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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung einos Peptids, dessen Aminoséuresequenz genau oder fast genau der
Formel Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Lys-His-GIy-GIy-Arg-.~\rg entspricht, gekennzeichnet
durch
(a) Festphasensynthese mit dem gleichen oder fast gleichen Peptid-Harz-Zwischenprodukt der
Formel R‘-Phe-Phe-(R’)Trp-(R’)-Lys~(H‘)Thr-(R5)Lys-Pro-(RB)Arg-(R7)Lys-(R“)His-GIy-Gly-(R”)-Arg-
(R™)Arg- Harz, worin R’ bis R unabhéngig voneinander gewahitwerden aus Aminoschutzgruppen,
Hydroxy-Schutzgruppen, Indol-Schutzgruppen, Imidazol-Schutzgruppen, und das Harz ein
Festphasenpolymer ist, an welches Arginin durch eine kovalente Bindung fest gebunden werden
kann; oder
(b) Peptidsynthese in Losung, die eine schrittweise oder Blockkupplung von Aminosiuren oder
Peptidbrychstiicken, die in der obigen Formel enthalten sind, und die Bindung des genannten
Fragments durch Amidbindungen untereinander umfaBt, wobei das genannte Verfahren zu dem
Peptid der o.g. Formel fiihrt; oder
(¢) Ziichtung einer Wirtszelle unter geeigneten Bedingungen, die mit einem DNS-Molekiil
transformiertist, welches eine DNS-Sequenz enthilt, die die genannte Aminoséuresequenzcodiert,
unter Kontrolle einer geeigneten Expressions-Kontrollsequenz, die die Expression des genannten
Peptids in der genannten Wirtszelle dirigieren kann; oder
(d) Reinigung des genannten Peptids aus Séugetierzellen, gewihlt aus menschiichen Leberzellen
oder menschlichen Knochenmarkzellen.

2. Verfahren gemaR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal das genannte Harz ein Polymer oder
Copolymer aus der Gruppe Cellulose, Polyvinylalkohol, Polymethylmethacrylat, Polystyren und
Polystyren-Divinylbenzen ist. )

3. Verfahren ¢,emaR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die genannten Schutzgruppen tert-
Butoxycarbonyl, Benzyl, tert-Pentyloxyca rbonyl, Tosyl, 2-Brom-benzyloxycarbonyl, 2,6-Dichlor-
benzyl und Benzyloxycarbonyl umfassen.

4. Verfahren gemaR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die in Beispiel 4 beschriebenen Stufen
umfalRt werden. '

5. Verfahren gemaR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die genannten DNS-Molekiile aus
bakteriellen, Hefe-, Pilz-, Insekten- und Séugetiervektoren gewihlt werden kénnen.

6. Verfahren geméR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf die genannten Wirtszellen mikrobielle
oder Saugetierwirtszeller, umfassen.

7. Verfahren gemaR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die Stufe der Ablésung oder des
Austausches einer oder mehrerer der Aminoséuren in dar genannten Sequenz oder Einfligung oder
Anfligung zusétzlicher Aminoséuren oder chemischer Grupper zu den Aminosét'+an der genannten
Sequenz umfaft wird., . )

8. Verwendung eines erfindungsgemaR hergestellten Peptids, dadurch gekennzeichnet, daf es zur
Herstellung einer pharmazeutischen Zubereitung eingesetzt wird, die geeignet ist, (a) das
Immunsystem eines Patienten zu regulieren odar (b) die Freisetzung von Wachstumshormonen in
ausreichendem Mafe zu inhibieren, um das Wachstum eines Tumors zu inhibieren.

Hierzu 5 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Herstellung neu isolierter Peptids, die entweder in gereirigter Form aus intrahepatitischen
Gallengéngen der Leber von Siugern oder aus dem Knochenmark von Séugern isoliert worden sind. §nsbesondere betrifft die
Erfindung Verfahren zur Herstellung sines Sdugerpeptids, Probursin, das auf chemischem Wege synthetisiert oder rekombinant
reproduziert werden kann, sowie die Verwendung der erfindungsgemaR hergestellten Peptide als Therapeutika zur Behandlung
von Immunkrankheiten und zur Tumorinhibierung.
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Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Dies ist eine continuation-in-part-Anmelduny der anhéingigen US-Patentanmeldung 07/192482, eingereicht am 11, Mal 1986,
Die B-Lymphozyten oder B-Zellen des Immunsystems von Wirbeltieren zelgen eine Antik8rperreaktion aufein in den Kérper des
Lebewesens eingefilhrtes Fremdantigen. Bel V8geln differenzieren sich die Precursor-B-Zellen in einem Organ, des als die Bursa
des Fabriclug bezeichnet wird. In Siugern Ist bisher kein der Bursa des Fabricius entsprechendes Organ entdeckt worden, und es
wird angenommen, daB die blutbildenden Precursoren der B-Zellen vorhanden sind und sich In reife B-Zellen im Knochenmark
differenzieren kdnnen.

Bis vor kurzem war der hormonale Ausléser der Differenzierung von B-Zellen-Precursoren in B-Zellen unbekannt. Allerdings
wurde sc.1on in friiheren Untersuchungen von einem der [etzigen Miterfinder und seinen Mitarbeitern das Vorhandensein eines
speziellen Differenzierungsauslésers von B-Zellen in Extrakten der Bursa des Fabricius von Hiihnern gezeigt. Uber diese frihe
Arbeitwurde in den folgenden Artikeln berichtet, auf die hier Bezug genommen wird: Brand et al., Science, 193: 319-321 (23. Juli
1976); Brand et al., Nature, 269; 579-589 (13. Oktober 1977); Goldstein et al. Cold Spring Harbor Symposia on Quentitative
Biology, XLI: 5-8(1977); und Goldstein in , Molecular Control of Proliferation and Differentiation” S. 197-202, Academic Press
(1977).

