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(57) KIVONAT
A taldlmény targya:
eljards Al-GIn-Trp-A*-A3-AS-AT-A8-A°-NHR (I)
altalanos képletd peptidek és s6ik elballitasara, ahol a
képletben
A! D-Phe, halogén-D-Phe, D-Nal vagy pGlu,
A*és A’ egymistdl fiiggetleniil Gly, Ala, Val, Leu, Ile
vagy Nle,
A Gly, D-Ala, D-Leu, D-Ile, D-Val vagy D-Nle,
A7 His, 1-metil-His vagy 3-metil-His,

A leirds terjedelme: 16 oldal (ezen beliil 4 lap dbra)

A® Phe, Gly, Ala, Leu, B-Leu, gamma-Leu, Ile, Val,
Sta vagy cSta,

A’ Gly, Ala, Leu, Val, Ile, Nle, Phe vagy halogén-Phe,
vagy kozvetlen kotés, azzal a feltétellel, hogy ha
A* kémiai kotésto] eltérs, az A® és A® kozott pep-
tidkotés CO-csoportja CH, csoportts redukalt for-
maban van jelen, és

R jelentése hidrogénatom vagy 1-6 szénatomos al-
kilesoport.
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A talalmany olyan terdpids hatdsti peptidekkel foglal-
kozik, melyeket j6- és rosszindulatii szovetburjanzasok
és gasztrointesztinilis betegségek kezelésére alkalma-
zunk.

A kétéltiiek pGlu-Gln-Arg-Leu-Gly-Asn-GlIn-Trp-
Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH, 6sszetételd bombezin
peptidje [Anastasi és munkatérsai, Experientia 27:
166-167 (1971)] szoros rokonsdgban van az eml3sok
gasztrint felszabadité peptidjeivel (gastrin-releasing
peptid, GRP), mint amilyen példdul az NH,-Ala-,
Pro-Val-Ser-Val-Gly-Gly-Gly-Thr-Val-Leu-Ala-Lys-
Met-Tyr-Pro-Arg-Gly-Asn-His-Trp-Ala-Val-Gly-His-
Leu-Met-(NH,) 6sszetételii sertés GRP [McDonald és
munkatérsai, Biochem. Biophys. Res. Commun., 90:
227-233 (1979)] és a humén GRP, melynek Gsszeté-
tele,  NH,-Val-Pro-Leu-Pro-Ala-Gly-Gly-Gly-Thr-
Val-Leu-Thr-Lys-Met-Tyr-Pro-Arg-Gly-Asn-His-Trp-
Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-(NH,). A bombezinrdl ki-
mutattdk, hogy szdmos human raksejt-vonalnal néve-
kedési faktor, igy példdul a kis-sejtes tiiddraknal
(small-cell hung carcinoma, SCLC), és a humain
mell-, prosztatardknal [Haveman és munkatarsai szer-
kesztésében: Recent results in cancer research — Pep-
tide hormones in Lung cancer; Springer—Verlag, New
York, 1988]. Sok ilyen raknal ismert, hogy a GRP-vel
vagy a bombezinnel rokon peptidhormonok kivéalasz-
tasa torténik. Kovetkezésképpen, a bombezin antago-
nistdkrol feltehetS volt, hogy felhaszndlhat6k ezek-
nek a rdkoknak a kezelésére.

Cuttitta és munkatérsai kimutattak, hogy a bombe-
zinnek egy specidlis monoklonélis antiteste in vivo
gatolta a meztelen egérbe oltott humdn kis-sejtes tiidG-
rak sejtvonaldt [Cuttitta és munkatérsai, Cancer Sur-
vey, 4: 707-727 (1985)].

Az egérfélék 3T3 fibroblasztjaindl, melyek érzéke-
nyek a bombezin mitdzist befolydsolé hatdsira, Za-
chary és Rozengurt megfigyelte, hogy a P-anyag (span-
tide) bombezin-antagonistaként hat [Zachary és mun-
katarsai, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 82: 7616-7620
(1985)]. Heinz-Erian és munkatirsai a bombezin 12.
helyén 1év§ His-t D-Phe-vel cserélte ki, és e peptidnél
bombezin antagonista hatast tapasztalt tengerimalac
hasnyalmirigyb8l szarmazé diszpergélt acinusoknal.
[Heinz—Erian és munkatérsai, Am. J. of Physiol., 252:
G 439-G 442 (1987)]. Rivier intramolekularis diszul-
fid-hid beépitésével korlatozta a bombezin bioaktiv
C-terminalis dekapeptid részének konforméci6s sza-
badsagit, de ezzel a mddositdssal nem kapott olyan
analogokat, amelyek antagonista aktivitdst mutattak
volna [Rivier és munkatérsai, ,,Competitive antagonist
of peptide hormones”, Abstracts of the International
Symposium on bombezin-like peptides in health and
disease; R6ma (1987. oktéber)].

Roviditések, kifejezések:
pGlu = piroglutaminsav (IV. képlet)

Nle = norleucin; NH,~CH{-(CH,);~CH;]-COOH
Pal = 3-piridil-alanin

B-leu = B-homoleucin

Y-leu = gamma-homoleucin

D-Cpa = D-p-klér-fenil-alanin
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cSta = ciklosztarin

HyPro = hidroxi-prolin

Nal = naftil-alanin

Sar = szarkozin

Sta = sztatin; (3S,4S)-4-amino-3-hidroxi-6-metil-hep-
tan-sav, (II. képlet)

AHPPA = (3S,4S)-4-amino-3-hidroxi-5-fenil-pentan-
sav

ACHPA = (3S,4S)-4-amino-5-ciklohexil-3-hidroxi-
penténsav

R = D-konfiguracid (jobb)

S = L-konfiguraci6 (bal)

racemét = R és S azonos ardnyii keveréke

1-metil-His, 3-metil-His = az 1-es vagy 3-as hely( nit-

rogénatomon metilcsoportot visel§ hisztidin (IIL

képlet).

A taldlmény targya eljards olyan linedris (azaz nem
ciklusos) peptid elGallitasara, mely aktiv hellyel, a cél-
sejt receptordhoz kotddésért felelds kotdhellyel rendel-
kez8, a természetes peptidek aktiv helyén egy, az in
vivo bioldgiai aktivitist nem befolydsold felszakitott
peptidkotést természetes, bioaktiv kétéltii-bombezin-
nek vagy az emlSsok gasztrint felszabadité peptidjei-
nek (GRP) analégja, melyre az aldbbi médositdsok
egyike jellemzd:

a) az aktiv hely egyik aminosavjénak kiesése és egy
masik megvéltoztatasa az aktiv helyen kiviil;

b) egy vagy két aminosav szintetikus aminosavval
val6 helyettesitése az aktiv helyen.

Az anal6g a természetes peptidnek kompetitiv inhi-
bitora, minthogy megkotddik a receptoron, de — a mé-
dositasoknak kdszonhetSen — nem rendelkezik a termé-
szetes peptidek in vivo bioldgiai aktivitdsaval.

A természetes peptidek aktiv helyének meghataro-
zé4saval hatérolhatjuk be azokat a helyeket, ahol a mé-
dositdsokat el kell végezni, hogy antagonistakat nyer-
jlink. igy példaul azoknal a peptideknél, ahol az aktivi-
tds az aminosavlanc C-termindlisénak két aminosavj-
hoz kapcsolédik, antagonista hatdst érhetiink el vagy
azt fokozhatjuk olyan linedris peptidnél, ahol a két
aminosav kozé egy nem-peptidkotést visziink be, vagy
a két természetes aminosavat szintetikus - vagy gam-
ma-aminosavval helyettesitjik vagy a C-terminalis
aminosavakat kiejtjik (,dez”). Ezért, ha a természetes
peptid aktiv helye a C-termindlis elGnydsen legaldbb
egy aminosavét tartalmazza, a taldlmény szerinti line4-
ris peptid is tartalmazza a peptid karboxilcsoportos
felében azt az aminosavat. Hasonléképpen, ahol a ter-
mészetes peptid amino-terminélis részén van az aktiv
hely, a taldlmény szerinti megfelels analég az amino-
terminalis részen médositott.

Elényds megval6sitasi médnél az aktiv hely magé-
ban foglalja a természetes, bioaktiv peptid karboxil-ter-
mindlis részének legaldbb egy aminosavjét, ez az ami-
nosav a linedris peptid karboxil-termindlis részében
talalhaté.

Egy mésik elonyos megval6sitdsi médnal, ahol az
aktiv hely a természetes, bioaktiv peptid amino-termi-
nélis részének legaldbb egyik aminosava, ez az amino-
sav a linedris peptid amino-termindlis felében taldlhat6.
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A modositasokat végezhetjik a receptor kotdhe-
lyen, vagy més, nem-kotS helyen. Elényos, ha az ana-
16gok homologitésa a természetes peptidekkel legalibb
25%-o0s, még eldnydsebb, ha legaldbb 50%-os.

