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aktyv

Siame i$radime aprasomi Zmogaus paratiroidinio hormono analogai, kurie turi padidinta kauly atstatymo
umg ir padidintg bioprieinamuma. Aprasyti peptidai yra hPTH-(1-31) dariniai, kurie yra ciklinti, pavyzdziui,
sudarant laktamus arba tarp Glu® ir Lys®, arba tarp Lys®® ir Asp®. Be to, gamtinis Lys?’ gali biti pakeistas arba

Leu, arba kitomis hidrofobinémis liekanomis, kaip antai lle, norleucinu, Met, Val, Ala, Trp arba Phe,
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Paprastai tokie analogai turi padidinta adenililciklazés stimuliavimo geba Ziurkiy osteosarkomos Igstelése
ir turi padidinta kauly atstatymo aktyvuma, naudojant ziurkiy, kurioms pa8alintos kiausides, modelj. Sie
analogai turi padidintg aktyvuma ir bioprieinamuma, kuris matomas i$ jy hipotenzinio poveikio Ziurkéms. Taip
pat apradytas bandymas, kuriame koreliuojamas hipotenzinis aktyvumas su osteogeniniu aktyvumu.
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|Sradimo sritis

Sis isradimas yra susijes su Zmogaus paratiroidinio hormono

analogais, kurie buvo rasti tinkamais osteoporozés gydymui.

[Sradimo kilmé

Osteoporozeé yra vyraujanti pagyvenusiu  Zmoniu, ypatingai
pagyvenusiy motery, invalidumo priezastis. Neseniai buvo nustatyta, kad
Zmogaus paratiroidinis hormonas (hPTH) ir tam tikri jo analogai yra kauly
augimo stimuliatoriai, ir jie tinka osteoporozés gydymui. Osteoporozé yra
progresucjanti liga, kuri pasireiSkia bendros kauly masés sumaZéjimu ir
padidintu kauly trapumu. Tai daZniausiai sukelia spontaniskus atraminiy
kauly IUZius ir fizinj bei psichinj pablogéjima, bldingg paZeidimams,
susijusiems su nejudrumu. Pomenopauzing osteoporoze sukelia iSnykimas
estrogeny, kurie reguliuoja deSimtmeciy trukmés kauly akseleracijos Kaita,
didejant neatitikimui tarp seno kaulo rezorbcijos ir naujo kaulo susidarymo.
Tai sukelia suplonéjima, poringumo padidéjima ir atraminiy Kauly trabekuliu
sunykimg.  Osteoporozé taip pat yra susijusi su hipertireoze,
hiperparatiroidizmu, Kusingo sindromu ir tam tikry steroidiniy vaisty
vartojimu. IstoriSkai susiklostes gydymas apima kalcio kiekio didinima maiste,
estrogening terapijg ir padidintas vitamino D dozes, bet pagrindinai yra
susijes su agentais, tokiais-"kaip antirezorbciniai vaistai, kurie inhibuoja
osteoklasty sukeliama kaulo rezorbcija.

Paratiroidinj hormona (PTH) gamina prie$skydine liauka, ir jis yra
pagrindinis kalcio kiekio kraujyje reguliatorius. PTH yra polipeptidas; galima
pagaminti sintetinius peptidus metodais, kuriuos apradé Erickson ir Merrifield,
The Proteins, Neurath et al., Eds., Academic Press, New York, 1976, p. 257, ir
Hodges et al. (1988) Peptide Research 1, 19 arba Atherton, E. and Sheppard,
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R.C. Solid Phase Peptide Synthesis, IRL Press, Oxford, 1989 modifikuotu
metodu.

Kai kalcio kiekis sefume yra sumazintas Zemiau normalaus lygio,
priedskydine liauka iSskiria PTH, ir kalcio kiekis yra padidinamas dél kalcio
rezorbcijos i8 kauly, dél padidntos kalcio rezorbcijos i§ Zarnyno ir dél
padidintos inksty Kkalcio reabsorbcijos i$ susidariusio $lapimo inksty
kanaléliuose. Nors pastoviai leidziami nedideli PTH kiekiai gali pasalinti kalci
i$ kaulu, tos pacCios nedidelés dozés, kai jos leidziamos protarpiais, gali
faktiSkai skatinti kauly augima.

Tregear US patente 4,086,196 apraso zmogaus PTH analogus ir teigia,
kad pirmosios 27-34 aminorlgstys vyra efektyviausios adenililciklazés
stimuliavimo pozidriu /n vitro bandymuose su lastelémis. Rosenblatt US
patente 4,771,124 apraso hPTH analogu, kuriuose Trp® yra pakeistas
aminorlgstimis  fenilalaninu, leucinu, norleucinu, valinu, tirozinu, p-
naftilalaninu arba «-naftilalaninu, savybe bdti PTH antagonistais. Sie
modifikuoti hPTH analogai taip pat turi pasalintas 2 ir 6 galines aminorlgstis,
ir tai sukelia didelés dalies agonistinio aktyvumo praradima, naudojant juos
osteoporozés gydymui. Sie analogai buvo ketinami panaudoti kaip PTH ir
giminingo PTH peptido inhibitoriai. Buvo teigiama, kad Sie analogai gali bt
naudingi hiperkalcemijos, susijusios su kai kuriais augliais, gydymui.

Pang et al, W093/06845, publikuotame 1993 m. balandzio 15 d.,
apraso hPTH analogus, kuriuose Arg®®, Lys®, Lys? pakeisti jvairiausiomis
aminordgstimis, [skaitant alanina, asparagina, asparto rlgsti, cisteina,
glutaming, glutar.o ragstj, glicing, histiding, izoleucing, leucina, metioninz.
fenilalanina, prolina, serina, tr;onina. triptofang, tirozing arba valina.
Teigiama, kad jie yra efektyvls gydant ostebporoze, ir turi minimaly poveiK|
Kraujo spaudimui ir lygiesiems raumenims, taciau jokiy patvirtinanciu §j teigini
duomeny bandymuose su gyvlnais arba Zmonémis nepateikiama.