In Jiingerer Zeit identi.izierten die jetzigen Erfinder und andere Mitarbeiter sin Tripeptidhormon, das Bursin genannt wurde, das
die Aminosiiuresequenz Lys-His-Gly-Ni1, als einen speziellen Ausldser der B-Zellen-Differenzierung aufweist. Dieses Peptid,
auch als Bursopoletin bekannt, istsowohl in Végeln als auch in Siugern aktiv und in der US-PS 4584284 beschrieben, auf die hier
Bezug genommen wird,

Andere endokrine Peptide wurden in der Vergangenheit entdeckt. Somatostatin inhibiert die Freisetzung einer Vielzahl von
Hormonen, wie Somatotropin, Thyrotropin, Corticotropin, Insulin, Glucagon, Gastrin, Secretin und Renin. Ein anderes in dieser
Welse regrlierendes Peptid ist Tuftsin, ein basisches Terapeptid, das von dem zirkulierenden Immunglobulin produziert wird
und die Phagozytose in polymorphonuklearen Leukozyten und in Makrophagen stimuliert (siehe 2.B. V. A. Najjar et al., Nature
228: L72[1970]; A. Constantopoulos et al., Cytobios., 6: 97 {1972); und Y. Stabinsky et al., Mol. Cell. Biochem., 30: 71 (1980]).
Die Beziehungen dieser Hormone untereinandor, einschlieBlich des B-Zellendifferenzierungsfaktors Bursin, sind noch nicht
ergriindet worden. Die Entdeckung der Assoziation einer Vielzahl von Hormonen, die bei der B-Zellen-Differenzierung wirksam
sind sowie Wirkungen auf andere Gewebe ausdben, erdffnet ein Potential fiir neue Behandlungen von Immunkrankheiten und
Leberstérungen bei Menschen und Tieren.

’

Ziel der Erfindung

Durch die vorliegende Erfindung werden Verfahren zur Herstellung neuer Peptide bereitgestellt, die wertvolle pharmazeutische
Eigenschaften aufweisen und zur Behandlung von Immunkrankheiten, Lebererkrankungen und zur Tumorinhibierung geeignet
sind, :

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue pharmazeutisch wirksame Peptide aufzufinden und Verfahren zu
deren Herstellung bereitzustellen. ‘

ErfindungsgemiB wird die Aufgabe durch die Herstellung eines 14-Aminosdurenpeptids gelést, das in gereinigter Form aus
S#ugerknochenmark oder -leber erhalten wird. Dieses Peptid, Probursin, kann auch tiber chemische Standardsynthesen
hergestellt werden. Alternativ dazu kann dieses Peptid durch rekombinante Techniken hergestelit werden.

Probursin ist unter anderem in der Lage, spezifisch die Differenzierung von Presursor-Knochenmarkzellen in B-Zellen
auszuldsen. Es ist daher im hichsten Grade niitzlich bei der Behandlung von B-Zellen-Defizitsn des Immunsystems von
Menschen und Tieren sowie bei der Behandlung einer Vielzahl von Lebererkrankungen. Darliber hinaus dient es dazu, die
Freisetzung des Wachstumshormons aus der Hypophyse 2u inhibieren. Die Freisetzung von Wachstumshormon korreliert mit
dem Wachstum bestimmter kanzerogener Tumore. Daher ist Probursin auch einsetzbar bei bestimmten Krebserkrankungen,
speziell um die Tumorinhibierung zu bewirken,

Therapeutische Zusammensetzungen, die Probursin enthalten, werden beschrieben sowie die Verwendung dieser
therapeutischen Zusammensetzungen, die Probursin enthalten, zur Behandlung von Zustinden oder Krankheiten, wie
unzureichende B-Zellen-Differonzierung wegen des Mangels oder des Fehlens des B-Zellen-Differsnzierungsfaktors,
+unzureichende Steuerung solcher Hormone, die durch Somatotropin reguliert werden und/oder zur Stiirkung der Féhigkeit des
Immunsystems, fremde Teilchien bei der Zirkulation zu phagozytieren. Weitere Verwendungsméglichkeiten von Probursin zur
Behandlung von Krebserkrankunyen wurden bereits oben angesprochen.

Die Herstellung der etfindungsgeméBen Peptide erfordert die Bereitetellung neuer Zwischenprodukte fir die synthetische oder
rekombinants Herstellung von Probursin, einschlieBlich neuer Peptidharz-Zwischenprodukte, neuer Vektoren und neuer
transformierter Wirtszellen,

Die folgende detaillierte Beschreibung enthilt die gegenwirtig bevorzugte Ausfihrungsform der Erfindung.

Dabei stellen die Zeichnungen folgendes dar:

Fig.1: graphische Darstellung optischer Dichtenvon gereinigten Fraktionen von Probursin aus Rinderleber;

Fig.2: Darstellung eines Diinnschichtchromatografie-Gels von Probursin;

Fig. 3 A: graphische Darstellung optischer Dichten verschiedener Titer von Antibursin-Antikérpern (Punkte) und
Kaninchenserum (Quadrate);

Fig.3B: graphische Darstellung der optischen Dichte gegen die Absorptionsmittelkonzentration von KLH-Konjugatkontrollg
(Quadrate), KLH-Bursin (Dreiecke) und freiem Probursin (Kreise);
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Fig.4: graphische Abbildung der Augbeute an PTH-Amirniostiure pro Abbauzyklus; :

Fig. 5 A: graphische Darstellung der intrazellularen zyklischen GMP-Splegel in Daudizellen nach Inkubation mit Probursin,
Bursin, Schwelne-Insulin (A), Pferde-Myoglobin (B) und Rinderwachstumshormon (C); und

Fig. 5B: graphische Darstellung von intrazellul4ren zyklischen GMP-Splegelnin MOPC-316-Zellen nach Inkubation mit Probursin,
Bursinund A, Bund Cwie oben als Kontrolle,

Die Erfindung betrifft die Herstellung eines neu isolierten Siugerpolypeptids, das Probursin genaant wurde, gekennzeichnet
durch die gleiche oder im wesentlichen die gleiche Aminosturesequenz:

1) (6) (10) (14)
Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Lys-H!s-Gly-Gly-Arg-Arg

Die ersten fiinf Aminos#urereste in den vierzehn Aminossuren der Probursinsequenz korrespondieren mit der aktiven Stelle des
Hormons Somatostatin. Die Amincs#urereste b bis 8 des Probursins korrespondieren mit der aktiven Stelle des Humanpeptids
Tuftsin, Zusiitzlich korrespondieren die Aminos#urereste 9 bis 11 des Probursins mit dem oben boschriebenen Peptid Bursin.
Diese in der Probursinsequenz vorhandenen Uiberlappenden Somatostatin-, Tuftsin- und Bursinsequenzen sind init den
Humansequenzen der aktiven Stellen der Peptide Somatostatin, Tuftsin und Bursin identisch. Somitist vermutlich, obgleich das
Probursin-Polypeptid urspriinglich aus der fétalen Rinderleber Isoliert worden ist, dessen Sequenz im wesentlichen identisch
mit der anderer Séuger, insbesondere der von Menschen.