A taldlmény targya tehat eljaras

A'-GIn-Trp-A%-A5-A6-A7-A8-A%-NHR (I)

dltaldnos képletd peptidek és s6ik eldallitisara, ahol
a képletben
A! D-Phe, halogén-D-Phe, D-Nal vagy pGlu
A*és A’ egymastol fiiggetleniil Gyl, Ala, Val, Leu, Ile

vagy Nle,

AS Gly, D-Ala, D-Leu, D-Ile, D-Val vagy D-Nle,

A’ His, 1-metil-His vagy 3-metil-His,

A Phe, Gly, Ala, Leu, B-Leu, gamma-Leu, Ile, Val, Sta
vagy cSta,

A® Gly, Ala, Leu, Val, Ile, Nle, Phe vagy halogén-Phe,
vagy kozvetlen kotés, azzal a feltétellel, hogyha A*
kémiai kotéstdl eltérs, az A% és A% kozott peptidko-
tés CO-csoportja CH, csoportta redukalt forméaban
van jelen, és

R jelentése hidrogénatom vagy 1-6 szénatomos alkil-
csoport.

A talalmany szerint ugy jérunk el, hogy a fenti (I) 4l-
taldnos képletnek megfelelS peptidet, mely legaldbb egy,
a peptidkémidban ismert védScsoportot tartalmaz,
és/vagy valamely gyantihoz kapcsolédik, védécsoport-
hasitasnak vetiink al4 és/vagy lehasitunk a gyantsrél, és
kivéant esetben egy keletkezett peptidet s6java alakitunk.

Elényosek azok az (I) dltalanos képletd peptidek,
ahol
A! pGlu, D-Phe, B-D-Nal vagy D-Cpa,

A* jelentése Ala,

A’ jelentése Val,

AS jelentése Gly vagy D-Ala,

A7 jelentése His,

A? jelentése Leu, B-Leu, Phe vagy Sta,

A® kémiai kotés, és

R jelentése hidrogénatom.

E fenti vegyiiletcsoport koziil kiilondsen elényos a
pGlu-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-sztatin-amid, és a D-p-
Cl-Phe-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-B-Leu-NH,.

Ugyancsak eldnydsek az olyan (I) 4ltalanos képletd
peptidek, ahol
A! pGlu, D-Phe, B-D-Nal vagy D-Cpa,

A* jelentése Ala,

A’ jelentése Val,

AS jelentése Gly vagy D-Ala,

A7 jelentése His,

A8 jelentése Leu, Phe vagy cSta,

A® Leu vagy Phe,

R jelentése hidrogénatom vagy 1-6 szénatomos alkil-
csoport, és az A8 és A% kozotti CO-csoport redukalt.
E vegyiiletcsoporton beliil elénydsek azok az (I)

altaldnos képleti peptidek, ahol

Al jelentése B-D-Nal és A3 és A jelentése egymastdl
fuggetleniil Leu vagy Phe.

Kiilondsen eldnyds e vegyiiletek koziil a B-D-Nal-
Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leuy(CH,-NH)Leu-NH,,
és a B-D-Nal-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leuy(CH,-
NH)Phe-NH,.
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[A képletben a redukalt peptidkotést y jellel abra-
zoljuk, példaul (CH,NH)].

Ugyancsak el6nydsek az olyan (I) altaldnos képletd
peptidek, ahol
A' pGlu, D-Phe, B-D-Nal vagy D-Cpa,

A* jelentése Ala,

A’ jelentése Val,

AS jelentése Gly vagy D-Ala,

A7 jelentése His,

A8 jelentése Leu vagy Phe,

A? jelentése kozvetlen kotés, és

R jelentése hidrogénatom vagy 1-6 szénatomos alkil-
csoport.

Csoporton beliil eldnyosek az olyan (I) altaldnos
képletil peptidek, ahol
A8 jelentése Leu.

E csoporton beliil eldnyos vegyiilet a
D-Phe-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-etil-amid, és a
D-Phe-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-NH,.

E terdpids peptidek koziil a legeldnydsebb: D-pCl-
Phe-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leuy(CH,NH)Phe-NH,.

El6nyos, ha az itt leirt terdpids hatasi peptidek
aminosav-sorrendje legaldbb 25%-ban homolég a ter-
mészetes peptidek aminosav-sorrendjével; még eld-
nyosebb, ha a homoldgia legaldbb 50%-os.

[A képletben a redukalt peptidkotést y jellel abra-
zoljuk, v (CH,NH)].

A taldlmény szerinti antagonistdk alkalmasak olyan
rosszindulatd vagy jéindulatd sejtburjdnzésok, a rdk
minden olyan forméjénak kezelésére, ahol a bombezin-
nel vagy GRP-vel rokon anyagok antokrin vagy parok-
rin mitotikus faktorként hatnak. A keletkez$ betegsé-
gek példaul: a gasztrointesztinalis rendszer rékjai, has-
nydlmirigyrdk, vastagbélrak, tid6rdk — kiilonosen a
kissejtes altipus —, mellrék, arteroszklerézis, a gyomor-
bél-rendszer gasztrint és pankreatint elvalasztd, vala-
mint mozgaté szdveteinek a megbetegedése, példaul
amelyik az amilaz elvalasztas felfiiggesztését okozza,
vagy ami az étvagyérzet szabalyozasival kapcsolatos.

Az o-aminosav meghatdrozd csoportja az az atom
vagy atomok csoportja, ami ahhoz az aszimmetrias
a-szénatomhoz kapcsolédik, melyhez az a-aminocso-
port nitrogénatomja, az a.-karbonilcsoport szénatomja
vagy a hidrogénatom is kapcsolédik. gy példaul a
meghatdroz6 csoport az alaninnél a CHj, a valinnél a
(CH;),CH, a lizinnél H;N*(CH,),, a fenil-alaninnél a
(C¢Hg)CH, csoport. A B- vagy gamma-aminosavaknal
a meghatdrozé csoport az az atom vagy atomok cso-
portja, ami a B-, illetve gamma-szénatomhoz kapcsol6-
dik. Ahol a meghatirozé csoport egy aminosavnal
nincs jellemezve, az lehet o, B vagy gamma-helyzetd.

A talalmany szerinti peptidek mindegyikének van
egy nem-peptid kotése a feltiintetett helyek legalabb
egyikén, kivéve a sztaninnal helyettesitett analdgokat,
mint péld4ul a stad-desLeu®-Met? litorin. A nem-peptid
kotésen azt értjiik, hogy a két aminosav kozotti kotés-
ben részt vevs szénatomnal a karboxilcsoport metilén-
csoporttd redukalt. A peptidkotés redukcidjanak méd-
szerét Coy és munkatédrsai irjak le a 879348 szami
amerikai egyestilt 4llamokbeli szabadalmi bejelentés-
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ben. A peptid még aktiv, ha a litorin antagonistdnal
hidnyzik a 0, 1, 2 és 9 helyi barmelyik aminosav.

A taldlmany szerinti peptidek gybgydszati szem-
pontbdl elfogadhaté sé allapotdban is lehetnek. Ilyen
st képezhetnek példaul az alabbi szerves, illetve szer-
vetlen savakkal: ecetsav, tejsav, maleinsav, citromsav,
almasav, aszkorbinsav, borostyink&sav, benzoesav,
szalicilsav, meténszulfonsav, toluolszulfonsav, pamoi-
onsav, csersav, karboxi-metil-celluléz, halogénsavak —
példaul sésav, kénsav, foszforsay.

A pGlu-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-y-
(CH,NH)Leu-NH, litorin antagonistat az alabbiak sze-
rint allitjuk eld (e médszer megfeleld médositasaval
szintetizaljuk mds bombezin, litorin, neuromedin vagy
GRP antagonistékat is):

Elsd 1épésként a pGlu-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-
His(benzil-oxi-karbonil)-Leu-y(CH,NH)Leu-benzhid-
ril-amin-gyanta koztiterméket készitjiik el.

097 g (0,5 mmdl) Klorid-ionos forméaban 1évs
benzhidril-amin-polisztirol gyantat (Vega Biochemi-
cals, Inc.) tesziink a Beckman 990B peptid szintetizé-
tor reakcidedényébe, és a szintetizdtort a kodvetkezd
reakci6ciklusokra programozzuk be: (a) metilén-klo-
rid, (b) 33%-os trifluor-ecetsav (TFA) metilén-klorid-
ban (mindegyik kétszer; 1, illetve 25 percre), (c) meti-
lén-klorid, (d) etanol, (e) metilén-klorid és (f) 10%
trietil-amin kloroformban.

A semlegesitett gyantat 1,5 mmol o-terc-butoxi-kar-
bonil (Boc)-leucinnal és 1,5 mmé! diizopropil-karbodi-
imiddel kevertetjiik metilén-kloridban 1 6rén 4t és a ka-
pott aminosavas gyantit a fenti (a)—(f) ciklusii mosésnak
vetjiik ald. 1,25 mmél Boc-leucin aldehidet [el54llitva
Fahrentz és Castro mddszerével, Synthesis 576. old.
(1983)] feloldunk 5 ml szdraz dimetil-formamidban
(DMF), és hozziadjuk a gyanta trifluor-ecetsavas s6
szuszpenziéjahoz, majd 100 mg (2 mmél) nétrium-cian-
bér-hidridet adunk hozza [Sasaki és Coy, Peptides 8:
119-121 (1987); Coy és munkatarsai, ugyanott]. Egyéras
kevertetés utén a gyantakeverék ninhidrin-negativ (1 per-
ces), jelezve, hogy megtortént a szdrmazékképzés vala-
mennyi szabad aminocsoporton.

1,5 mmél diizopropil-karbodiimid jelenlétében
egymast kdvetben az aldbbi aminosavakat (1,5 mmél)
kapcsoljuk fel, az aminosav-gyanta rendszert a fenti
(a)—(f) mosé/deblokkold 1épéseknek aldvetve: Boc-His
(benzil-oxi-karbonil), Boc-Gly, Boc-Val, Boc-Ala,
Boc-Trp, Boc-Gln (6M feleslegben alkalmazott p-nit-
ro-fenil-észterként felkotve) és pGlu. A kész gyantét
metanollal mossuk és levegdn szaritjuk.