PTH veikia per dvieju antriniy mesendzeriniy sistemy aktyvacijg - Gs-
baltymo aktyvuotg adeniliiciklaze (AC) ir Gg-baltymo aktyvuotg fosfolipaze Cg.
Pastaroji stimuliuoja suriStos su membrana proteinkinazés Cs (PKC)

aktyvuma. Buvo parodyta, kad Siam PKC aktyvumui reikia PTH 29-32 liekanuy
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(Jouishomme et al (1994) J. Bone Mineral Res. 9, (1179-1189)). Nustatyta,
kad kauly augimo padidéjimas, t.y. toks efektas, kuris yra naudingas gydant
Osteoporozg, yra susijes su peptido sekos sugebéjimu padidinti AC
aktyvuma. Buvo parodyta, kad natyvaus PTH seka pasizymi visais tokiais

aktyvumais. hPTH-(1-34) seka paprastai vaizduojama kaip (A):

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His
Leu Asn Ser Met Glu Arg Val GluTrp Leu Arg Lys Lys Leu
Gln Asp Val His Asn Phe-OH A

Toliau duodamas linijinis analogas (hPTH-(1-31)-NHy),  Kkurio
duomenys jtraukti | Zemiau duodama 1 lentele, pasifymi tik AC-
stimuliuojanciu aktyvumu, ir buvo parodyta, kad jis yra labai aktyvus kauly
nykimo atstatymo pozidriu bandymuose su Ziurkémis, Kurioms pasalintos
kiausidés (Rixon, R. H. et al (1994) J. Bone Miner. Res. 9, 1179-1189;
Whitfield et al. (1996), Calcified Tissue Int. 58, 81-87: Willick et al, Us
patentas No. 5,556,940, publikuotas 1996 m. rugséjo 17 d.):

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His
Leu Asn Ser Met Glu Arg Val GluTrp Leu Arg Lys Lys Leu
GIn Asp Val-NH, B

AuksCiau pavaizduota molekulé (B) gali turéti laisva karboksilo galg
vietoj parodyto amidinio galo.ﬂ

Sio i$radimo tikslas yrg pagaminti naujus PTH analogus, kurie turéty
didesnj metabolinj stabiluma,'badidinta kauly atstatymo aktyvuma, padidintg

AC aktyvuma ir minimalius pasalinius klinikinius efektus.
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ISradimo santrauka

Pagal vieng Sio iSradimo aspektg pateikiamas Zmogaus paratiroidinis
hormonas hPTH, turintis tokig aminortig3ciu seka;
R-NH-R'-Val-Ser-Glu-lle-Gin-Leu-R?-His-Asn-Leu-Gly-Lys-R-R*-R°-R°-R’-Glu-
Arg-Val-R®--Trp-Leu-R*--R"--R""-Leu-R'%-Asp--Y,
kurioje
R = vandenilis arba bet kokios linijinés arba $akotosios grandinés alkilas,
acilas arba arilo grupé,

R' = Ser, Ala arba Aib,

R®? = Met arba gamtiné hidrofobiné aminortgstis,

R® = His arba tirpi vandenyje aminortgstis,

R* = Leu arba tirpi vandenyje aminortgstis,

R® = Asn arba tirpi vandenyje aminoriigstis,

R® = Ser arba tirpi vandenyje aminordgstis,

R’ = Met arba gamtine hidrofobiné aminor(gstis,

R® = Glu, Lys arba Asp,

R® = Cys, Glu arba O,

R™ = Arg, Lys. Orn, GIn, Glu arba Asp,

R'" = gamtiné hidrofobiné arba poliné aminorigétis,

R'? = GIn, Arg. Glu. Asp, Lys arba Orn,

X = OH, NHir _

Y = X, Val-X, Val-His-X, Val-His-Asn-X, Val-His-Asn-Phe-X, Val-His-Asn-Phe-
Val-X, Val-His-Asn-Phe-Val-Ala-X ir Val-His-Asn-Phe-Val-Ala-Leu-X,

ciklizuotas tarp vienos arba dviejﬁf aminorugsciu poru 22 ir 26, 26 ir 30, 27 ir
80 ir 25 ir 29, kai R® ir R® yra Lyé. Orn, Glu arba Asp, i§skyrus ciklo(Lys®-
Asp®) [Leu?’]-hPTH-(1-34)-NH,, ciklo(Lys®’-Asp®)-hPTH-(1-34)-NH,  ir
ciklo(Lys**-Asp®)[Leu?’]-hPTH-(1-34)-OH, ir jo farmacidkai tinkamos druskos.

Drusky pavyzdZiais yra neorganiniy r0gséiy druskos, organiniy
ragsciu, kaip antai skruzdziy ragsties, acto ragsties, vyno ragsties ir citrinos

ragsties druskos, neorganiniy baziy druskos, kaip antai natrio ir amonio
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druskos ir organiniy baziy, kaip antai trietilamino, etilamino ir metilamino
druskos.

Pagal kitg $io iSradimo ypatybe, atlikta ciklizacija susidarant
laktamams, kuriuose kopuliuotos pasirinkty aminoragséiy pory, tokiy kaip
gamtiniy liekany 22 ir 26 arba 26 ir 30, $oninés grandines. Taip pat aptariami
ir kitokie ciklizacijos tipai, kaip antai disulfido tiltelio sudarymas, pvz. tarp Cys
turinéiy analogy Cys®-Cys® ir Cys®>-Cys®,

Taip pat buvo rasta, kad yra efektyvls kai kurie aminoragséiy
pakeitimai. Lys® gali bdti pakeistas Leu arba jvairiomis kitomis gamtinémis
hidrofobinémis arba polinémis liekanomis. Kitas faktorius yra liekanos
atitikimas receptoriui. Ala néra toks hidrofobinis kaip Leu. Lys ir Tyr paprastai
yra laikomi poliniais, bet nei vienas i3 ju neturi hidrofobiniy saveiky su
receptoriumi. PavyzdZiui, Lys gali sudaryti tokig konformacija, kad
hidrofobinés dalys sgveikauty su kitomis receptoriaus hidrofobinémis
liekanomis, o NH; bdty prieinamas tirpikliui. Tokie pakeitimai apima ornitina,
citruling, a-aminosviesto rdgstj, alaning, norleucina, izoleucing ir tirozing arba
bet kokig linijing arba $akota alifating a-aminordgstj, turindia 2-10 anglies
atomy Soninéje grandinéje, bet kok] tokj analogg, turintj poline arba Kravi
turinCia grupe alifatinés grandines gale. Poliniy ir kravj turiniy grupiy
pavyzdZiais yra: amino-, karboksi-, acetamido-, guanidino- ir ureidogrupés.
Nors atrodo, kad geriausias pakeitimas yra Leu?, pasirodo, kad daug Kity
tokiy 27-padetyje pakeisty peptidu beveik visidkai islaiko aktyvuma ir taip pat
gali turéti pageidautinas savybes, tokias kaip padidintas proteolitinis
stabilumas arba tirpumas vandenyje; tikimasi, kad aktyviausi bus lle,
norleucinas, Met ir ornitinas. '_p