In ihren breitesten Aspekten betrifft diese Erfindung die Herstellung menschlichen Probursins oder ein Analoges davon in
irgendainer Form im wesentlichen frei von nativem Proteinmaterial, d. h. entweder aus S#ugerleber oder Knochenmark isoliert
oder synthetisiert oder rekombinant produziert. Varianten von Probursin, einschlieBlich natiirlich vorkommender allslischer
Anderungen in der Sequenz von Siugerspazies zu Spezies und zwischen den einzelnen Glisdern siner einzelnen Spezies, sowie
vorsichtig eingefithrter Veranderungen in der Sequenz, 2um Beispiel durch mutagene oder chemische MaRnahmen, oder
Verénderungen auf Grund des Einsatzes verschiedener rekombinanter Wirte, z.B. Glycosylierungsinderungen, oder durch den
Angriff anderwaitiger Fremdmolekille, 2. B. radioaktiver Markierungen und &hnliches werden generell in dieser Beschreibungals
Probursinanaloge bezeichnet. Dia Herstellung derartiger Analoga wird durch die vorliegende Erfindung miterfaBt.

Das Sdugerprobursin ist vorzugsweise Human-Probursin. Probursin wurde urspriinglich aus fétaier Rinderleber isoliert unter
Einsatz eines gegen Bursin gerichteten Antikérpers, um die Reinigung zu beobachten. Der Verfahrensablauf fiir die Reinigung
von Probursin istim Beispiel 1 beschrieben. Séugerprobursin wurde vorzugsweise aus der l.eber isoliert; allerdings kannes auch
aus dem Knochenmark niittels bekannter Methoden isoliert werden, die analog der Isolierung aus Rinderleber sind, wie im
Beispiel 1beschrieben, Wihrend die Polypeptidsequenzvon Probursin durch die gleiche oder im wesentlichen gleiche Sequenz
wie oben genannt charakterisiert wird, ist es maglich, daB die allelisches: Varianten der Sequ:enz ebenso wie die Varianten der
Sequenz, die zusétzliche Aminoséuren enthilt oder natives Material, durch Isolierung aus Séugermaterial erhalten werden kann,
Dariiber hinaus kann die Probursinsequenz mit 14 Aminoséuren chemisch synthetisiert werden, wobei ein neues synthetisches
Peptid entsteht. Eine gegenwiirtig bevorzugte Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung ist ein synthetisches Peptid der
Formel

Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Lys-His-Gly-Gly-Arg-Arg

und dassen pharmazeutisch annehmbare Séureadditionssalze.

Um ein Siureadditionssalz des Polypeptids Probursin herzustellen, kann das freie Polypeptid mit einer entsprechenden
Sduremenge behandelt werden. Suren sind in der Lage, Salze mit dem Peptid der Erfindung zu bilden, einschlieBlich—aber
nicht darauf beschrénkt — anorganische Siuren wie Salzsdure, Bromwasserstoffséure, Perchlorséure, Salpeterséure,
Thiocyanséure, Schwefelsiure, Kohlensiure, Phosphorsiure und dhnliche. Andere fiir diesen Zweck niitzliche Séuren sind
organische S&uren, wie Ameisensiure, Essigséure, Propionsiure, Glykolsiure, Milchsiure, Brenztraubensdure, Oxalséure,
Malonséure, Succinsdure, Maleinsdure, Fumarséure, Anthranilsdure, Zimtsiure, Naphthalinsulfonséure, Sulfonylsdure und
dhnliche.

Die synthetische Herstellung der erfindungsgeméfRen Polypeptide kann mittels Festphasensynthese erfolgen, beschrieben
durch Marrifield in J.A.C.S. 85: 2149-2154 {1963). Dieses Verfahren ist geldufig und stellt eine tibliche Methode zur Herstellung
von Peptiden dar. Alternative Methoden zur Herstellung von Peptiden sind in , Peptidsynthesen® von Bodansky et al., 2,Auflage,
John Wiley and Sons, 1976, beschrieben. Zur Methode der Festphasensynthese von Peptiden gehdrt die stufenweise Zugabe der
geschiitzten Aminoséuren zu einer wachsenden Peptidkette, die mittels kovalenter Bindungen an ein Festharzteilchen gebunden
ist. Bei diesem Verfahren werden Reaktionsmittel und Nebenprodukte durch Filtration entfernt, wodurch das Erfordernis der
Reinigung der Zwischenprodukte entféllt. Das Generalkonzept dieser Methode héingt von dem Angriff der ersten Aminoséure der
Kette auf ein festes Polymeres durch eine kovalente Bindung ab, Nachfolgend werden geschiitzte Aminos&uren hinzugefiigt—
eine in einem Zeitabschnitt oder in Blocken - und zwar in einem Stufenverfahron, bis die yewiinschte Sequenz vervollstandigt
ist. SchlieBlich wird das geschiitzte Peptid vom Festharztriger sbgetrennt, und die Schutzgruppen werden abgespalten.

Die Erfindung betrifft auch neue Peptidharz-Zwischenprodukte zur Herstellung des erfindungsgeméRen Peptids. Die
Zwischenprodukte weisen Formeln auf, die gleich oder analog der folgenden Formel sind:

R'-Phe-Phe-{R)Trp-(R*)Lys-(R*)Thr-(R®)Lys-Pro-(R®)Arg-(R”)Lys-(R&)His-Gly-Gly-(R®)Arg-(R")Arg-Harz )
worin R' bis R" geeignete Schutzgruppen darstellen an den entsprechenden Orten der genannten Aminoséduren. Das Harzist ein

geeignetes Festphasenpolymeres, das als Tréger tiir die Reaktion dient. Der Fachmann auf dem Gebiet der Peptidsyntheseist in
der Lage, die entsprechenden Aminoschutzgruppen, Hydroxyschutzgruppen, indolschutzgruppen, Imidazolschutzgruppen und
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Harze auszuwiihlen, die beicgielsweise in den oben genannten Literaturstellen ausgewiesen sind. Der Fachmann wird auch in
der Lage sein, 8hnliche Peptidharz-Zwischenprodukte fir die Konstruktion der erfindungsgeméRen modifizierten Peptide 2u
gestalten,

Die Aminoséuren kénnen an ein beliebiges Polymeres angebunden sein. Das Harz muB eine funktionelle Gruppe aufweisen, an
die die erste geschiitzte Aminoedure dber eine kovalente Bindung angefiigt werden kann, Fiir diesen Zweck sind zahlreiche
Polymere oder Copolymere geeignet, beisplelsweise Zellulose, Polyvinylalkohol, Polymethylmethacrylat, Polystyren und
Polystyrendivinylbenzen. Entsprechend geeignete Schutzgruppen, die bei derartigen Synthesen und ihren Vei kiirzungen
einsetzbar sind, sind aus dem oblgen Text zu entnehmen oder auch aus J.F. W, McOmie »Schutzgruppen in der organischen
Chemie*”, Plenum Press, New York, 1973. Auf beide Werke wird hier Bezug genommen. Die hier benutzten iiblichen
Schutzgruppen sind t-Butyloxycarbonyl (BOC), Benzyl (BZL), t-Amyloxycarbonyl {AOC), Tosyl (TOS), o-
Bromphanylmethoxycarbonyl(BrZ), 2,6-Dichlorbenzyl (CI,BZL) und Phenylmethoxycarbonyl (Z oder CBZ).