1,6 g (0,5 mmdl) fenti gyantdt 5 ml anizollal és
35 ml vizmentes hidrogén-fluoriddal kevertetjiik 0 °C
homérsékleten 45 percen 4t. Szdraz nitrogénaramban
gyorsan eltdvolitjuk a hidrogén-fluoridot és a szabad
peptidet lecsapjuk és éterrel mossuk. A nyers peptidet
2 M ecetsav minimélis térfogatiban oldjuk és
2x5x100 mm méretdi Sephadex G-25 gyantaoszlopon
engedjiik 4t. (Pharmacia Fine Chemicals, Inc.).

A frakciokat, melyek az UV elnyelés €s a vékony-
réteg-kromatogréfia szerint a fékomponenst tartalmaz-
za, Osszegy(jtjik, kis térfogatra beparoljuk és
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2,5%50 cm méretii oktadecil-szilan-szilikagéllel t5ltott
(Whatman LRP-1, 15-20 pm) oszlopra vissziik.

A peptidet linedris gradienseldciéval oldjuk le; az
eluens: 0-30% acetonitrilt és 0,1% trifluor-ecetsavat
tartalmazé viz. A frakcidkat vékonyréteg-kromatog-
rafidval és HPLC-vel analizéljuk és osszegyfijtjik a
maximélis tisztasigra torekedve. Ismételt fagyasztva
széritds utdn 60 mg terméket kapunk fehér, pelyhes por
alakjaban.

A termék a HPLC és a vékonyréteg-kromatografis
vizsgélatok szerint homogén. A savas hidrolizitum
aminosav-analizise megerdsiti a peptid vart 6sszetéte-
1ét. A Leuy(CH,NH)Leu kotési ,fast atom bombard-
ment” tdmegspektrometridval bizonyitjuk.

A pGlu-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Phe y(CH,NH)-
Leu-NH, és a pGlu-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leuy-
(CH,NH)Leu-NH,, valamint mis peptideket hasonl6
eredménnyel, analég médon éllitjuk el6 a fenti méd-
szer megfelelé médositdsaval.

A D-Phe!, Leuty(CH,NH)D-Phe®-litorin, D-Phe-
Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leuy(CH,NH)D-Phe-NH,
szilard fazisu szintézise az aldbbiak szerint térténik:

Elgszor  Boc-D-Phe-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His(to-
zil)-Leuy(CH,NH)-D-Phe-benzhidril-amin-gyant4t
szintetizalunk.

1,25 g (0,5 mmél) kloridionos 4llapotban 1évé
benzhidril-amin-polisztirol gyant4t (Advanced Chem-
Tech. Inc.) helyeziink az Advanced ChemTech. ACT
200 peptid szintetizatorba és a fenti (a)—(f) reakci6lé-
péseket programozzuk be.

A semlegesitett gyantat 1,5 mmoél Boc-D-fenil-ala-
ninnal és 1,5 mmél diizopropil-karbodiimiddel kever-
tetjiik metilén-kloridban egy 6rén 4t, majd a nyert ami-
nosavas gyantdt a mosé program fenti (a)—(g) 1épésé-
nek vetjiik ala. Ezutén trifluor-ecetsavas kezeléssel el-
tvolitjuk a Boc-csoportot 1,25 mmél, Fehrents és
Castro mddszerével (lasd fentebb) elallitott Boc-Le-
ucin-aldehidet feloldunk 5 ml sziraz dimetil-form-
amidban és hozzdadjuk a gyanta trifluor-ecetsavas s6-
Janak szuszpenzi6jahoz, majd 100 mg (2 mmél) natri-
um-cidn-bér-hidridet (I. fentebb) adunk a szuszpen-
zibhoz. Egyérés keverés utdn a gyantakeverék ninhid-
rin negativ (1 perces reakcio), jelezve, hogy vala-
mennyi szabad aminocsoporton megtortént a szirma-
zEkképzés.

Ugyanezzel a médszerrel az aminosavakat (mind-
egyik 1,5 mmdl) az alabbi sorrendben kotjiik fel: Boc-
His(benzil-oxi-karbonil), Boc-Gly, Boc-Val, Boc-Ala,
Boc-Trp, Boc-Gln (1 ekvivalens mennyiség hidroxi-
benzotriazol jelenlétében kotve fel), Boc-D-Phe (1 ek-
vivalens mennyiségii hidroxi-benzo-triazol jelenlété-
ben kotve fel). Szritds utdn a peptides gyanta siilya
193 g.

Az 1,93 g (0,5 mmol) gyantat 5 ml anizollal és
35 ml vizmentes hidrogén-fluoriddal kevertetjiik 0 °C
hdmérsékleten 45 percen keresztiil. A hidrogén-fluorid
felesleget gyorsan elpdroljuk szdraz nitrogéngéz dram-
ban és a szabad peptidet lecsapjuk és éterrel mossuk. A
nyers peptidet 2 M ecetsav minimé4lis térfogatdban old-
juk és egy 2,5x100 mm méretdi Sephadex G-25 gyan-
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taoszlopon engedjiik at. Az UV elnyelés és a vékony-
réteg-kromatografias vizsgélatok szerint a fGterméket
tartalmazd frakcibkat osszegyijtjik, kis térfogatra be-
paroljuk és egy 2,5%50 cm méretii Vydac oktadecil-szi-
l4anos szilikagéllel (15-20 pm) toltott oszlopra vissziik,
amit linedris gradienssel eludlunk. A linedris gradiens-
hez az eluens: 15-45% acetonitril 0,1% trifluor-ecet-
savat tartalmazé vizben. A frakcidkat vékonyréteg-kro-
matografidval és HPLC analizissel vizsgaljuk és ugy
gyljtjiik Ossze, hogy a maximélis tisztasdgot érjik el.
Vizbdl ismételt fagyasztva szaritas utin 120 mg termé-
ket kapunk fehér, pelyhes por alakjiban.

Mas peptideket, példaul a D-p-Cl-Phe-Glu-Trp-
Ala-Val-Gly-His-Leuy(CH,NH)-D-Phe-NH,  képleti
peptidet is elGéllithatunk lényegében ugyanazzal a
mébdszerrel.

A Leuy(CH,NH)D-Phe’-litorin szintézise:

El6szér  Boc-D-Phe-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His(to-
zil)-Leuy(CH,NH)-D-Phe-benzhidril-amin-gyantat
szintetizdlunk.

1,25 g (0,5 mmdl) kloridionos éllapotban 1év3
benzhidril-amin-polisztirol gyantat (Advanced Chem-
Tech. Inc.) helyeziink az Advanced ChemTech. ACT
200 peptid szintetizdtorba és a fenti (a)~(f) reakci6lé-
péseket programozzuk be.

A semlegesitett gyantat 1,5 mmol Boc-D-fenil-ala-
ninnal és 1,5 mmél! diizopropil-karbodiimiddel kever-
tetjitk metilén-kloridban egy 6rén 4t, majd a nyert ami-
nosavas gyantit a mosé program fenti (a)—(g) l1épésé-
nek vetjiik ald. Ezutén trifluor-ecetsavas kezeléssel el-
tavolitjuk a Boc-csoportot 1,25 mmél, Fehrentz és
Castro médszerével (lasd fentebb) eldéllitott Boc-Le-
ucin-aldehidet feloldunk 5 ml szdraz dimetil-form-
amidban és hozzéadjuk a gyanta trifluor-ecetsavas s6-
janak szuszpenzi6jahoz, majd 100 mg (2 mmdl) nétri-
um-cian-bor-hidridet (l. fentebb) adunk a szuszpen-
zidhoz. Egy orés keverés utdn a gyantakeverék ninhid-
rin negativ (1 perces reakcid) jelezve, hogy valameny-
nyi szabad aminocsoporton megtortént a szdrmazék-
képzés.

Ugyanazzal a médszerrel az aminosavakat (mind-
egyik 1,5 mmdl) az alabbi sorrendben kotjiik fel: Boc-
His(benzil-oxi-karbonil), Boc-Gly, Boc-Val, Boc-Ala,
Boc-Trp, Boc-Gln (1 ekvivalens mennyiségl hidroxi-
benzotriazol jelenlétében kotve fel), Boc-D-Phe (1 ek-
vivalens mennyiségii hidroxi-benzo-triazol jelenlété-
ben kotve fel). Széritds utdn a peptides gyanta silya
193 g.

Az 1,93 g (0,5 mmol) gyantdt 5 ml anizollal és
35 ml vizmentes hidrogén-fluoriddal kevertetjiik 0 °C
hémérsékleten 45 percen keresztiil. A hidrogén-fluorid
felesleget gyorsan elpédroljuk széraz nitrogéngéz dram-
ban és a szabad peptidet lecsapjuk és éterrel mossuk. A
nyers peptidet 2 M ecetsav minimélis térfogatdban old-
juk és egy 2,5%100 mm méreti Sephadex G-25 gyan-
taoszlopon engedjiik 4t. Az UV elnyelés és a vékony-
réteg-kromatogréfids vizsgalatok szerint a fSterméket
tartalmazé frakcidkat 0sszegy((jtjiik, kis térfogatiira be-
paroljuk és egy 2,550 cm méretd Vydac oktadecil-szi-
lanos szilikagéllel (15-20 pm) toltott oszlopra vissziik,
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amit linedris gradienssel eludlunk. A linedris gradiens-
hez az eluens: 15-45% acetonitril 0,1% trifluor-ecet-
savat tartalmaz6 vizben. A frakcidkat vékonyréteg-kro-
matogréfidval és HPLC analizissel vizsgdljuk és tigy
gydjtjiik dssze, hogy a maximalis tisztasdgot érjiik el.
Vizb6l ismételt fagyasztva szaritas utdn 120 mg termé-
ket kapunk fehér, pelyhes por alakjaban.

