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KIVONAT

A talalmany targyét olyan dekapeptid analogok képe-
zik, amelyek két, jelentdsen moédositott aminosavat
tartalmaznak az 5-0s és 6-0s pozicidban, valamint ga-
toljak a gonadotropinok hipofizis altal valé szekrécio-
jat, és gatoljak a szteroidok felszabadulsat az ivar-
szervekben.

A talalmany szerinti GnRH-antagonista peptidek,
vagy azok nemtoxikus so6i képlete az alabbi:

G-B-D-Nal-(A)D-Phe-D-Pal-Ser-Aph(Qs)-D-
Aph(Qq)-Leu-ILys-Pro-AA o, ahol G jelentése 7, vagy
annil kevesebb szénatomot tartalmazé alkanoilcsoport;
A jelentése klér-, fluor- vagy bromatom; Qs jelentése

A leirds terjedelme 12 oldal

For, Ac, lac, Ura, Atc, Pca, Bt, Cac, pGlu, Ser, D-Ser,
Ac-Ser, Ac-D-His, Ac-D-Asn, Ac-D-Cit, Ac-Gly, 3-
amino-1,2,4-triazol, B-Ala-(3-amino-1,2,4-triazol), Gly-
(3-amino-1,2,4-triazol), Ahx-(3-amino-1,2,4-triazol), Gab-
(3-amino-1,2,4-triazol), Ala-(3-amino-1,2,4-triazol), D-
Ala-(3-amino-1,2,4-triazol), Ser-(3-amino-1,2,4-triazol);
Qs jelentése For, Ac, lac, Ura, Atc, Pca, Bt, Cac,
Gab(atz), Ala(atz), D-Ala(atz), Ahx(atz), Ser(atz), pGlu,
Ser, D-Ser, Ac-Ser, Ac-D-His, Ac-D-Asn, Ac-D-Cit, Ac-
Gly, B-Ala-(3-amino-1,2,4-triazol), Gly-(3-amino-1,2,4-
triazol), Ahx-(3-amino-1,2,4-triazol), vagy Gab-(3-
amino-1,2,4-triazol) és AA |y D-Ala-NH,.
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A taldlmany targyat olyan (j peptidek képezik, amelyek
a humén gonadotropin felszabadité hormon (GnRH) an-
tagonistai, pontosabban olyan GnRH-antagonistik, ame-
lyek jelentdsen modositott aminosavcsoportokat tartal-
maznak, valamint elényds fizikai, kémiai és biologiai tu-
lajdonségokkal rendelkeznek. A talalmény részleteseb-
ben olyan dekapeptidekre vonatkozik, amelyek gatoljak
az ivarmirigyek funkciojat, valamint a progeszteron és a
tesztoszteron szteroidhormonok felszabaduldsat. Az
ilyen dekapeptideket tehat ilyen célokra, valamint az
ovulacié megakadalyozasara lehet adagolni.

Az agyalapi mirigy egy ny¢len keresztiil kapcsolo-
Pontosabban a tiisz6érést serkentd hormont (FSH) és a
luteinizalé hormont, amiket néha gonadotropinokként
vagy gonadotrop hormonokként emlitenek, az agyalapi
mirigy bocsatja ki. Ezeknek a hormonoknak a kombi-
nécidja szabalyozza az ivarmirigyek miikddéset, hogy
tesztoszteron termelddjon a herékben és progeszteron,
valamint sztrogén a petefészkekben, valamint szaba-
lyozza a gamétak termel8dését és érését.

Egy hormonnak az agyalapi mirigy els6 lebenye altal
valo kibocsatisahoz a hormonok egy masik osztalyanak
az el6zetes felszabadulasira van sziikség, amelyeket a
hipotalamusz termel. A hipotalamusz &ltal termelt hor-
monok koziil az egyik olyan faktorként mikddik, amely
a gonadotrop hormonok felszabadulasat inditja be, foleg
az LH-ét, és ezt a hormont a tovabbiakban GnRH-nak
nevezziik, jollehet ezt a hormont LH-RH és LRF néven
is ismerik. A GnRH-t koriilbelil 20 évvel ezel6tt izolal-
tak egy dekapeptid formajaban, és réviddel azutan kide-
riilt, hogy azoknak a GnRH-analogoknak, amelyekben a
6-os helyzetben a Gly helyett egy D-izomer talalhato,
azaz példaul [D-Ala%]-GnRH (4,072,668 szamu, ameri-
kai egyesiilt allamokbeli szabadalmi bejelentés), amely-
nek a szerkezete az alabbi: pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-D-
Ala-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,, sokkal erdsebben két3dnek
a receptorhoz €s nagyobb a biolégiai hatdsuk mint a ter-
meészetes hormonnak.

A peptidek olyan vegyiiletek, amelyek két vagy tobb
aminosavat tartalmaznak, amelyekben az egyik amino-
sav karboxilcsoportja a masik aminosav aminocso-
portjahoz kapcsolodik. A [D-Alas]-GnRH képlete, amint
azt az el6z6kben bemutattuk, megfelel a peptidek szok-
vanyos abrazolasanak, ahol az N-terminalist a bal olda-
lon abrazoljuk, a C-terminalist a jobb oldalon &brazol-
juk. Az egyes aminosavcsoportok pozicidjat az amino-
savcsoportok balrdl jobbra torténdé szamozaséaval hata-
rozzuk meg. A GnRH esetében a glicin karboxilcso-
portjanak a hidroxilrészét egy, aminocsoport (NH,) he-
lyettesiti, azaz a C-terminalis amidalva van. A leirdsban
az egyes aminosavak nevének fenti roviditése szokva-
nyos, és az aminosav trivialis nevén alapul, azaz példaul
a pGlu jelentése piroglutaminsav, Glu jelentése gluta-
minsav, Trp jelentése triptofan, Ser jelentése szerin, Tyr
jelentése tirozin, Gly jelentése glicin, Leu jelentése
leucin, Arg jelentése arginin, Pro jelentése prolin, Lys
lizin, Ala jelentése alanin, Phe jelentése fenilalanin, Asn
jelentése aszparagin, Cit jelentése citrullin. A glicin ki-
vételével a taldlmany szerinti peptidekben szerepl6 ami-
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nosavak L-konfiguracidval rendelkeznek, hacsak kiilon
nem jelezziik az eltérést.

Megvannak az okai, hogy miért kell elnyomni a
gonadotropin szekrécidjat és megakadalyozni az ovula-
ciét a néstény emldsokben, és a GnRH-analégokat,
amelyek a GnRH normalis miikédésének antagonistai,
hasznéljuk ezekre a célokra. Ebbdl az okbdl a GnRH-
antagonista GnRH-analoégoknak vizsgaljuk a fogam-
zéasgatloként, a fogamzasi periddust szabalyozo anyag-
ként, valamint a terméketlenség kezelésére szolgalo
anyagként, valamint a krénikus anovulacidban szenve-
d6 néknél az ovulacid kontrollalt indukalasaban és in
vitro megtermékenyitésben valo alkalmazhat6sagat. Jol
hasznalhatok emellett a korai pubertas, endometridzis
(méhnyalkahartya-gyulladas, beleértve a fajdalommal
kisért endometridzist is), acne, a menstruacié kimara-
dasa (azaz példaul a szekunder menstrudci6é kimarada-
sa), méhmidma, a petefészek és az emlf cisztas megbe-
tegedései [beleértve a policisztas petefészek-betegséget
(PCO) is], valamint az eml6- és négyodgyaszati rakok
kezelésére is. A GnRH-antagonistak jol hasznalhatok
a premenstrualis szindréma (PMS) tiineteinek enyhi-
tésére is. NO6knél hasznalhatok a petefészek-hiperand-
rogenizmus és rendellenes szérosodés kezelésére is.
Ezekr6l az antagonistakrol az is kideriilt, hogy j6l hasz-
sara eml6s himekben, és hasznalhatok a spermatoge-
nezis ledllitisara, azaz férfi fogamzasgatld szerekként
férfi nemi blin6z6k kezelésében, valamint a prosztata-
hipertrofia kezelésében. Még pontosabban, a GnRH-
antagonistak hasznalhatok a szteroid-dependens tumo-
rok, azaz példaul a prosztata- és emlGtumorok kezelé-
sére, valamint az ovulcio id6zitésének szabdlyozisara
az in vitro megtermékenyitésnél.

A GnRH-antagonistédk hasznalhatok még AIDS-ben
szenvedo betegek kezelésére, a timusz megfiatalitasara,
ha koriilbeliil 10 pg/kg/map-tol 1 ug/kg/nap-ig terjedd
dozisban adjuk be. A timusz azutan T-sejteket termel,
az AIDS-virus altal tonkretett T-sejtek potlasara, ezzel
kompenzalva a virus hatasait.