Die gensrelle Verfahrenswelse bei der Herstellung dieses Peptids besteht darin, zuerst das Arginin {das an seinen alpha-Amino-
und Guenidin-Gruppen geschtitzt ist) an das Harz anzubinden. Nach dem Anbinden wird das Harz filtriert, gewaschen und die
Schutzgruppe an der alpha-Aminogruppe des Arginins entfernt, Es ist wilnschenswert, da@ diese Schutzgruppe t-
Butyloxyrarbanyl ist. Die Entfernung dieser Schutzgruppe mu natirlich so erfolgen, daft dabei die Bindung zwischen Arginin
und dem Harz nicht aufgebrochen wird. An das erhaltene Harzpeptid wird dann das an seinen alpha-Amino- und
Guanidingruppen geschiitzte Arginin angekoppelt. Diese Kopplung erfolgt durch die Bildung einer Amidbindung zwischen der
frelen Carboxygruppe des zweiten Arginins und der Aminogruppe des ersten, an das Harz gebundenen Arginins: Diese Abfolge
von Vorgéngen wird mit den entsprezhenden Aminoséuren wiederholt, bis alle Aminosauren an das Harz angefiigt worden sind.
SchlieBlich wird das geschiitzte Peptid vom Harz abgetrennt, und die Schutzgruppen werden abgespalten, wobei man das
gewlinschte Peptid erhiilt. Die Technik des Abspaltens, die zur Abtrennung des Peptids vom Harz und zur Entfernung der
Schutzgruppen angewandt wird, hiingt von der Auswahl des Harzes und der Schutzgruppen ab und ist dem Fachmann auf dem
Gebiet der Peptidsynthese geldufig.

Das Peptid kann auch unter Verwendung von Standsrdverfahren der Ldsungspeptidsynthese hergestellt werden, wobel
entweder eine stufenwelse oder eine Blockkopplung der Aminoséuren oder Peptidfragmente unter Einsatz chemischer oder
enzymatischer Methoden der Amidbindungsbildung erfolgt. Diese Lésungssyntheseverfah-en sind aus dom Stand der Technik
bekannt.

Das Polypeptid kann auch tiber die konventionelle Rekombinationstechnologie hergestellt warden. Ubliche Techniken zur
rekombinanten Herstellung von Polypeptiden sind bei Maniatis et al. in ,Molekulares Klonieren —ein Laboratoriumshandbuch”,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York {1982) undin anderen Literaturstellen, die den Fachleuten bekannt
sind, beschrieben worden. Somit stellen alle DNA-Sequenzen, die Probursin verschliisseln, einen Teil dieser Erfindung dar.
Diese DNA-Sequenzen kénnen sich dadurch unterscheiden, daf sie alternative Codons enthalten, dis dieselbe Aminosédure oder
modifizierte oder markierte Basen verschlilsseln, oder die Sequenzen kdnnen einen Teil eines DNA-Molekiils bilden, das
geeignete Expressionssteusrungssequenzen in operativer Assoziation mit den DNA-Sequenzen enthilt und in der Lage ist, die
Exprimierung dieser nach der Transformation in Wirtszeilen zu dirigieren. Diess DNA-Molekiile oder Vektoren kénnen bekannte
Vsktoren von bakteriellan Hefen, Pilzen, Insekten oder mit Herkunft von Séugern darstellen, Die Vereinigung einer Probursin-
DNA-Sequenz in Verbindung mit bekannten Vektorkomponenten ist fiir den Fachmann kein Problem. Ebenso sind die Selektion
und Transformation mikrobisller oder Siuger-Wirtszellen mit den Probursin enthaltenden Vektoren der Erfindung tibliche
Techniken, die von den Fachleuten auf diesem Gebiet ohne zusétzliche Versuche verwirklicht werden kénnen.

Sowohl chemisch-synthetische als auch rekombinante Techniken zur Herstellung von Probursin kénnen auch dazu eingesetzt
waerden, die aus 14 Aminosiuren bestehende Sequenz des Probursins, wie oben aufgefiihrt, zu modifizieren. Zu soichen
Modifikationen kann das Entfernen oder Ersetzen einer oder mehrerer der 14 Aminoséuren an der obigen Sequenzgehéren oder
das Insertieren oder Hinzufligen weiterer Aminos#uren oder chemischer Gruppen zu der obigen Sequenz, um die biologischen
oder pharmakologischen Wirkungen der erhaltenen Peptide zu verstarken oder in eine bestimmte Richtung zu lenken.
Beispielsweise karin eine Vielzahl chemischer Gruppen an eire oder mehrere der Aminosiuren des Peptids angefiigt werden,
um eine Anzahl wiiischenswerter Eigenschaften zu erzielen, z.B. Widerstand gegen enzymatischen Abbau, verbesserte
Halbwertszeit urid dhnliche. Derartige modifizierte Formen von Probursin werden von der vorliegenden Erfir:dung mit erfaBt,
Da Probursin die tiberlappenden aktiven Stellen von drei bekannten Regulierungspeptiden kombiniert, ist zu vermuten, dafl
Probursin die gleichen oder analogen biologischen Aktivititen wie Somatostatin, Tuftsin und Bursin hat. Probursin ist daher
therapeutisch bei der Behandlung von Mensch und Tier niitzlich, da es die Fahigkeit besitzt, die Differenzierung und Reifung von
B-Zellen, die in die Immunreaktion des Kérpers miteinbezogen sind, zu induzieren. Als Ergebnis dieser Charakteristika weist das
Polypeptid mehrfache therapeutische Verwencungsmaéglichkeiten auf, Dieses Polypeptid ist nicht nur in der Forschung sondern
auch bei der Behandlung ven Menschen und Tieren bei Krankheiten sinzusetzen, die mit einem Mangel oder dem
Nichtvorhandensein reifer B-Zellen e{nhergehen.

Von Probursin, dessen Fragmenten und dessen Analoga ist zu srwarten, daB es dia Féhigkeit besitzt, bestimmte der genannten
Leberfunktionen (z. B. Stimulieren der phagozytischen Aktivitiat von Kupferzellen und Inhibieren der pathologischen Proliferation
von Hepatocyten) zu demonstrieren. Somit kdnnen Probursin, dessen Fragmente und Analoga Anwendung bei der Behandlung
verschiedener Leberstrungen, wie 2.B. Zirrhose, eingesetzt werden.