A termék a HPLC és vékonyréteg-kromatogréfias
analizisek szerint homogén. A savas hidrolizatum ami-
nosavisszetétele megfelel az oktapeptid aminosavosz-
szetételének. A Leuwy(CH,NH) peptidkotés jelenlétét a
»fast atom bombartment” tdmegspektrometridval bizo-
nyitjuk.

A D-Phe!-Des-Met’-litorin szintézise:

A D-Phe-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-NH, peptid
szilardfazisd szintézisét az alabbiak szerint végezziik:

(1) 1épés:

0,62 g (0,25 mmél) kloridionos allapotban 1évd
benzhidril-amin-polisztirol gyantit (Advanced Chem.
Toh, Inc.) toltiink az ACT 200 peptidszintetizator reak-
ciéedényébe és a kovetkezs reakcibeiklust programoz-
zuk be: (a) metilén-klorid, (b) 33% trifluor-ecetsav
metilén-kloridban (mindegyik kétszer, 1 és 25 perces
id6vel), (c) metilén-klorid, (d) etanol, (¢) metilén-klo-
rid, (f) 10%-os trietil-amin kloroformban.

A semlegesitett gyant4t 1,5 mmé6] Boc-leucinnal és
1,5 mmél diizopropil-karbodiimiddel kevertetjiik meti-
lén-kloridban egy 6rén 4t. Az aminosavas gyantit a
fenti (a)-(g) 1épésekbdl 4ll6 moséprogramnak vetjiik
ald. Ezt kovetSen mindegyik aminosavbél 1,5 mmolt
alkalmazva az aldbbi sorrendben kotjiik fel az amino-
savakat ugyanezzel a médszerrel. Boc-His(benzil-oxi-
karbonil), Boc-Gly, Boc-Val, Boc-Ala, Boc-Trp, Boc-
Gln (6 M p-nitro-fenil-észterként feleslegben alkal-
mazva) és pGlu (hidroxi-benzotriazol jelenlétében fel-
kétve). Szdritds utdn a peptides gyanta sdlya 0,92 g.

(2) 1épés:

A 0,92 g gyantét 5 m! anizollal, 200 mg ditio-treitol-
lal és 35 ml vizmentes hidrogén-fluoriddal kevertetjiik
0 °C hdmérsékleten 45 percen at. A hidrogén-fluorid fe-
lesleget gyorsan elpéroljuk szdraz nitrogén-4ramban, a
szabad peptidet lecsapjuk és éterrel mossuk. A nyers pep-
tidet 2 M ecetsav minimalis térfogatdban oldjuk és egy
2,5%100 mm méretd) Sephadex G-25 oszlopon elualjuk.
Az UV elnyelés és a vékonyréteg-kromatografiss anali-
zis szerint a fterméket tartalmaz¢ frakciékat osszegyiijt-
Jik, kis térfogatra paroljuk és egy 2,550 cm méretii
Vydac oktadecil-szildn (10-15 pm) oszlopra vissziik. Az
oszlopra vitt anyagot linearis gradienssel eluéljuk, ami-
hez eluensként 0-30% acetonitrilt és 0,1% trifluor-ecet-
savat tartalmaz6 vizet hasznélunk. A frakcidkat vékony-
réteg-kromatogréfidval vizsgaljuk és a maximalis tiszta-
ségra torekedve 0sszegyjtjiik. Az oldat vizbsl valé is-
mételt fagyasztva széritdssal fehér, pelyhes port kapunk.
Ez a termék a HPLC és a vékonyréteg-kromatografis
vizsgalatok szerint homogén.

A peptid savas hidrolizdtumanak aminosav-analizi-
sével nyert eredmény a vartnak megfelels.

A D-Nal-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-NH, pep-
tid szintézisét a fenti eljardssal végezhetjiik el.
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Az N-acetil-D-Phe-GlIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-
NH, szintézisét ugyancsak a fent leirt médon hajtjuk
végre az elsG 1épésben 0,62 g (0,25 mmél) benzhidril-
amino gyantdt hasznilva és a masodik 1épésben a
0,92 g gyantét anizollal kevertetve, azzal a kiilonbség-
gel, hogy az eljiras végén a Boc csoportot eltdvolitjuk
és a gyantat metilén-kloridban ecetsav-anhidriddel ace-
tilezziik.

A Sta8-Des-Met’-litorin szintézise:

A peptid barmely két aminosavja, ahol a peptid
csak peptidkdtéseket tartalmaz, helyettesithetS sztatin-
nal, AHPPA-val vagy ACHPA-val. Igy példaul a Sta®-
Des-Met’-litorin analég médon szintetizalhaté el8szdr
sztatint kotve a gyantdhoz, majd folytatva a Boc-
His(benzil-oxi-karbonil) hozzdaddsdval. A sztatint
vagy Boc-sztatint az aldbbi eljarasok szerint llithatjuk
eld: Rich és munkatirsai, J. Org. Chem., 43: 3624
(1978); Rich és munkatarsai, J. Med. Chem., 23: 27
(1980). Az AHPPA és az ACHPA szintéziséhez mdd-
szert ad meg: Hui és munkatarsai, J. Med. Chem., 30:
1287 (1987), Schuda és munkatirsai, J. Org. Chem.,
53: 873 (1988) és Rich és munkatarsai, J. Org. Chem.,
53: 869 (1988).

A p-Glu-Glu-Trp-Ala-Val-Gly-His-Sta-NH, &ssze-
tételd BIM-26 120 peptid szildrdfazisi szintézise az
alabbi eljards szerint torténik. Els6ként a-terc-butoxi-
karbonil-sztatint [elG4allitva Rich és munkatéirsai sze-
rint; J. Org. Chem., 43: 3624, (1978)] kotiink a metil-
benzhidril-amin-polisztirol gyantahoz. Acetilezés utin
a p-Glu-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-(benzil-oxi-karbo-
nil)-Sta-metil-benzhidril-amin-gyanta  koztiterméket
allitjuk eld. A szintézis a kovetkez6képpen torténik:

(1) Az a-terc-butoxi-karbonil-sztatin hozzakotése a
metil-benzhidril-amin-gyantdhoz: 1,0 g (0,73 mmo6l)
kloridion formaban 1év8 metil-benzhidril-amin-polisz-
tirol gyantit (Vega Biochemicals, Inc.) tesziink a Vega
250C Coupler peptidszintetizitor reakcidedényébe. A
szintetizatort az alabbi Iépésekre programozzuk be:

(a) metilén-klorid, (b) 10%-os trietil-amin kloro-
formban, (c) metilén-klorid, (d) dimetil-formamid.

A semlegesitett gyantat 18 6rdn 4t kevertetjiik az
eldzSleg 1,46 mmol a-terc-butoxi-karbonil-sztatinbél,
2 mmdl diizopropil-karbodiimidbd! és 1,46 mmél hidr-
oxi-benzotriazol-hidrtbél dimetil-formamidban 0 °C
hémérsékleten, egyords reakcididdvel eldallitott aktiv
észterrel. A keletkezett aminosavas gyantat a szinteti-
z4torban mossuk dimetil-formamiddal, majd metilén-
kloriddal. A Kaiser-féle ninhidrin teszt (5 perc) szerint
ekkor a sztatin gyantihoz val6 kapcsolédasa 84%-os.

Az acetilezést gy végezzik, hogy az aminosavas
gyantat 15 percen 4t 5 mmél N-acetil-imidazollal ke-
vertetjik metilén-kloridban. A Kaiser-féle ninhidrin
teszt szerint (5 perc) a szabad aminocsoportokon a
szarmazékképzés 94-99%-os. A Boc-sztatin-gyantit
ezutan metilén-kloriddal mossuk.

(2) A tobbi aminosav felkotése:

A peptidszintetiztort a kovetkezd reakcidlépésekre
programozzuk: (a) metilén-klorid, (b) 33%-os trifluor-
ecetsav (TFA) metilén-kloridban (mindkettS kétszer 5
és 25 perccel), (c) metilén-klorid, (d) izopropil-alko-
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hol, (e) 10% trietil-amin kloroformban és (f) metilén-
klorid.

Diizopropil-karbodiimidde! (4 mmél) vagy diizo-
propil-karbodiimiddel és hidroxi-benzotriazol-hidrattal
(1,47 vagy 0,73 mmdl) az aminosavakat (2,19 mmol)
az aldbbi sorrendben kapcsoljuk fel, a peptides gyantt
a szintetizatorban dimetil-formamiddal, majd metilén-
kloriddal mosva és a mosé és deblokkold (a)—(f) be-
programozott lépéseknek aldvetve: Boc-His(benzil-
oxi-karbonil) (2 ekvivalens mennyiségd hidroxi-
benzotriazol jelenlétében felkdtve), Boc-Gly, Boc-Val,
Boc-Ala és Boc-Trp (hidroxi-benzotriazol aktiv észte-
rekként felkotve, amit 1 ekvivalens mennyiségi hidr-
oxi-benzotriazol-hidréttal allitunk el 0 °C hdmérsék-
leten egyéras reakcidid6vel), Boc-Gln és pGlu (ugyan-
csak az el6zetesen elkészitett hidroxi-benzotriazol ak-
tiv észterekként felkotve, amit 1 ekvivalens hidroxi-
benzotriazol-hidrattal allitunk eld 0 °C hémérsékleten,
egy6ras reakci6iddvel). A teljes peptidet hordoz6 gyan-
tat metanollal mossuk és leveg6n szaritjuk.

