.
.
¢« o
.
.
teals
:
.
v 3
.
o
R ]
:
-
Rl
A4 L)
.

{f&ﬁﬂ; Vﬁ??ﬁTﬁmp"
PELDANY

75223

KIVONAT

Eljaras kombindcidés vegylilet kdnyvtarak el&illitéasara

CIBA-GEIGY AG, BAZEL, SVAJC

A bejelentés napja: 1994. 11. 28.

Els8bbsége: 1993. 12. 009. (93810864.4),
NEMETORSZAG

A nemzetkozi bejelentés szama: PCT/EP94/03936

A nemzetkodzi kdzzététel szama: WO

A talalmany téargya eljaras szémos kiildnbdz8 egység eldalli-
tasara, amelyek tartalmaznak egy szilard vagy fél;g szilard
hordozét (gydngy), egy szintetikus oligomert (ligandum) és egy

it
azonositdé strukturat (EEET; amely a ligandumok moncmerjeit
kédolja, valamint a taldlmany targyat képezi az emlitett kdnyv-
tar alkalmazéasa Uj vegyilettipusok és egyedi vegyliletek
keresésére. A taladlmany targyat képezik tovabba az 0j eljaréssal

kimutatott vegyliletek, valamint ezek alkalmazésa trombin

inhibitorként.

'\,\,{/( - (“ ‘74~— !/



-
.

: | '—\"L“' L :\!\l/ v:-o
S S Y
W f_i_! Rt I RN

" AR S
€
»

(RRE

S SB.G. & K.
Nemzetkdzi
Szabadalmi Iroda
H-1062 Budapest, Andrassy dt 113.
Telefon: 34-24-950, Fax: 34-24-323

62.352/PA

Eljaras kombinaciés vegyllet kdnyvtarak elé4dllitasara

CIBA-GEIGY AG, BAZEL, SVAJC

Feltaldlék: FELDER, Eduard, BAZEL,
RINK, Hans, RIEHEN,

SVAJC

A bejelentés napja: 1994, 11. 28.
Elsébbsége: 1993. 12. 09. (93810864.4),1
NEMETORSZAG

A nemzetkdzi bejelentés szama: PCT/EP94/03936

A nemzetkdzi kézzététel szama: WO

Ty enmoae oL



A talalmany térgya eljaréds szamos kiilénbdzd egység eldalli-
tasdra, amelyek tartalmaznak egy szildrd vagy félig szilard hor-
dozdt (gydngy), egy szintetikus oligomert (ligandum) és egy azo-
nositd strukturat (tag), amely a ligandumok monomerjeit kédolja,
valamint a taldlmany téargyadt képezi az emlitett kényvtar alkal-
mazasa Uj vegyillettipusok és egyedi vegyliletek keresésére. A ta-
lalmany targyat képezik tovébba az Gj eljarassal kimutatott ve-
gylletek, valamint ezek alkalmazasa trombin inhibitorként.

Ujabban egyre ndvekszik az igény olyan vegylletek irant,
amelyek szelektiven csak egy specifikus receptorhoz k&t&dnek.
Ezeket a vegylileteket hasznalhatjuk tébbek kézétt
inhibitorokként, agonistaként, antagonistaként vagy jelzésként.
Ezzel ¢sszefliggésben kifejlesztették annak lehetdségét, hogy
egyszerre szintetizaljanak szamos kildénbdz8 vegyiiletet (kdnyv-
tar), és vizsgaljak, hogy képesek-e egy specifikus receptorhoz
kotédni. Ezek a vegylletek (kombinatoridlis kémiai kényv-
tarak=CCL) altaldban természetes aminosavakat vagy nukleotidokat
tartalmaznak, illetve még gyakrabban tartalmaznak médositott
aminosavakat, médositott nukleotidokat és eqgyéb vegylleteket,
amelyeket monomer épitdkdvekként lehet hasznalni.

Ezeknek a koényvtdraknak az egyes ligandumait &ltalaban
egymassal parhuzamosan szintetiz4ljéak, vagy keverék, vagy
fizikailag egymastél elvalasztott egyedi vegyiiletek formajéban.
Ez a parhuzamos szintézis teszi lehetdvé, hogy olyan koényv-
tarakat &llitsanak elé viszonylag révid idé alatt, amely

nagyszami kilénbdézé ligandumot tartalmaz.



A szakirodalomban két lényegileg kiilénbdzd f£8 stratégiat
irnak le a tdébb kiilénbézd vizsgalatra vard vegyliletet tartalmazéd
kényvtarak kémiai szintézisére.

1. A ligandumokat a szintézis utdn oldatban kapjuk meg
[ Houghten és mtsai: Nature 354, 84-86 (1991)].

2. A ligandumokat egy szilard hordozén szintetizaljak, és
a szintézist Ugy szabalyozzak, csak egy ligandumfajta k&tddik a
hordozdhoz [ egy gydngy - egy szekvencia: Lam és mtsai: Nature
354, 82-84 (1991); Furka és mtsai: 14" Intern. Congr. Biochem.
FRO13 (1988)] .

Az elsd stratégiaban a probléma az, hogy miként lehet a
kivant ligandumot vildgosan azonositani, hiszen az &sszes ligan-
dum egyszerre van Jjelen az oldatban. A kiilénbdz8 varidbilis
pozicidkkal rendelkezd ligandumok azonositdsadhoz arra van
szikség, hogy varidciénként minden egyes lehetséges monomerbdl
egy poolt szintetizaljunk, igy példaul egy 4 varidbilis pozi-
cidval rendelkezd ligandumnal, amelynél minden poziciét a 20
aminosav egyike foglalhat el, 4 * 20, azaz 80 poolt kell meg-
szintetizalni és megvizsgalni.

A masodik stratégidval egyetlen poolban leﬁet eldallitani
az Osszes lehetséges variénst, és egyszerten el lehet valasztani
a kivant ligandumot hordozé szildrd hordozdét, ezzel azonositani
lehet a kivant ligandumot. A korlatozds azonban a hasznalt li-
gandum tipusdban taladlhaté, mivel az &sszetételiiket ezt kdvetden
kell azonositani. Ennek megfelelden csak azok a ligandumok
hasznalhatdék, amelyeket szekvendladssal viladgosan azonositani

lehet (a természetes aminosavakat tartalmazé peptidek, DNS és
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RNS). Egy tovabbi hétrédny, hogy a ligandumoknak a szilard
hordozékhoz valé kapcsoldédasa hamis pozitiv eredményeket adhat,
azaz szamos vizsgalat nem végezhetd el olyan ligandumokkal,
amelyek szildrd hordozdhoz wvannak koétve.

Ezekkel az ismert lehetd&ségekkel szemben a jelen taladlmény
tdrgya egy olyan koényvtar, amelyben minden egyes szilard hordo-
zbhoz csak egyetlen tipust ligandum k&8té8dik (egy gydngy, egy
szekvencia), és csak egyetlen, ezt a ligandumot kédold azonositéd
struktiura (tag) koétédik. Egy ligandumnak egy tag-hoz vald vi-
lagos hozzarendelése lehetdvé teszi, hogy egy koétési vizsga-
latban az olyan ligandumokat 1is azonositsuk, amelyek abban a
mennyiségben, amelyben jelen vannak a hordozén, nem azono-
sithaték egyértelmien az ismert mdédszerekkel és/vagy automa-
tizalt eljarédsokkal. Egy tovabbi meglepd eldny, hogy a ligandum
egy tovabbi eljarédssal levédlaszthatdé a hordozdrdl, anélkil hogy
akar csak részben elveszitené az azonosithatésagat, igy a vizs-
galat eredményét semmi esetre sem befolyadsolja a sziladrd hordo-
z6. A homogén oldatban jelenlevd azonositott ligandumokkal tehat
lehetséges olyan vizsgalatok elvégzése, amelyek nem végezhetdk
el a szildrd hordozdhoz kétd8d8 ligandumokkal, iiyen példaul a
tovéabbi enzimatikus vizsgélat, vagy tisztasdgvizsgalat IR-rel,
NMR-rel vagy MS-sel.

A talélmany targya tehat egy szamos kiilénbdzd egységet tar-
talmazé konyvtar, amely egységek mind egy szilard vagy f£félig
szilard hordozébdél (gyéngy), egy szintetikus oligomerb&l (ligan-
dum) és egy azonositd struktirabél &llnak (tag), amely révén a

ligandum monomerjei azonosithatdk, a kdvetkezd jellemzdkkel:
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(a) minden hordozd egység csak egyetlen tipusu ligandumot
hordoz,

b) a ligandum és a tag ugyanahhoz a hordozdéhoz kotdédik,
kilénboz8 pozicidkban,

c) a ligandumot, filiggetleniil a tag-tdél, és anélkiil, hogy
az informécidtartalmdt megvéltoztatnank, levalaszthatjuk a horxr-
dozdérdl,

d) a tag egy szekvendlhatd polipeptid, és

e) a tag vagy a ligandum szintéziséhez egy véddcsoportot
hasznalunk, amelyet enyvhe savas koriilmények kozdétt el lehet ta-
volitani.

Igy tehadt a taladlmany szerinti eljarassal lehetséges két
kiilénbozd vizsgdlat végrehajtasa:

a) egy elsd vizsgdlat, amellyel eldzetesen vizsgdlni le-
het az akceptorhoz kotdtt ligandumot, mikdézben az emlitett 1li-
gandum a szilard vagy félig szilard hordozdhoz kétddik,

b) egy méasodik wvizsgalat, a ligandumnak a hordozdérél és
az informdcids strukturdrdél vald eltdvolitdsa utan, a ligandum
tovébbi jellemzése céljabél. A masodik wvizsgélattal hasonléd-
képpen vizsgalhatjuk a ligandumnak az akéeptorhoz valéd
kotddését, de lehet egy teljesen eltérd wvizsgalat 1is, amelyet
nem lehet elvégezni a hozzadkapcsolt ligandummal.