Szamos peptidrdl ismert, hogy hisztamin felszabadu-
lasat okozza az arbocsejtekb6l, amelyek megtalilhatok a
bérben, az inyben, és egyéb helyeken, az egész testben.
Ennek az az eredménye, hogy gyulladas jon létre, ami
gyakran 6démat okoz az arcon és a test egyéb részein.
Korabban azt figyelték meg, hogy bizonyos GnRH-
antagonistak, amelyek hatékonyan el6zik meg az ovula-
ci6t, nemkivanatos mellékhatasokkal rendelkeznek, azaz
serkentik a hisztamin felszabadulasat, és ezaltal altala-
ban hasznalhatatlanna teszik ezeket a GnRH-analogokat
az embereknek valé beadas céljara. Ennek eredménye-
ként a GnRH-analdgok tervezését abba az iranyba terel-
ték, hogy olyan polipeptideket kapjanak, amelyek meg-
tartjak a biologiai aktivitasukat, de nem okoznak nemki-
vanatos hisztaminfelszabadulast [Rivier és munkatarsai:
J. Med. Chem. 29, 1846—-1851 (1986)]. Emellett az is
fontos, hogy a peptid analég beadasat jol tlirje a szerve-
zet, f6leg az injekcid formajaban vald beadast. El6nyds,
ha megfelel6en hosszn ideig tart a hatdsa az LH szekré-
ciora, ami egy olyan tulajdonsag, amirdl azt gondoljak,
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hogy fokozza a testben levé proteolitikus enzimek le-
bontd hatdsaval szembeni ellenallast; tehéat ezeket a tu-
lajdonsagokat is figyelembe kell venni az 4j GnRH-
analogok tervezésénél. Emellett, hogy megkdnnyitsiik
ezeknek az anyagoknak emldsoknek, féleg embereknek
valo beadasat, elényds lehet, ha ezeknek a GnRH deka-
peptideknek nagy a vizoldhatésaguk, kiilondsen bakte-
riosztatikus vizben, pH=5 és pH=7,4 kozo6tti normalis
fiziologias pH-n.

J. Rivier és munkatérsai leirtdk olyan GnRH-anta-
gonistdk szintézisét, amelyeknek az el6bb emlitett
szempontok alapjan szamos tulajdonsaguk jobb a ko-
rabbi vegyiiletekénél [J. Rivier és munkatarsai: J. Med.
Chem. 35, 4270—-4277 (1992)]. Ezeknek a GnRH-ana-
légoknak a vonzd tulajdonsagai ellenére a kutatds to-
vabb folyik még javitott GnRH-antagonistdk keresése
iranyaban, kiiléndsen olyanokat kerestek, amelyek al-
kalmasak szubkuté4n injekcio formajéban val6 beadasra,
és amelyeket kevésbé dragan lehet eldallitani. Az Osszes
érdekes GnRH-antagonista legaldbb hdrom D-izomert
tartalmaz az aminosav szekvenciajaban. Javitott GnRH-
antagonistakra is sziikség van.

Nemrégiben deriilt ki, hogy az alabbi képleti GnRH-
antagonista dekapeptidek, valamint azok kozeli analog-
jai kiilonosen eldnyos tulajdonsdgokkal rendelkeznek :
Ac-B-D-2Nal-(4Cl)D-Phe-D-3Pal-Ser-AAs-D-AA4-Leu-
Lys (izopropil)-Pro-D-Ala-NH,, ahol AA; és AA¢ jelen-
tése amino-helyettesitett fenil-alanin-csoport (vagy an-
nak ekvivalense), amelyben a szubsztituens elénydsen a
4-es pozicidban van, és elényodsen egy amidkotés részét
képezi, amely kotés egy el6nydsen semleges és/vagy
hidrofilcsoporthoz kapcsolodik. Még eldnyo6sebb, ha az
egység egy Ot vagy kevesebb szénatombol allo acilezd
Agens, vagy amely egy 2—4 nitrogénatomot tartalmazo
telitetlen heterociklusos gyr(it tartalmaz, példaul egy ot-
tagl triazol gy(irit. Az 5-6s és 6-os poziciokban levé
csoportoknak lehet azonos szubsztituensiik, vagy példaul
az 5-6s pozicidban lev csoport tartalmazhat egy triazol
egységet, mig a 6-0s pozicidban levé csoport egy amino-
helyettesitett Phe (vagy annak ekvivalense), és az amino-
csoportja acilezve van, acetilcsoporttal vagy hasonld cso-
porttal. GnRH-agonistak is 1éteznek a 6-os pozicidban
hasonld helyettesitSket tartalmazva.

Ezek az antagonistdk kiilondsen hasznos termé-
kenységszabélyozok emberekben, mivel magas a bio-
l6giai potencialjuk, és koziliik szdmos hosszl ideig
hat. Elhanyagolhaté mellékhatasuk a hisztaminfelsza-
badulas serkentése. Jol oldodnak vizes pufferekben fi-
ziologids pH-értékeken, jol elviselhetdk, és nem mutat-
nak jelent8s gélesedést ha szubkutan injekcioban alkal-
mazzak Sket. Az 5-0s és/vagy a 6-os pozicidban levd
csoport oldallancédban egy amidkotés jelenlétérdl,
amely kotés a fenilcsoportot hozzékapcsolhatja bizo-
nyos vegyiletek heterociklusos gytirijéhez, azt gon-
doljak, hogy az felelSs ezeknek az elényds peptideknek
a jelent8sen jobb tulajdonsigaikért, amik megnyilva-
nulhatnak a j6 oldhatésagban és az in vivo gélesedés-
nek vald ellenalldsban. A jelen taldlméany szerinti kii-
16nbdz8 vegyiiletek szintén kiilondsen hosszh ideig tar-
t6 hatassal rendelkeznek, csokkentik az LH-szinteket in
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vivo, még 72 6ranal hosszabb ideig is, ha szubkutén ad-
juk be 8ket. Ennek eredményeképpen ezek a dekapep-
tidek kiildnosen jol hasznalhatok emldsok, féleg alla-
tok kezelésére termékenységszabalyozo anyagokként,
valamint patologids allapotok, azaz serdiilési problé-
mak, rendellenes sz&rds6dés, acne, hormondependens
neopldzia, méhmioma, menstruaciokimaradas, rendel-
lenes menstrualds, méhnyalkahartya-gyulladas, PMS, a
petefészek és az emlG cisztds megbetegedései, azaz a
PCO és hormondependens tumorok, beleértve a rossz-
indulatu és jéindulatd prosztata-, emld-, petefészek- és
heretumorokat is.

Ezek a GnRH-antagonistak oldodnak bakterio-
sztatikus vizben 5-7,4 pH-tartoméanyban; ennek kovet-
keztében témény forméban szerelhet6k ki és adhatok
be, kiiléndsen az 5—7-es pH-tartomanyban. Ezek jol to-
lerathaték in vivo és kiilondsen alkalmasak szubkutan
injekcioként beadott gyogyaszati készitményekben valo
alkalmazas céljara. Ezeket az antagonistakat kiilénosen
hatékonynak itélik néstény emldsok fogamzasgatlo ke-
zelésében, valamint szteroid-dependens tumorok keze-
1ésében; emellett ezek koziil szamos a beadast kovetden
hossza ideig hatasosan nyomja el az LH-szintet, és kii-
16ndsen kis mellékhatdssal rendelkezik a hisztaminfel-
szabaditas szempontjabol.

Az 1992. december 8-an megadott 5,169,932 szamu,
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasban,
amely publikaciot a tovabbiakban referenciaként keze-
liink, leirjak szdmos GnRH-antagonista szintézisét, ame-
lyekben a kivéalasztott csoportok oldalléncait reagaltatjak
cianoguanidinoegységek 1étrehozaséra, és ezek koziil
néhany spontan atalakul egy kivant heterociklussa, azaz
példaul 3-amino-1,2,4-triazolld. Az ebben az amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalmi bejelentésben szerepld
cianoguanidino egységek egy természetes vagy szinteti-
kus a-aminosav, azaz példaul lizin, omitin vagy amino-
helyettesitett fenilalanin (Aph), illetve ezeknek egy meg-
hosszabbitott verzidja, azaz példaul az aminohelyettesi-
tett homofenil-alanin (Ahp) oldallancéban szereplé ome-
ga-amino-csoportjira épiilnek. Az aminohelyettesités a
pozicioban ilyen jelentSsen modositott vagy mesterséges
aminosavakat tartalmaz6 GnRH-antagonistdkrol kide-
riilt, hogy jo bioldgiai hatékonysaggal rendelkeznek; az
is kideriilt nemrég, hogy ha a dekapeptid 5. vagy 6. pozi-
cidjaban az oldallancokat tovabb modositjuk, akkor en-
nek eredményeképpen kiilondsen eldnyds Ossztulajdon-
sagokkal rendelkez8 anyagokat kapunk.