A fenti 1,60 g (0,73 mmol) peptides gyantét 2,5 ml
anizollal, 50 mg ditiotreitollal és 30 ml vizmentes hid-
rogén-fluoriddal kevertetjik 0 °C h&mérsékleten
egy 6rén 4t. A hidrogén-fluorid felesleget gyorsan elp4-
rologtatjuk széraz nitrogéngaz 4ramban, a szabad pep-
tidet lecsapjuk és éterrel mossuk. A nyers peptidet
100 ml 1 M ecetsavban oldjuk és az oldatot csokkentett
nyoméson bepdroljuk. A nyers peptidet minimalis
mennyiségli metanol/viz, 1: 1 elegyben oldjuk és tiz-
szeres térfogati etil-acetitban eldorzsoljik.

A triturlt peptidet egy 9,4 mmx50 cm méreti okta-
decil-szilan-szilikagél oszlopra (Whatman Partisil 10
ODS-2 M9) vissziik. A peptidet lineéris gradienseld-
ciéval eludljuk az oszloprél. A lineéris gradienst 0,1%
trifluor-ecetsavat tartalmazé vizben allitjuk el§ a 0,1%
trifluor-ecetsav/acetonitril 20: 80 aranyid elegyének
20%-r61 80%-ra val6 emelésével. A frakcidkat vékony-
réteg-kromatografiaval és HPLC analizissel vizsgaljuk
és a maximélis tisztasdgra torekedve gyfjtjiik Ossze. Az
oldatnak vizbdl val6 fagyasztva szaritasaval 77 mg ter-
méket nyeriink fehér, pelyhes por alakjaban.

A fenti médszerre! édllitottuk eld példaul az alabbi
vegylileteket, melyek molekulatomegét gyorsatom
bombiézasos tomegspektroszképidval (FAB-MC) haté-
roztuk meg:

vegyilet Fﬁ};-
p-Glu-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Phe- 1054
W(CHzNH)-LeU-NHZ
p-Glu-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu- 1015
Y(CH,NH)-Leu-NH,
D-Phe-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu- 1055
y(CH,;NH)-Leu-NH,
D-Nal-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu- 1105
Y(CH,;NH)-Leu-NH,
D-Nal-GlIn-Trp-Ala- Val-Gly-His-Leu- 1140
y(CH,NH)-Phe-NH,
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vegyiilet FQ';
D-Cpa-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu- 1090
Y(CH,NH)-Phe-NH,
D-Phe-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu- 1124
Y(CH,NH)-Cpa-NH,
D-Phe-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu- 1140
W(CH,NH)-D-Phe-NH,
p-Glu-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Sta-NH, 965
D-Phe-Gln-Trp-Ala- Val-Gly-His-Leu-NH, 956
D-Phe-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-NH(C;Hs) | 981
p-Phe-Gln-Trp-Ala-Val-D-Ala-His-Sta-NH, 1015
D-Cpa-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-B-Leu-NH, 1005

A peptidek agonista vagy antagonista hatdsit az
alabbi vizsgdlati médszerek szerint vizsgaljuk.

1. vizsgalat — 3T3 peptid 4ltal stimulalt CH) timidin
felvétel.

Sejtkultira: A Swiss 3T3 sejtek torzskultirajat Dul-
becco-féle médositott Eagles tiptalajon (DMEM) no-
vesztjiik ki, mely tdptalajt még kiegészitjiik 10% borjii-
embrié-szérummal. A tenyésztés 37 °C hémérsékleten
torténik 10% széndioxid, 90% levegd osszetételd ned-
ves gaztérben. A kisérlethez a sejteket 24 lyukas titter-
talcdkra oltjuk le, és a téptalaj utols6 cseréje utin
négy nappal haszniljuk fel. A sejteket a sejtciklus
G1/GO gézisaban hasznaljuk fel, a tipkozegiiket szé-
rummentes DMEM-re lecserélve 24 éraval a timidin-
felvétel-teszt elbtt.

A DNS szintézis vizsgélata: A sejteket kétszer 1 ml
szérummentes DMEM kozeggel mossuk, majd 1 ml
szérummentes DMEM kozegben inkubdljuk, mely
0,5 pM (metil-*H) timidint (20 Ci/mmél New England
Nuclear) 3 nM bombezint és 1, 10, 100 vagy 1000 nM
vizsgdlandé vegyiiletet tartalmaz. A sejteket 2x1 ml
Jjéghideg 0,9%-os nétrium-klorid oldattal mossuk, a
savoldékony radioaktivitdst eltdvolitjuk 4 °C h&mér-
s€kleten végzett, 5%-os triklor-ecetsavban torténd in-
kubalassal. A kultirat egyszer 1 ml 95%-os etanollal
mossuk, és 30 percen 4t inkubéljuk 1 ml 0,1 n natrium-
hidroxid-oldatban. A beoldddott anyagot csévekbe
visszik 4t, melyek 10 ml ScintA (Packard) kozeget
tartalmaznak. A radioaktivitast likvid-szcintillaciés
spektrométerrel hatirozzuk meg.

2. vizsgélat — Kis-sejtes karcinéma (SCLC)-bombe-
zin éltal stimulalt CH) timidinfelvétel-teszt.

Sejtkultira — NCI-H69 humén sejt karcinéma sejtvo-
nalat (American Type Culture Associationts] beszerezve)
10% borjtiembriészérummal kiegészitett RPMI 1640 ko-
zegben tartjuk fenn 10% széndioxidot, 90% levegét tar-
talmazé giztérben, 37 °C hémérsékleten. 24 éraval a
vizsgélatok el6tt, a sejteket szérummentes kozeggel mos-
suk €s 24 lyukas titterlemezekre oltjuk be.

DNS szintézis —~ 1 nM bombezint, 0,5 uM (metil-
3H)-timidint (20 C/mmol, New England Nuclear) és 1,
10, 100 vagy 1000 nM vizsgdlandé anyagot adunk a
tenyészetekhez, hogy a végsé térfogat 0,5 ml legyen.
28 6rés, 37 °C homérsékleten torténd inkubélds utdn a
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sejteket GF/B livegszalas szlir6kon gyjtjitk ossze, és a
DNS-t jéghideg triklor-ecetsavval kicsapjuk. A sav-
oldhatatlan DNS frakciéba beépiilt. CH) timidint 1lik-
vid-szcintillaciés spektrometriaval mérjiikk meg.

3. vizsgélat — Peptid altal indukélt hasnyalmirigy-
gyulladas.

A kisérletekhez 250 g siilyd him Sprague-Dawley
patkdnyokat haszndlunk. 15 perccel a bombezin injek-
tdldsa elStt szubkutdn adjuk be a vizsgalandd vegyiile-
tet vagy a 0,9%-os natrium-klorid oldatot. A bombezint
10 pg/kg dézisban szubkutén injektdljuk és vérminta-
kat vesziink 1,5, 3 és 6 6ra miilva. A plazma amilaztar-
talmét Pantrak amildz-teszttel hatarozzuk meg.

4. vizsgilat — A (*PJ) gasztrint felszabadité peptid
(GRP) bombezinreceptorokhoz kotddésének in vitro
gatlasa.

Kiilonbozd szovetekbdl (patkdnyagy, patkany-has-
nyalmirigy, patkény-agyalapimirigy, SCLC, 3T3 sej-
tek) membrént preparalunk oly médon, hogy a szbvetet
0,1% borjiszérumalbumint és 0,1 mg/ml bacitracit tar-
talmaz6é 50 mM TrisHCI-ben homogenizéljuk, kétszer
centrifugéaljuk (39000 g, 15 perc, 4 °C), a centrifugala-
sok kozott friss pufferben szuszpendalva az iiledéket.
0,8 ml kivétet 0,5 nM ('Z1)GRP-vel (2000 Ci/mmdl;
Amersham Corp.) és kiilonboz6 koncentriciéban 1év3
vizsgdland6 anyaggal inkubdljuk 0,5 ml végss térfo-
gatban. 30 perces 4 °C hémérsékleten torténd inkuba-
las utdn a reakci6t gyorsan ledllitjuk aziltal, hogy a
szuszpenziét gyorsan étszirjik egy Whatman GF/C
szlir6n, amit el6z6leg 0,3%-os vizes polietilén-iminben
ztattunk, hogy csokkentsiik a nem-specifikus megko-
todést. A sziirSket és a csoveket haromszor 4 ml jéghi-
deg pufferrel mossuk és a sziirén maradt radioaktivitast
gamma-spektrometridval megmérjiik. A specifikus ko-
t6dést tgy hatdrozzuk meg, hogy az dsszes (12°J) GRP-
bdl kivonjuk azt, ami 1000 nM bombezin jelenlétében
megkotddott.