Az enyhe savas koridlmények kozdott eltévolithatd véddcso-
portokat teljesen eltavolithatjuk példadul maximum 10%-os,
elénydsen maximum 5%-os ecetsavval. Az eldényds véd8csoportok
legalébb tizszer labilisabbak mint a dimetil-dimetoxi-

benziloxikarbonil véd&csoport (Ddz). Kildndsen eldnyds csoport



példaul a tritil tipust, azaz példaul a helyettesitetlen vagy az
alkoxi-helyettesitett tritil csoport.

A ligandum szakkifejezés minden olyan vegylletre vonat-
kozik, amely szamos kildénbdz& monomert tartalmaz. Tipikus
esetben a monomerek legaldbb két reakcidképes csoportot tartal-
maznak. Ilyen reakcidképes csoport lehet példiul az amino-, azi-
do-, izocianido-, izocianato-, hidrazino-, karbonil-, karboxil-,
acilhalogeno-, hidroxil-, szulfhidril-, szulfonil-klorid-,
foszfat-csoport, valamint a halogén csoportok. A szintézis meg-
kénnyitésére a csoportok reaktivitasat médosithatjuk, védd vagy
aktivald csoportok bevezetésével. A két vagy tébb reakcidképes
csoportot tartalmazé monomerekre tipikus példa a természetes
vagy nem-természetes aminosavak, o-aminokarbonsavak, szachari-
dok, nukleotidok és nukleotid analdégok. Ha kettdénél tobb reak-
cidéképes csoportot tartalmazé monomert hasznalunk, akkor az is
lehetséges, hogy a ligandumba opcionadlis elégazasokat vagy cik-
lizacidés lehetdséget épitsink be. A csak egy reakcidképes cso-
portot tartalmazé monomereket haszndlhatjuk végcsoportokként.

Az alédbbiakban részletesen ismertetett invencidzus eljaras
azt 1is lehetdvé teszi, hogy olyan ligandumokbél készitsiink
kényvtarat, amelyekben az egyes épitdkdvek nem csak egymés utan
vannak kapcsolva, hanem egymds mellé 1is, az alapvegylilet egy
specifikus kombindcidéjaként. Ezt Ugy érhetjik el, hogy egy olyan
alap épitdékdvet kapcsolunk a ligandumhoz, amely szamos reak-
cidképes csoportot tartalmaz, vagy kézvetlenil, vagy egy linke-
ren keresztiil a hordozdhoz kapcsclva, majd ehhez az alap épi-

tékdhoz egyedi monomereket kapcsolunk, amelyek egy, vagy egynél



tdbb reakcidképes csoportot tartalmaznak. A Jelen talalmany
leirdsa soran az alap épit8kdévek szakkifejezés Jelentése
szteroid mag, penicillin- vagy penem mag, szorafének, benzo-
diazipinek, szacharidok vagy dezferoxiamin. A kiilénbdzd reakciéd-
képes csoportokat standard kémiai médszerekkel rogzithetjik
ezekhez a magokhoz.

Az eldényds ligandumok olyan monomereket tartalmaznak, ame-
lyeket nem lehet vildgosan azonositani szekvenadlédssal, tovéabbi
kisérleti er&feszitések nélkiil, azaz példdul ismert automatizalt
eljarasokkal.

A szekvendlassal vildgosan nem azonosithaté monomerek mind
kémiai vegyliletek, kivéve a 20 természetes aminosavat és a DNS-
ben valamint az RNS-ben eld8forduld természetes nukleotidokat. A
tipikus példdk a moédositott aminosavak vagy nukleotidok, o-ami-
nokarbonsavak, D-aminosavak, szacharidok, szacharid oldallancot
tartalmazé aminosavak, valamint a c¢sak egy reakcidképes cso-
portot, azaz példaul acetil- vagy benzilcsoportot tartalmazd
végcsoportok.

A ligandumok &ltalédban szildrd vagy félig szilard hordo-
zéhoz vannak koétve egy linkeren keresztil. A liéandumhoz hasz-
nédlt linkerek &ltalédban kémiai vegylletek, amelyek legalédbb keét
reakciéképes csoportot tartalmaznak. Azok az eldnyben része-
sitett 1linkerek, amelyek tolerdljédk a gyenge lUgos és gyenge
savas kdériilményeket, igy a ligandumok és a tag-ok nemcsak meg-
szintetizalhaték, hanem vizsgalhatdék is a hordozdédn. Az eldényben
részesitett linkerek tehat csak egy specifikus reakcidval hasit-

haték le, ilyen példaul a metionin, amely brémciédnnal hasithatd,



vagy 1ilyenek példaul azok a linkerek, amelyek csak erdsen lugos
vagy savas kdrulmények koézott hasithatdk le, vagy fotolitikusan
vagy redukald illetve oxidaldé korilmények kozdtt. Kilondsen eld-
nydsek azok a linkerek, amelyek hasithatdé kotéseket képeznek
ligos kézegben, de stabilak savas koérudlmények kozott, igy a 1li-
gandum szelektiven eltéavolithatdé a hordozérdél. Megfeleld linker
példdul a p-hidroximetil-benzoesav, a 4-hidroximetil-fenil-
ecetsav, a benzhidrilamino-, az allil-, a hidroxikrotonil-
aminometil-csoport, a 3-nitro-4-hidroximetilbenzoesav, a p-
nitro-benzhidrilamin, a 4-[ 4,4 -bisz(metilszulfinil)-2-oxibenz-
hidrilamino] -vajsav valamint a diszulfid linkerek, amelyek
emellett egy olyan csoporton keresztil kapcsoldédhatnak, amelyet
a sziladrd fazisu szintézisben handle-nek neveznek. Ezek a jelen
taldlmény szerinti eljérasban alkalmazhaté linkerek tartal-
mazhatnak az ismertetett hasithatdé épitékovek mellett tovabbi
épit8kdveket 1is, amelyek vagy befolyadsoljédk a hasitasi reakciot
vagy nem, és amelyek alkalmasak arra, hogy a ligandum varidbilis
részét térbelileg elvadlasszak a hasithaté csoporttdl.

Az olyan roévid peptidek is hasznalhatdk linkerként, amelyek
specifikus protedz hasitédsi hellyel rendelkeznek,'azaz példaul a
tripszinnek, az ysca-nak, az yscF-nek vagy a V8-protedznak meg-
feleld hasitasi hellyel.

Kildnbsen eldnydsek azok a linkerek, amelyeknek a hasitési
helye ellendrizhetd, azaz megfeleld kdrilmények kdzdtt a linker-
nek csak egy specifikus része hasad le, ezzel lehetdvé teszi,
hogy a ligandumokat tdbb részben tavolitsuk el a szildrd hordo-

z6rdl, példaul tovabbi vizsgalatok miatt. Kildnbdsen azokat a



linkereket tekintik elénydsnek, amelyek illékony vagy gaz
halmazallapot A&genssel hasithatdk, azaz példaul ammdniaval,
mivel ezek a linkerek - a ligandumok vizsgadlata eldtt - telje-
sen, vagy vagy majdnem maradékmentesen eltavolithatdk.

Ahhoz, hogy képesek legyiunk arra, hogy a kilénbézd ligan-
dumokat pontosan meghatédrozott és - a ligandumok heterogenitasa
ellenére - egyenld részletekben hasitsuk le, lehetséges, hogy a
hordozé és ligandum egy hasithaté részt tartalmazzon, amint azt
az eldz8kben ijeleztiik, valamint egy olyan részt, amely minden
ligandumban azonos. A konstans rész megfeleld épitdékdévei alta-
laban lehetnek kémiai vegyliletek, amelyek nemcsak a linker
hasithaté részéhez valé kapcsoldédast teszik lehetdvé, hanem
egyéb kémiai épitd8kdvekhez is, vagy a ligandumhoz. Illusztrativ
példadk lehetnek bifunkcidés kémiai vegyliletek, azaz példaul
aminosavak, nukleinsavak vagy a ligandum invariébilis részei.

Az informaciés struktura (tag) egy szekvendlhatd polipep-
tid, amelynek a kédold egységei rendszerint természetes amino-
savakat tartalmaznak (Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, Gln, Glu, Gly,
His, Ile, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr és Val).
El8nyds, ha olyan aminosavakat alkalmazunk, aﬁelyeknek nincs
reakcidképes oldalléancuk és/vagy kdénnyen azonosithatdék a szek-
venaléds soran, ilyen &ltaldban az Ala, Asn, Asp, Gly, Ile, Leu,
Phe, Pro, Trp és a Val. A tag emellett az egyik eldézdkben ismer-
tetett linkeren keresztil kapcsolédhat a hordozdhoz, amely lin-
ker specifikus koérilmények kozdétt lehasithatdé. Ebben az &ssze-
fliggésben lényeges, hogy a linker és a tag elvalasztésa lehet-

séges, fliggetlentil a méasiktdl, és a ligandumnak a hordozdétdl
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valdé elvalasztasa nem médositja a tag altal hordozott informa-
cidt.

Ha mind a 20 természetes aminosavat alkalmazzuk, akkor
lehetséges, hogy 20 kiilénbdz8 monomert kédoljunk variabilis
helyenként. Ha varidbilis helyenként hasz kildnbdzd monomernél
tdbb monomert hasznalunk, akkor minden egyes kédold egységhez
egynél tobb aminosavat haszndlunk. Dipeptidek alkalmazésaval
lehetséges 20% kiilénbdz8 monomer alkalmazasa 20 kiildénbdzd amino-
savval.

Ahhoz, hogy elkeriljik a helytelen értelmezést a tag szek-
venalasa soran, ahhoz az szilikséges, hogy c¢sak az eldzdkben
ismertetett, eldnyben részesitett aminosavakat hasznéaljuk.
Azutédn ezek az aminosavak hasznalhatdék di- vagy tripeptidekben,
hogy noéveljik a kédolhatdé monomerek széamat, azaz a ligandumnak
minden egyes monomerét egynél toébb aminosav kédolja a tag-ban.

Ahhoz, hogy biztositsuk, hogy a tag a lehetd legkisebb
mértékben befolyasolja a vizsgalat eredményeit, és a ligandum
mennyisége a lehetd legtdbb legyen, ahhoz az kell, hogy a ligan-
dum-tag arany egy sziladrd vagy félig szildrd hordozén eldénydsen
egynél nagyobb legyen, eldnyésen 2 és 100 kézétt, legeldnyd-
sebben 4 és 10 kozott legyen.