Az elmlt évtizedben a GnRH-t alkot6 szekvencia
mind a tiz egységét részletesen tanulmanyoztak, azzal a
céllal, hogy hatékony antagonistakat hozzanak 1étre, és
ezeknek a vizsgdlatoknak az eredményeképpen felfe-
dezték, hogy szdmos ekvivalens csoport vélaszthato, és
egy ilyen ekvivalensnek egy masik ekvivalenssel valo
helyettesitése nem valtoztatja meg lényegesen a deka-
peptid GnRH-antagonista biologiai hatasat. Az N-ter-
minalis elénydsen N-acilezve van. Kimutattak, hogy az
olyan N-acetilezett D-izomer, amelynek oldallancédban
aromdasgytrd-struktira talalhato, azaz példaul a helyet-
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tesitett D-Phe, a helyettesitett vagy helyettesitetlen D-
Trp vagy B-D-Nal, és ez a 3 csoport altaldban egymas-
sal helyettesithetd az N-terminalison, anélkiil, hogy 1¢é-
nyegesen megviéltoztatnank a biologiai hatékonysagat.

Az is széles korben elfogadott tény, hogy ha a 2-es
poziciéba egy parahelyettesitett vagy egy 2,4-klor-
helyettesitett vagy egy pentametil-D-Phe csoportot épi-
tiink be, akkor ez jelentdsen megndveli a GnRH-anta-
gonista aktivitst, és az, hogy pontosan milyen a gytrti-
szubsztituens, csak viszonylag kis hatast mutat, ha az
alabbiak koziil valasztjuk: klor-, fluor-, bréomatom,
nitro-, metil- és alkoxicsoport.

Ami a molekula 3-as pozicidjat illeti, széles korben
elfogadott tény, hogy itt egy aroméas oldallanccal ren-
delkez8 D-izomer az eldnyds. A D-Pal, D-Nal vagy D-
Trp (helyettesitetlen vagy 6NO, vagy NinFor helyettesi-
tett) azok a csoportok, amelyeket elényosen lehet alkal-
mazni anélkiil, hogy jelentdsen megvaltoztatnink a
bioldgiai antagonista aktivitast, és ezek koziil is a D-
Pal-t részesitik eldnyben. Jollehet leirtak a 4-es pozicio-
ban levd szerinnek toleralt ekvivalensei, ezeknek nincs
jelentSsen megndtt biologiai aktivitisuk, és a nativ cso-
port 4ltaldban elényos ebben a pozicioban.

Az 1987. mércius 24-én megadott amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi bejelentésben azt irjak le, hogy a
7-es pozicidban lev3 Leu-t szamos kiilonbdzd helyettesi-
tével helyettesithetjiik anélkiil, hogy lényegesen megval-
toztatnank a biologiai hatasat, és ezeket a potencidlis
szubsztituenseket ma egymassal ekvivalenseknek tekint-
jiik. Azonban a Leu vagy NeCH;Leu(NML) csoportot
hasznaljak a leggyakrabban, és ezek kozil az egyik,
vagy az Nle vagy a Phe az altalanosan elfogadott. A 8-as
pozicidban a természetes Arg-csoportot hasznalhatjuk,
vagy az alabbi csoportok egyikét: Har, Arg vagy dietil-,
Ne- izopropil-lizin- (ILys) és izopropil-ornitin- (IOrn)
helyettesitett Har, amelyeket ebben a poziciéban ekviva-
lenseknek tekinthetiink, de éltaldban az ILys-t részesitik
elényben. Jollehet hasznalhatjuk az amidalt Gly csopor-
tot a természetes hormon C-terminalisan, az amidalt
alfa-karboxil-csoporttal rendelkezé D-alanint részesitik
eldnyben. A tobbi ekvivalensben vagy AzaGly-NH,-t
hasznalnak, vagy kihagyjak a 10-es poziciot és ehelyett a
9-es pozicidban prolin-etilamidot haszndlnak.

Az el6z8kben emlitettek fényében a jelen talalmany
targyat az alabbi képlettel rendelkez6 GnRH-antago-
nistak csaladja képezi:

GnRH-antagonista peptidek, vagy azok nemtoxikus
s6i, amelyek képlete az aldbbi:
G-B-D-Nal-(A)D-Phe-D-Pal-Ser-Aph(Qs)-D-Aph(Qq)-
Leu-ILys-Pro-AA,,, ahol G jelentése 7, vagy annél ke-
vesebb szénatomot tartalmazo alkanoilcsoport; A jelen-
tése klor-, fluor- vagy bromatom; Qs jelentése For, Ac,
lac, Ura, Atc, Pca, Bt, Cac, pGlu, Ser, D-Ser, Ac-Ser,
Ac-D-His, Ac-D-Asn, Ac-D-Cit, Ac-Gly, 3-amino-
1,2,4-triazol, B-Ala-(3-amino-1,2,4-triazol), Gly-(3-
amino-1,2 4-triazol), Ahx-(3-amino-1,2,4-triazol),
Gab-(3-amino-1,2,4-triazol), Ala-(3-amino- 1,2,4-
triazol), D-Ala-(3-amino-1,2,4-triazol), Ser-(3-amino-
1,2,4-triazol) vagy Ahx-(3-amino-1,2,4-triazol); Qg je-
lentése For, Ac, lac, Ura, Atc, Pca, Bt, Cac, Gab(atz),
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Ala(atz, D-Ala(atz), Ahx(atz), Ser(atz), pGlu, Ser, D-
Ser, Ac-Ser, Ac-D-His, Ac-D-Asn, Ac-D-Cit, Ac-Gly,
B-Ala-(3-amino-1,2,4-triazol) Gly-(3-amino-1,2,4-
triazol), Ahx-(3-amino-1,2,4-triazol) vagy Gab-(3-
amino-1,2,4-triazol) és AA,, D-Ala-NH, csoport.

A B-D-Nal alatt az alanin D-izomerje értendd, amit
a B-szénatomon naftilcsoport helyettesit, azaz lehet pél-
daul 3-D-Nal. Elénydsen a B-D-2Nal-t alkalmazzik,
ahol a naftalinnal val6 kapcsolodas a gytiri 2-es pozi-
cidjaban torténik; azonban a $-D-1Nal is alkalmazhato.
Nal, a helyettesitett D-Phe és adott esetben a helyettesi-
tett D-Trp; a 3,4-dehidroprolint (CsH;0,N) is ekviva-
lensnek tekintik. A Pal jelentése alanin, amit piridil-
csoport helyettesit a B-szénatomon; a 3-as pozicidhoz
valé kapcsolat elénydsen a piridingylirin van. Aph
alatt 4-NH,Phe-t értiink, vagy NH,-homofenil-alanint,
amit az Aph-val ekvivalensnek tekintenek. A 8-as pozi-
cioban levd csoport ILys, azaz izopropil-leucin.

Az el&fordul6 roviditéseket, amelyek az 5-0s és 6-0s
pozicioban talalhaté csoportok oldallancainak médosita-
séra hasznalt egységeket irnak le, az alabbiakban adjuk
meg: atz jelentése a 3-amino-1,2,4-triazol, Gab jelentése
a gamma-amino-vajsav. Cit jelentése a citrullin, Iac je-
lentése az imidazol-ecetsav, Ura jelentése az urakonsav,
Atc jelentése a 3-amino-1,2,4-amino-triazol-karbonsav,
Pca jelentése a 2-pirazin-karbonsav. Ahx jelentése a 6-
amino-hexansav megfelelé gyoke. Ha arrol beszélink,
hogy egy aminocsoport blokkolva van, akkor ez azt je-
lenti, hogy ugy van moédositva, hogy mar nem primer
aminosav, amidocsoporttd van acilezve. Bt jelentése bu-
tirilcsoport, Cac klor-acetil-csoport.

A GnRH-antagonistak egy elonyos alcsaladjanak a
képlete az alabbi:
Ac-B-D-2Nal-(4C1)D-Phe-D-3PAL-Ser-Aph(Q;)-D-
Aph(Qg)-Leu-ILys-Pro-AA,y, ahol Qs, Qg €s AA, je-
lentése a fenti.

A GnRH-antagonistaknak egy tovabbi elényben ré-
szesitett alcsalddja az alabbi képlettel irhato le:
Ac-B-D-2Nal-(4Cl)D-Phe-D-3PAL-Ser-Aph(Qjs)-D-
Aph(Qg)-Leu-ILys-Pro-D-Ala-NH,.

A GnRH-antagonistdk egy tovabbi elényben része-
sitett alcsaladjanak a képlete az alébbi:
Ac-B-D-2Nal-(4C1)D-Phe-D-3PAL-Ser-Aph(Qs)-D-
Aph(Qg)-ILys-Pro-AA .

A talalmény szerinti peptidek s6i is a taldlmany ko-
rébe tartoznak. A sOk a molekula karboxil vagy szabad
bazikus csoportjaival, példaul aminocsoportokkal egy-
arant képzddhetnek. Szakember szaméra az ilyen s6k
elBallitisa kézenfekvd; azok az izolalas sordn, vagy
megfelel§ savakkal vagy bazisokkal reagéltatva egy-
arant eléallithatok.

