

3 mg af det i eksempel 9 opnéede antigen IX op-
lgstes i 1,5 ml af en fysiologisk saltoplgsning, og
der tilsattes 1,5 ml af Freund's fuldstezndige adjlivans
til dannelse af en dispersion. Den s8ledes opndede
dispersion administreredes intradermalt til 3 kaniner
(af en vagt pd 2,5 til 3,0 kg). Administrering i den
samme dosis blev derefter gentaget 5 gange én gang
hver anden uge. Yderligere blev administrering i en
dosis p& det halve af initialdosen gentaget 5 gange
én gang hver mdned. 10 dage efter den sidste administre-
ring blev de immuniserede dyr areladet, og det sadledes
opndede blod centrifugeredes til fraskillelse af anti-
serum. P& denne made opndedes der et tarm-glucagon-
antistof ifglge den foreliggende opfindelse (i det
fglgende forkortet til "antistof III").

Eksempel 13
3 mg af det i eksempel 2 opndede antigen II op-
lgstes i 1,5 ml af en fysiologisk saltoplgsning, og der
tilsattes 1,5 ml af Freund's fuldstandige adjuvans
til dannelse af en dispersion. Den sdledes opnaede
dispersion administreredes intradermalt til 3 kaniner
(af en vagt p& 2,5 til 3,0 kg). Administrering i den
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samme dosis blev derefter gentaget 5 gange én gang hver
anden uge. Yderligere blev administrering i en dosis
pé& det halve af initialdosen gentaget 5 gange én gang
hver m&ned. 10 dage efter den sidste administrering
blev de immuniserede dyr &reladet, og det sdledes op-
nidede blod centrifugeredes til fraskillelse af anti-
serum. P& denne mdde opndedes det et tarm-glucagon-
antistof ifglge den foreliggende opfindelse ( i det
fglgende forkortet til "antistof IV").

Eksempel 14

3 mg af det i eksempel 3 opndede antigen III op-
lgstes i 1,5 ml af en fysiologisk saltoplgsning, og der
tilsattes 1,5 ml af Freund's fuldstandige adjuvans til
dannelse af en dispersion. Den séledes opnaede disper-
sion administreredes intradermalt til 3 kaniner (af en
vagt pd 2,5 til 3,0 kg). Administrering i den samme
dosis blev derefter gentaget 5 gange én gang hver anden
uge. Yderligere blev administrering i en dosis pd det
halve af initialdosen gentaget 5 gange én gang hver
mdned. 10 dage efter den sidste administrering blev
de immuniserede dyr &reladet, og det sdledes opndede
blod centrifugeredes til fraskillelse af antiserum.
P& denne mdde opndedes der et tarm—-glucagon-antistof
ifglge den foreliggende opfindelse (i det fglgende
forkortet til "antistof V").

Eksempel 15
N&r de i eksemplerne 4 til 8 opndede antigener
anvendtes og behandlede pd samme mdde som i eksempel
10, opndedes der antistoffer med hg¢j aktivitet og
hgj specificitet med hensyn til tarm—-glucoagon.

) Referenceeksempel 2
Fremstilling af market peptid:
H-Ser-Lys~Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-
Val—Gln-TrpQLeu—Met—Asn—Thr-Lys—Arg-Asn-Lys—Asn—Asn-Ile-
Ala-OH m®rkedes ved den fremgangsmade, ved hvilken der
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anvendes chloramin T. Det vil sige,10 ul af en vandig
oplgsning indeholdende 5 mg af det ovenfor beskrevne
peptid og 10 ul af en vandig oplgsning indeholdende
1 mc [125I]Na(MEN) og 20 ug chloramin T sattes lidt
efter 1lidt til 20 ul af en 1,0 M phosphatpufferoplgs-
ning (pH 7,4). Efter 30 sekunders forlgb blev rekationen
afbrudt ved tilsatning af 50 pul vandig oplgsning indehol~-
dende 100 ug natriummetadisulfat. Reaktionsblandingen
hzldtes derefter pd en kolonne med "SephadeX G-10"
(1,0 x 30 cm) under anvendelse af 0,1 M eddikesyre som
eluent. Eluanten opsamledes i 1 ml portioner, og frak-
tionerne nr. 8 til 11 haldtes sammen til opnaelse af en
oplgsning indeholdende H-Ser—Lys—[Ilzs—monoiodo—Tyr]—
Leu—Asp—Ser—Arg—Arg—Ala—Gln-Asp—Phe—Val-Gln-Trp—Leu—
Met-Asn-Thr—Lys-Arg—Asn—Lys—Asn—Asn-Ile-Ala—OH.