5. vizsgdlat — A gasztrin felszabadulés gétldsa

Elaltatott patkdnyok gyomrdn gyomorszij kaniilon
keresztiil soldatot oblitiink &t, amit 15 perces periédu-
sokban Osszegy(jtink. A vizsgalandé peptidet 0-
150 perces periédusokban infuzaljuk az 4llatokba nya-
ki vénan keresztiil.

6. vizsgélat — In vivo antitumor aktivitas

5 db sszefiiggd 75 cm? feliiletid szovettenyészetrdl
NCI-H69 kis-sejtes tiidGkarcinéma sejteket transzplan-
talunk minden egyes 4llat tidejének jobb lebenyébe.
Az NCI-H69 sejteket sejtaggregdtum szuszpenzidként
in vitro tenyésztjiik. A sejtaggregatumokat nem kisérel-
tik meg fizikai vagy kémiai tdton dezaggregilni. A
tumor méretét a két 4tmérd atlagéban adjuk meg milli-
méterben, vagyis:

hossziség €s szélesség
2

Szamos olyan bombezin vagy GRP analégot meg-
vizsgéltunk egy vagy tobb fent ismertetett 1-6 teszttel,
amely nem-peptidkotést, sztatint, AHPPA-t vagy
ACHPA-t tartalmaz. Az 1. és 2. teszt eredményeit az 1.
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tablazatban foglaljuk 6ssze. Az 1. tablazatban feltiintet- 3T3 | mimidi
Jik a nem-peptid analégok képleteit, az (125J) GRP in GRPU-| o1 e
vitro kot6désének gétlasat a 3T3 fibroblast bombezin midin | "1 | FaB-
receptoraihoz és a 3T3 sejtkultirak bombezin-stimulal- Kodszém Szerkezet re[c:f | ICso | MS
ta CH) timidin felvétel gatlasat. A 3T3 GRP receptor és 5 ICyp |
a timidin felvétel adatait nM-ben kifejezett ICsq érté- @m) |V
kekbf:n adjuk meg. A tablazat tartalmazza egy nem- D-Phe-Gln-Trp-Ala-
peptidkotést tartalmazé természetes peptidnek, a Neu- BIM- Val-Gly-His-Leu- 58 o | 1085
romedin C-nek az adatait is, mely peptid C-terminali- 26113 Y(CH,NH)Leu-NH, | ™
sénak hét aminosavja hasonlé a bombezin és a GRP 10 Litorin
megfeleld szakaszdnak aminosavjaihoz. (Az I. tabl4- D-Nal-Gln-Trp-Ala-
zatban a ,litorin” egy 9 tagii peptidanalégot vagy szar- BIM- Val-Gly-His-Leu- 235 | 28 | 1105
maz€kat, a ,,Neuromedin C” egy 10 tagii analégot vagy 26114 | W(CH)NH)Leu-NH, ’
szdrmazékat jelsli). Litorin
Az . tibldzatban a nem-peptid kotést a w(CH,NH) 15 BIM. pGlu-Gln-Trp-Ala-
jeldlés mutatja, azaz a w(CH,NH) jelolés mindig el6tte 26120 Val-Gly-His-Sta- 150 | 165
all annak az aminosavnak, melynek aminocsoportja NH, Litorin
részt vesz a nem-peptid kétésben. BIM- D-Phe-Gln-Trp-Ala-
Val-Gly-His-Leu- 59 | 28,6
26122 -
1. dbldzat 20 NH, Litorin
3T3 BIM Q-Fg[Gg;TI?_AIa-
- - al-Gly-His-Leu-
GRP i s 26136 | WCHNHPhoNH, | W4 | 33 | 140
K6dszém Szerkezet recep- [gl FQES; Litorin
tor (nrjlo) 25 BIM- D-Cpa-qu-Trp-Ala-
ICsg felvétel 26182 Val-Gl.y-Hﬁxs-B-Leu- 088 | 4,77
(M) NH, Litorin
Gly-Asn-His-Trp-
BIM- Ala-Val-Gly-His- 242 | 466
26092 | Leu-y(CH,NH)Leu- 30 Az L. tabldzatbél lathats, hogy elényds, ha a nem-
NH, Neuromedin C peptidkotés a litorin-analégok A3 és A? tagjai kozott
5 pGlu-Gln-Trp-Ala- taldlhat6. A két legaktivabb anal6g (amit az alacsony
IM- Val-D-Ala-His-Leu- GRP receptor ICs; érték jelez) a BIM-26 100 peptid
26095 | W(CH,NH)Leu-NH, 2623 | 1209 [PheB\u(CII-’IzNH)Lfeu9] és a BIM-26101 [Leuby-
Litorin 35 (CHZNH)Leug].
pGlu-Gin-Trp-Ala- Ezen tilmenden, mint az 1. tablazat eredményei bizo-
I R P L e
Litorin pepuq aktivnak bizonyult a 3T3 GRP receptor kitdés és
a timidin felvétel tesztekben.
p-Glu-Gln-'Trp-Ala- 40 A legfigyelemreméltobb, hogy a BIM-26 136 peptid
ggl‘]"dl X’Eﬂ:ﬁ%ﬁiﬁf%ﬂz 18 | 296 | 1015 (D-Nal' Leu*y(CH,NH)Phe’] a leghatékonyabb analcg,
Litorin amelyik az amino és karboxil végén is aromés csoportot
D-Alz-AsmFis Tro- tana]n?aZ 'és ezéltal hidroféb kap‘csolatolfra képes. Végiil,
BIM- Al2Val-D. Ala-Hisr[i ha a litorin A3 és, A9 aminosavjét sztatinnal vagy B-le-
26105 Lewy(CH,CH)Leu- 107 | 107 45 ucinnal helyettesitjiik, a nyert BIM-26 120. és a BIM-
NH, Neuromedin C 261 22 zlinalgigok L:)gyancsak hatésgs antagomsték.N
- z 1. tablazatban negativ eredményt mutaté Neuro-
gips)-Gfi)llaDV;?-llZ;}:ls a medin C anal6gokra is talalunk peldit, ilye.n példaul a
BIM- His-Leu- 401 | 354 BIM-26 108. A haszn4lhat6 antagonistak kivalasztasa-
26106 W(CH,NH)Met-NH, 50 hoz a nem-peptidkotéssel vals cserét a fent ismertetett
Neuromedin C rutin vizsgalatokkal egyiitt kell elvégezni.
D-Phe-His-Trp-Ala- A bombezin és a bombezin analégok gétoljak az
BIM- Val-Gly-His-Leu- 199 | 154 interleucin-2 (IL-2) hat4sat [Fink és munkatérsal, Klin.
26107 W(CH,;NH)Leu-NH, Wochenschr., 66. Suppl. 13: 273 (1988)]. Minthogy az
Neuromedin C 55 IL-2 a T-limfocitdk szaporod4sat idézi els, lehetséges,
N-Ac-D-Ala-His- hogy a litorin antagonistdk megakadalyozzdk a bombe-
BIM- Trp-Ala-Val-Gly- zin vagy analégjainak IL-2-re gyakorolt hz_itését. Az
26108 His-Leu- 841 |>1000 IL-2 4ltal stimuldlt limfocitdk képesek in vitro a kis-
W(CH,NH)Leu-NH, sejtes tiidSkarcinéma sejtek hatékony lizaldsdra. Mi-
Neuromedin C 60 kozben a bombezin antagonistdknak kozvetlen sejtsza-
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porodésgitlé hatdsuk van a neoplasztikus szovetekre,
kedvezden hathatnak a limfocitdk szaporodasara, me-
lyeknek litikus hatdsa van a kis-sejtes tiid&rék sejtekre.

Ezek a megfigyelések serkentettek minket arra,
hogy a 6. teszt alapjan meghatérozzuk a BIM-26 100
hatésat az SCLC tumorsejtvonal in vivo ndvekedésére.
Hisz csecsemSmirigy nélkiili, 5-6 hetes nGstény mez-
telen egérbe a nulladik napon beiiltettiink NCI-H69
humén kis-sejtes tlidSkarcinémat (SCLC), egyeden-
ként azonositjuk Sket, majd véletlenszertien szétoszt-
Jjuk az aldbbi kontroll s vizsgalati csoportokba:

csoport sz4- Kezelés 4llatok sza-
ma ma

séoldatos viv6anyaggal kezelt
1. kontrollallatok 2 ml; s. k. inf,; 10
kétszer naponta, 28 napon 4t

BIM-26 100 50 pg/inj.; s. k.; két-
szer naponta, 28 napon 4t

BIM-26 100 50 pg/inj.; s. k. inf.;

3 kétszer naponta, 28 napon 4t

(s. k. — szubkutén; inj. — injektalt; inf. - inf(izi6).

Az NCI-H69 xenograft novekedését és a tumornd-
vekedés BIM-26 100 [pGlu-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-
Phey(CH,NH)Leu-NH,] bombezin antagonistdval tor-
ténd gatldsat az 1. 4brdn, a relativ tumorméreteket a II.
tdblazatban mutatjuk be.