Gyakorlati okokbél a tag-ot ellathatjuk egy induld és/vagy
lezArd szekvencidval, amely nem kédolja a ligandum monomerjét,
igy, ha a tag-ot szekvenaljuk, akkor lehetséges, hogy pontosan
azonositsuk a ligandum kédold rész kezdetét és végét. Az ilyen
induld és lezaré szekvenciak lehetnek példaul olyan aminosavak,

amelyek nem kédoljak a ligandum monomerjét, valamint azonos
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aminosavakbél &l116 di- és tripeptidek, azaz példadul a Val-Val
vagy a Leu-Leu-Leu.

A “szilard vagy félig sziladrd hordozdé” szakkifejezés jelen-
tése olyan makroszkopikus részecske, amely nem olddédik a reak-
cibékdzegben és amelyhez mind a ligandum mind a tag elegendd
mennyiségben hozzadkoéthetd. A hordozdhoz kothetd tag mennyisé-
gének elegendének kell lennie ahhoz, pontosan azonosithatd jelet
adjon (azaz > pmol) ha a tag-ot szekvenadljuk. Ha a tag radioak-
tiv izotdpal Jjelzett monomereket tartalmaz, akkor 1 pmol-nal
kisebb mennyiségli tag hordozdé azonosithatdé a radioaktiv vegyi-
letek kisebb kimutathatésdgi hatdra miatt.

A ligandum és a tag koétédését a hordozéd felszinén levd
reakcidképes csoportok révén valdsitjuk meg, azaz példaul ami-
no-, karboxil-, hidroxil- wvagy halogén-csoportokkal. Ezek a
reakcidképes csoportok &ltaldban madr a hordozé alkotdelemei, de
bevihetd8k vagy mddosithatdk késdbb is. A sziladrd fazist szin-
tézisben szokasosan alkalmazott gyantidk lehetnek példaul a
Merrifield féle peptidszintézisben haszndlt gyanté&k. Ezek nagy-
részt polisztirol molekulat tartalmaznak, amely divinilbenzol
kopolimerizacidé réven tartalmaz keresztkdtéseket. A molekuldkbdl
tovabbi szarmazékokat készithetlink, ugy, hogy a reakcid-
partnereket a szildrd fazisl szintézisben 6sszekapcsoljuk.

A taldlmany targyat képezi tovadbba eljarids az elézdkben
ismertetett kényvtdr készitésére, azzal jellemezve, hogy a 1li-
gandumot és a tag-ot ortogonédlis és alterndld szintézissel kap-

csoljuk Ossze.
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A jelen taldlmany szerinti kdnyvtarak szintézise az aléabbi
lépésekbdl 4all:

a) a tag elsd egységét (elénydsen ekvivalens mennyiségneél
kisebb mennyiségben, azaz a hordozdén levd reakcidképes csoportok
alapjan szamitva 50 mol%-nal kisebb mennyiségben) kapcsoljuk,
majd a ligandum vagy az épitdkovének elsd monomerjet, vagy ezek-
nek egy linkerét a szildrd vagy félig sziladrd hordozdhoz kap-
csoljuk;

b) adott esetben tovadbbi nem-varidbilis monomereket kap-
csolunk a ligandumhoz, vagy tovabbi nem-varidbilis kédold egysé-
geket kapcsolunk a tag-hoz;

c) a szilard vagy félig szildrd hordozét a ligandum
variadbilis monomerei szerint részekre osztjuk szét;

d) minden egyes részen kildn, a kédold szekvenciaban
tovabbi médositdsokat végzink a ligandumnédl, vagy a ligandumnak
ebben a poziciéjéban lehetséges varidbilis monomerek ko&zul egyet
kapcsolunk, valamint kapcsoljuk az ezt a lépést kdédold tag-ot;

e) bsszekeverjik a részeket;

f) a b) és e) lépéseket addig ismételjik, ameddig a li-
gandum varidbilis részét teljesen megszintetizéljﬁk, majd

g) adott esetben egy vagy toébb tovabbi invaridbilis mono-
mert kapcsolunk a ligandumhoz vagy tovabbi nem-kédold egységet
kapcsolunk a tag-hoz (lasd az l-es és 2-es reakcidsémakat);

a tag vagy a ligandum szintéziséhez egy olyan véddcsoportot
hasznédlva, amely enyhe savas kéruilmények koézott eltévolithatod.

A tag elsd egysége kotésének, az elsd monomer ligandumhoz

vald kotésének és a linker els®d monomerhez vald kobtésének a



13 etes

tipusa flgg a valasztott reakcidcsoport tipusatél, és az 1ilyen
csoportokra kidolgozott standard médszerekkel lehet létrehozni.

A tovabbi szintézist a szilard fazisa szintézisre kidol-
gozott, ismert standard médszerekkel lehet elvégezni [ Fields és
mtsai: Intern. J. Pept. Prot. Res. 35, 161-214 (1990)}. A ligan-
dum és a tag szintézisében haszndlt &atmeneti véd8csoportok (védd
végcsoportok, amelyeket minden egyes szintézislépés eldétt el
lehet tavolitani) ortogondlis véddcsoportok, azaz a ligandum és
a tag szintézisét egyméstél filggetlendl el lehet végezni. Pél-
daul két védScsoport csoport hasznaélhatéd, az elsd csoport enyhe
savas korilmények kdzdtt tavolithatd el, a masik csoport pedig
ligos korilmények kozott tavolithaté el, vagy fény hatasara,
oxidativ vagy reduktiv kérilmények kozott. Kiléndsen eldényds az
olyan véddcsoportok kombindciéjanak alkalmazasa, amelyek enyhe
savas koériilmények kozdtt és lagos koérilmények kozott tavo-
lithatdék el.

Hogy biztositsuk a kompatibilitast a nagyszama véddécso-
porttal, amelyek a ligandum szintézise soran megmaradnak, a
savval eltavolithatd ideiglenes véd&csoportok kuléndsen kife-
jezett savérzékenységgel rendelkeznek. A negfelélé savra érzé-
keny védécsoportok legaldbb tizszer érzékenyebbek mint a
dimetil-dimetoxibenziloxikarbonil véd&csoport (Ddz).

A teljes ortogonalitéds eléréséhez elénydsen a luggal elta-
volithaté fluorenilmetoxikarbonil (Fmoc) csoportot haszné&ljuk a
struktira szintéziséhez, és savra érzékeny tritil (Trt) vagy

helyettesitett tritil véddcsoportokat, azaz példéul alkoxi-



helyettesitett

szintéziséhez.

A védécsoportok kombindcidjédra az

tritilcsoportot
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hasznalunk a méasik

meg:
Ligandum Tag A monomerek oldallanca
Fmoc tipus Trt tipus savra érzékeny vagy allil

Trt tipus

alliloxikarbonil

Trt tipus

Boc vagy NPS tipus

alliloxikarbonil

Trt tipus

A B-eliminéciés

tipusu

tipus.

munkatidrsai adjidk meg [ Fields és mtsai: Intern. J.

Fmoc tipus

Trt

Boc

NPS

Trt

Trt

tipus

vagy

tipus

tipus

tipus

alliloxi-

karbonil

véd&csoportok;

A valaszthatd

az

csoportok altalénos

Res. 35, 161-214 (1990)] .

NPS jelentése

tipus

savra érzékeny vagy allil

tipus

savra érzékeny
allil tipus

allil tipus
B-eliminédcids tipus

B-eliminacids tipus

aldbbi példéakat

Pept.

struktira

adjuk

leirasat Fields

tipusi csoportok A&ltaldban fluorenilmetil
nitrofenilszulfenil

és

Prot.



Azok is alkalmas kombinaciék, ha a fenti véddcsoport cso-
portok egyikét olyan véddcsoporttal rendelkezd ligandumokkal
vagy tag-okkal kombindljuk, amelyek fotolizissel eltavolithatdk,
azaz ilyen példadul a nitrobenzil- vagy a nitroveratril-
oxikarbonil csoport.

Az amidok szintéziséhez sziikséges reakcidlépések széles
kérben ismertek a szakterileten, és A&ltaldban a reakcidban
résztvevd karbonsav csoport aktivalasénak tipusitél figgenek. A
reakcidk 4altalaban egy kondenzald Agens Jelenlétében mennek,
vagy, ha a karbonsavakat anhidridek formajaban aktivadljuk, akkor
a karbonsavat megkétd agens jelenlétében. Néhany esetben az is
lehetséges, hogy kaotrép Aagenseket, azaz példéaul LiF-ot adjunk a
reakcibéelegyhez NB-metilpirrolidonban. A reakcidkat =30 °C és
+150 °C hémérséklettartomanyban hajtjuk végre, eldnydésen +10 °C
é&s +70 °C kozdtti hémérséklettartomanyban, és legeldnydsebben +20
°C és +50 °C ko6zdtti hémérséklettartomanyban, valamint ha szik-
séges, akkor semleges géazatmoszféraban.

A j61 haszn&lhaté kondenzaldé agensekre illusztrativ példak
a karbodiimidek, azaz példaul az N,N -dietil-, az N,N -diizo-
propil-, az N,N -diciklohexil- wvagy az N—etii—N’—(B—dimetil—
aminopropil)-karbodiimid; a karbonil vegylletek, azaz példaul a
karbonil-diimidazol; az 1,2-oxazdlium vegylletek, azaz példaul a
2-etil-5-fenil-1,2-oxazdlium-3’ -szulfondt és a 2-terc-butil-5-
metilizoxazélium-perklorat; az acilamino vegyliletek, azaz pél-
daul a 2-etoxi-l-etoxikarbonil-1l,2-dihidrokinolin; és az uronium
vegylletek, azaz példaul a 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tet-

rametilurénium-tetrafluoroboréat (TBTU); vagy a foszfébnium vegyu-
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letek, azaz példaul a benzotriazol-l-iloxi-trisz(dimetilami-
no) foszfénium-hexafluorofoszfat (BOP) vagy a benztriazol-1-1il-
oxi-pirrolidinofoszfénium-hexafluorofoszfat (PyBOP) .