Sis pakeitimas stabilizubja a-spiralg hormono suriimo srityje. Tai buvo
patvirtinta tiriant laktaminiy analogy apskritiminio dichroizmo (CD) spektrus,
lyginant su linijinés molekulés - [Leu?]-hPTH-(1-31)-NH, - apskritiminio
dichroizmo spektrais. Apskritiminio dichroizmo spektrai yra labai jautrls o-
spiralinés antrinés struktlros buvimui, ir §i metodika buvo naudojama
parodyti, kad hPTH fragmentuose yra «-spiraling struktdra (Neugebauer et al

(1991) Biochemistry 31, 2056-2063). Be to, buvo parodyta «-spiralés
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stabilizacija sudarant auk3diau minétus laktamus hPTH-(20-34)-NH>
molekuléje (Neugebauer et al (1994) Int. J. Peptide Res. 43, 555-562). Yra
galimybeé susidaryti amfifilinei a-spiralei tarp hPTH-(1-31)-NH, 21 ir 31 liekanu,
ir buvo pateikti duomenys, kurie rodo, kad $ios spiralés hidrofobiné puse
saveikauja su PTH receptoriumi (Neugebauer, W. et al (1995) Biochemistry
34, 8835-8842; Gardella, T. J. et al (1993), Endocrinology 132, 2024-2030).

Buvo rasta, kad efektyviausia ciklizacija yra laktamo sudarymas,
pavyzdZiui, arba tarp Glu® ir Lys®, arba tarp Lys® ir Asp® liekany. Galimos ir
kitokios ciklizacijos, kaip antai tarp Lys® ir Asp™, tadiau buvo rasta, kad toks
laktamas turi tam tikra destabilizuojantj poveikj a-spiralei.

KonkrecCiau kalbant, PTH fragmenty receptoriaus suriéimo tyrimai
parodeé pagrinding suri§imo sritj 14-34 liekany srityje [1]. Mes pasidléme, kad
a-spiralés 17-29 liekanos risasi su PTH receptoriumi, ir kad $ios a-spiralés
amfifiliné dalis riSasi su receptoriumi savo hidrofobine puse [2]. Sis modelis
atitinka receptoriaus suri$imo srities analogy tyrimy rezultatus.

BMR tyrimai parodé, kad nors pagal CD duomenis modelinis peptidas
yra labai spiralinis, taip pat yra daug ir nespiraliniy konformacijy. Taigi,
receptoriaus suristo peptidinio hormono, tokio kaip PTH, struktdra negali bati
patikimai nustatyta i$ jo laisvosios struktiros tirpale. Konformaciniu bdsenu,
kurias gali sudaryti $is peptidas, skaigiui apriboti buvo panaudoti peptidinio
hormono suvarzyti analogai [8]. hPTH sekos tyrimas rodo, kad yra galimi 3
drusky tilteliai 17-29 liekanose, kurie gali arba stabilizuoti, arba destabilizuoti
u-spirale. Sie tilteliai yra tarp GIU?? ir Lys?® ir L-ys26 ir Asp® (laukiama, kad abu
jie stabilizuos a-spirale) ir tarp Ly§27 ir Asp® (laukiama, kad jis destabilizuos
a-spirale) [4]. Laktamo sudar_}mas tarp  Siy liekanu pory apribos
konformacijas, kurias gali sudaryti hPTH Sioje spiralinéje srityje. Be to, du i3
Siy laktamy - Glu®*-Lys® ir Lys*®-Asp® - kurie, kaip manoma, stabilizuos o-
spiraling struktdra, yra polingje a-spiralés amfifilinés dalies puseje. Laukiama,
kad treCiasis laktamas - Lys®’-Asp® - bent jau dalinai destabilizuos «-spirale,
ir jame yra liekana (Lys®), kuri yra &ios amfifilinés spirales hidrofobinéje
puseje. Taip pat gali bati ciklizacija tarp 25 ir 29 padéties, jeigu Lys arba Orn
pakeiCia Arg 25 padétyje ir jeigu GIn*® yra pakeistas Glu arba Asp.
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Lys?” pakeitimas Leu duoda hidrofobigkesne liekang $ios amfifilinés
spiralés hidrofobinéje puséje. Tai pasireiSkia padidintu adenililcikazés
stimuliavimo aktyvumu ROS lasteliy linijoje. Patyre Sios srities specialistai
supras, kad tokie auksciau aptarti pakeitimai taip pat turéty duoti analogus,
turinCius tokj patj arba padidintg aktyvuma,.

Laukiama, kad jungtinis pakeitimo ir taip pat laktamo sudarymo
efektas stabilizuos «-spirale ir padidins bioaktyvuma bei apsaugos Sig
molekulés dalj nuo proteolitinés degradacijos. Pageidautina, kad C-gale baty
amidas ta prasme, kad jis dar labiau turéty apsaugoti peptida nuo
egzoproteolitines degradacijos, nors kai kurios peptidazés ir gali juos
hidrolizuoti (Leslie, F. M, and Goldstein, A. (1982) Neuropeptides 2, 185-1986).

Taip pat buvo rasta, kad gali bdti padaryti kiti naudingi aminorgsciy
pakeitimai. Konkreciau kalbant, mes pakeitéme oksidacijai jautrig Met liekang
8, 18 padétyse gamtine hidrofobine liekana (Nle), kaip ir Japonijos patento
publikacijoje 61-24598. Taip pat galima tiketis, kad bus naudingos kitos
tokios hidrofobines liekanos kaip, pavyzdziui, Leu, lle, Val, Phe ir Trp, kaip ir
Nakagawa et al. USP 5,393,869.