Dariiber hinaus sind die erfindungsgemaRen Peptide als niitzlich anzusehen, das gesamte Immunverhalten des Korpers zu
stiitzen, indem sie zur Verbesserung der therapeutischen Stimulierung der humoralen Immunitit verwendet werden kdnnen. Die
erfindungsgeméfen Probursin-Polypeptide, Analoge und diese enthaltenden therapeutischen Zusammensetzungen sind
generell iiberall dort als niitzlich anzusehen, wo die humorale Immunitat in Frage steht und insbesondere dort, wo es
Immunitatsmingel gibt. Daher kénnen bei einer unzureichenden Antikérperproduktion wegen Mangels an B-Zellen die
erfindungsgemaBen Peptide durch Stimulierung der Zellproduktion diese Bedingungen veréndern. Probursin kann daher bei
der Behandlung von Patienten mit bekannten Immunmangelerscheinungen eingesetzt werden, z.B. bei Patienten, die auf
Vakzine nicht ausreichend reagieren, wie Himodialysepatienten, die keine Antikérper auf Hepatitisvakzine bilden und bei lteren
Patienten, die nicht auf pneumokokkale Vakzine reagieren.
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Belsplelsweise ist ein typischer Zustand, bei dem sich eine Behandlung mit Probursin emipfiehit, die X-gebundena infantile
Hypogammaglobulindmie. Diese Mangelerscheinung tritt fast auuschlieBlich bei Knaben auf und vermutlich aus dem Grunde,
daB Kinder in dieser Entwicklungsstufe in ihrem Riickanmark und peripheren Blut Precursor-B-Zellen haben, die nicht zu
Antikdrper ausscheidenden B-Zellen ausreifen. Patienten in dieser Lage leiden daher an chronischen oder wiederkehrenden
bakteriellan Infektionen.
Eine Behandlung mit den erfindungsgemBen Peptiden ist auch maglich bel anderen Immunmangelerscheinungen, die mit
- einer villigen Abwesenheit oder einer verringerten Immunglobulinproduktion einhergehen, in Abhéingigkeit vom Ort des
immunologischen Defektes, der dieses Problem bewirkt. Wenn der Defekt in der Reifung der Pre-B-Zellen zu reifen Antikérpern
ausscheidenden B-Zellen liegt, kann das Peptid des Erfindungsgeganstandes eingesetzt werden. Von einem Fachmann auf dem
Gebiet der Behandlung von Immundefekten ist 2u erwarten, dag er den Defektpunkt filr Krankheitserscheinungen
diagnostizieren kann, bei dem die Behandlung mit Probursin z2u verantworten ist, Siehe 2.B. ,Grundlegende und klinische
Immunologie” (Basic and clinical Immunclogy), Stites, Stobo, Fudenberg und Wells {(Hrsg.) 4. Auflage, 1982, Lange Medical
Publications, Los Altos, Kalifornien (Kapitel 25).
Eswurde weiterhin gefunden, daB Probursin die Freisetzung von Wachstumshormon inhibiert {siehe Beispiel 6). Die Inhibierung
von Wachstumshormon wird als korrelierend mit der Inhibierung bastimmten kanzerogenen Tumorwachstums angesshen
{slehe 2.B.R.S. Hill at al., Diabetes, 34: 115 (1985] und M. J. Berridge et al., Biuchem. J., 212: 473 [1983]). Somit haben Probursin
und/oder dessan Analoga oder madifizierten Versionen therapeutische Verwendungsmdglichkeit bei der Behandlung
bestimmter Krebserkrankungen, wo Tumorwachstum durch Regulierung des Wachstumshormons beeinfluit werden kann,
Probursin und dessen Analoga kénnen auch als diagnostische Mittel verwendet werden, z.B. wenn sie mit einem radioaktiven
oder anderweitig bestimmbaren Markierungsmittel gekoppelt werden.
Alternativ dazu kdnnen Probursin und dessen Analoga an antigenen Substanzen eingesetzt werden, um polyklonale oder
monoklonale Antikérper nach Standardverfahren wie dem Kohler-Milstein-Hybridiommethoden zu entwickeln.
Die vorliegende Erfindung beschreibt daher Verfahren zur Regulierung des Immunsystems eines Objektes, das eine solche
Regulierung benétigt, durch Verabreichung einer wirksamen Menge an einer der erfindungsgeméBen Verbindungen an das
Objekt.
Die Erfindung beschraibt auch ein Verfahren zur Behandlung von Zusténden, die aus relativen oder absoluten Defekten dar
Leberfunktionen eines Objektes herrithren, und umfaBt die Verabreichung einer therapeutisch wirksamen Menge Probursin
oder eines seiner Analoga an das Objekt.
Die Erfindung beschreibt auch ein Verfahren zum Hervorrufen der Differenzierung und Reifung von B-Zellen, bestehend im
Verabreichen einer therapeutisch wirksamen induzierenden Menge Probursin oder dessen Analoga an das Objekt. .
Die Erfindung beschreibt auch ein Verfahren zur Behandlung von Krebs durch Inhibieren des Tumorwachstums durch
Verabreichen einer therapeutisch wirksamen, Wachstumshormon inhikierenden Menge Probursin oder dessen Analoga a:
einen Patienten.
Der hier benutzte Begriff ,therapeutisch wirksame Menge*” bedeutet eine Menge, die bei der Behandlung der entsprechenden
Zusténde oder Mangelerscheinungen des Immunsystems oder der Leber wirksam ist, wie oben beschrieben.
Die Erfinclunq betrifft weiterhin die Verwendung der erfindungsgemaB hergesteliten Verbindungen zur Herstellung
-pharmazeutischer Zusammensetzungen fiir die oben genannten Behandlungsmethoden. Zum Einsatz als pharmazeutische
Zusammensetzung kann das erfindungsgeméRe Peptid im Bereich von etwa 1 Mikrogramm pro kg bis etwa 10 Mitligramm pro
kg wirksam sein. Fir einen Fachmann auf dem Gebiet der Behandlung von Immundefekten ist es lsicht, aus den hier ¢.enannten
Ergebnissenzu extrapolieren und die entsprechende Dosierung der erfindungsgeméBen Peptide ohne unnétige Versu::is iui die
entsprechende klinische Anwendung auszuwihlen. Beispielsweise wird der behandelnde Arzt die Dosierung auf Basis
traditionelier klinischer Parameter wie Alter, Kérparmasse, Geschlecht und Allgemeinzustand des Patienten festlegen,
Dieses Peptid ist nicht auf eine bestimmte Verabreichungsart beschrénkt. Die gegenwirtig bevorzugte Methode ist allerdings die
parenterale Verabreichung wegen mdglichen Abbaus des Sequenzpotentials durch gastrische Enzyme. Wihrend die am meisten
wiinschenswerte parenterale Verabreichungsart die subkutane ist, kann das Peptid aber auch perkutan, |ntramuskular,
intranasal, intraperitoneal, intravends, bukkai oder {iber Zipfchen verabreicht werden.
Zur Herstellung der erfindungsgeméBen pharmazeutischen Zusammensetzungen kann das Probursin als aktiver Bestandteil im
innigen Gemisch mit pharmazeutischen Trégerstoffen und/oder Exzipienten nach iiblichen pharmazeutischen
Verarbeitungstechniken kombiniertwerden. Der Tragerstoffkann eine Vielzahi von Formen aufweiser, abhéngig von der fiir die
Verabreichung gewlinschten Praparativnsform, einschlieBlich Mittel in Suspensionen, Elixieren und Lésungen. Fiir parenterale
Produkte ist der Trdger (iblicharweise steriles Wasser oder Salzldsung. Andere Inhaltsstoffe kdnnen nach eintezogen werden,
um dem pharmazeutischen Produkt zusétzliche erwiinschta Merkmale zu verleihen, z.B. zur Verbesserung der Ldslichkeit oder
als Préserve. Injizierbare Suspensionen kdnnen ebenfalls hergestelit werden mit entsprechenden fliissigen Trégerstoffen,
Suspendierungsmitteln und dhnlichem. Fiir den Fachmann auf dem Gebiet der parenteralen Formulierung ist es einfach, die
Herstellung einer sclchen Zusammensetzung zu bestimmen.