A jelen taldlmany szerinti peptideket szintetizalhat-
juk klasszikus, oldatban végzett szintézissel, de elonyo-
sen szilard fazisu technikaval szintetizéljuk. Egy klor-
metilezett gyantat vagy egy hidroxi-metilezett gyantat
hasznalhatunk; azonban elénydsen egy metil-benzhid-
ril-amin (MBH) gyantat, egy benzhidril-amin (BHA)
gyantat, vagy egyéb olyan, a szakterileten ismert, al-
kalmas gyantat hasznalunk, amely kdzvetleniil szolgal-
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tatja a C-terminalis amidot vagy helyettesitett amidot a
hasitas utan. Példaul a C-termindlisukon helyettesitett
amidot tartalmazé peptideket elénydsen N-alkil-amino-
metil gyantan szintetizaljuk (1986. februar 11-én meg-
adott, 4,569,967 szamu, amerikai egyesiilt allamokbeli
szabadalmi leiras). A szilard fazisu szintézist oly mo-
don végezziik, hogy 1épésenként adjuk az aminosava-
kat a lancba (lasd a 4,211,693 szdmu, amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi bejelentést). Az oldallanc-
védGesoportokat, amint az a szakteriileten jartas szak-
ember szdmara jol ismert, elénydsen barmelyik olyan
aminosav részeként vihetjiikk be, amelynek egy kilono-
sen reakcioképes oldallanca van, és adott esetben egy
olyan aminosavval, példaul triptofannal, amely amino-
savakat hozza kell kapcsolni a gyantdn szintetizalt
lanchoz. Az ilyen szintézissel teljesen védett inter-
medier peptidgyantat lehet kapni.

A jelen taldlmany szerinti kémiai intermediereket az
alabbi képlettel lehet leimi: X!-B-D-Nal(X2)-(A)(D)-
Phe-D-Pal-Ser(X3)-Aph(Qs)-D-Aph(Qg)-Leu-ILys-Pro-
X7, ahol X! jelentése egy a-amino véddcsoport, amely a
polipeptidek lépésenkénti szintézisének szakteriiletén
egy jol ismert tipus. Ha a kivéant peptidben G egy adott
acilcsoport, akkor az ilyen csoportot hasznalhatjuk
védbesoportként. Az X1 jelzéssel ellatott a-amino védo-
csoportok kozott vannak (1) acil tipusa véd6esoportok,
azaz példaul a formil- (For), trifluoracetil-, ftalil-, p-
toluolszulfonil- (Tos), benzoil- (Bz), benzolszulfonil-,
ditiaszukcinoil- (Dts), o-nitro-fenil-szulfenil- (NPS), tri-
tilszulfenil-, o-nitro-fenoxi-acetil-, akrilil- (Acr), klor-
acetil-, acetil- (Ac) és gamma-klorbutiril csoportok; (2)
aromas uretan tipust védbcsoportok, azaz példaul a
benzil-oxi-karbonil (Z), fluorenil-metiloxi-karbonil-
(Fmoc) és helyettesitett benzil-oxi-karbonil, azaz pél-
daul a p-klér-benzil-oxi-karbonil- (CIZ), p-nitro-benzil-
oxi-karbonil-, p-brom-benzil-oxi-karbonil- és p-metoxi-
benzil-oxi-karbonil csoport; (3) alifas uretan tipusu
védbesoportok, azaz példaul terc-butil-oxi-karbonil-
(Boc), diizopropil-metoxi-karbonil-, izopropil-oxi-
karbonil-, etoxi-karbonil- és allil-oxi-karbonil-csoport;
(4) cikloalkil uretan tipusti védGcsoportok, azaz példaul
ciklopentil-oxi-karbonil-, adamantil-oxi-karbonil- és
ciklohexil-oxi-karbonil-csoportok; (5) tiouretan tipusii
védScesoportok, azaz példaul a fenil-tiokarbonil; (6) alkil
tipusa védGesoportok, azaz példaul allil- (aly), trifenil-
metil- (tritil-) és benzil- (Bzl) csoportok; (7) trialkil-
szilan csoportok, azaz példaul trimetilszilan. Az elény-
ben részesitett a-amino véddécsoport a Boc.

X3 jelentése hidrogénatom vagy a Ser hidroxil ol-
dallancanak egy véddcsoportja, azaz példaul Ac, Bz,
tritil, DCB vagy benziléter (Bzl), eldnydsen Bzl.

X7 jelentése D-Ala-NH-[gyantahordozo] vagy a D-
Ala amidétere.

Az X3 csoport egy bizonyos oldallanc védécso-
portjai kivalasztasanak kritériuma az, hogy a véddcso-
portnak stabilnak kell lennie a reagenssel szemben
azok kozott a reakcidkoriilmények kozott, amelyeket
az a-amino védGcsoport (elénydsen Boc) eltavolitasira
valasztottunk, a szintézis egyes Iépéseiben. Ezeknek a
védGesoportoknak altaldban nem szabad lehasadniuk a
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kapcsolasi koriilmények kozott, de eltavolithatéaknak
kell lenniikk a kivant aminosavszekvencia szintézisét
kovetben, olyan reakcidkoriilmények kozott, amelyek
nem valtoztatjdk meg a peptidlancot. Azokat a véds-
csoportokat, amelyeket el8szor az 5-0s és 6-0s pozicio-
ban levé csoportokhoz hasznaltunk, a gyantardl valoé
lehasités el6tt eltavolitjuk, amint azt a késGbbiekben is-
mertetjiik.

Ha az X7 csoport D-Ala-NH-[gyantahordozd], ak-
kor egy amidkotés kapcsolja a D-Ala-t egy BHA gyan-
tahoz vagy egy MBHA gyantdhoz.

Ha G jelentése példaul acetilcsoport, akkor lehetsé-
ges, hogy a B-D-NAL a-aminocsoportja X! védéeso-
portjaként alkalmazzuk, azel6tt, miel6tt ezt az utolso
aminosavat hozzdadjuk a peptidlanchoz. Azonban egy
reakciot el6nydsen ugy végziink el, hogy a peptid a
gyantdn van (az o-aminocsoport deblokkolasa utan, mi-
kozben az oldallanccsoportok védve maradnak), példaul
ecetsavval, vagy elényssen ecetsav-anhidriddal reagal-
tatva diizopropil- vagy diciklohexil-karbodiimid (DIC
vagy DCC) jelenlétében, vagy barmely egyéb megfelel
reakcioval, amely a szakteriileten jartas szakember sz4-
méra ismert.

A taldlmany szerinti peptideket ugy allitjuk elg, 1ét-
rehozunk egy intermedier peptidet, amelynek képlete
az alabbi:
X!1-B-D-Nal(X2)-(A)(D)-Phe-D-Pal-Ser(X3)-Aph(Qs)-
D-Aph(Qg)-Leu-ILys-Pro-X7, eltavolitjuk a védécsopor-
tokat az 5. vagy 6. aminosavrol, hogy véddcsoport-men-
tesitsiik az emlitett intermedier peptid ezen aminosav-
csoportjainak egy oldallanc primer aminocsoportjat; (c)
reagaltatjuk az emlitett védGcsoport-mentesitett oldal-
lanc primer aminocsoportokat, hogy mindegyik emlitett
csoportot beépitsiik egy olyanba, amelyik a kivant mo-
dositott oldallanccal rendelkezik; és (d) mindegyik meg-
maradt véddcsoportot lehasitjuk, és/vagy lehasitunk
minden X7-ben levé gyantahordozot.

A peptid tisztitasat ioncserélé kromatografiaval vé-
gezzilkk egy MMC oszlopon, ezt kveti egy megoszlasi
kromatografia, az alabbi eltcids rendszert hasznélva:
n-butanol; 0,1 mol/l ecetsav (1:1 térfogatarany) egy
Sephadex G—25 toltetet tartalmazé oszlopon, vagy egy
HPLC, amint az a szakteriileten jartas szakember sz4-
mara ismert és publikalt [J. Rivier és munkatarsai: J.
Chromatography 288, 303-328 (1984)].