A BIM-26 100 tumorellenes hatdsa nyilvanvalé, te-
kintettel az NCI-H69 tumorsejtek nagy mennyiség ino-
kuluméra (4llatonként 5 db 75 cm? 6sszefiiggd feliiletd
sejtkultdra), és a sejtek agglomeralt 4llapotéra. A tenyész-
edényekben az NCI-H69 agglomeratumok makroszkopi-
kusan lathatok és egyiitt egy metasztézisos tumortelep-
hez hasonlitanak. Sok ilyen tumortelepet iiltetiink be 4lla-
tonként. A BIM-26 100 d6zist 5nkényesen valasztottuk ki
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a vegyiilet hozzaférhetSsége alapjan és nem volt az opti-
mélis. Magasabb BIM-26 100 dézisokat is alkalmazha-
tunk, amire a testsilygyarapodas utal (IIL. tablézat). A
teststilyndl levonjuk a daganat silyat. Ez azt mutatja,
hogy a BIM-26 100-nak semmi toxikus hatdsa nincs sem
az alkalmazés helyén, sem az egész szervezetre vonatko-
z6lag, és gyogyaszati célra felhasznlhaté, mint egy tu-
morellenes hatasi novekedésgatlé faktor.

A 3. dbra mutatja a D-p-CI-Phe-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-
His-Leu-y(CH,NH)Phe-NH, bombezin-antagonista ha-
tasat a bombezin stimuldlta amiléz kivalasztasra patka-
nyoknél. Az eredmények azt mutatjak, hogy ez az analég
hatdsos antagonista. 5 nM analég képes megakadalyozni
az 5 nM bombezin altal kivaltott amilazelvalasztast.

A taldlmény szerinti peptideket az emlGsoknek, £6-
ként azonban az embernek adhatjuk be a szokasos
médok valamelyikével (szdjon 4t, parenterdlisan, bs-
ron keresztiil, nydlkahértyén at) vagy elnyijtott felsza-
badulast biztosité készitményekben, melyeket biodeg-
radativ biokompatibilis polimerekbdl készitiink vagy a
célhelyre szllit6 készitményekkel (példaul a tiidShoz)
micelldkat, géleket, liposzémékat alkalmazva.

Ataldlmany szerinti bombezin-antagonisték alkalma-
sak valamennyi olyan rak kezelésére, ahol a bombezinnel
rokon anyagok autokrin vagy perakrin mitotikus agens-
ként hatnak, kiilonosen a kis-sejtes tiidSkarcinéma eseté-
ben. Ugyancsak alkalmazhat6k a peptidek a gyomorsav-
szekréci6 gatlaséra, a gasztrointesztinalis rendszer moz-
gsi betegségeire, az exokrin hasny4lmirigy adenokarci-
némajénak kezelésére vagy a tiinetek enyhitésére, kache-
xis betegek étvagyénak helyresllitasara.

Embernek a peptidek napi 0,5 pg-5 mg/testsilyki-
logramm d6zisban adagolhat6k. Némely réknal, példé-
ul a kis-sejt tiidSkarcinémanal a kurativ kezelés el§-
nyds dézisa napi 250 mg személyenként.

1I. tdbldzat
A BIM-26 100 bombezin-antagonista in vivo tumorgétlé aktivitisa NCI-H69 humdn sejtes tiid6rak esetében

kisérleti Kezelés tumorméret 18, nap (mm) | tumorméret 28. nap (mm)
csoport kezelUkontroll% kezelt/kontroll%
szdma
1 Viv6anyaggal kezelt kontroll 0,2 ml, sz. k., inf,, kétszer naponta, 10,9+1.82 1594227
28 napon 4t
2. BIM-26 100, 50 pg/inj., sz. k., kétszer naponta, 28 napon 4t 10,1 £ 1,47 93 17,3+£1,96 108

3. BIM-26100, 50 pg/inj., sz. k., inf., kétszer naponta

7,6+ 1,56%* 70 13,7067 86

d  Akontrollcsoportban 10 4llatndl, a vizsgélati csoportnél 5 4llatndl kapott dtlagériék + SD. A Student-féle SD a kontrollt6l * 0,05; - p<0,01.
po p<

111, tdbldzat

A tumorndvekedés és a BIM-26 100 kezelés hatésa a teststlyra: nincs toxicitas

kisérleti cso- testsdly (g)* testsily (g) testsily (g)
port szdma kezelés 0. nap 18. nap 28.nap
L VivGanyaggal kezelt kontroll, 0,2 ml, sz. k., inf., naponta két- 17,3 196 19.7
szer, 28 napos kezelés
2. BIM-26 100, 50 pg/inj., sz. k., naponta kétszer, 28 napos kezelés 16,9 19,2 19,1
3. fellélvls-% 100, 50 pg/inj., sz. k., inf., naponta kétszer, 28 napos ke- 177 204 211

a A testsilyadatok a kontrollcsoportban 10 4llat, a vizsgélati csoportban § 4llat atlagértéke. A tumor siily4t levonjuk a testsilyb6l, A tumor
silydt a két leghosszabb Atmér6 megmérésével hatfrozzuk meg, az ellipszoid alakd test térfogatdb6l a silyt mg-ban kifejezve:
(hossziisdgxszélesség 2/2) mg.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras A!-Gln-Trp-A*-A5-A%-A7-A8-A%-NHR
(D) altaldnos képleti peptidek és s6ik eldallitaséra, ahol
a képletben
A! D-Phe, halogén-D-Phe, D-Nal vagy pGlu,

A%és A’ egymistdl fiiggetleniil Gly, Ala, Val, Leu, Ile
vagy Nle,

AS Gly, D-Ala, D-Leu, D-Ile, D-Val vagy D-Nle,

A’ His, 1-metil-His vagy 3-metil-His,

A® Phe, Gly, Ala, Leu, B-Leu, gamma-Leu, Ile, Val, Sta
vagy cSta,

A® Gly, Ala, Leu, Val, Ile, Nle, Phe vagy halogén-Phe,
vagy kozvetlen kotés, azzal a feltétellel, hogyha A*
kémiai kotéstd] eltérd, az A% és A® kozott peptidko-
tés CO-csoportja CH, csoportté redukalt formaban
van jelen, és

R jelentése hidrogénatom vagy 1-6 szénatomos alkil-
csoport,
azzal jellemezve, hogy a fenti (I) altalanos képlet-

nek megfelelS peptidet, mely legaldbb egy, a peptidké-

midban ismert véddcsoportot tartalmaz, és/vagy vala-
mely gyantidhoz kapcsolédik, védSesoport-hasitdsnak
vetlink ald és/vagy lehasitunk a gyantérél, és kivént
esetben egy keletkezett peptidet s6javé alakitunk. (El-

sGbbsége: 1989. 10. 13.)

2. Az 1. igénypont szerinti eljards olyan (I) 4ltala-
nos képletd peptidek és soik eldallitdsara, ahol a kép-
letben
A! D-Phe, halogén-D-Phe, B-D-Nal vagy pGlu,

A*és A5 egymast6l fiiggetleniil Gly, Ala, Val, Leu, Ile
vagy Nle,

A® Gly vagy D-Ala,

A7 His,

A3 Phe, Gly, Ala, Leu, Ile vagy Val,

Ad Gly, Ala, Leu, Val, Ile, Nle, Phe vagy halogén-Phe,
és az A8 és A% kozott peptidkotés CO-csoportja CH,
csoporttd redukalt formaban van jelen, és

R jelentése hidrogénatom vagy 1-6 szénatomos alkil-
csoport,
azzal jellemezve, hogy a fenti szerkezetnek megfe-

leld védett és/vagy gyantahoz kotott kiinduldsi peptide-

ket hasznélunk. (Elsdbbsége: 1988. 10. 14.)

3. Az 1. igénypont szerinti eljards olyan (I) altala-
nos képletd peptidek és séik eldéllitdsara, ahol a kép-
letben
A! D-Phe, halogén-D-Phe vagy pGlu,

A% és A’ egymaistol fiiggetleniil Gly, Ala, Val, Leu, Ile
vagy Nle,

AS Gly vagy D-Ala,

A7 His,

A? Phe, Gly, Ala, Leu, Ile vagy Val,

A® Gly, Ala, Leu, Val, Ile, Nle, Phe vagy halogén-Phe,
és az A8 és A9 kozott peptidkotés CO-csoportja CH,
csoportt redukalt forméban van jelen, és

R jelentése hidrogénatom vagy 1-6 szénatomos alkil-
csoport,
azzal jellemezve, hogy a fenti szerkezetnek megfe-

leld védett és/vagy gyantéhoz kotott kiinduldsi peptide-

ket hasznalunk. (Els6bbsége: 1988. 12. 09.)

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

10

4, Az 1. igénypont szerinti eljaras olyan (I) altala-
nos képletd peptidek és séik el6allitasdra, ahol a kép-
letben
A! D-Phe, halogén-D-Phe, B-D-Nal vagy p-Glu
A%és AS egymastdl fiiggetleniil Gly, Ala, Val, Leu, Ile

vagy Nle,

A6 Gly, D-Ala, D-Leu, D-Ile vagy D-Val,

A His, 1-metil-His vagy 3-metil-His,

A8 Phe, Gly, Ala, Leu, Ile, Val, Sta vagy cSta,

A® Gly, Ala, Leu, Val, Ile, Phe vagy halogén-Phe, vagy
kozvetlen kotés, azzal a feltétellel, hogyha A* ké-
miai kotéstdl eltérs, az A% és A% kozott peptidkotés
CO-csoportja CH, csoportta redukalt forméaban van
jelen, és

R jelentése hidrogénatom vagy 1-6 szénatomos alkil-
csoport,
azzal jellemezve, hogy a fenti szerkezetnek megfe-

leld védett és/vagy gyantdhoz kotott kiindulasi peptide-

ket hasznalunk. (Els6bbsége: 1989. 03. 02.)