Aptariami taip pat ir atvirkStiniai laktamai. Pavyzdziui, mes parodéme
Lys®-Glu® sujungimo efektyvuma,. Todél galima laukti, kad gali biti padaryti
panasds naudingi sujungimai, pavyzdziui, tarp 26-30 ir 27-30 laktamu.

Apart mineto Cys-Cys pakeitimo, buvo atliktas kitas pakeitimas
pageidautino 22-26 laktamo vietoje, t.y. Asp®2-0Orn®, norint pailiustruoti, kad
gali bdti naudingos jvairios ciklizacijos ir Ziedy dydziai.

Nakagawa et al. USP 5;393,869 ir Fukuda et al. USP 5,434,246 buvo
aprasyta, kad kai kurie pakeisftpi hPTH analogai turi Zymy AC aktyvuma ir jie
gali tureti padidintg stabiluma broteolitinei atakai, butent

1. Ser-1 pakeistas Aib (a-aminoizosviesto ragstimi);

2. Lys-27 pakeistas GIn (skelbiama, kad turi 2,5 x AC aktyvuma);

3. 14, 15, 16, 17 liekanos pakeistos Lys pilnal arba dalinai (skelbiama,
kad aktyvumas labai padidéja - iki 8 x. Tai gali bdti dél didesnio tirpumo
vandenyje. Manoma, kad /n vivo jie bus labilesni panaSiems | tripsing

fermentams). Jie teigia, kad Siame tetrapeptide (14-17 liekanos imtinai) yra



LT 4638 B

bent viena vandenyje tirpi aminorlgstis. Pavyzdziui, His-14 arba Lys-14; Leu-
15, Lys-15 arba Arg-15; Asn-16; Orn-16, Hci (homocitrutinas)-16, Asp-16, Arg-
16, Lys-16, DLys-16, Ser-16 arba Gly-16; ir 17-Ser, 17-Lys, 17-Asp arba 17-
Arg. Pavyzdziui, taip pat gali bati Glu;

4. Arg-25 pakeistas His, norint sumazinto proteazés ataka. Kadangi
masy laktamai, ypatingai su Leu arba kita hidrofobine aminoragstimi 27-
padétyje, gali pasidaryti iek tiek netirpds ir juos bus sunku istirpinti, galima
tiketis, kad tokie patys pakeitimai turéty bati naudingi ir masu laktamams.

Patyre specialistai taip pat supras, kad nors pirmenybé gali bdti
teikiama cikliniams 1-31 h-PTH, i$ &ia pateikty duomenu galima laukti, kad
cikliniai fragmentai nuo 1-30 iki 1-37 ribose taip pat bus efektyvils. Literatlroje
néra duomenu, kad papildomos aminordgsties iki 37 padéties buvimas veikia
40 hormono biologines savybes; &ia jtraukti konkretls tai patvirtinantys
duomenys apie 1-34.

Sio isradimo laktamai gali bdti pagaminami pagal zinomas Zemiau
apradytas metodikas ir gali bati naudojami kauly augimo stimuliavimui, kauly
atstatymui ir kaulo gijimo skatinimui jvairiose aplinkybése, tokiose kaip

osteoporozes ir normaliy 1GZiy gydymas.

Trumpas bréziniu apradymas

Fig.1 parodyta Zmogaus gamtinio PTH struktdra, 1-31 liekanos (SEQ
ID NO:1);
Fig2 parodyta [Leu®]ciklo(Glu®-Lys®)-hPH-(1-31)-NH, (SEQ 1D
NQO:3); -

Fig.3 parodyta [Leu”]ciklo(LysQG-Aspw)-hPH-m-31)-NH2 (SEQ ID
NO:4);

Fig.4 parodyta 3io idradimo analogy ROS 17/2 lasteliy adenililciklazes
stimuliavimo aktyvumai.

Fig.5 duoti bldingi kauly histologiniai pjlviai, paruosti praejus 8
savaitems po OVX, rodantys skirtingas hPTH-(1-31)NHz ir jo laktaminiy
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dariniy gebas apsaugoti nuo kaulo nykimo ir sugebéjima stimuliuoti kaulo
augimg Sprague-Dawley Ziurkése, kurioms pasalintos kiausidés (OVX).

Fig.6 pérodyta kontroliniu Ziurkiy ir hPTH analogu gydytu Zziurkiy,
kurioms i$ pradZiu buvo sukeltas Zymus kaulo sunykimas, trabekulinio kaulo
tdris. Gyvuliukai pradéti gydyti pragjus 9 savaitems po OVX
[Leu®]ciklo[Glu®-Lys®]hPTH-(1-31)-NH,  yra pats efektyviausias i$
fragmenty, atstatantis kaulus iki kontroliniy Ziurkiu normaliy reikSmiu; ir

Fig. 7 parodyta normaliu Ziurkiu, Ziurkiy, kurioms pasalintos kiausides
(OVX), kontrole gydytu Ziurkiu bei hPTH-(1-31)-NHa, [Leu?Jciklo(GIu®*-Lys®)-
hPTH-(1-31)-NH, ir [Leu®]ciklo(Lys®®-Asp™®®)-hPTH-(1-31)-NH, gydytu Ziurkiy
Slaunikauliu trabekuliy storis.

Fig. 8 parodytas maksimalus kraujo spaudimo kritimas ir laikas ki
maksimalaus kraujo spaudimo kritimo, imant 0,8 nmol/100 g hPTH-(1-31)-
NHz,  [Leu?’]ciklo(Glu®-Lys®®)-nPTH-(1-31)-NH, arba  [Leu”]ciklo(Lys®-
Asp®)-hPTH-(1-31)-NH, doze. Peptidai buvo leidZiami arba po oda (balti
stulpeliai) arba j veng (bruksniuoti stulpeliai).

Fig.9 parodyta [Leu?’]-hPTH-(1-31)-NH; struktdra (SEQ ID NO:5).

Fig.10 parodyta ciklo(Lys®-Asp®)-hPTH-(1-31)-NH, struktdra (SEQ ID
NO:6).

Fig.11 parodyta [Leu®]ciklo(Glu?*-Lys®)-hPTH-(1-30)-NH, struktdra
(SEQ ID NO:7).