A taldlmany szerinti antagonistdk 100 pg/test-
tomegkilogramm szintnél alacsonyabb szinten is hatéko-
nyak, ha a proestrus napjan kortilbeliil délben szubkutin
re. Az ovuldcié6 meghosszabbitott elnyomasara sziiksé-
ges lehet hogy 0,1-2,5 mg/testtomegkilogramm tarto-
manyba esé dozisszinteket alkalmazzunk. Ezek az ana-
logok kiilondsen jol oldodnak fiziologias pH-kon, és vi-
szonylag tomény oldatokban allithatok el6 a beadashoz,
foleg szubkutan injekciozashoz. Ezeket a peptideket a
test jOl toleralja, és nem mutatnak gélesedési tendenciat,
valamint az injekciozas helyén maradnak, ha szubkutan
adjuk be dket. Az antagonistak hatékonyan allitjdk le a
spermatogenezist is, ha him emldsoknek adjuk be szaba-
lyos 1d6kozokben, és igy fogamzasgatld szerekként
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hasznalhatok. Mivel ezek a vegyiiletek csokkentik a
tesztoszteronszintet (ez egy elénytelen, nem kivant ko-
vetkezmény normélis, szexudlisan aktiv himeknél), ezért
sziikség lehet tesztoszteron kiegészitd dozisainak beada-
sara a GnRH-antagonistdk beadasdval egy idében. Ezek
az antagonistk hasznalhatok arra is, hogy szabalyozzak
a gonadotropinok és szexszteroidok termeldését egyéb
célokra is, amint azt az alabbiakban ismertetjiik.

Az alabbi képletekben az 5-6s és 6-os poziciokban
levd csoportokat az eredeti aminosavcsoport szerint ha-
tdrozzuk meg, mint amelynek van egy oldallancban
levé aminocsoportja, plusz a kérdéses modositas, amit
a kisérd zardjeles rész tartalmaz. Az eredeti csoport a
{6 peptidlancba épiil be, példaul az Aph vagy az Ahp,
vagy az annak megfelelé D-izomer, és igy modositjuk,
hogy a kivant AAs vagy AA, csoport j6jjon 1étre, mi-
kozben a peptidlanc egy része még a gyantahoz kotd-
dik. Azonban egy megfelelden védett, jelentGsen mo-
dositott aminosav egy masik modszer szerint hozzaad-
hat6 a névekvd peptidlanchoz, a szokasos lanchosszab-
bitasi folyamat részeként, ha sziikséges.

Az alabbi példdkban szamos GnRH-antagonista
peptidet mutatunk be, amelyek szdmos, a talalmany ol-
talmi korébe tartozo tulajdonsaggal rendelkeznek. Az
oOsszes ilyen peptid tartalmaz legalabb egy D-izomer
aminosavat. Az aminosavak modositasait az 5-0s és 6-
o0s pozicidkban el6nydsen a peptidgyantahoz valo kap-
csolasuk utan hajtjuk végre (az alabbiakban ismertetett
modon).

1. példa

Az 1-es szam\, [Ac-B-D-2NALL, (4C1)D-Phe?, D-
3PAL3, Aph(Gly)(atz)’, D-Aph(Gly)(atz)é, ILys8, D-
Alal0]-GnRH peptidet szilard fazist szintézissel allit-
juk eld. A peptid képlete az alabbi:

[Ac-B-D-NAL-(4Cl)D-Phe-3PAL-Ser-Aph(Gly)(3-
amino-1,2,4-triazol)-D-Aph(Gly)(3-amino-1,2,4-
triazol)-Leu-Lys(izopropil)-Pro-D-Ala-NH,.

Koriilbelil 3 g (0,76 mmol/lg) MBHA gyantat
hasznalunk, és a Boc-védett D-Ala-t koriilbeliil 2 o6ra
alatt kapcsoljuk a gyantdhoz DMF/CH,Cl,-ben, koriil-
beliil 5 mmol Boc-szarmazékot és dicikloheximidet
hasznalva aktivald reagensként. A D-Ala csoport egy
amidkétéssel kapesolodik az MBHA maradekhoz.

Az egyes aminosavcsoportok kapcsoldsat, mosdasat,
védGcsoport-mentesitését €s a kovetkezé aminosav
kapcsolasat az alabbi séma szerint végezzik egy auto-
matizalt berendezésben, 1,5 g gyantaval indulva:

Lépés Reagensek és miiveletek Kevertsi id§
(perc)
1 CH,Cl, mosas — 80 ml 3
’ (kétszer)
5 Metanolos (MeOH) mosas 3
’ — 30 ml (kétszer)
CH,Cl, mosas — 80 ml
3. . 3
(haromszor)
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Keverési idé

Lépés (perc)

Reagensek és miiveletek

50% TFA plusz 5%
4. 1,2 etanditiol CH,Cl,-ben 10
70 ml (kétszer)

Izopropil alkohol + 1%
5. etanditiolos mosas 80 ml 3
(kétszer)

TEA 12,5% CH,Cl,-ben
(70 ml)

MeOH mosas — 40 ml
(kétszer)

TEA 12,5% CH,Cl,-ben —
70 ml (kétszer)

CH,CI, mosas—80 ml (ha-
romszor)

Boc-aminosav (5 mmol)
30 ml, vagy dimetilfor-
mamid (DMF):CH,Cl,
vagy N-metilpirrolidinon
10. (DMP):DCM elegyben, az
adott védett aminosav old-
hatésagatol figgéen, plusz
DIC vagy DCC (5 mmol)
CH,Cl,-ben

MeOH mosas — 40 ml

1. (kétszer) 3

30-300

Trietilamin (TEA) 12,5%
12. CH,Cl,-ben — 70 ml 3
(kétszer)

MeOH mosas — 40 ml
(kétszer)
DCM-es mosas — 80 ml

14. (kétszer) 3

A fenti sémat alkalmazzuk a taldlmany szerinti pep-
tid egyes aminosavainak a kapcsoldsara, miutan az elsg
aminosavat a gyantahoz kapcsoltuk. NeBoc védelmet al-
kalmazunk a szintézis sordn minden egyes tovabbi ami-
nosavhoz. Az NeBoc-B-D-2NAL-t a szakteriileten jartas
szakember szamara ismert modon allitjuk eld
[4,235,571 szamy, amerikai egyesilt allamokbeli szaba-
dalmi bejelentés, megadva 1980. november 18-4n],
emellett kereskedelmi forgalomban is van (Synthetech,
Oregon, USA). Az 5-6s pozicioban levé Aph és a 6-0s
pozicidban levé D-Aph oldallancanak primer aminocso-
portjait Fmoc-cal védjiikk meg. Bzl (benziléter) hasznal-
hat6 oldallanc-védbcesoportként a Ser hidroxilcsoportja-
hoz, vagy a Ser-t kapcsolhatjuk oldallanc-védelem nél-
kil is. A 8-as pozicioban levd csoportként Boc-
Lys(Ipr,Z)-t hasznalunk. Az N-terminalison levd a-ami-
nocsoport trifluorecetsavval (TFA) valé véd3csoport-
mentesitése utan az acetilezést diklor-metéanban nagy fo-
l6slegben alkalmazott ecetsavanhidriddel érjiik el.

A peptid Osszeallitasat és az N-terminalis acetile-
zését kovetSen koriilbelil 9 gramm, alabbi képletii in-
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termedier anyagunk van: Ac-B-2NAL-(4Cl)D-Phe-D-
3PAL-Ser(Bzl)-Aph(Fmoc)-D-Aph(Fmoc)-Leu-
Lys(Ipr,Z)-Pro-D-Ala-NH-(MBHA gyantahordozo).
Az 5-0s és 6-os poziciOkban levé aminosavcsoportok
oldallancait ezutan egyszerre modositjuk, egyszerre vé-
gezve el az alabbi reakciokat, az Aph csoportok oldal-
lancainak véddécsoport-mentesitése utin. Az Fmoc vé-
décsoportot mindkét csoportrdl eltavolitjuk, koriilbelil
400 mg peptidgyantat 20 szazalékos piperidinnel kezel-
ve 10 ml DMF-ben koériilbeliil 30 percig; elénydsen
DMF-fel mossuk, majd még tébb piperidin/dimetil-
formamiddal mossuk ujabb 30 percig. A peptidgyantat
elényosen dimetil-formamiddal mosva az (jonnan fel-
szabaditott aminocsoportokat 2,5 ekvivalens Boc-Gly-
vel kezeljik 5 ml dimetil-formamidban, valamint
2,5 ekvivalens diizopropil-karbodiimiddel (DIC), éjsza-
kan at keverve. A Gly Boc védScsoportjat 50% TFA
10 ml DCM-ben késziilt oldataval 30 percig kezelve ta-
volitjuk el. 5 ml dimetil-formamidban oldott 2,5 ekvi-
valens difenil-ciano-karbonimidatot (PCI) reagaltatunk
a peptidgyantaval, €j szakan at szobah6mérsékleten ke-
verve. Ezutdn a peptidgyantat standard mosasnak vet-
juk ala, majd hidrazinnal keverjiik (3 ml, 3 ml dimetil-
formamidban) éjszakan at szobahémeérsékleten, hogy
teljesen lejatszodjon a Gly csoportok a-amino csoport-
jan a cianoguanidin egység kialakulasa. Ezt a 1épést
elénydsen megismételjiik. A keletkez6 cianoguanidin
egységek spontan atalakulnak a megfelelé heterocik-
lussd, azaz 3-amino-1,2,4-triazolla. A peptidgyantét az-
utan standard mosasnak vetjiik ala.