A hasznalhaté savksétdk 4altaldban alkalifémek, karbonatok
vagy bikarbondtok, azaz példaul natrium- vagy kalium-karbonat
vagy bikarbonat (altaldban szulfattal egyltt), vagy szerves ba-
zisok, azaz példaul sztérikusan géatolt tri-(alacsony szénatom-
szami) alkilaminok, azaz példaul az N-diizopropil-N-etilamin.

A ligandumnak és a tag-nak a reakcidkban részt nem vevd
reaktiv oldallancait egy harmadik csoportba tartozd véddcso-
porttal lehet megvédeni. A Jol hasznalhaté védd&csoportokat és a
bejuttatasukra valamint eltévolitasukra kidolgozott eljarasokat
toébb helyen publikaltidk [ “Protective Groups in Organic
Chemistry”, Plenum Press, London, New York (1973); “Methoden der
Organischen Chemie”, Houben-Weyl, 4. kiadas, 15/1, Georg-Thieme-
Verlag, Stuttgart (1974); Th. W. Greene “Protective Groups in
Organiz Synthesis”, John Wiley & Sons, New York (1981); Atherton
és mtsai: “Solid Phase Peptide Synthesis - A Practical Approach”
IRL Press Oxford University (1984); Jones: “The chemical
synthesis of peptides”, Oxford Science Publications, Clavendon
Press Oxford (1991); Bodanszky: “Peptide Chemistry” Springer
Verlag Berlin (1988)] .

A hidroxi véddcsoportokra tipikus példak az acilgydkok,
azaz példaul a terc-butoxikarbonil gydk, az éterezd csoportok,
azaz példaul a terc-butil csoport, valamint a szilil wvagy on
gybkdk, azaz példaul a tri-n-butil-én gydk vagy a terc-

butildimetilszilil gydk.
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A karboxilcsoportokat terc-butil-, benzil-, trimetilszilil-

etil- vagy 2-trifenilszilil tipusu észterképzéssel védhetjik

meg.

Az aminocsoportokat kényelmesen megvédhetjik eltavolithatod
acilamino-, arilmetilamino, észterezett merkapto-amino-, 2-acil-
alk-l-enilamino-, szililamino-, én-amino- vagy azidocsopor-

tokkal, beleértve a terc-butoxikarbonil-, alliloxikarbonil-,

benziloxikarbonil-, 4-nitrobenziloxikarbonil-, dimetilmetoxi-
karbonil-, nitrofenilszulfenil-, 2,2,2-trikléretoxikarbonil-,
pentametilkromanoszulfonil- (PMC) vagy metoxitrimetilbenzil-

szulfonil (Mtr) védécsoportokat.

A tiolok acetamidometil csoportokkal védhetdk meg.

Ezeket a védd8csoportokat altaldban a ligandum és a tag tel-
jes szintézise utan kézdsen tavolitjuk el a peptidkémia szokvéa-
nyos médszereit alkalmazva, é&ltaldban 95%-os trifluorecetsavas
kezelést alkalmazva. Néhany esetben erds nukleofilek, azaz pél-
dédul 1,2-eténditiol is hozzaadhaté, a keletkezett véd&csoportok
befogasara.

Ezeknek a védécsoportoknak az eltavolitasara tovabbi mdd-
szerek ismertek, ide tartozik, tdbbek koézdtt a P-eliminacid,
szolvolizis, hidrolizis, alkoholizis, acidolizis, 1luggal vald
kezelés vagy redukcid.

A d) pontban ismertetett reakcidkban a részek szédma minden
esetben megegyezik a kapcsolandé ligandum koévetkezd monomerje
lehetdségeinek szamaval. Amint az eldzd8kben ismertettiik, egy tag
egység egynél tébb aminosavat tartalmazhat. Ha egy egység tobb

aminosavat tartalmaz, akkor ezek mindegyike egyméds utadn hozza-
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kapcsolhatd a noévekvd tag-hoz, vagy kildén megszintetizalhatd egy
egységként, és egy reakcidban hozzdkapcsolhatdé a tag-hoz. A tag
szekvenalédsat koénnyebbé tehetjik, ha az elejéhez és a végéhez
egy vagy toébb olyan aminosavat kapcsolunk, amelyek jelzik az
informaciét hordozdé rész kezdetét és végét (start szekvencia/vég
szekvencia).

A  kivadnt receptorhoz két8d8 ligandum azonositédsédhoz a
fentiek szerint elddllitott kdnyvtéarat a vizsgidlandé akceptorral
kezeljlik, majd mossuk és 1izoladljuk azokat .a hordozdkat, ame-
lyekhez az akceptor hozzakétddve marad.

A jelen taladlmadny szerinti lehetséges akceptorok makro-
molekuldris egységek, amelyeknek van affinitasuk egy vagy egynél
tdbb ligandumhoz. A jellemzd példak receptorok, beleértve a
szerotonin receptort, a GABA receptort és a benzodiazepin recep-
tort; a transzport fehérjék, azaz példiul a natrium- és kalium-
csatornidk, az ellenanyagok és az enzimek, azaz példdul a pro-
tedzok, a trombin, a renin, az ACE, az aromatdz és a reverz
transzkriptéz; vagy ezeknek olyan fragmensei, amelyek a ligan-
dummal szemben ugyanazzal a koétési tulajdonsagokkal rendel-
keznek. Az ezeket az akceptorokat megkdtd ligéndumok antago-
nistaként, inhibitorként, agonistaként vagy az akceptorok marke-
reként mikdédnek.

Hacsak eleve természetesen nincs jelen, akkor az akcep-
torokat egy azonosithaté csoporttal 1latjuk el, azaz példaul
fluoreszkalé, kemolumineszkald vagy radioaktiv izotédépot tartal-
mazé csoporttal, avidinnel, Dbiotinnal, riporter enzimekkel,

immunoldgiailag kimutathatdé csoportokkal (ELISA) vagy hasonldk-
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kal. Az eldz8kben emlitett markerekkel vald jelzés mdédszerel és
az affinitaskromatografia &ltaldban ismert a szakteruleten.

Azoknak a hordozdéknak az izolalésat, amelyekhez az akceptor
hozz&akdétédik, manudlisan végezzik, a hordozdk szortirozasaval,
azaz példaul UV vagy kék fény alatt fluoreszkald akceptorok
esetében, vagy automatizdlt berendezés segitségével, amelyet
dltaldban sejtek szortirozadsdra hasznilnak.

Az ilymédon izoladlt minden egyes hordozd tag-jat a peptid-
elemzés szokvanyos moédszereivel lehet szekvendlni, azaz példaul
Edman degradacidval, és az emlitett hordozdhoz kapcsolddd
hordozét tisztdn azonositani lehet. A szekvendlast a ligandum
szeparalidsa elétt és utédn is el lehet végezni, azaz példaul
automata szekvenald berendezéssel, a hordozdéhoz kapcsolddd tag-
ndl. A ligandum szeparalédsa uté&n szekvendlast részesitjuk
elényben, mivel ebben az esetben a ligandumrél felszabaduld mo-
nomerek nem =zavarjdk a szekvendlast. Egy méasik lehetéség a
ligandumok termindlis derivatizdléasa (azaz példaul acilezéssel),
igy ezek nem bomlanak el a tag elemzésekor.

Egy tovabbi lehetdség a tag szepardlasa a hordozétdl, majd
a tag szekvenaléasa.

A kdtési teszt soran fellépd fals pozitiv eredmények kiza-
rdsidra a ligandumokat teljesen vagy részben szeparalhatjuk az
egyes hordozéktdl, és homogén oldatban tovabbi vizsgalatnak
vethetjik aléd, azaz példaul egy mésodik vizsgdld eljaréasnak,
amelyben az akceptorhoz valé kapcsolddasukat vizsgdljuk. A li-
gandum szeparaléasat befolyasolja példdul a linker hasitésa a

hordozé és a ligandum koézdtt, az emlitett linkerre specifikus
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reakciéval. Ha a linker p-hidroxibenzoesav, akkor ezt a hasitast
az egyes hordozdék gazallapotu amménidval, telitett amménia/THF
oldattal vagy folyékony ammdénidval vald kezelésével végezhetjlk
el (példaul mikrotiter lemezeken). A szeparalt ligandumot azutan
lemoshatjuk a hordozdérdl, és még egyszer vizsgalhatjuk a
kotédését a receptorhoz, vagy egy tovabbi vizsgalatot is
elvégezhetiink, amely nem végezhetd el a hordozdhoz kapcsolt 1li-
gandumokkal. Ilyenek példadul a kotési vizsgadlatok, az olyan
vizsgdlatok, amelyekben a fényelnyelést mérjuik, illetve az MS,
IR vagy NMR vizsgalatok.

A linker megfeleld megvalasztdsa azt 1s lehetévé teszi,
hogy az elsé vizsgalatban a ligandumok elsd részét elvalasszuk
az izolalt hordozdéktdl, gazallapotl amménidval vald kezeléssel,
majd a ligandumok masodik részét egy mésik vizsgalatban hasz-
nadljuk, amménia/THF oldattal vagy folyékony amménidval kezelve.
Ebben az esetben a megfeleld linker a 4-hidroximetilbenzoesav.

Egy tipikus példa a potencialis trombin inhibitorok kényv-
taranak szintézise, amelyek a természetben eld nem forduld
aminosavakat és egyéb épitdkdveket tartalmaznak, és 1igy sokkal
ellenalldébbak a protedzoknak.

A konyvtar példaul pentamerekbdl &ll, amelyekben 2 konstans
és 3 varidbilis pozicidé taldlhatéd, OSsszetételiik a kdévetkezd:

X -Y -2 - Pro - GABA

X= 2-cianobenzolszulfonil, D-Phe, N-benzilglicin, f-Ala vagy
acetil

Y= L-Pro, D-Pro, PB-Ala vagy L-Asp

Z= L-Arg, D-Arg, B-Ala, L-Asp vagy szarkozil
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Ez a készitmény 5x4x4=100 lehetdséget biztosit a ligandumok
bsszetételére.

Az egyes monomereket az azonositd strukturdban dipeptidek
kédoljak.