Fig.12 parodyta |jvairiy S$io iSradimo analogu adeniliiciklazes
stimuliavimo aktyvumai.

Fig.13 parodyta hPTH(1-31)NH. ir hPTH(1-30)NH. bei ju cikliniy
analogy hipotenziniai poveikréi.

Fig.14 yra grafikas, iliu'struojantis jvairiy linijinio hPTH(1-31)-NH, doziy
efektg | kauly augima.

Fig.15 parodyta [Leu?]ciklo(Glu??-Lys®®)-hPTH-(1-31)-OH struktdra
(SEQ ID NO:8).

Fig.16 parodyta [Leu®']ciklo(Glu®?-Lys®®)-hPTH-(1-34)-NH, struktlra
(SEQ ID NO:9).
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Fig.17 parodyta [Leu?|ciklo(Glu?-Lys™)-hPTH-(1-34)-OH struktdra
(SEQ ID NO:10).

Fig.18 . parodyta [Ala”]ciklo(GluZZ-Lys%)-hPTH-(‘I-31)-NH2 struktdra
(SEQ ID NO:11).

Fig.19 parodyta [Nle”]ciklo(Gluzz-Lys%)-hPTH-(1-31)-NH2 struktdra
(SEQ ID NO:12).

Fig20 parodyta [Nles"s;Leu”]ciklo(Glqu-Lys%)-hPTH—(1-31)-NH2
struktdra (SEQ ID NO:13).

Fig.21 parodyta ciklo(Glu?-Lys?)-hPTH-(1-31)-NH; struktura (SEQ ID
NO:14).

Fig.22 parodyta [le?"]ciklo(Glu??-Lys™)-hPTH-(1-31)-NH. struktdra
(SEQ ID NO:15).

Fig.23 parodyta [Tyr”]ciKlo(GluQZ-Lys%)-hPTH-U-31)-NH2 struktdra
(SEQ ID NO:16).

Fig.24 parodyta a-acetil-[Leu”]ciklo(GIuQQ-Lyszs)-hPTH-(1-81)-NH2
struktdra (SEQ ID NO:17).

Fig.25 parodyta [Leu?"]ciklo(Lys®-Glu*®)-hPTH-(1-31)-NHz struktara
(SEQ ID NO:18).

Fig.26 parodyta [Leu?"]ciklo(Asp?-Orm®)-hPTH-(1-31)-NHz struktdra
(SEQ ID NO:19).

Fig.27 parodyta [Cyszz‘.CysQG;Leu”]ciklo(Cy522-Cy526)-hPTH-(1-3*.)-
NH, struktdra (SEQ 1D NO:20). _

Fig.28 parodyta [CysZG;Cys”;Leu27]cik|o(CysQG-Cys”)-hPTH-m-31)-
NH, struktdra (SEQ ID NO:21).

-
-

Hormono analogu gavimas

Kietafazés peptidy sintezés metodika, kurig istobulino R.B. Merrifield
(“Solid-Phase Peptide Synthesis”, Advances in Enzymology 32, 221-296,
1969) (duodamas Cia kaip literatdros $altinis) yra placiai ir sékmingai
naudojama polipeptidu, tokiy kaip paratiroidinis hormonas, sintezei. Jos

strategija paremta tuo, kad peptido aminordgsties karboksi-galas yra



1
1 LT 4638 B

prijungiamas prie kieto pagrindo. Tada dideléemis iSeigomis laipsniskai
prijungiamos -aminordgstys. N-galine a-aminogrupé blokuojama taip, kad Sig
grupe bdty galima atskelti neatskeliant peptido nuo kieto pagrindo. Cia
naudojami cheminiai virsmai apima pradinio Merrifield metodo, vadinamo
Fmoc metodu, modifikacija. Fmoc (fluorenilmetoksikarbonilo) grupg galima
atskelti $velniai $arminese salygose, kurios palieka nepaliestas Sarmams
stabilias 3oninés grandinés apsaugines grupes ir jungt] su pagrindu. Sia
metodikg apradé E. Atherton and R. C. Sheppard, “Solid Phase Peptide
Synthesis: a Practical Approach”, IRL Press, New York, N.Y. (Cia duodamas

kaip literatdros Saltinis).

1 pavyzdys

Linijinio hPTH-(1-31)-amido analogy sinteze ir gryninimas

Kopuliavimo metu aminordgsties a-aminogrupe blokuojama 9-
fluorenilmetoksikarbonilu  (Fmoc). Kopuliavimo reakcijos vykdomos su
hidroksibenzotriazolo (HOBY), 2-(1H-benzotriazol-1-if)-1,1,3,3-tetrametiluronio
tetrafluorborato (TBTU) ir diizopropiletiamino (DIPEA) misiniu. Prijungiant
Asn, GIn, His, Val ir lle liekanas, dvigubai kopuliacijai naudojamas aktyvuotu
aminorlgé&iu keturgubas perteklius. Prijungiant Arg ir'GIy, kopuliavimo laikai
pailginami nuo 30 iki 60 minugiy. Pirmosios liekanos (Val®') kopuliacija prie
pagrindo (Tentagel* R, Rapp Polymere, Tubingen, Vokietija) atliekama
rankiniu badu. Visos kitos stadijos atliekamos PerSeptive Biosystems= Model
9050 Plus automatiniv peptidu sintezatoriumi. Soninés grupés blokuojamos
taip: Arg (2,2,5,7,8-pentamet’i?chroman-fs-sulfonilu); Glu, Asp ir Ser (t-butilu);
His, GIn ir Asn (tritilu); Trp (t‘Buti!oksikarboniIu).

Atskelus Fmoc nuo N-galinio Ser, derva su peptidu plaunama DCM,
po to vykdomas atskélimas nuo dervos, plakant su 7.5 ml reagento K (6,19
mi TFA, po 0,38 ml vandens, 90 % fenolio vandenyje ir tioanizolo ir 0,19 ml
1 2-etanditiolio) 4 val. 20 °C temperatlroje. Atskeltas peptidy misinys

nufiltruojamas ir nusodinamas, pridedant t-butil-metilo eterio. Nuosedos
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nucentrifuguojamos, plaunamos 2x t-butimetilo eteriu, po to dziovinamos
vakuuminio centrifugavimo bddu.