Ausfihrungsbeispiele
Die folgenden Beispiele erldutern di« Isolierung von Rinderprobursin aus fétaler Leber, sin Verfahren zur Herstellung von

synthetischem Probursin und Untersuchungsmethoden zum Nachwaeis der Wirksamkeiten der Peptide. Die Erfindung ist nicht
auf diese Beispiele beschrankt.
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Beispiel 1

Rohextraktion von Bursin und Probursin

600g fitale Rinderleber wurden mit 25%igem (Masse/Vol.) Ammoniumbicarbonatpuffer (56mM, pH8,0), der 1mM
Polymethylsulfons#ure (PMSF), 1M Ethylendiamintriessigsiure (EDTA) und 1 mM beta-Mercaptoethanol enthielt, extrahiert.
Die Gewebe wurden bei 4°C drel Minuten In einem Mischer homogenisiert und bei 4°C 45 Minuten bei 9000 U/min zentrifugiert,
Des Uberstehende wurde durch eine Gaze filitriert. Die gereinigten Filtrate wurden bei 60°C gelagert. Ein 26-ml-Aliquotes wurde
lyophilisiert und in 10ml phosphatgepufferter Salzldsung (PBS) suspendiert.

Die L6sung wurde zentrifugiert, und 2,6-m})-Aliquote wurden einer PD-10/Pharmacia/-Siulenchromatografie unterzogqn. Die
auriickgehaltenen Fraktionen mit niedriger Molekularmasse wurden lyophilisiert uid in 1ml Ammoniumbicarbonatpuffer
(60mM, pH8,0) geldst flir den im Beispisl 2 beschriebenen Enzym-gekoppelten Immunbindungstest (ELISA).

Probursin wurde weiter von fétaler Rinderleber durch {A) Gelfiltration iiber eine Sephadex G-75-Molekularsiebsiule (Pharmacia),
gefolgt vun (B) einer lonenaustausch-CM-Sephadexsiiule (Pharmacia) gereinigt. Bursin, das zur Immunreaktivitit der Fraktion
kaitrug. wurde wiihrend der Durchfihrung der néchsten Reinigungsstufe (C), der Diinnschichtchromatografie, entfernt, Die
erhaltene Fraktion wurde nochmals (D) {iber Sephadex G-75 filtriert, und das verbliebene Filtrat wurde (E) einer
Anionenaustausch-Protein-Fliissig-Schnellchromatograpfie diber eine Mono-Q-Séule (Pharmacia) unterzogen. Als letzte
Reinigungsstufe folgte (F) die Umkehrphasen-FPLC. Ausbeuten und Ablauf sind in Tabells 1 weiter unten erliutert.

Tabelle 1

Relnigung von Probursin aus f3taler Rindetleber

Reinigungsstufe Gesamt Gesamt Probursin Reinigung Rilckgewinnung
Probursin Protein (%) (-fach) (%)
{mg) (mg)

Fétale Leber (Feuchtmasse 500 g} - 73400 - - -

A Gelfiltration, Sephadex G-756 92,6 7400 1,25 1 100

B lonenaustausch, CM Sephadex 28,7 950 3 2 31

C Diinnschichtchromatografie* 6,4 91,2 7 5 7

D Gelfiitration, Sephaedex G-25 2,6 27,4 10 8 2,8

E Anionenaustaus:h FPLC, Mono-Q 21 53 40 ‘32 23

F Umkehrphasen FPLC 14 1,5 93 74 1,6

Bursin, das zur Immunreaktivitst beitrug, wurde in dieser Stufe entfernt,

Es wurden optische Dichten bei 264 nm der stufenweise gereinigten Fraktic..en erzielt. Graphische Darstellungen dar
Fraktionen A, B, E und F sind in Fig. 1 aufgefiihrt. Fig. 2 erlutert ein Ge), das aus der Diinnschichtchromatografie von Stufe C
erhalten wurde.

Beispiel 2

ELISA

A. Kaninchen-Antiserum

Fir die Kaninchenimmunisierung wurde Probursin an das sog. keyhole-limpet-Hémocyanin (KLH) tiber 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyllcarbodiimid (ECDI) nach dern Verfahren von Tamura et al. Cell, 34: 587 (1983) angekoppelt. Daoei wurden
5mg Bursin in 400 Mikroliter Wasser geldst, mit Salzséure auf pH3,0 gebracht und dann auf einem Eisbad abgekiihlt, Zehn
Mitligramm ECDI in einem 20-pI-Volumen wurden hinzugegeben und das erhaltene Gemisch 15 Minuten in einem Eisbad
inkubiert. Zu dem Gemisch wurden 15mg KLH in 0,5 ml angesiuertem (pH3,0) Wasser gegeben. 0,5ml gesittigte
Ammoniumcarbonatlésung wurden zu der Lésung gegeben und eina garinge Menge an trockenem Ammoniumcarbonai
hinzugesetzt, um die Losung gesittigt zu halten. Das Gemisch wurde drei Stunden unter Riihren in einem Eisbad inkubiert und
anschlieBend gegen zwei Liter Wasser dialysiert bei jewsils mit drei Wechseln iiber ginen Zeitraum von 40-48 Stunden und
anschlieBend PBS {iber Nacht. Das Konjugat wurde mit PBS verdiinnt auf 1 mg/ml Bursin.