A peptidgyantat megszaritjuk, majd a peptidnek a
gyantarol valo lehasitasat, a Ser és Lys oldallancok vé-
décsoport-mentesitését 0 °C-on hajtjuk végre, 40 per-
ces HF kezeléssel. A HF kezelés el6tt megkotd anyag-
ként anizolt adunk a rendszerhez. A HF csokkentett
nyomaéson valo eltavolitasa utan a gyantat kétszer mos-
suk 100-100 ml etiléterrel. A lehasitott peptidet azonos
mennyiségli CH;CN és viz elegyével extrahaljuk a
gyantarol, az eljarast tobbszor megismételve, az egyes
kezelések soran 100-100 ml-t alkalmazva. Az extraktu-
mokat egyesitjiik, majd liofilezziik, igy kapunk 181 mg
nyers peptidport.

A peptid tisztitdsat azutdn preparativ nagynyomasu
folyadékkromatografiaval (HPLC) végezziik, a szakterii-
leten jértas szakember szdmdra ismert modon, illetve a
szakirodalomban publikélt modon [J. Rivier és munka-
tarsai: J. Chromatography 288, 303-328 (1984)]. Az
els6 preparativ RP—HPLC elvalasztasban TEAP (trietil-
ammonium-foszfat) pufferrendszert hasznalunk. Ezt az
elvalasztast megismételjitk, ugyanezt a pufferrendszert,
de egy kicsit eltér6 gradienst alkalmazva, majd a végsd
elvalasztast egy 0,1% TFA (trifluor-ecetsav) gradienssel
vegezziik a J. Rivier és munkatdrsai altal kozolt cikkben
leirtaknak megfelelGen [J. Rivier és munkatarsai: J.
Chromatography 288, 303—328 (1984)]. A dekapeptid-
bdl koriilbelill 92 mg-ot kapunk.

A peptidet homogénnek talaljuk kapillaris z6na
elektroforézissel (CZE), valamint forditott fazisa
nagynyomasu folyadékkromatografiaval, vizes trietil-
ammonium-foszfat puffert plusz acetonitrilt hasznal-
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va. A tisztasagot koriilbeliil 97-98 szdzalékosnak be-
csiiljiik. A kapott, tisztitott peptid aminosav elemzése
azt mutatja, hogy megfelel a vart képletnek, a lancban
szerepl6 minden egyes aminosavra lényegében egész-
szam értékeket adva; a tomegspektrométeres elemzés
is megegyezik ezzel az eredménnyel. Az optikai forga-
toképességet fotoelektromos polariméterrel mérve
[a]® =—34°+1,0 értéket kapunk (c=1, 50% ecetsav).

A peptidet in vivo vizsgéljuk, hogy meghatarozzuk
ndstény patkanyok ovulacidjanak megel8zésében mér-
heté hatékonysagat. Ebben a vizsgélatban meghatéro-
zott szdmu ndstény Sprague—Dawley patkdnyt (azaz
példaul 5-10 darabot), mindegyik testtomege
225-250 gramm koz6tt van, a peptid bakteriosztatikus
vizben késziilt, meghatarozott mikrogramm dézisaval
injekcidzzuk a proestrus napjan délben. A proestrus az
ovulacié délutdnja. Egy masik ndstény patkénycso-
portot haszndlunk kontroliként, amelyiknek nem
adunk peptidet. Mindegyik kontroll ndstény patkany a
proestrus estéjén ovulal; a kezelt, ovulal6 allatok sza-
mat feljegyezziik. A peptid in vivo vizsgélata azt mu-
tatja, hogy 0,5 mikrogramm dézisban 4 kezelt pat-
kanybol 3 ovulal, 1 mikrogramm doézis esetében 8 pat-
kanybol csak 5 ovulal. A patkanyok vizsgélata azt mu-
tatja, hogy a peptidet az allatok nagyon jol tiirték, nem
volt megfigyelhet6 jelentSs gélesedés az injekcidzis
helyén.

Az in vitro vizsgalatokat disszocialt patkany hipo-
fizis sejtekkel végezziik, amelyeket a vizsgalat el6tt
4 napig tenyészetben tartunk. A peptidek alkalmazasa-
ra adott valaszként kialakult LH szintet patkany LH-ra
specifikus radioimmunesszével vizsgéljuk. A kontroll-
sejtek csak 3 nmol GnRH-t kapnak, mig a kisérleti sej-
tek 3 nmol GnRH-t plusz 0,110 nmol-t kapnak a je-
lenleg standardnak hasznalt antagonistabdl (6ssze-
hasonlitas céljabol), azaz az [Ac-dehidro Pro!, (4F)D-
Phe?, D-Trp36]-GnRH-bdl vagy a vizsgalt pepidbdl.
A csak GnRH-val kezelt mintdkban szekretalt LH
mennyiségét a peptiddel plusz GnRH-val kezelt min-
takban szekretalt LH mennyiségéhez hasonlitjuk.
A peptid hatékonyabb mint a jelenleg standardnak te-
kintett [Ac-A3Pro!, D-4Fphe2, D-Trp3.6]-GnRH.

A peptidet kiilondsen hasznosnak tekintjiik, mivel
J6l oldddik vizes pufferekben 5-6s és 7-es pH-érték
kozott, valamint azért, mert in vivo ellendll a gélese-
désnek, ami kiiléndsen alkalmassa teszi szubkutan in-
jekcid formajaban valé beadasra, mas, osszemérhetd
biologiai hatékonysaggal rendelkezé vegyiiletekkel
Osszehasonlitva. Emellett meglehetésen hossza biol6-
giapotenciallal rendelkezik, az LH koncentraciokat
olyan szintekre csokkentve, amelyek t6bb mint 48 6ra
hosszat alacsonyabbak a kiindulési szint 20%-4nal.

2. példa

Az aldbbi, az A tablazatban ismertetett peptidek
képlete az alabbi: Ac-B-D-Nal-(4Cl)D-Phe-D-3Pal-
Ser-AA;-AAg-Leu-lleu-Pro-D-Ala-NH,. A peptideket
altalaban az 1. példaban ismertetett médon allitjuk el8,
szilard fazish eljarassal, a megfeleld aminosavakat be-
helyettesitve.
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A) tablazat

Sorszim AA; AAg
2. Aph(B-Ala)(atz) D-Aph(B-Ala)(atz)
3. Aph(Gab)(atz) D-Aph(Gab)(atz)
4. Aph(Ala)(atz) D-Aph(Ala)(atz)
5. Aph(D-Ala)(atz) D-Aph(D-Ala)(atz)
6. Aph(Ahx)(atz) D-Aph(Ahx)(atz)
10. Aph(Ser)(atz) D-Aph(Ser)(atz)

Az atz jelentése 3-amino-1,2,4-triazol.

Az A) tablazatban felsorolt peptideket hatékonynak
tekintjilk a GnRH altal indukalt LH szekrécid gatlasa-
ban, ésszeri koncentracioban. Mindegyik peptidet ha-
tékonynak tekintjiik néstény emldsok ovulacidjanak
gétlasaban, alacsony dozisokban. A hatékonysag id6-
tartamanak vizsgalata azt mutatja, hogy a 2. és 3. sza-
mu peptid nagyon hosszi ideig hatékony biologiailag,
az LH szekréciét az eredeti koncentracionak kevesebb
mint 20%-4ra csokkenti a periférias szérumban, tobb
mint 72 oréra.

3. példa

A B) tablazatban bemutatott, és az alabbi képlettel
rendelkezé vegyiileteket: Ac-B-D-2Nal-(4Cl)D-Phe-
D-3Pal-Ser-AAs-AA¢-Leu-ILys-Pro-D-Ala-NH, az 1.
példaban altalanosan ismertetett szildrd fazist eljarés-
sal allitjuk eld, a szakteriileten jartas szakember szama-
ra ismert megfeleld gyanta alkalmazasaval.

B) tablazat

Sorszim AA; AAg
15. Aph(pGlu) D-Aph(pGlu)
16. Aph(Ser) D-Aph(Ser)
17. Aph(Ac-Ser) D-Aph(Ac-Ser)
18. Aph(D-Ser) D-Aph(D-Ser)
20. Aph(Ac-D-His) D-Aph(Ac-D-His)
21. Aph(Ac-D-Asn) D-Aph(Ac-D-Asn)
22. Aph(Ac-D-Cit) D-Aph(Ac-D-Cit)
23. Aph(Ac-Gly) D-Aph(Ac-Gly)

A 20. szamu peptidet példaul ugy allitjuk el8, hogy
az 1. példdban ismertetett modon eldallitjuk az inter-
medierjét, majd az Aph oldallancait védScsoport-men-
tesitjlik, eltdvolitva az Fmoc csoportokat, ismét 20%-os
dimetil-formamidos oldatot hasznalva. Mosés utan az
oldallancokon levé aminocsoportokat reagaltatjuk oly
modon, hogy koriilbeliil 2 mmol Boc-D-His(Tos)-szal
reagaltatjuk egy DCM:DMF oldészerelegyben, egy
megfelelé kapcsold agenssel, azaz példaul DIC-vel.
2 ¢ra hosszat hagyjuk allni szobahdmérsékleten, ezalatt
a kapcsolasnak teljesen le kell jatszédnia. A Boc cso-
portot azutan TFA-val eltavolitjuk, és a D-His a-amino-
csoportjanak az acetilezését nagy foloslegben levo ecet-
savanhidriddel végezzikk, DCM:DMF elegyben, koril-
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beliil 15 percig. Mosas utan a peptidet lehasitjuk a gyan-
tarol és az el6zékben ismertetett médon tisztitjuk.