Negrynintas produktas istirpinamas 14 ml 15 % acetonitrilo tirpalo
vandenyje su 0,1 % TFA ir chromatografuojamas per Vydacx Cig-kolonéle (10
u, 1 x 25 cm). Produktas eliuuojamas 1%/min acetonitrilo (14-40 %) 0,1 %
TFA vandenyje gradientu. Galutinio produkto grynumas nustatomas
analitinés HPLC per Vydacx Cis-kolonéle (10 u, 0,4 x 25 cm) metodu ir pagal
molekuline mase, nustatoma elektrony srauto masiy spektrometru (VG
Quattro). Taip gauto hPTH-(1-31)-NH. duomenys pateikti Zemiau duodamoje

1 lenteleje.

2 pavyzdys

Cikliniu analogu sintezé ir gryninimas

[Leu®"]ciklo(Glu?2-Lys®®)-hPTH-(1-31)-NH,. Sis peptidas, turintis
atitinkamai 26 ir 22 padetyse Lys-Alloc ir Glu-OAll, buvo sintezuotas pagal 1
pavyzdyje apraSyta metodika. Prijungus Fmoc-Ser'’, derva su peptidu
perkeliama i§ kolonélés | reakcijos indg (Minivialx, Applied Science),
suspenduojama 1,7 ml tetrakis(trifenilfosfin)paladzio(0) (0,24 mmol), 5 % acto
ragsties ir 2,5 % N-metilmorfolino (NMM) tirpalo dichlormetane (DCM) argono
amosferoje, po to purtoma 20 °C temperatlroje 6 val., norint atskelti alilo ir
alloc apsaugines grupes (Sole, N.A. et al-(1993) in Peptides: Chemistry,
Structure, and Biology, Smith, J. and Hodges, R. (Eds), ESCOM pp. 93-94)
(duodamas Kaip literatlros éaltinig). Po to derva su peptidu ptaunama 0,5 %
dietilditiokarbamatu (DEDT), O,Sa?/o NMM DMF (50 ml), po to DMF (50 ml) ir
DCM (50 ml). Peptidas (0,06 mrhol) ciklizuojamas purtant su 0,06 mmol 1-
hidroksi-7-azabenzotriazolo (HOAt)/0,12 mmol NMM 2 ml DMF 14 val. 20 °C
temperatdroje (Carpino, L. A. (1993) J. Am. Chem. Soc. 115, 4397-4398).
Derva su peptidu nufiltruojama, perplaunama vieng karta DMF, sudedama |
kolonéle ir plaunama DMF, kol i$ suspensijos paSalinami burbuliukai. Toliau
sintezé vykdoma taip, kaip aprasyta 1 pavyzdyje, iSskyrus tai, kad

neatskeliama N-galiné Fmoc grupé. Fmoc-peptidas atskeliamas nuo dervos
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reagentu K taip, kaip aprasyta auksciau. HPLC vykdoma kaip ir 1 pavyzdyije,
prie$ galuting HPLC atskélus Fmoc grupe.
[Leu?]ciklo(Lys?*5-Asp®®)-hPTH-(1-31)-NH, analogas buvo

pagamintas pagal analogiskg metodika,

3 pavyzdys

Adenililciklazes testai

hPTH analogy geba susiristi su receptoriais ir aktyvuoti susijusj su
adenililciklaze signalinj mechanizma buvo nustatoma, panaudojant galindia
diferencijuotis, panaSia | osteoblastus ROS 17/2 Ziurkiu osteosarkomos
(ROS) lasteliy linijg.Yra Zinoma, kad $is aktyvumas yra tampriai susijes su
analogo geba atstatyti kauly mase Ziurkéms, kurioms buvo pasalintos
kiausides. Adenililciklazés stimuliavimo aktyvumas buvo jvertintas i3 pradziy
pazymint Iastelinio ATP sankaupa [°*H]-adeninu, po to matuojant kiekj [*H]-
ciklinio AMP, susidariusio i§ [*H]-ATP per pirmasias 10 min. salyéio su
konkreiu analogu. Sis testas paremtas Whitfield et al, J. Cellular Physiology
150, 299-303, 1992 aprasyta metodika (duodamas kaip literatiros 3altinis).

Adenililciklazés rezultatai parodyti toliau duodamoje 2 lenteléje, kaip
koncentracija, kurios reikia, kad bty gaunama pusé AC aktyvumo
padidéjimo maksimalios reikSmés. Duomenys taip parodyti fig.4. Fig.4
uztusuoti apskritimai rodo hPTH-(1-31)-NH, adenililciklazés stimuliavimo
aktyvuma, o [Leu”]ciklo(@lu”-LysQG)-hPfH-u-31)-NH2 ir [Leu®]ciklo(Lys®-
Asp®)-hPTH-(1-31)-NH, aktyvumai parodyti atitinkamai neuZtuduotais i

—
-

uztusSuotais trikampiais. -

4 pavyzdys

hPTH analogu anaboliniy aktyvumu nustatymas, panaudojant Ziurkiu,

kurioms pasalintos kiausidés, modeli

Dozavimas:
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Dozés buvo paremtos hPTH(1-31)-NHz dozes-atsako duomenimis.
hPTH(1-31)-NH, kaulu augimo potencija buvo tiriama, panaudojant keleta
doziy (0.8, 0,6, 0,4 ir 0,2 nmol/100 g kino mases), ir labiau regeneracinj arba
gydymo gebos, negu prevencinj, modelj [11]. Prie§ pradedant 6 savaiCiy
trukmés kasdienines injekcijas, triju ménesiy amziaus ziurkes, kurioms buvo
pa3alintos kiausidés, buvo laikomos -9 savaites, kad didzioji dalis
neplokstelinio $launikaulio trabekulinio kaulo bty gerokai sunykusi. Devintos
savaités pabaigoje jos prarado apie 75 % Slaunikaulio trabekulinio kaulo
masés. Fig.14 parodyta priklausantis nuo dozés vidutinio plokstelinio
nusedimo sukeltas trabekulinio storio padidéjimas, kurj davé Sio fragmento 4
skirtingu doziy 36 injekcijos. Sis fragmentas taip pat gali stimuliuoti
trabekulinio kaulo augima ir daug senesnéms Ziurkems. Pavyzdziui, 36
vidutinio doziy intervalo (0,6 nmol/100 g kino mases) hPTH-(1-31)-NH;
injecijos gali Zymiai padidinti vidutinj trabekulinj storj viré normaliy pradiniy
reikdmiu prie$ tai sunykusio (9 savaités po OVX) Slaunikaulio trabekulinio
kaulo storj 1 metu amziaus Ziurkéms, ir jos veikia taip pat efektyviai, kaip ir
hPTH-(1-84) injekcijos. Tuo bldu, kitiems testams buvo pasirinktos 0.6
nmol/100 g kino mases dozés.