Bestemmelse af antistofaktivitet.

Aktiviteten af hvert af de saledes opndede anti-
stoffer bestemtes som fglger. Hvert af antistofferne
fortyndedes fgrst med en fysiologisk saltoplgsning til
koncentrationer pa 107L, 1072, 1073, 1074, 1072, . eunn. .
Til 100 pl af hver fortyndet oplgsning sattes 100 ul
af 125I-masrket peptid (fremstillet ved fortynding af
den ovenfor beskrevne oplgsning til en fortyndingsgrad
p& ca. 10.000 cpm) og 400 ul af en 0,05 M phosphatpuffer
(pH = 7,5) [indeholdende 0,25% BSA, 0,01 M EDTA og
trasylol (500 KIV/ml)], og blandingen inkuberedes ved
4°C i 66 timer. Det opndede komplex af antistoffet og
det lzsl-markede antigen skiltes fra uomsat eller frit
lzsI-m&rket peptid under anvendelse af dextranovertruk-
ket aktivtkul og centrifugeredes ved 4°c ved en hastig-
hed p& 3000 o/m i 15 minutter. Radioaktiviteten af det
sidledes opndede komplex taltestil bestemmelse af
bindingsforholdet (%) for 125I—maerket peptid og antistof
ved hver koncentration. Bindingsforholdet ved hver
koncentration afsattes grafisk med bindingsforholdet som
ordinat og begyndelsesfortyndingen for antistof som
abscisse. Den fortyndingsgrad for antistof, ved hvilken
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bindingsforholdet (%) er 50%, var som fglger:
Antistof Aktivitet
Antistof I 20000
Antistof II 25000
Antistof III 25000
Antistof IV 10000
Antistof V 5000

Bestemmelse af tarm-glucagon-specificitet.

Pancreatisk glucagon, -80-100 peptidsekvensen i svi-
neglicentin og tarm-glucagon (Peak I beskrevet i Kenny J.,
J. Clin. Endocr., 15, 865 (1955)) anvendtes i forskel-
lige koncentrationer som testprgver. Som standardfor-
tyndingsmiddel anvendtes der en 0,05 M phosphat-fysiolo-
gisk saltoplgsning (pH 7,5) indeholdende 0,25% BSA,

0;01 M EDTA, trasylol (500 KIV/ml) og 0,01% NaN,.

400 pl af standardfortyndingsmidlet, 100 ul
af hver testprgve, 100 ml af det i eksempel 10 opndede
antistof I (aktivitet: 20000) og 100 pl 12
peptid (fremstillet ved fortynding af det ovenfor
opndede merkede peptid til en fortyndingsgrad pa ca.

I-merket

10000 cpm) anbragtes i et rgrglas og inkuberedes ved
4°C i 66 timer. Til blandingen sattes 1 ml af en dis-
persion af 0,25% aktivt kul overtrukket med 0,025%
dextran, hvorefter der inkuberedes ved 4°c i 30 minut-
ter. Den sdledes behandlede blanding adskiltes i anti-
stof-bundet 125I—market standardpeptid og uomsat (eller
frit) merket standardpeptid ved centrifugering ved en
hastighed p& 3000 o/m ved 4°C. Radioaktiviteten af
hvert peptid mdltes. Bindingsforholdet (%) for 1251—
maerket peptid og hver prgve ved hver koncentration

og fortynding bestemtes, idet bindingsforholdet (Bo)
svarende til aktiviteten af anvendt antistof blev