A B) téblazatban listazott peptideket tekintjitk haté-
konynak a GnRH 4ltal indukalt LH szekrécié blokkola-
saban, in vitro korilmények kozott, ésszerli koncentra-
cioban. Mindegyik peptidet hatékonynak tekintjik nds-

crcr

zisban.

4. példa

A C) téblazatban bemutatott, és az alabbi képlettel
rendelkezd vegyiileteket: Ac-B-D-2Nal-(4C1)D-Phe-D-
3Pal-Ser-AAs-AA4-Leu-ILys-Pro-D-Ala-NH, az 1.
példaban altalanosan ismertetett szilard fazisu eljarassal
allitjuk el6, a szakteriileten jartas szakember szdmara
ismert megfeleld gyanta alkalmazasaval.

C) tablazat

Sorszidm AA; AAq
28. Aph(Iac) D-Aph(Iac)
29. Aph(Ura) D-Aph(Ura)
31. Aph(Atc) D-Aph(Atc)
33. Aph(Pca) D-Aph(Pca)
34. Aph(Ac) D-Aph(Ac)
35. Aph(For) D-Aph(For)
37. Aph(Bt) D-Aph(Bt)
38. Aph(Cac) D-Aph(Cac)

A dekapeptidgyanta intermediert az alabbiakban is-
mertetett modon allitjuk elS, és az Fmoc védGesopor-
tokat eltavolitjuk az 5-9s és 6-0s poziciobol. A 32. sza-
mu peptid szintéziséhez példaul a véddesoport-mente-
sitett peptidgyantat Pca-val kezeljiik, amit el6zetesen ak-
tivaltunk, pentafluorofenilészterének elGallitasaval. Pon-
tosabban, 248 mg (2 mmol) 2-pirazin-karbonsavat ol-
dunk 40 ml dimetil-formamidban, amihez 368 mg penta-
fluorofenilt (2 mmol) és 252 mg DIC-t (2 mmol) adunk.
Az elegyet szobahdmérsékleten 30 percig keverjik,
majd hozzdadjuk a véddécsoport-mentesitett gyantdhoz,
€s a végsd elegyet szobah6mérsékleten keverjikk koriil-
beliil 12 6ra hosszat, hogy a kapcsolas teljes mértékben
lejatszoddjon. Mosas utdn a peptidgyantdt megszaritjuk,
majd a peptidet lehasitjuk, koriilbeliil 1,5 6ra hosszat
0 °C-on HF-dal kezelve, megkotésre anizolt hasznalva.
A HF-et csokkentett nyomason eltavolitjuk, majd a
gyantat etiléterrel mossuk, és 25% acetonitril és 75% viz
elegyével mossuk. A tisztitast az aldbbiakban ismertetett
modon végezzik.

A C) tablazatban listazott peptideket tekintjiik haté-
konynak a GnRH iltal indukélt LH szekréci6 blokkola-
saban, in vitro koriilmények kozott, ésszeri koncentra-
cioban. Mindegyik peptidet hatékonynak tekintjik nds-
zisban. A 34. és 35. szamt peptid nagyon hosszu ideig
megtartja a biologiai aktivitisat, az LH szekrécio szint-
Jét a periférias szérumban levd koncentracionak keve-
sebb mint 20%-4ra csékkenti tobb mint 72 orara.
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5. példa L . .
A7 alibbi képlettel rendelkez 40. szami vegyiile- Apeptid | Dézis | Ovuldls | p .| Ovuldls
sorszama patkanyok patkanyok
tet: Ac-pf-D-2Nal (4Cl1)D-Phe-D-3Pal-Ser-Aph(atz)-D-
Aph(Ac)-Leu-ILys-Pro-D-Ala-NH, az 1. példaban alta- 21. 1,0 4/6 2,5 2/8
lanosan ismertetett szilard fazisu eljarassal allitjuk el6, 5 2. 2.5 4/8 1,0 6/7
de a lanchosszabbitast megszakitjuk a 6-os pozicidban 3 T 58 05 ™
levé csoport hozzaadasa utan, oldallancanak acilezése : > i
miatt. 28. 1,0 3/8
A peptidet ugy szintetizaljuk, hogy az elsé 5 cso- 29. 1,0 4/8
portnak az MBHA gyantahoz val6é hozzéadésa utan le- 10 31 10 11715
allitjuk a lanchosszabbitast és eltdvolitjuk az Fmoc vé- : :
d6csoportot a D-Aph-19l, piperidin dimetil-formamidos 33. 1.0 48
oldatét hasznalva, az el6z6kben ismertetett modon. Az 34. 1,0 5/15 0,5 6/7
oldallanc aminocsoport acetilezését azutan foloslegben 35. 25 0/8 1,0 3/9
levd ecetsavanhidriddel végezziik dimetil-formamid- 15 37 25 /8
ban. A mosast kdvetden a Boc védScsoportot TFA-val - ’
eltavolitjuk, és a lanchosszabbitd szintézist ugyanigy 38. 2,5 48
folytatjuk mint korabban. A dekapeptid teljes eldallita- 40. 1,0 2/7 2,5 0/8
sa utan az N-termindlison lev4 védSesoportot eltavolit-
juk, majd acetilezést végziink, majd az 5-6s pozicioban 20 Ezeknek a peptideknek a tisztitasat kovetGen kozii-
levd oldallanc triazol egységének kialakitasat az 1. pél- lik szamosat tovabb jellemeztiink, nagynyomasu fo-
daban leirtak alapjan végezziik, aranyosan kisebb lyadékkromatografiaval, C,g szilikagélen (Vydac
mennyiséget haszndlva a reagensekbdl, mivel a lancban 0,46x25 cm), 1,7 ml/min aramlési sebességet, vala-
csak egy csoportnak az oldallanca lép reakcidba. Egy mint 35-85%-o0s gradienst alkalmazva a B pufferbdl,
masik modszer szerint a triazol csoport készitését bar- 25 50 perc alatt, és a maradék az A puffer. Az A puffer
mikor elvégezhetjiik, az Aph(Fmoc) csoportnak a né- egy 0,3% trietil-amint (térfogat/térfogat) és 0,1% fosz-
vekv( peptidlanchoz valé hozzdadasa utan. A hasitast forsavat tartalmaz6 vizes oldat, pH-ja 7,0; a B puffer
és a tisztitast szintén az eldz6kben ismertetett modon, Osszetétele 60 térfogatszazalék acetonitril és 40 térfo-
az 1. példaban leirtak alapjan végezziik. gatszazalék A puffer. Az alabbi, Y) tablazatban azt mu-
A fenti peptidet tekintjiik hatékonynak a GnRH al- 30 tatjuk be, amikor a specifikus peptidek eludlédnak a
tal indukalt LH szekrécio blokkoldsaban, in vitro koriil- C,g szilikagélrdl (részecskemeérete koriilbeliil 5 pm, po-
mények kozott, ésszerli koncentracioban. Mindegyik rusmérete 300 A), ha az emlitett gradienssel elualjuk
peptidet hatékonynak tekintjiik néstény emlésok ovula- 50 percig.
cidjanak gatlasaban, alacsony dozisban. A 40. szimu o
peptid nagyon hosszi ideig megtartja a bioldgiai aktivi- 35 Y) wblazat
tasat, az LH szekrécid szintjét a periférids szérumban
lev3 koncentracionak kevesebb mint 20%-4ra csokken- . . L Optikai
o . ., A peptid sorszima Elucids id6 forgatoképesség
ti tobb mint 72 orara. [ap)*
Az ezek koziil az antagonistak kozil kivalasztott
anyagok in vitro vizsgélatat az alabbi, X) tablazatban 40 1 13.9 _340
mutatjuk be, a dézisokat mikrogrammban értve: -
2. 14,3 -31°
X) tablazat
3. 14,7 -33°
A peptid Doézis Ovulalé - Ovulalé
sorl;zgma patkanyok Dézis patkanyok 45 4. 15,2 -41°
L. 1,0 5/8 0.5 3/4 > 152 -3
2. 1,0 9/18 2,5 0/3 6. 16,5 -30,4°
3. 1,0 1/8 0,5 4/6 50 10. 13,0 _36°
4. 1,0 1/8 s a6
5. 1,0 2/8 .
6. 1.0 02 16. 16,1 -29
10. 1,0 8/12 55 17. 15,5 ~48°
15. 2,5 4/8 18. 16,1 ~330°
17. 1,0 4/7 2,5 1/9 20. 15.8 _31°
18. 2,5 2/5
21. 14,6 -25°
20. 2,5 0/2 1,0 4/15 60
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Y) tablazat (folytatds)

Optikai

A peptid sorszama Eliiciés id6 forgatokeépesség
[op)*
22. 14,3 _240
23. 16,6 ~39°
28. 17,0 -32°
29. 18,2 -26°
31. 15,5 -32°
33. 23,5 -31°
34, 19.9 -38°
35. 18,5 -38°
37. 24,6 -38°
38. 24,5 -38°
40. 17,9 -26°

* jelentése: c=1,50%-0s ecetsavban, viz és trifluor-ccetsav jelenlé-
tére korrigalva.