Zweihundert Mikrogramm KLH-Bursin in einem 200-pl-Volumen wurden mit 400l komplatten Freundschen Adjuvanz
vermischt, Fiinfhundart Mikroliter dieser Suspension wurden dazu eingesatzt, jedes der fiinf Kaninchen subkutan an mehreren
Stellen zu immunisieren. In 4-6-\Wochen-Intervallen wurden die Kaninchen mit e:ner gleichen Suspension, die unvollstindiges
Freundsches Adjuvanz enthielt, aufgefrischt.

B. ELISA-Protokoll

Es wurden Antiseren auf ihre Aktivitat in dem folgenden FLISA-Protokoll getestat. Die Assays wurden nach der Methode von
Voller et al., Bull. WHO, 53: 56 (1976) durchgefiihrt. Polyvinylchlorid-Mikrotiterplatten (Fisher Scientific, Springfield, NJ) wurden
ber Nacht mit 100pi/Vertiefung einer Losung von 10g/mi Tetrameres von Probursin in 0,1 M Phosphatpuffer, pH7,2,
iiberzogen. Die Platten wurden gewaschen und nachfolgend iiberzogen mit 150 ul/Vertiefung 0,5%igem Rinderserumalbuminin
PBS, pH7,2, iiber eine Stunde bei Zimmertemperatur. Die Platten wurden gewaschen, getrocknet bei 37°C 6--24 Stunden und
dann in vorher sorgfaltig getrocknetem Verpackungsrnaterial dicht verschlossen und bei 4°C gelagert.

Die zu testenden Antiseren wurden in PBS verdiinnt, das 0,05% Tween 20 enthielt. Einhundert Mikroliter der verdiinnten Seren
wurden pro Vertiefung hinzugegeben (dreifach). Normales Kaninchen- oder Mauseserum wurde als negative Kontrolle
verwendet. Nach 60 Minuten Inkubation bei Zimmertemperatur wurden die Platten dreimal mit PBS Tween 20 gewaschen.
Einhundert Mikroliter alkalische Phosphatase, angekoppelt an Affinitéts-gereinigtes Ziegen-Anti-Kaninchen IgG (schwere und leichte
Ketten), verdiinnt 1:2000 in PBS Tween 20, wurden 2u jeder Vertiefung gegeben. Die Platten wurden bei Zimmertemperatur
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60 Minuten inkubiert. Dann wurden die Platten gewaschen und zu jeder Vertiefung 100ul 1 mg/ml para-Nitrophenylphosphat in
Diethanolaminpuffer gegeben, Nach 30minitiger Inkubatin bei Zimmertemperatur wurde die Reaktion mit der Zugabe von
50ul/Vertisfung an 5N NaOH beendet urid die optische Dichte bei 410nm bestimmt.

C. Ergebnisse '

Zwel von filnf Kaninchen entwickelten nach filnf Monaten Antikérper gegen Probursin, deren Titer annéhernd bei 1:800 lagen
(Fig.3A). Die Anti-Bursin-Antiserumkopplung wurde durch KLH-Bursin blockiert und auch durch freies Probursin, nicht jedoch
durch XLH-Kontrollkonjugat (Fig.3B).

Belspiel 3

Automatisches N-Terminal-Proteinsequenzieren

Es wurden automatische Sequenzanalysen an intaktem Probursin sowle tryptischen und cyanogenen Bromidfragmenten von
Probursin durchgefiihrt durch Gasphasensequenzieren unter Verwendung eines Gasphasensequenzers Modell 470A von
Applied Biosystems mit Polybren als Triéger und einem Einzelkupplung-Einzelspaltung-Standardprogramm. Die erhaltenen
Phenylthiohydantoin-derivatisierten Aminosduren wurden ber HPLC mit einem Hewlett Packard Hochdruck-
Flassigchromatographen Modell 1084 B identifiziert. Fig.4 erldutert die Ausbeuten.

Beisplel 4

Herstellung elnes erfindungsgemafen synthetischen Peptids

Das Peptid wurde nach der Festphasenmethode auf einem ABI 430 Peptidsynthetisator nach Standardvarschriften fiir BOC-
Aminos8urederivate synthetisiert. Die Synthese wurde mit 0,050 mMol BOC-(Tos)Arg-PAM-Harz begonnen. Das vollstindige
Peptidharz wog 1,87g. Das Harz wurde mit 20ml HF und 2g p-Kresol bei 0°C eine Stunde behandelt. Die HF wurde unter
vermindertem Druck entfernt und zu dem Riickstand Ethylacetat gegeben. Das Gemisch wurde filtriert und mit Ethylacetat
gewaschen, Dann wurde Trifluoressigséure zu den Feststoffen gegeben und das Gemisch filtriert. Das Filtrat wurde auf ein
kleines Volumen eingedampft und mit Ether versetzt, Der Niederschlag wurde abfiltriert und mit Ether gewaschen, wobei man
1,049 einas weilen Feststoffes erhielt. Eine 400-mg-Portion dieses Produktes wurde zu 50ml 1M Ammoniumbicarbonat von
pH 9,0 gegeben, um den Formylrest von Trp abzutrennen. Die Lésung wurde durch Stickstoffspiilung sauerstoiffrei gemachtund
16 Stunden in einem verschlossenen Kolben stehengelassen. Dann wurde die Lésung mit Wasser verdiinnt und lyophilisiert.
Das Peptid wurde durch préparative HPLC auf einer Partisil-ODS-M-20-Siule gereinigt unter Eluierung mit 20% Acetonitril/0,1%
TFA. Das Peptid wurde durch Zusatz von verdiinntem TFA auf etwa pH3 verdiinntund in 5 Portionen injiziert. Die Mittelfraktionen
des Hauptpoaks wurden kombiniert, das organische L8sungsmittel durch Rotationsverdampfung entfernt und der Riickstand
lyophilisiert. Das Produkt wurde in das Acetatsalz durch Passage durch eine S#ule mit Amberlit IR-68-Anionenaustauscherharz
umgewandeit. Das lyophilisierte Produkt mit der folgenden Sequenz wog 112g:

Phenylalanyl—Phenylnlanyl—Tryptophyl—Lysyl—ThreonyI—Lysyl—Proly!—Arginyl-Lysyl—Histidyl—GchyI—Glycyl—.‘\rginyl;
Arginin,

TLC {Silicagel 60):
R;0,10 n-BuOH:HOACc:H,0:pyr 4:2:3:1
R;0,04 EtOAc:pyr:HOAc:H,0 §:5:1:3

Aminosiureanalyse:

Thr-0,88; Pro - 1,04_; Gly-2,01; Phe~2,00; {4is—1,02; Lys - 2,91; Trp-0,81; Arg—3,14; 73 % Peptid.