Ennek a kdényvtarnak az &tvizsgalasa utén azt talaltuk, hogy
a D-Phe-D-Pro-Arg-Pro-GABA és a D-Phe-Pro-D-Arg-Pro-GABA penta-
peptidek mind hatékony trombin inhibitorok.

A jelen taladlmany targya tehdt a D-Phe-D-Pro-Arg-Pro-GABA
és a D-Phe-Pro-D-Arg-Pro-GABA képletd vegyllet, vagy ezeknek
gyégyaszatilag elfogadhatéd séi, trombin gatlasara; valamint gyé-
gyaszati készitmények, amelyek tartalmazzak az emlitett trombin
inhibitorokat, &énmagukban, vagy tovabbi opciondlis toltdanya-
gokkal kombinalva.

A jelen taladlmany targyat képezi tovabba minden, az 14j
eljarassal kimutatott vegyllet, amelyet a humén vagy allati test
terdpids és profilaktikus kezelésére fel Ilehet hasznadlni. Az
eldnyben részesitett felhaszndldsi terllet a terédpias és
profilaktikus kezelés, a trombin funkcidval, azaz az embdlidval
és trombdzisokkal kapcsolatban.

A jelen taldlmany szerinti gydgyaszati készitmények ente-
radlis, azaz példaul oralis és emellett rektdlis és parenteradlis
beadads céljara alkalmasak, példaul szubkutdn, intravénas vagy
intraperitonedlis beadédsra, melegvérd &llatoknak, és a farma-
kolégiailag aktiv adalékanyagot vagy odénmagéban vagy egy gydégya-
szatilag elfogadhaté hordozéval egylitt tartalmazzadk. A napi
dézis fiigg a beteg koratdl és egyedi &llapotatél, valamint a

beadads médjatdl.
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Az Uj gydégydszati készitmények 10-80%, eldénydsen 20-60%
aktiv adalékanyagot tartalmaznak. Az enterdlis vagy parenteralis
beadas céljara készitett gydgyaszati készitmények tipikusan egy-
ségddézis formdjédban vannak, azaz példadul drazsék, tablettak,
kapszuldk vagy kupok, és emellett ampulldk formajadban. Ezeket a
dézisformakat Onmagédban ismert médon &llitjuk eld, 4altaléban
szokvanyos keveréssel, granulé&léassal, konfekcionalédssal, oldas-
sal vagy liofilezési médszerekkel.

Az oralis beadasra alkalmas gydgyaszati készitményeket
részesitjik eld8nyben. A megfeleld hordozdék fdéleg toltdanyagok,
azaz cukrok, legegyszerilbb, ha laktdz, szachardéz, mannitol vagy
szorbitol, celluléz készitmények és/vagy kalcium-foszfatok, al-
taldban trikalcium-foszfat vagy kalcium-hidrogén-foszfat, emel-
lett koétdanyagok, azaz keményitdpasztéak, &ltaldban kukorica-,
biza-, rizs- vagy burgonya-keményitd, zselatin, tragantmézga,
metilcelluléz és/vagy polivinil-pirrolidon, és/vagy, ha szik-
séges, akkor dezintegrédtorok, azaz példaul az eldézbkben emlitett
keményiték, valamint a karboximetil-keményitd, keresztkotéses
polivinil-pirrolidon, agar, alginsav vagy annak séja, azaz pél-
ddul a natrium-alginidt. A téltdanyagok fdleg céﬁsztatéanyagok,
dramlast szabalyozé 4&agensek, és sikositdé anyagok, 4altalédban
szilikatok, talkum, sztearinsav vagy sdéi, &ltaldban a magnézium-
sztearidt vagy kalcium-sztearadt és/vagy a polietilénglikol. A
drazsé-magokat megfeleld nem-enterdlis vagy entarédlis boritéassal
ldthatjuk el, &altaldban toémény cukoroldatokat hasznéalva, amelyek
tartalmazhatnak gumiardbikumot, talkumot, polivinil-pirrolidont,

polietilénglikolt és/vagy titandioxidot, sellak oldatokat megfe-
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leld szerves oldészerekben vagy olddészer-keverékekben, vagy az
enteralis boritas elkészitéséhez megfeleld celluldz készitmények
oldatait, azaz példadul acetil-celluldz-ftaldt vagy hidroxipro-
pilmetil-celluldéz-ftaldt oldatéat. Festékeket és pigmenteket
adhatunk a tablettdkhoz és drazsékhoz, hogy egyszerlen azono-
sitani vagy jelezni lehessen a hatdanyag kiildénbozd dézisait.

Az oralis beadashoz hasznalt tovabbi gydégyaszati készit-
mények zselatinbél készilt, szarazon téltdtt kapszuldk, valamint
lagyan zart kapszuldk, amelyek =zselatinbdél és egy lagyito-
anyagbdl, azaz példéul glicerinbdl vagy szorbitolbdél allnak. A
szadrazon tdltiitt kapszuldk a hatdanyagot tartalmazhatjak granu-
latum formdjaban, egyszerien téltdanyagokkal, azaz példaul
laktézzal elkeverve, koétdanyagokkal, azaz példaul keményitdkkel
elkeverve és/vagy csusztatdanyagokkal, azaz példaul talkummal
vagy magnézium-sztearattal elkeverve, és emellett vagy tartal-
maznak stabilizalészert vagy nem. A lagy kapszuldkban az aktiv
adalékanyagot eldnydsen megfeleld folyadékban oldjuk vagy szusz-
pendaljuk, altaléban zsirolajban, paraffinolajban vagy folyékony
polietilénglikolban, amelyhez stabilizaldészert adunk.

A rektdlis beadashoz haszndlt megfeleld gyééyészati készit-
mények &altaldban kUpok, amelyek az aktiv adalékanyag és egy kup-
alapanyag keverékébd8l &4llnak. A megfeleld kipalapanyagok lehet-
nek példaul természetes vagy szintetikus trigliceridek, paraffin
szénhidrogének, polietilénglikolok és magasabb szénatomszamua
alkanolok. Az is lehetséges, hogy zselatin kapszuléakat hasznal-
junk a rektédlis beaddshoz, amelyek az aktiv adalékanyagot egy

alapanyaggal kombindlva tartalmazzdk. A megfeleld alapanyagok
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dltaléban folyékony trigliceridek, polietilénglikol vagy
paraffin szénhidrogének.

A parenterdlis beadéshoz hasznadlt gyégyészati készitmények
az aktiv adalékanyag vizes oldatat vagy szuszpenzidjat tartal-
mazzak, egyszerden olajos 1injekcidés szuszpenzidk, amelyekhez
megfeleld lipofil olddészereket vagy hordozdkat hasznadlunk, azaz
példaul zsirolajokat, altaléban szezdmolajat wvagy szintetikus
zsirsav-észtereket, azaz példaul etil-oledtot wvagy trigli-
cerideket, vagy vizes injekcidés szuszpenzidk, amelyek tartal-
mazhatnak viszkozitast nodveld anyagokat, altaléban karboximetil-
cellulédzt, szorbitolt és/vagy dextrant, és vagy tartalmaznak
stabilizaldszert vagy nem.

A talalmany targyat képezik tovabba az el&zdkben emlitett
trombin inhibitorok, eldnydsen gydégyészati készitmény forma-
jaban. Az aktiv adalékanyag dézisa figg a melegvérd allat
fajatél, a beteg koratél és altalanos dllapotéatdl, valamint a
beadds médjatél. A tervezett napi dézis egy korulbeldl 75 kg
sulyl beteg parenteradlis kezeléséhez koérulbeldl 0,1-500 mg,
elénydsen 1-50 mg.

A taldlmanyt az alébb kovetkezd példékban részletesen
ismertetjik.

Az aladbbi roéviditéseket haszndljuk:

DCCI = diciklohexil-karbodiimid
DCE = dikléretén

DICD = diizopropil-karbodiimid
DIPEA = diizopropiletilamin

DMA dimetilacetamid



DMF = dimetilformamid

DMAP = dimetilaminopiridin

DMSO = dimetilszulfoxid

Fmoc = fluorenilmetiloxikarbonil
GABA = y-aminovajsav

HOBT = hidroxibenzotriazol

Net; = trietilamin

Osu = O=-szukcinimid

Pip = piperidin

PMC = pentametilkromanszulfonil
Trt = tritil

Az ismétld8dd kezeléseket sarzs eljarassal végezzik a
peptidkémidban &ltaldban hasznalt szildrd féazisud technika elja-
rassal [ Fields és mtsai: Intern. J. Pept. Prot. Res. 35, 1l61-214
(1990)], azaz a reagens oldatokat a gyantdhoz hozzédadva, majd
ezt kévetden megszlrve (a szlrletet gyenge vakuumban izolaljuk).

Egy kényvtar leiradsat ismertetjik (lasd az l-es reakcid-
sémat), amely két konstans és 3 varidbilis pozicidval rendelkezd

pentamerekbdl &4ll, Osszetétele:

X -Y -2 - Pro - GABA

X = 2-cianobenzolszulfonil, D-Phe, N-benzilglicin, p-Ala,
acetil
Y = L-Pro, D-Pro, B-Ala, L-Asp

Z L-Arg, D-Arg, B-Ala, L-Asp, szarkozil.
Az el&z8kben ismertetett egyedi monomereket az azonositd

strukturédban az alabi dipeptidek kdédoljak:
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Epitékdvek Dipeptid

2-clianobenzclszulfonil

klorid DG
D-Phe GD
N-benzilglicin GF
B-Ala AA
Acetil AG
L-Pro DA
D-Pro GA
L-Arg GG
D-Arg NG
L-Asp AN
szarkozil NA
1. Példa

Tritillel védett aminosavak és dipeptidek készitése

Mindegyik dipeptidbdl vagy aminosavbél 10 mmol-t szusz-
penddlunk 36 ml kloroform/acetonitril (4:1) elegyben. Ezutan
lassan, cseppenként 10 mmol trimetilszilil-kloridot adunk hozza,
és a reakcidelegyet 2 é6ra hosszat 65 °C-on refluxéltatjuk. Ezutan
cseppenként 20 mmol trimetilamint adunk hozza, majd végezetul 10
mmol tritilklorid 10 ml kloroformos oldatat adjuk hozza. 60 perc
elteltével metanolt adunk hozz& fdldslegben, majd uUjabb 5 perc
elteltével a reakcibelegyet beparlassal toéményitjik eés a
maradékot megszaritjuk. A nyersterméket jégbehiltdétt 2 mol/l
koncentraciéji k&lium-hidrogénszulfat oldatban (vagy citrom-

savban) vessziik fel, majd az oldatot etilacetéattal extrahaljuk.
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Vizes 1laggal valdé visszaextrahadlds utén (koridlbelil 5 °C-on) a
vizes féazis pH-jat k&lium-hidrogénszulfat oldattal 6-7 kozé
4llitjuk. A Trt-dipeptid vagy Trt-aminosav kicsapddik, majd
etilacetattal extrahdljuk. A szerves fazishoz 10 mmol tri-
etilamint adunk, majd a sarzsot beparlassal betdményitjik (a
Trt-dipeptid vagy a Trt-aminosav trietilamménium séja) .

fgy 4allitjuk eld a Trt-dipeptideket (DG, GD, GF, AA, AG,
DA, GA, GG, NG, AN és NA) valamint a Trt-aminosavakat (A, D, F,

G és N).