Pilng metodikos aprasymg davé Rixon et al, J. Bone & Mineral
Research 9, 1179-1189, 1994 ir Whitfield at al, Clasif. Tissue Int. 58, 81-87,
1996 (duodami kaip literatGros $altiniai). Normalios, apgaulingai-OVX
(pasalintos kiausidés) ir OVX Sprague-Dawley Ziurkes (3 mén. amzZiaus,; 255-
260 g) buvo gautos i§ Charles River Laboratories (St. Constant, QC). Ziurkés
buvo atsitiktinai paskirstytos grupémis po 8 gyvuliukus ir gavo Purina Ziurkiy
maistg ir vanden| ad libitum. Ne;;lanuotq miréiu nebuvo. Gyvuliukai gavo 6
(vieng kartg per dieng) injekcijas i-savaite;, pfadedant nuo antros savaités galo
po OVX ir baigiant aStuntos savaités gale po OVX (ty. 36 injekcijas).
AStuonios apgaulingai-OVX ir 8 OVX kontrolinés Ziurkeés gavo 36 skiediklio
injekcijas (0,15 M NaCl, turintis 0,001 N HCI), o 8 OVX Ziurkés gavo 0,6 nmol
fragmento skiediklyje 100-ui g kino masés injekcijas. AStuntos savaités gale
po OVX, 8launikauliai buvo iSimti, nuvalyti, perpjauti per pusg diafizés viduryje

ir aréiau kino esanti pusé buvo iSmesta. PaSalinus ilgojo Kaulo galg,
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kiekviena Slaunikaulio pusé buvo perskelta iSilgai | dvi dalis ir iSimti kauly
Ciulpai.

Fragmenty geba atauginti kaulus buvo jvertinama i$ skirtingai gydyty
gyvuliuky nutolusios nuo kiino vidurio Slaunikaulio pusés trabekulés vidutinio
storio (plotas/perimetras). Norint iSmatuoti vidutinj trabekulés storj, kiekvienos
Ziurkés dvi demineralizuotos $launikaulio pusés buvo dehidratuotos ir
itvirtintos  parafine. 1S kiekvieno kaulo vidurio plokstumos buvo atpjauti
iSilginiai 10 um pjaviai ir nudazyti Sanderson'o greitaisiais kauly dazais
(Surgipath Medical Industries, Inc., Winnipeg, MB, Canada). Vidutinis
trabekulés storis iSmatuotas naudojant M4 vaizdo sistema ir Kauly
morfometrijos programa i$§ Imaging Research Inc., (St. Catherines, ON,
Canada).

Bldingi kauly histologiniai pjaviai, paruosti astuntos savaités gale po
OVX, parodyti fig.5. Sie rezultatai taip pat pateikti stulpelinés diagramos
pavidalu fig.7. Stulpeliai rodo normaliy Ziurkiu, Ziurkiy, kurioms paalintos
kiausides  (OVX), apgaulingai-OVX  Ziurkiu ir hPTH-(1-31)-NHa,
[Leu*"]ciklo(GIu**-Lys®)-hPTH-(1-31)-NH; bei [Leu?’]ciklo(Lys®-Asp®)-hPTH-
(1-31)-NHz gydytu Ziurkiy trabekuliy storius. [Leu®]ciklo(Glu??-Lys®)-hPTH-
(1-31)-NHzrodo ypatingai daug didesnj aktyvuma lyginant su linijiniu analogu
hPTH-(1-31)-NH,. Buvo parodyta, kad $is linijinis analogas yra pilnai aktyvus
Kauly atstatymo poZidriu, bet jis naudoja tik viena lasteliy signalu perdavimo
(AC-aktyvacija) kelig. Taigi, galima laukti, kad $ie cikliniai analogai, Kaip ir ju
linijinis analogas, turés maZiau nepageidautiny klinikiniu pasaliniy efektu nei
ju ilgesni atitikmenys, tokie kaip hPTH-(1-34) arba hPTH-(1-84), Kkurie

aktyvuoja abu lasteliy signalu perdavimo mechanizmus.

5 pavyzdys
Ziurkiu su Jymiai sunykusiais trabekuliniais kaulais kaulu atstatymas hPTH

analogais

Siame antrame kauly atstatymo pavyzdyje lyginamas laktaminiu

fragmenty sugebeéjimas atstatyti Zymiai sunykusius trabekulinius kaulus.



16
LT 4638 B

Siame eksperimente 6 savaiCiy trukmés programa, Kurioje jaunoms
seksualiai subrendusioms Ziurkems vieng karta per dieng leidziamos 06
nmol peptido/100 g kino mases injekcijos, buvo pratesta iki devintos
savaités galo po OVX. Per §j laikotarp] buvo prarasta 75 % jy trabekulinio
kaulo. Kaip galima matyti i§ fig.6, efektyviausias i§ fragmenty yra
(Leu?"]ciklo[Glu?-Lys®]-hPTH-(1-31)-NHz. Jis atstate trabekulinio kaulo tdrj

iki normalios kontraliniy Ziurkiy reikSmes.