Belsplel 5

Biologische Aktivitat - Cyclische GMP-Assay

Daudi-Zellen wurden frisch angesetzt und 2 Tage wachsen gelassen und danngemiB T, Audhya et al., Arch. Biochem. Biophys.,
234: 167-177 (1984) geerntet. Die Zellen wurden dreimal in PBS gewaschen und in RPMI 1640 zu einer Konzentration von

1,0 x 107 Zellen/mi resuspendiert. Man lieB sie 30 Minuten bei 37°C ins Gleichgewicht kommen und gab dann die
Testverbindungen (25u1) Bursin und Probursin und die Kontrollpeptide Schweineinsulin (A), Pferde-Myoglobin (B) und
Rinderwachstumshormon (C) hinzu, Die Inkubation erfolgte in einem geschiittelten Wasserbad iiber 4 bis 5 Minuten und wurde
durch Zugabe von 1 ml eiskaltem TCA {10%) beendet. :

Die Zellen im TCA wurden homogenisiert und beschallt, um cyclisches Nucleotid freizusetzen. Die Suspension wurde mit
3000 x g 20 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der erhaltene Niederschlag wurde in 0,1 N NaOH geldst, um den Proteingehalt zu
bestimmen. TCA wurde aus der Fraktion des Uberstehenden durch viermaliges Extrahieren mit 5ml wassergesattigtem
Diethylether entfernt. Nach der letzten Extraktion wurden die rastlichen Etherspuren durch Erhitzen {iber 16 Minuten in einem
50°C Wasserbad entfernt. Nach dem Lyophilisieren wurde die Probe in 50mM Acetatpuffer (pH6,2) fiir die Radioimmunoassay
von cyclischem GMP zur urspriinglichen Konzentration geldst. »

Dosisabhéngige Kurven von 0 bis 1000 Mikrogramm/ml wurden fiir Bursin, Probursin und die Kontrolldurchldufe aufgestellt.
Fig.5 zeigt typische dosisabhéngige Kurven fiir aktives Bursin und Probursin sowie fiir inaktive Verbindungen in Daudi-Zellen
(Fig.5A) undin MOPC-315 Zellen (Fig. 5 B). Eine Schwellenaktivitdt wurde fiir jedes getestete Peptid bestimmt. Diese ist definiert
als niedrigste Konzentration des; Testpeptids (11g/ml), die einen intrazellulZren Spiegel an cyclischem GMP groBer als zwei
Standardabweichungen tber der Kontrolle induziert. Die Kontrollen wiesen intrazellulare cyclische GMP-Werte von weniger als
0,1 Piccmol/ml (mittlere + Standardabweichung) auf. Die Testergebnisse wurden als positiv angesehen, wenn der Spiegel an
cyclischem GMP gr6Ber als das 1,52fache (2 Standardabweichungen) war, der fiir die parallele negative Kontrolle bestimrat
worden war.
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Belsplel 6
Biologische Aktivitat - Wachstumshormoninhibierung
Es wurde eine Assay durchgefithrt, um die Wirkung von Probursin :n Kombinatin mit Wachstumshormon-freisetzenden Faktur
(GRF) 2u untersuchen, da diese Kombination die Freisetzung von *H-Inositolphosphat (IP) und Wachstumshormon(GH)-
Akkumulation in SV40-transformierten Hamster-beta-Zellen (HIT) bewirkt. Das Experiment wurde nach der von M. J. Berridge et
al., der bereits oben zitiert worden war, beschriebenen Verfahrensweise durchgefGihrt.
Es wurden kommerziell erhdltliche HIT-Zellen bel 37°C fiir 1 Stunde in metabolischem RPMI-Medium mit 6%igem fétalen
Kélbergerum (FCS) inkubiert. Dann warde GRF in unterschiedlichen Konzertrationen, die in der unten folgenden Tabelle

. aufgeﬁlh“rtsind, 2u der Zellkultur hinzugegeben und 16 Minutep bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurdon bei 800 U/min zentrifugiert
und das Uberstehende gesammelt. Die GH- und IP-Spiegel im Uberstehenden wurden durch Radioimmunoassay (RIA) ebenfalls
geméR Berridge et al. gemessen. Diese Messungen bildeten die GRF-Kontrolle.
Diuselbe Prozedur wurde ohne den GRF-Zusatz durchgefihrt und wurde unten als Kontrolle angefiihrt,
Um die Wirkung von Probursin auf GRF auszuwaeisen, wurde &hnlich wie oben verfahren, mit der Ausnahme, daR GRF und
Probursin mitden entsprechenden in der folgenden Tabelle angegebenen Konzentrationen zu den Zellen zusammen zugegeben
wurden, gefolgt von einer 16minitigen Inkubation und einer Zentrifugierung. Wahrend das Uberstehende durch RIA, wie oben
beschrieben, gemessen wurde, wurden die erhaltenen Konzentrationen von IP und GH, wie in der Tabelle unten erldutert,
bestimmt,
Die in der Tabelle unten aufgefiihrten Daten zeigen, daB Probursin erkennbar die Unterdriickung der Wirkung des
Wachstumshormen freisetzenden Faktors anzeigt, 8hnlich wie die von Somatostatin, wie von Hill et al. {oben zitiert) beschrieben.

Tabelle
(1P} {cpm) [GH) (ng/ml)
Kontrolle 164 14+2
GRF(0,1nM) 489 £ 19 162+4
GRFn,1 nM) + Probursin (0,1 pM) 239+13 35+4
GRF{1nM) 2810+ 290 648 + 26
GRF(1nM) + Probursin (0,1 pM) 1911+£310 480 + 31
GRF{1nM) + Probursin (1,0 u M} 444 +22 77+6
GRF(10nM) 8962 + 821 1162184
GRF(10nM) + Probursin (10,0 4 M) 382+ 16 2913

Die Erfindung wurde hier unter Bezugnahme auf bestimmte bevorzugte Ausfiihrungsformen beschrieben, wobei jedoch
zahlreiche Abweichungen und Madifikationen der Erfindung fiir den Fachmann auf diesem Gebiet offensichtlich sind. Diese
Abweichungen werden von den Patentanspriichen miterfaBt.

Zelchnungen
Fig.1  Abszisse; Fraktionszahl
Ordinate: Optische Dichte (254 nm)
Fig.3A Abszisse: Titer (x 10%)
Ordinate: Optische Dichte (410 nm)
Fig.3B Abszisse: Absorptionsmittel (ug/mi)
Ordinate: Kaninchen-Antiserum -
Fig.4 Abszisse: Abbauzyklen
Ordinate: Ausbeute an PTH-Aminoséuren (pMol)
Fig.5A Abszisse: Peptidkonzentration (Mikrogramm/ml)
Ordinate: c-GMP-Spiegel (Picomol/ml)
Fig.5B Abszisse: Peptidkonzentration (Mikragramm/ml)
Ordinate: c-GMP-Spiegel (Picomol/m!)
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