2. Példa

A hordozd gyanta részleges derivatizdldsa a tag konstans

egységének az ekvivalens mennyiségnél kisebb mennyiségével

A Polyhipe SU 500 gyanta (Novabiochem) 181 umol reakcidképes
alkilamino csoportjat etiléndiaminnal derivatizaljuk, 5 x 40
masodpercig 20%-os Pip/DMA-val mossuk, majd 10 x 60 masodpercig
DMA-val mossuk szobahdémérsékleten.

Felvitel: koérulbeldl 430 umol/g ekvivalens korilbelil 2000
pmol/gyantarészecskével (gydngy).

Az el&aktivaléshoz 60 umol Trt-Gly-OH-Neti-at oldunk 66 pmol
(a HOBT alapjan), 0,5 mocl/l HOBT/DMA oldatban, majd ehhez az
oldathoz 66 umol (a DICD alapjéan) 2 mol/l koncentracidéju DICD/DMA
oldatot. 40 percig szobahdmérsékleten tartjuk, majd a keveréket
2 ml DMA-val higitjuk, majd az oldatot a gyantara pipettézzuk.
Kézvetleniil ezutdn 66 pumol DIPEA-t adunk hozza&. A kapcsoléasi
reakcidét 60 percig folytatjuk. A gyantdt 10 x 45 mésodpercig

6blitjuik DMA-val.
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2.1. Példa

A tag-tdltés meghatadrozidsa a szabad amincocsoportok mérésével

Az Fmoc riporter csoportot a gyantdhoz kapcsoljuk, majd a
félésleg kimosasa utédn ismét lehasitjuk és megmerjik.
Eljéarés:

275 umol Fmoc-Osu-t oldunk 2,1 ml DMA-ban, majd hozzaadjuk a
gyantédhoz. Kézvetlenil ezutan 413 pmol (a DIPEA alapjan) 1,5
mol/l koncentraciéju DIPEA/DMA oldatot pipettazunk a gyantara.
80 percig hagyjuk szobahdémérsékleten, majd a gyantat 10 x 18
masodpercig mossuk DMA-val. A Fmoc csoport eltadvolitaséara a
gyantat 15 x 40 méasodpercig szobahdmérsékleten 20%-os Pip/DMA-
val kezeljik. Az dsszegyljtétt szdrleteket meghatédrozot médon
higitjuk, majd meghatérozzuk a 299, 8 nm-en mérhetd
extinkciéjukat. A szabad aminocsoportok teljes szama kérilbelil
154 pmol, azaz a gyantara felvitt teljes mennyiség 85%-a (a 1li-
gandum szazaléka). A gyanta tag tdoltése igy kdrilbelil 15 szaza-

lék.

3. Példa

A ligandum linkerének hozzakapcsoldsa a gyantahoz

A preaktivaléshoz 769 umol 4-hidroximetilbenzoesavat oldunk
845 umol (a HOBT alapjan) 0,5 mol/l koncentracidju HOBT/DMA
oldatban, majd az oldatot 845 umol (a DICD alapjén) 2 mol/l
koncentraciéju DICD/DMA oldathoz adjuk hozza. 40 percig hagyjuk
szobahdmérsékleten, majd a reakcidbelegyet 0,3 ml DMA-val
higitjuk és a gyantara pipettazzuk. Kézvetlenil ezutan 845 pmol

DIPEA-t adunk hozza4 és a kapcsolasi reakcidét tovabbi 60 percig
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6. Példa

A ligandum és a megfeleld tag variabilis részeinek szintézise

5, egyenként 19 umol-os részre osztjuk szét a kiindulasi
anyagot (egy rész minden egyes, ebben a pozicidéban lehetséges

varianshoz) .

6.1. Pelda

A ligandum 1. variébilis pozicidjanak szintézise

El8sz6r a ligandumrdl eltavolitjuk az Fmoc csoportot a 2.
példaban leirtak alapjan. Ezutan végrehajtjuk a kiilén kapcsoléasi

reakcidkat az 1. varidbilis pozicidhoz (Z pozicid):

Pool Monomer Mennyiség Kbédoléas
1 Fmoc-L-Arg (PMC) -OH 76 pmol GG

2 Fmoc-D-Arg (PMC) -OH 76 umol NG

3 Fmoc-fB-Ala-OH 76 umol AA

4 Fmoc-L-Asp (OtBu) -OH 76 umol AN

5 Fmoc-szarkozil-OH 76 pmol NA

Mindegyik, az eldzdkben emlitett Fmoc épiﬁékévet 85 umol
HOBT oldattal preaktivdljuk (0,5 mol/l DMA-ban), majd hozzaadunk
84 umol DICD oldatot (2 mol/l DMA-ban) 40 percre szobahdmérsék-
leten, majd, 230 pl DMA-val végzett higitéds utén, hozzdadjuk egy
gyantarészhez. Kézvetlenil ezutdn 84 upmol DIPEA-t adunk hozza. A
kapcsolédst 45 percig végezzlik szobahdmérsékleten. Egy kapcsolas

utani reakcidét is elvégzink tovabbi 35 percig, egy azonos 0Ossze-
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tételd eleggyel. Az acetilezést és a moséast az 5. példaban leir-

tak alapjan hajtjuk végre.

6.2. Példa

A tag lancanak meghosszabbitasa dipeptidekkel

Kédtablazat alapjén a 6.1 példaban szerepld minden egyes
pool-ban, a kapcsolt monomer szerint, az 1. példaban ismerte-
tett, a monomert kdédolé Trt peptiddel a tag részt egyenkent
tovadbb szintetizaljuk (lasd 2. reakcidséma).

El8szdr az irreverzibilisen kapcsolt tag tritil csoportokat
tdvolitjuk el diklé;eténban oldott 5 szazalékos hangyasavval (2
x 1 perc), majd mossuk:

5 x 45 masodpercig DMA-val

3 x 45 masodpercig 3%-os trietilamin DMA-s oldataval

3 x 45 masodperc DMA-val.

Ezutdn a dipeptideket a megfeleld tag-okhoz kapcsoljuk, kuldn-

kiilén reakcidkban.

1 Trt-GG 129 pmol
2 Trt-NG 129 umol
3 Trt-AA 129 umol
4 Trt-AN 129 pmol
5 Trt-NA 129 umol

Az el&z8kben listézott Trt-dipeptideket 40 percig preak-
tivaljuk 142 pmol HOBT-vel és 142 umol DICD oldattal (DMA-ban).
Az oldatokat azutdn hozzédadjuk a megfeleld gyantarészekhez, és

azonnal kezeljik 142 pumol DIPEA-val. A kapcsoléasi reakciét 60
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percig folytatjuk szobahdmérsékleten majd a mosast az alabbiak
szerint wvégezzuk:
2 X 45 mésodperc DMA-val
1 x 5 perc ecetsavanhidrid:piridin:DMA eleggyel (1:1:8 tér-
fogatarany)

5 x 45 mésodperc DMA-val.

6.3. Példa

A tag lachosszabbitidsa egyedi aminosavakkal (a 6.2 példa

alternativaja)

El8szér a tag-nak a gyantdhoz irreverzibilisen hozza-
kapcsolt tritilcsoportjait tavolitjuk el 5 szazalekos hangyasav
dikléreténos oldatéval (a 2. példédban leirtak alapjéan).

Mindegyik tag komponens 4,3 pumol-ja 5 részéhez:

1 Trt-G(I) 129 umol
Trt-G(II) 129 pumol
2 Trt-G(I) 129 umol
Trt-N(II) 129 umol
3 Trt-A(I) 129 umol
Trt-A(II) 129 umol
4 Trt-N(I) 129 umol
Trt-A(II) 129 umol
5 Trt-A(I) 129 pmol
Trt-N(II) 129 pmol

Az eldz8kben listézott Trt-aminosavakat 40 percig preak-
tivaljuk 142 umol HOBT-vel és 142 umol DICD oldattal (DMA-ban).

Az oldatokat azutdn hozzaadjuk a megfeleld gyantarészekhez, és
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azonnal 142 pumol DIPEA-val kezeljik. A kapcsoldsi reakcidt azutén
60 percig végezzik szobahdmérsékleten, majd azutdn az alébbiak
szerint mossuk:

2 X 45 méasodperc DMA

1l x 5 perc ecetsavanhidrid:piridin:DMA eleggyel (1:1:8 tér-

fogataréany)

5 x 45 masodperc DMA-val.

Miutdan a Trt csoportokat ez eldzd8kben ismertetett mbdon
eltavolitottuk, mindegyik, az eldz8kben (II) alatt listazott

Trt-aminosavat kapcsoljuk, az eldzd8kben jelzett mddon.

6.4. Példa

A ligandum mésodik varidbilis részének szintézise

Az Y pozicidét lényegében ugyanugy visszik be mint a Z pozi-
cidét (az eltérd kdédolds szerint) (ladsd a 2. reakcidsémat). Ezt
Ugy csinéljuk, hogy Osszekeverjuk a 6.2. és a 6.3 példdban sze-
repldé Osszes mintat, majd 4 egyforma részre osztjuk (4 Y rész).