5. Az 1. igénypont szerinti eljéras olyan (I) 4ltala-
nos képletd peptidek és séik eldallitdsara, ahol a kép-
letben
A! D-Phe, halogén-D-Phe, 3-D-Nal vagy pGlu,

A% és Ad egymistol fiiggetleniil Gly, Ala, Val, Leu, lle
vagy Nle,

A® Gly, D-Ala, D-Leu, D-Ile vagy D-Val,

A7 His, 1-metil-His vagy 3-metil-His,

A3 Phe, Gly, Leu, Ile, Val, Sta vagy cSta,

A? Gly, Ala, Leu, Val, Ile, Phe vagy halogén-Phe, vagy
kozvetlen kotés, azzal a feltétellel, hogyha A ké-
miai kotéstSl eltérd, az A8 és A% kozott peptidkotés
CO-csoportja CH, csoportté redukélt formaban van
jelen, és

R jelentése hidrogénatom vagy 1-6 szénatomos alkil-
csoport,
azzal jellemezve, hogy a fenti szerkezetnek megfe-

lel8 védett és/vagy gyantdhoz kotott kiindulast peptide-

ket haszndlunk. (Elsébbsége: 1989. 07. 07.)

6. Az 1. igénypont szerinti eljaras olyan (I) altala-
nos képletd peptidek és séik el6allitasara, ahol a kép-
letben
A' D-Phe, halogén-D-Phe vagy pGlu,

A*és A3 egymastdl fiiggetleniil Gly, Ala, Val, Leu, Ile
vagy Nle,

AS Gly, D-Ala, D-Leu, D-Ile vagy D-Val,

A7 His, 1-metil-His vagy 3-metil-His,

A? Phe, Gly, Ala, Leu, Ile, Val, Sta vagy cSta,

A® Gly, Ala, Leu, Val, Ile, Phe vagy halogén-Phe, vagy
kozvetlen kotés, azzal a feltétellel, hogyha A* ké-
miai kotéstSl eltérs, az A® és A® kozott peptidkotés
CO-csoportja CH, csoportta redukalt formaban van
jelen, és

R jelentése hidrogénatom vagy 1-6 szénatomos alkil-
csoport,
azzal jellemezve, hogy a fenti szerkezetnek megfe-

lelS védett és/vagy gyantahoz kotott kiinduldsi peptide-

ket haszndlunk. (ElsGbbsége: 1989. 08. 21.)

7. Az 1. igénypont szerinti eljar4s olyan (I) 4ltala-
nos képletd peptidek elG4llitdsara, ahol
A! pGlu, D-Phe, B-D-Nal, vagy D-Cpa,
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A* jelentése Ala,
A3 jelentése Val,
AS jelentése Gly vagy D-Ala,
A’ jelentése His,
A3 jelentése Leu, B-Leu, Phe vagy Sta,
A® kémiai kotés, és
R jelentése hidrogénatom,
azzal jellemezve, hogy a fenti szerkezetnek megfelels
védett és/vagy gyantdhoz kotott kiinduldsi peptideket
hasznalunk. (Elsébbsége: 1989. 10. 13.)
8. Az 1. igénypont szerinti eljaras a
pGlu-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-sztatin-amid el64l-
litdsara, azzal jellemezve, hogy a fenti szerkezetnek
megfeleld védett és/vagy gyantihoz kotott kiindulasi
peptideket hasznélunk. (Els6bbsége: 1989. 03. 02.)
9. Az 1. igénypont szerinti eljéras a
D-p-Cl-Phe-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-B-Leu-NH,
elGallitdsara, azzal jellemezve, hogy a fenti szerkezet-
nek megfeleld védett és/vagy gyantihoz kotott kiindu-
lasi peptideket hasznélunk. (Elsdbbsége: 1989. 10. 13.)
10. Az 1. igénypont szerinti eljar4s olyan (I) altal4-
nos képleti peptidek eldallitasara, ahol
A' pGlu, D-Phe, B-D-Nal, GIn vagy D-Cpa,
A* jelentése Ala,
A3 jelentése Val,
AS jelentése Gly vagy D-Ala,
A7 jelentése His,
A8 jelentése Leu, Phe vagy cSta,
A°® Leu vagy Phe,
R jelentése hidrogénatom vagy 1-6 szénatomos alkil-
csoport, és az A% és A% kozotti CO-csoport redukalt,
azzal jellemezve, hogy a fenti szerkezetnek megfelels
védett és/vagy gyantihoz kotott kiinduldsi peptideket
hasznalunk. (Els6bbsége: 1989. 03. 02.)
11. A 10. igénypont szerinti eljaras olyan (I) 4ltala-
nos képleti peptidek eléllitasara, ahol
Al jelentése B-D-Nal és A% és A® jelentése egymastd
fiiggetleniil Leu vagy Phe,
elGallitdsara, azzal jellemezve, hogy a fenti szerkezet-
nek megfelels védett és/vagy gyantihoz kotott kiindu-
lasi peptideket hasznélunk. (Elsébbsége: 1989. 03. 02.)

208 439 B 2

10

15

20

25

30

35

40

11

12. A 10. igénypont szerinti eljards a
B-D-Nal-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-y(CH,-NH)
Leu-NH, el6éllitasara, azzal jellemezve, hogy a fenti
szerkezetnek megfelelS védett és/vagy gyantihoz ko-
tott kiindulasi peptideket hasznalunk. (ElsSbbsége:
1988. 10. 13.)
13. A 10. igénypont szerinti eljaras a
B-D-Nal-GlIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-y(CH,-NH)
Phe-NH, el6allitisira, azzal jellemezve, hogy a fenti
szerkezetnek megfelelS védett és/vagy gyantihoz ko-
tott kiinduldsi peptideket haszndlunk. (ElsGbbsége:
1988. 10. 13.)
14. Az 1. igénypont szerinti eljaras olyan (I) dltala-
nos képletii peptidek el6allitasara, ahol
A' pGlu, D-Phe, B-D-Nal vagy D-Cpa,
A* jelentése Ala,
A3 jelentése Val,
AS jelentése Gly vagy D-Ala,
A7 jelentése His,
A8 jelentése Leu vagy Phe,
A? jelentése kozvetlen kotés, és
R jelentése hidrogénatom vagy 1-6 szénatomos alkil-
csoport, azzal jellemezve, hogy a fenti szerkezetnek
megfelel§ védett és/vagy gyantahoz kotott kiindulasi
peptideket hasznalunk. (Elsébbsége: 1989. 03. 02.)
15. A 14. igénypont szerinti eljaras olyan (I) 4ltal4-
nos képletii peptidek eléllitdsara, ahol
A3 jelentése Leu,
azzal jellemezve, hogy a fenti szerkezetnek megfelels
védett és/vagy gyantshoz kotott kiinduldsi peptideket
hasznélunk. (Elsébbsége: 1989. 03. 02.)

16. A 14. igénypont szerinti eljras a
D-Phe-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-etil-amid
el6éllitdsdra, azzal jellemezve, hogy a fenti szerkezet-
nek megfeleld védett és/vagy gyantihoz kotott kiindu-
lasi peptideket hasznélunk. (ElsGbbsége: 1989. 03. 02.)

17. A 14. igénypont szerinti eljiras a

D-Phe-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-NH,

eldallitasdra, azzal jellemezve, hogy a fenti szerkezet-
nek megfeleld védett és/vagy gyantahoz kotott kiindulési
peptideket hasznalunk. (Elsébbsége: 1989. 03. 02.)



HU 208439 B
Int.CL3: C07K 7/02

H,C—— CH-COOH

| (V)
H,C  NH
AN
C

CHy CH
N
I (1)

CH, OH

| |

3

2
4/
CH—N ( M )
HCH

NH,— CH —— COOH

12



HU 208439 B
Int.CL5: CO7K 7/02

(dou) op1 o $2323)02qG40WNy

1% 04 g¢

02 S) O °

1 A I

3

I0°0>d

Q18 "Jur os w1 /Brlog ool g =¢
aig os luw/briog 00192y g =2

104 UOA =}

$§2P2»2AQUIOWN} GOH —LON 0igo-|
]

-
[Te]

®)

¥
0

- 02

((waw) }o12uli0WNY 50601}?

13



HU 208439 B
Int.C1.5%: CO07K 7/02

2. abra

Alermeszetes peptidek ominosav szerkezete

Litorin

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 AS
pGlu—Gln —Trp — Ala— Val — Gly — His — Phe — Met
W

Neuromedin C

- A0 Al A2 A3 Ak A5 A6 A7 A8 A8

Gly—Ser —His — Trp — Ala —Vaol —Gly — His — Leu — Met
W

Bombezin (last 40 omino acid)
A0 Al A2 A3 AL A5 A6 A7 A8 A9

Gly—Asn—Gln —Trp —Ala —Val —Gly — His — Leu —Met
W

human GRP (last {0 amino acid )

A0 Al A2 A3 Ak A5 A6 A7 A8 AS

Gly—Asn—His — Trp —Ala —Val —Gly — His — Leu — Met
W
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3. abra

D—PheéBN (6-13) metil-eszter bombezin anolog ha-
tdsa a hasnyalmirigy bombezin altal kivaltott amilaz

| ' ]
celvalasztasara

8000+
bombezin-antagonista® ™

7000+ /

60001
5000+

4000-
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amilaz (5U/100 mt)

30001

** 5 nM/250g/n

2000;
¥ 0.5nM/250g/h
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