taget som 100%. De sdledes opndede resultater er vist

i fig. 1. I fig. 1 reprazsenterer ordinaten bindings-
forholdet (%) (B/Bo x 100), og abscissen reprasenterer
koncentrationen af testprgven (pancreatisk glucagon og
80-100 peptidsekvensen i svineglicentin) og fortyndings-
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graden for tarm-glucagon (Peak I). I fig. 1 betegner
bogstavet (a) pancreatisk glucagon, bogstavet (b) be-
tegner 80-100 peptidsekvensen i svineglicentin, og
bogstavet (c) betegner tarm-glucagon. Af fig. 1 kan det
ses, at antistof I viser en kurve reprasenterende reak-
tiviteten med pancreatisk glucagon, som er tydelig
skelnelig fra kurven, der reprasenterer reaktiviteten
med tarm-glucagon. Heraf fglger det, at antistoffet
ifglge den foreliggende opfindelse ikke krydsreagerer
med pancreatisk glucagon og har fortrinlig specificitet.

Med antistofferne III, IV og V bestemtes tarm-
glucagon-specificiteten pé& samme midde som beskrevet
ovenfor, og de sdledes opndede resultater er vist i
fig. 2, 3 og 4.

Fig. 2 er en grafisk afbildning, der viser spe-
cificiteten af antistof III, og hvori ordinaten repra-
senterer bindingsforholdet (%) (B/Bo x 100), og abscis-
sen reprasenterer koncentrationen af testprgven
(pancreatisk glucagon og 74-100 peptidsekvensen i
svineglicentin) og fortyndingsgraden for tarm—-glucagon
(Peak I). I fig. 2 betegner bogstavet (a) pancreatisk
glucagon, bogstavet (c) betegner tarm-glucagon, o9
bogstavet (d) betegner 74-100 peptidsekvensen i svine-
glicentin.

Fig. 3 er en grafisk afbildning, der viser spe-
cificiteten af antigen IV, og hvori ordinaten reprea-
senterer bindingsforholdet (%) (B/Bo x 100), og
abscissen reprasenterer koncentrationen af testprgven
(pancreatisk glucagon og 89-100 peptidsekvensen i svi-
neglicentin)  og fortyndingsgraden for tarm—-glucagon
(Peak I). I fig. 3 betegner bogstavet (a) pancreatisk
glucagon, bogstavet (c) betegner tarm—-glucagon, 0g
bogstavet (e) betegner 89-100 peptidsekvensen i svine-
glicentin.

Fig. 4 er en grafisk afbildning, der viser spe-
cificiteten af antistof V, og hvori ordinaten reprasen-
terer bindingsforholdet (%) (B/Bo x 100), og abscissen
reprasenterer koncentrationen af testprgven (pancreatisk
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glucagon og 93-100 peptidsekvensen i svineglicentin)
og fortyndingsgraden for tarm-glucagon (Peak I). I fig.
4 betegner bogstavet (a) pancreatisk glucagon, bogstavet
(c) betegner tarm-glucagon, og bogstavet (f) betegner
93-100 peptidsekvensen i svineglicentin.

Af fig. 2 til 4 kan det ses, at alle antistofferne
III, IV og V viser kurver reprasenterende reaktiviteten
med pancreatisk glucagon, som er tydeligt skelnelige
fra kurverne, der reprasenterer reaktiviteten med
tarm-glucagon. Heraf fglger det, at antistofferne ifglge
den foreliggende opfindelse ikke krydsreagerer med
pancreatisk glucagon og har fortrinlig specificitet

med hensyn til tarm-glucagon.

PATENTEKRAV

Fremgangsmdde til fremstilling af et tarm-gluca-
gon-antistof, k ende tegnet ved, at man til
pattedyr administrerer et tarm-glucagon-antigen, der
bestdr af et peptid-barer-kompleks og er fremstillet ved,
at man som hapten anvender et peptid med den almene for-
mel

R-Lys—-Arg-Asn-Lys—-Asn-Asn-Ile-Ala-OH (1)
hvori R betegner et hydrogenatom, en aminosyregruppe
eller en peptidgruppe indeholdende 2-20 aminosyre-
grupper, og omsztter det med en barer i narverelse af
et bindemiddel til binding af haptenet og bareren til
hinanden,
hvorefter man opsamler det sdledes dannede antistof.
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