Ebben a 4 kildén részben minden, az ebben a pozicidban
lehetséges monomert a 6.1 példaban leirtak alapjan kapcsolunk.

Pool Monomer Mennyiség Kdédolés

1 Fmoc-L-Pro-OH 76 umol DA
2 Fmoc-D-Pro~-OH 76 umol GA
3 Fmoc-f-Ala-0OH 76 umol AA
4 Fmoc-L-Asp (OtBu) ~OH 76 umol AN

Amint azt a 6.2. vagy a 6.3. példaban ismertettiik, a mono-

merhez tartozd tag-ot ezutédn kapcsoljuk.
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6.5. Példa

A ligandum 3. varidbilis pozicidjanak szintézise

Az X poziciét lényegében az Y vagy a Z pozicid bejuttatasa
szerint végezzik (az eltérd koéddolast figyelembe véve) &lésd a 2.
reakciésémat). Ezt 1Ugy c¢sinadljuk, hogy Osszekeverjik a 6.4.
példa &sszes mintdjat, majd 5 egyforma részre osztjuk szét (5 X
rész) .

Ebben az 5 kiilénbdéz8 részben mindegyik, az ebben a pozi-

cidéban lehetséges monomert a 6.1 példaban leirtak alapjan kap-

csoljuk.
Pool Monomer Mennyiség Kédolés
1 2-cianobenzol- 76 pmol DG
szulfonilklorid
2 Fmoc-D-Phe-OH 76 umol GD
3 Fmoc-N-benzilglicin-OH 76 umol GF
4 Fmoc-B-Ala-OH 76 umol AA
5 ecetsavanhidrid 76 pmol AG

A 2-cianobenzolszulfonilkloridos kapcsoléast szulfonilklorid
piridin/DMA-ban késziilt oldatédval wvaldé reakcidban vegezzik,
szobahémérsékleten; az ecetsavanhidrides kapcsolast az 5. példéa-

ban ismertetjik.
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7. Példa

A véddcsoport eltdvolitédsa a ligandumrdl -

A védett formaban (de nagyszami komponenssel) kapott kényv-
tar megfeleld szami gyantarészecskéjét véddcsoport eltavolitasi
reakciénak vetjiik alad, amelyet &ltaldban a peptidkémidban hasz-
nalnak, hogy eltdvolitsuk az Fmoc és terc-butil véddcsoportokat.
Az Fmoc véd&csoport eltédvolitdsdhoz a 6.5. példaban szerepld
gyantat ismételten kezeljiik 20 szazalékos Pip/DMA oldattal (lasd
2. példa), majd a t-butil és Pmc védScsoportok eltévolitasara 40
percig szobahdémérsékleten 95 szadzalékos trifluorecetsavval
kezeljuk (5 széazalék viz + 2 szazalék etéanditiol). Ha a ligan-
dumnak a gyantadhoz vald koétddése érintetlen, akkor a ligandumban
levsé funkciés csoportok és a tag teljes egészében felszabadul. A
mosast ezutan az alédbbiak szerint hajtjuk végre:

4 x 45 masodperc DCE

4 x 45 mésodperc izopropanol

4 x 45 masodperc izopropanol:H,0 = 1:1 térfogatarany

5 x 45 mésodperc H,0.

8. Példa

A trombin jelzése fluoreszceinnel

Izotiociandtot adunk humdn trombin oldatdhoz (0,53 mg 100 pl
borat pufferben, pH=8) (10 pl oldat, 2,9 mg 290 pl DMSO-ban). A
reakciét tovabbi 60 percig folytatjuk szobahdémérsékleten, maijd a
reakcidelegyet gélkromatografidval dolgozzuk fel (Sephadex-G25,

15%0,5 cm) (eludléds 1 mol/l néatrium-kloriddal) .



A fluoreszcein-trombin frakcidébdél 20 ul-t (a frakcid-
térfogatnak korilbelul 3%-a) 500 pl-re higitunk, majd 495 nm-en
fotometridsan mérjik. Igy kapunk korilbeliil 2 umol/l fluoreszcein

koncentracidét. A fluoreszcein/trombin arany igy kdértlbeldl 1:1.

9. Példa

A trombinkotd ligandumok azonositidsa heterogén fazisban

Kdériulbeltil 500, a 7. példabdél szarmazd gyantat inkubalunk
2,2 ul, a 8. példabdl szarmazd fluoreszceinnel jelzett trombin-
nal, 10 percig, szobahémérsékleten, miutén 3x1l percig mostuk az

aldbbi Osszetétell oldattal:

68 mg imidazol
876 mg NaCl
147 mg CaCl,x2 H,0

3,35 mg PEG (3350)
100 m-re feltdltve vizzel,
A gyantédkat hosszuhullédmi fényben (470 nm hullémhosszu kék fény)
vizudlisan megvizsgdljuk, mutatnak-e fluoreszcenciat. A megfe-
leld fluoreszcenciat mutatd részeket kivalogatjuk és mossuk
5 x 3 perc formamid és
10x H,0,

majd ezt koévetden szaritjuk.

10. Példa

Az egyes gydngydkhoz kotott ligandumok trombingadtléaséanak

vizsgédlata folyadékfazisban
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A 9. példédban kivalasztott gyodngydket 24 oSéra hosszat
telitett amménids THF oldatban tartjuk szobahdmérsékleten.
Ezutan egyenként egy szlrdlemezekkel elladtott mikrotiter lemez
(azaz példadul Millipore MultiScreen DV96, podrusméret 0,65 pum)
megszamozott lukaiba tesszik a gydéngydket. A ligandumokat
tetrahidrofuran/viz eleggyel moshatjuk egy mésodik, megszamozott
mikrotiter lemezbe, ahol k&zvetlenil vizsgdlhatdék a trombin
inhibiciés tesztben. Lukanként 2,3x10°° NIH egység trombint és
9,3 ng S-2302 kromogén szubsztratot (D-Pro-Phe-Arg-p-nitroanilid
2HC1l; ex Chromogenix) adunk hozza 150 pl végtérfogatban. A kdérdl-
beliil 75 perc alatt kifejlédd szint Multiwell-Platereader-rel
mérjik 405 nm-en, majd a megfeleld extinkciés értékeket az 1idd
figgvényében Abrazoljuk. A kilénbézé inhibitorok diagramjai
gradienseinek kereszt-dsszehasonlitasa adja az alapot az inhibi-
tor aktivitassal rendelkezd ligandumok azonositésara.

Két ilyen azonositott trombin-inhibitor &sszetételét hata-
rozzuk meg a tag-rél. Ezt ugy végezzik el, hogy a gydngydk min-
den egyes tag-jat, amelyek az egyes ligandumokhoz tartoznak,
szilard fazist fehérje szekvendlassal (Edman degradacid) egy
automatizalt szekvenaldé Dberendezésben (ABI 477, kaphaté az
Applied Biosystems-t&l) elvalasztjuk, és azonositjuk a ket 1li-
gandum &sszetételét a kédtablazat alapjan. Az Osszetétel a
kovetkezd:

D-Phe-D-Pro-Arg-Pro-GABA
és
D-Phe-Pro-D-Arg-Pro-GABA.

Molekulastly mindegyik esetben 600,7 (MALDI-MS M+H').
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képletoldalakon ismertetjik.



2~

40

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Tébb kiilénbdzé egységet tartalmazdé koényvtar, amely
egységek tartalmaznak egy szilard- vagy félig szilérd hordozdt
(gydéngy), egy szintetikus oligomert (ligandum) és egy azono-
sitdsi struktirat (tag), amelynek segitségével a ligandum mono-
merjei azonosithaték, azzal jellemezve, hogy:

a) mindegyik hordozé csak egyetlen tipust ligandumot hor-
doz,

b) a ligandum és a tag ugyanahhoz a hordozdhoz kotédik,
kiilénbozé poziciéban,

c) a ligandum, filiggetleniil a tag-tdél és anélkil, hogy
megvaltoztatnank az informécidtartalmat, elvalaszthatdé a hor-
dozdbétdl,

d) a tag egy szekvendlhatd polipeptid, és

e) a tag vagy a ligandum szintéziséhez egy véd&csoportot
hasznalunk, amely enyhe savas kdérilmények koézdtt eltévolithatd.

2. Az 1. igénypont szerinti kényvtar, amelyben az enyhe
savas kériilmények kozott eltdvolithatd véddcsoport legalabb tiz-
szer érzékenyebb mint a dimetildimetoxibenziloxikarbonil veédd-
csoport.

3. Az 1. igénypont szerinti koényvtar, amelyben az enyhe
savas koérilmények koézdtt eltdvolithaté védécsoport egy tritil
tipust véddécsoport.

4. Az 1. igénypont szerinti kdényvtar, amelyben a ligan-

dumok olyan monomereket tartalmaznak, amelyek abban a mennyi-
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ségben, amelyben egy hordozdegységen el&d4allithatdék, nem azono-
sithaték vildgosan ismert és/vagy automatizalt eljarasokkal.

5. Az 1. igénypont szerinti kényvtar, amelyben a ligandum
egy hasithaté linkeren keresztiil kapcsolddik a hordozdhoz.

6. Az 1. igénypont szerinti kényvtar, amelyben a ligandum
egy lugosan, savasan, fotolitikusan, oxidativ wvagy reduktiv ko-
riilmények kozétt lehasithatéd linkeren keresztul kapcsolddik a
hordozdhoz.

7. Az 1. igénypont szerinti kényvtéar, amelyben a ligandum
ligos koriilmények kézétt lehasithatd hordozén keresztil kap-
csolédik a hordozdhoz.

8. Az 1. igénypont szerinti koényvtar, amelyben a ligandum
tébb részletben hasithaté le a hordozdérél.

9. Az 5. igénypont szerinti koényvtér, amelyben a linkert
a kdévetkezd csoportbdél valasztjuk: p-hidroximetil-benzoesav, 4-
hidroximetilfenilecetsav, benzhidrilamino-, allil-, hidroxi-kro-
tonilaminometil-csoport, 3-nitro-4-hidroximetilbenzoesav, p-nit-
ro-benzhidrilamin, 4-[ 4,4" -bisz (metilszulfinil)-2-oxibenzhid~
rilamino] vajsav és diszulfid.