A taldlmany szerinti peptideket gyakran gyogya-
szatilag elfogadhatd, nemtoxikus sok, azaz példaul sav-
addicids sok vagy fémkomplexek, azaz példaul cink, bé-
rium, kalcium, magnézium, aluminium vagy hasonlé
komplexek formajaban (amelyeket a jelen taldlmany
szempontjabdl addiciés soknak tekintiink) adjuk be,
vagy a kettd kombindcidjaban. Az ilyen savaddicids sok
lehetnek példaul hidroklorid, hidrobromid, szulfat, fosz-
fat, nitrat, oxalat, fumarat, gliikkonat, tannt, maleat, ace-
tat, citrat, benzoat, szukcinat, alginat, maleat, aszkorbdt,
tartarat és hasonlé sok. A peptid vizes oldatat példaul is-
mételten 1 mol/l ecetsavval kezelhetjiik, igy kapjuk az
ecetsavas sdjat. Ha a hatéanyagot tabletta formajaban
kell beadni, akkor a tabletta tartalmazhat egy gy6gyésza-
tilag elfogadhaté higitdanyagot, ami lehet kotGanyag,
azaz példaul akacmézga, kukoricakeményit8 vagy zsela-
tin; egy dezintegrilast el@segité anyag, azaz példaul
alginsav; és egy csiisztatd anyag, azaz példiul magné-
zium-sztearat. Ha a folyadékforméban valé beaddsra van
sziikség, akkor a gyogyaszatilag elfogadhato higitoszer
részeként hasznalhatunk édesitd és/vagy izesitd anyago-
kat is, az intravénds beadast végezhetjiik izotoénias sool-
datban, foszfatpuffer oldatokban vagy hasonlokban.

A gydgyaszati készitmények altaldban egy szokva-
nyos, gyogyaszatilag elfogadhat6 hordozoval egyiitt tar-
talmazzak a peptidet. A dozis altalaban koriilbeliil 10 ug
és 2,5 ug peptid/gazdaszervezet testtémegkilogramm
kozott véltozik, ha az anyagot intravéndsan adjuk be. Az
ordlis dozisok lehetnek magasabbak; azonban ezeknek
az anyagoknak a természete lehetGvé kell hogy tegye az
ordlis beadast. Osszességében, a betegeknek ezekkel a
peptidekkel valo kezelését éltaldban ugyanigy végez-
ziik, mint a klinikai kezelést egy masik GnRH-antago-
nistival, megfelelé hordozét alkalmazva, amelyben a
peptid oldodik.
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10

Arra is sziikség lehet, hogy a GnRH-analégot
hosszabb id6 alatt juttassuk be a szervezetbe, példaul
egyetlen beadast kovetSen egy hét — egy év alatt, és ek-
kor a lasst felszabaduldst, dep6 vagy implant dézisfor-
mat kell alkalmazni. Példaul egy alkalmas, lasst felsza-
badulasti depo injekcios készitmény tartalmazhatja a
GnRH-antagonistat vagy annak s6jat, egy lassan le-
boml6, nemtoxikus vagy nem antigén tulajdonsagh
polimerben, azaz példaul politejsav/poliglikolsav poli-
merben diszpergilva vagy kapszuldzva (3,773,919 sza-
mq, amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras).
Ezeket a vegyiileteket szilasztatikus implantumok for-
majaban is formulazhatjuk.

Ezeket a peptideket emlGsoknek beadhatjuk intra-
vénasan, szubkutén, intramuszkuldrisan, oralisan, per-
kutan, azaz példaul intranazalisan vagy intravaginali-
san, hogy termékenységgatlast és/vagy -szabélyozist
érjiink el, valamint olyan alkalmazasokban, amelyek-
ben a gonadaktivitds reverzibilis szuppresszi6jara van
sziikség, azaz példaul a pubertaskori zavaroknal vagy
besugérzasi, illetve kemoterapidban. Ezek emellett jol
hasznalhatok szteroid-dependens tumorok kezelésében.
Az effektiv dozisok fliggenek a beadas formajatol és az
éppen kezelt emlGsfajtol. Egy tipikus dézisforma lehet
példaul egy bakteriosztatikus vizes oldat, pH=6, amely
tartalmazza a peptidet, ezt az oldatot parenteralisan ad-
juk be, igy kapunk egy 0,1-2,5 mg/testtomegkilo-
gramm per nap dézistartomanyt. Ezek a vegyiiletek in
vivo j6l toleralhatdk, és ellendllnak a gélesedésnek; en-
nek megfeleléen kiilondsen alkalmasnak itélik Gket
bakteriosztatikus vizes oldatban készitett szubkutén in-
Jjekcid forméajaban vald beadasra, a megfeleld koncent-
racioban, azaz kortilbelil 0,75 mg/ml folott és még
1,0 mg/ml fo16tt is, anélkill, hogy az injekcié helyén
fellépne a gélesedés veszélye.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. GnRH-antagonista peptidek, vagy azok nemtoxi-
kus s6i, amelyek képlete az alabbi:
G-BP-D-Nal-(A)D-Phe-D-Pal-Ser-Aph(Q;)-D-
Aph(Qg)-Leu-ILys-Pro-AA,, ahol

G jelentése 7, vagy annal kevesebb szénatomot tar-
talmazo alkanoilcsoport;

A jelentése klor-, fluor- vagy bromatom;

Qs jelentése For, Ac, Iac, Ura, Atc, Pca, Bt, Cac,
pGlu, Ser, D-Ser, Ac-Ser, Ac-D-His, Ac-D-Asn, Ac-D-
Cit, Ac-Gly, B-Ala-(3-amino-1,2,4-triazol), Gly-(3-
amino-1,2,4-triazol), Ahx-(3-amino-1,2,4-triazol),
Gab-(3-amino-1,2,4-triazol), Ala-(3-amino-1,2,4-
triazol), D-Ala-(3-amino-1,2,4-triazol), Ser-(3-amino-
1,2 ,4-triazol),

Qs jelentése For, Ac, lac, Ura, Atc, Pca, Bt, Cac,
Gab(atz), Ala(atz), D-Ala(atz), Ahx(atz), Ser(atz),
pGlu, Ser, D-Ser, Ac-Ser, Ac-D-His, Ac-D-Asn, Ac-D-
Cit, Ac-Gly, B-Ala-(3-amino-1,2,4-triazol), Gly-(3-
amino-1,2,4-triazol), Ahx-(3-amino-1,2,4-triazol),
vagy Gab-(3-amino-1,2,4-triazol), és

AA 4-D-Ala-NH,.
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2. Az 1. igénypont szerinti GnRH-antagonista
peptid, amelyben mind Qs, mind Qg jelentése Ac cso-
port, és A, G és AA,; jelentése az 1. igénypontban
megadott.

3. Az 1. igénypont szerinti GnRH-antagonista
peptid, amelyben mind Qs, mind Qq jelentése For cso-
port, és A, G és AA|, jelentése az 1. igénypontban
megadott.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti GnRH-
antagonista peptid, amelyben G jelentése Ac és A, Qs,
Qg és AA 4 az 1-3. igénypontokban megadott.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti GnRH-
antagonista peptid, amelyben A jelentése 4-klor- vagy
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4-fluoratom és G, Qs, Q4 és AA , az 1-4. igénypontok-
ban megadott.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti GnRH-
antagonista peptid, amelyben D-Pal jelentése D-3Pal és
A, G, Qs, Qg és AA jaz 1-6. igénypontokban megadott.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti GnRH-
antagonista peptid, amelyben B-D-Nal jelentése B-D-
2Nal és A, G, Qs, Qg és AA g az 1 7. igénypontokban
megadott.

8. Az 1. igénypont szerinti GnRH-antagonista peptid,
amelynek a képlete az aldbbi: Ac-B-D-2Nal-(4CI)D-
Phe-D-3Pal-Ser-Aph(Ac)-D-Aph(Ac)-Leu-ILys-Pro-D-
Ala-NH,.
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