10. Az 5. igénypont szerinti koényvtar, amélyben a linker
4-hidroximetilbenzoesav.

11. Az 1. igénypont szerinti kdnyvtar, amelyben a ligandum
minden egyes monomerjét egynél tobb aminosav kédolja.

12. Az 1. igénypont szerinti kényvtdr, amelyben a tag egy
konstans indulé szekvencidt tartalmaz.

13. Az 1. igénypont szerinti kdényvtar, amelyben a tag egy

konstans végszekvencidt tartalmaz.
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14. Az 1. igénypont szerinti kdényvtér, amelyben a ligandum
egy konstans indulé szekvenciét tartalmaz.

15. Az 1. igénypont szerinti kdényvtar, amelyben a ligandum
egy konstans végszekvenciat tartalmaz.

16. Az 1. igénypont szerinti kdnyvtar, amelyben a polimer
gyanta szabad aminocsoportokat tartalmaz.

17. Az 1. igénypont szerinti kdényvtar, amelyben a ligan-
dum-tag arany egy hordozén egynél nagyobb.

18. Az 1. igénypont szerinti kdényvtar, amelyben a ligan-
dum-tag arany egy hordozén 2 és 100 kozott van.

19. Az 1. igénypont szerinti koényvtar, amelyben a ligan-
dum-tag arény egy hordozén 4 és 10 koézdtt van.

20. Eljaras az 1. igénypont szerinti koényvtar eld4lli-
tidsara, azzal Jjellemezve, hogy a ligandumokat és a tag-okat
ortogondlis és alternald szintézissel szintetizaljuk.

21. Eljarads a 20. igénypont szerinti koényvtar eldalli-
tasara, azzal jellemezve, hogy a kovetkezd lépéseket alkal-
mazzuk:

a) a tag elsd egységének és a ligandum elsd monomerjének,
vagy annak épitékévének, vagy egy mindegyikhez j6 linkernek egy
szildrd- vagy félig szilard hordozdhoz valdé kapcsoléasa;

b) adott esetben tovabbi invaridbilis monomerek hozza-
kapcsoldsa a ligandumhoz, vagy tovabbi invaridbilis kédold egy-
ségek hozzédkapcsolédsa a tag-hoz;

c) - a sziladrd- vagy félig szildrd hordozdét részekre oszt-

juk a ligandum varidbilis monomerjeihez;
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d) minden egyes résszel kiiléon, kdédolhaté sorrendben to-
vabbi médositasokat hajtunk végre a ligandumon, vagy a ligan-
dumnak ebben a pozicidban lehetséges variadbilis monomerjei kozul

egy UGjabbat kapcsolunk, valamint az ezt a lépést kdédold tag

egységét;
e) &sszekeverjik a részeket;
f) a b) és e) lépéseket addig ismételjik, ameddig a 1li-

gandumok varidbilis részét megszintetizaljuk, és

g) adott esetben egy vagy tobb nem-varidbilis monomert
kapcsolunk a ligandumhoz, vagy tovédbbi nem-kédold egységeket
kapcsolunk a tag-hoz;

a tag vagy a ligandum szintéziséhez egy olyan véddcsoportot
alkalmazva, amely enyhe savas kérilmények kozdtt eltdvolithaté.

22. A 20. igénypont szerinti eljaréds, azzal Jellemezve,
hogy ortogondlis véddcsoportokat haszndlunk a ligandum es a tag
szintézisére.

23. A 20. igénypont szerinti eljaras, azzal Jellemezve,
hogy a védd&csoportok két csoportjat hasznadljuk a ligandum és a
tag szintézisére, az elsd csoport enyhe savas koérilmények kozdtt
tavolithatd el, a masodik csoport enyhe lugos koruUlmények kozdtt
tavolithaté el, fénnyel, vagy oxidativ vagy reduktiv korilmények
kézott.

24. A 20. igénypont szerinti eljérés, azzal Jjellemezve,
hogy a ligandum és a tag szintéziséhez két ideiglenes véddcso-
portot haszndlunk, az els8 csoport enyhe savas korilmények
kdézott tavolithatdé el, a masodik csoport lugos korilmények

kozdétt tévolithatd el.
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25. A 21. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemezve,
hogy az egyik véddcsoport tritil tipust (Trt).

26. A 21. igénypont szerinti eljaréas, azzal Jellemezve,
hogy véd8csoportként fluorenilmetoxikarbonil tipusd (Fmoc) és
tritil tipusa (Trt) csoportokat hasznéalunk.

27. A 19. igénypont szerinti eljéaras, azzal Jjellemezve,
hogy a ligandum szintézisét Fmoc védd&csoporttal vegezzik.

28. A 19. igénypont szerinti eljaréas, azzal Jellemezve,
hogy a ligandum szintézisét tritil véddécsoporttal végezzik.

29. A 19. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy a ligandum és a tag monomerjeinek oldallancait, amelyek nem
vesznek részt a reakcidban, egy harmadik tipusu véddcsoporttal
védjlik meg.

30. A 19. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a ligandum és a tag monomerjeinek oldalléncait, amelyek nem
vesznek részt a reakcidban, pentametil-kromanszulfonil (PMC),
Mtr vagy terc-butil tipusi véddécsoporttal veédjik meg.

31. Eljarads strukttrak kimutatésara, azzal jellemezve,
hogy az 1. igénypont szerinti koényvtédrat a vizsgalandd akcep-
torral kezeljiik, majd izoldljuk a konyvtérnak ’az akceptorhoz
k6t6d8 komponenseit.

32. A 31. igénypont szerinti eljaréds, azzal Jjellemezve,
hogy az akceptor egy receptor, egy transzportfehérje, egy ellen-
anyag, egy enzim vagy ezeknek egy fragmense.

33. A 31. igénypont szerinti eljéréas, azzal jellemezve,

hogy az akceptor egy azonosithaté csoportot hordoz.
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34, A 33. 1igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az azonosithatdé csoport egy fluoreszkdld, kemolumineszkald
vagy radioaktiv csoport, avidin, biotin, egy riporter enzim vagy
egy immunolégiailag kimutathatd csoport.

35. A 33. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az azonosithatdé csoport egy fluoreszkalé csoport.

36. A 31. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy az 1. igénypont szerinti konyvtarat egy fluoreszkald cso-
portot hordozdé akceptorral keverijik d&ssze, mossuk, majd a koényv-
tdrnak fluoreszcencidt mutatdé komponenseit izolaljuk.

37. A 31. igénypont szerinti eljaras, azzal Jjellemezve,
hogy a ligandumokat ©részben vagy teljesen elvalasztjuk az
izol4lt hordozdktdl, maid Ujbdl mgvizsgaljuk.

38. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a tovabbi vizsgdlatot nem végezhetjik el a szilard- vagy
félig szilard hordozdhoz kétott ligandummal.

39. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a tovabbi vizsgdld eljaras kotési vizsgidlat, NMR vagy MS.

40. A 37. 1igénypont szerinti eljaréds, azzal Jellemezve,
hogy a ligandumokat egy illékony vagy gaz Thalmazallapotu
dgenssel vald kezeléssel valasztjuk le az izoldlt hordozdkrdl.

41. A 37. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemezve,
hogy a ligandumockat savas vagy lugos kezeléssel valasztjuk le az
izolalt hordozdékrdl.

42. A 37. igénypont szerinti eljirds, azzal Jjellemezve,

hogy a ligandumokat liggal véalasztjuk le az izoldlt hordozdkrédl.
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43. A 37. igénypont szerinti eljaréas, azzal Jellemezve,
hogy a ligandumokat gé&z halmazallapotl amméniéas, folyékony ammo -
nids vagy amménia/THF oldatos kezeléssel valasztjuk le az
izoladlt hordozdkrodl.

44. A 37. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy a ligandumok elsd részét gdz halmazdllapotu amménias
kezeléssel, a masodik részét folyékony amménids vagy amménia/THF
oldatos kezeléssel valasztjuk le az 1izolalt hordozdkrol.

45. A D-Phe-D-Pro-Arg-Pro-GABA vagy a D-Phe-Pro-D-Arg-Pro-
GABA képletd wvegylilet, vagy annak gydgyészatilag elfogadhatd
sbéja, a trombin gétléséra.

46. A D-Phe~D-Pro-Arg-Pro-GABA vagy a D-Phe-Pro-D-Arg-Pro-
GABA képletd wvegylletet, vagy annak gyodgyaszatilag elfogadhatd
s6jat és adott esetben toltdanyagokat tartalmazd gydgyasza-

ti készitmény.
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Az 1. variabilis monomer beju{{atésa a ligohdumba,

es az azt kodolo egyseq beju{totc‘aso a tag-ba:
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2. Reakciosema (folytatas)
|
GG NG AA AN NA
L-Arg D-Arg p-Ala L-Asp szarkozil
GG-T NG-T AA-T AN-T NA-T
L-Afg-l-) D-Arg-L_> - Ala L> L-Asp LD szcrkozil-L>
L I J
W
x-T >
X-L
A2.variabilis monomer s a 2.)azt kodolo egyseg bejuttatasa
x-T
)
DA GA AA AN
L-Pro D-Pro p-Ala L-Asp
DA-x-T , GA-x-T AA-x-T ) AN-x-T )
L-Pro-X-L ) D-Pro-X-L A-Ala-X-L L-Asp-X-L
I l | |
gx-T ‘)
YX-L
A 3.variabilis monomer es a 3.) azt kodolo egyseg beju{Latc'uso
yx-T )
YX-L
DG AA GF GD AG
2-clanobenzol - B-Ala benzil- D-Phe acetil
szulfonitklorid glicin
DG-yx-T AA-yx-T GF -yx-T AG-yx-T
2-cianobenzol - BAL bfr\%l!' GD-yx-T~ gee- >
szulfonilklorid-YX-L -Ala-YX-L~ glicin-YX-L D-Phe-yx-L -/ tit-YX-L
L l | l |
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