6 pavyzdys

nPTH analoau hipotenziniai efektal

Sprague-Dawley ziurkiy pateles (sveriandios daugiau nei 290 g) buvo
anestezuotos intraperitonidkai suleidziant natrio pentobarbitalj (65 mg/kg
kGno mases). Rektaliné temperatira buvo kontroliuojama  YS1402
termistoriumi (Yellow Springs Instrument Co., Inc. Yellow Springs, OH) ir per
visg eksperimentg palaikoma tarp 36,0 ir 38,5 °C. Taip pat kontroliuojama
ausies Kkauselio temperatira, naudojant YSI dengtg termistoriu. Buvo
apnuoginta uodegos arterija ir | jg ileista kaniulé su Jelco-25g/V Kateteriu
(Johnson and Johnson Medical Inc., Arlington, TX), kuri sujungiama su
Statham slégio davikliu, ir jo signalai registruojami skaitmeniniu budu Biopac
Systems MP100 monitoriumi (Harvard Instruments, Saint Laurent, QC,
Canada). PTH arba vieno i§ jo fragmentu intraveninems injekcijoms buvo
apnuoginta $launies vena. Po operacijos Zziurkei leidziama stabilizuotis 8
min., po to j $launies veng arba po pilvo oda suleidziamas PTH arba vienas i$
jo fragmenty (itirpintas pangétinfEme fiziologiniame tirpale, turin¢éiame 0,001
N HC!). Duomenys renkami 12 min. po intraveninés injekcijos arba 22 min. po
poodinés injekcijos. Fig.8 parodytas maksimalus kraujo spaudimo kritimas ir
laikas iki maksimalaus kritimo, suleidus 0,8 nmol/100 g [Leu® Jciklo[Glu®*-
Lys?]-hPTH-(1-31)-NH, arba [Leu®Jciklo[Lys®*-Asp>]-hPTH-(1-31)-NHz dozg
arba poodiniu (balti stulpeliai), arba intraveniniu (braksniuoti stulpeliai) bldu.
[Leu”]ciklo[G!uzz-Lys%]-hPTH-ﬁ-81)-NH2 analogas  rodo didesn;
bioprieinamuma, lyginant su [Leu® Jciklo[Lys**-Asp™]-hPTH-(1-31)-NH.. Tai
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seka i$ daug trumpesnio laiko, kurio reikia, kad kraujo spaudimas nukristy iki
minimumo po poodinés injekcijos. Abu cikliniai analogai po poodinio
suleidimo rodo sustiprintus hipotenzinius efektus, lyginant su hPTH-(1-31)-
NHz. Taigi, galima tikeétis, kad abu cikliniai analogai, leidziant juos po oda,
turés tinkamesnes savybes nei ju linijinis atitikmuo. Sios savybés yra: didesni
bioprieinamumai, atsirandantys dél padidnto atsparumo proteazems, ir/arba
padidintos gebos buti transportuojamiems IS lipidines aplinkos. Pastaroji
savybé gali bdti susijusi su amfifiinés spiralés ties hormono C-galu

stabilizacija.

Kiti rezultatai:

Siems rezultatams peptidai buvo pazymeéti taip:
h-PTH-(1-31)-NH2 (1); [Leu®]-hPTH-(1-31)-NH, (2) (Fig.9); [Leu*"]ciklo[Glu?-
Lys®]-hPTH-(1-31)-NH2 (3) (Fig.2); [Leu®]ciklo[Lys®*-Asp*®]-nPTH-(1-31)-NH.
(4); ciklo[Lys®’-Asp®]-hPTH-(1-31)-NH, (5) (Fig.10); hPTH-(1-30)-NHz (6);
[Leu®"]-h-PTH-(1-30)-NH; (7); [Leu®]ciklo[Glu®-Lys®*]-hPTH-(1-30)-NHa (8).

Adenililciklazés aktyvumnai. Mes anksciau apraséeme, kad [Leu®]-hPTH-
(1-34)-NH, yra aktyvesnis stimuliuojant AC aktyvumg ROS lgsteliy linijoje uz
hPTH-(1-34)-NH, [5]. Mes taip pat nustateme, kad peptidas 2 (ECso, 11,5%5.2
nM) yra aktyvesnis uz natyvig sekg 1 (ECso, 19,9+3,9 nM) (Fig.12). Peptidai
parodyti simboliais: 1(*); 2 () : 3 (3); 4 (~); 5 (0). Laktamo tarp Glu®® ir
Lys®® sudarymas (3) indukuoja dar dideshj AC stimuliavimo aktyvuma, ir ECso
reik8més yra 3,3+0,3 nM (Fig.12). Taigi, vien tik ciklizacijos ir Lys*’ pakeitimo
Leu efektas yra aktyvumo—: padidéjimas 6 Kkartus. PrieSingai, laktamo
sudarymas arba tarp Lys®® ir Asp® (4) arba tarp Lys? ir Asp® (5) sumazina
adenililciklazés stimuliavima, lyginant su pradine linijine seka. Tokiu bldu 26-
30 laktamas (4) turi Siek tiek mazesnj aktyvuma nei jo linijiné forma (2) (ECso
= 17,0x3,3 nM lyginant su 11,5x52 nM), 27-30 laktamas (5) daug labiau
sumazina pradinio linijinio peptido (1) aktyvuma (ECsq = 40,3%+34,4 nM
lyginant su 19+3,9 nM).
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AnkscCiau paskelbéme, kad hPTH-(1-30)-NH, (6) turi AC stimuliavimo
aktyvuma (ECso = 20 nM) artimg analogo 1 aktyvumui. Dabar mes
nustatéme, kad [Leu?]-hPTH-(1-30)-NH; (7) ir ciklo(Glu®-Lys®)-hPTH-(1-30)-
NHz (8) (Fig.11) turi panasius kaip ir peptido 6 AC stimuliavimo aktyvumus.

Hipotenziniai efextai. Fig.13 parodyta linijiniy (6 ir 7) ir cikliniy
laktaminiy analogy (3 ir 8) hipotenzinis poveikis. Parodyti maksimalCls kraujo
spaudimo kritimai (virSuje), gauti suleidus Ziurkei 0,8 nmol/100 g kiino masés
analogo doze, ir laikas. per kurj pasiekiamas maksimalus kraujo spaudimo
kritimas (apacioje). Analogai (iS kairés | deSine peptidai 8, 7, 6, 3) buvo
suleisti arba intraveniniu bddu (brdk3niuotas stulpelis), arba poodiniu bddu
(baltas stulpelis). Val®*' pasalinimas visuose 6, 7 ir 8 analoguose pasireiske
Zymiai sumazintais (p<0.05) suleisty po oda peptidy transporto j kraujagysliu
sistemg greiciais (fig.13). Tikras bendras kraujo spaudimo kritimas peptidu 6
ir 8 atveju vis delto labai nesiskyré (p>0,05) nuo kity analogu, nepriklausomai

nuo to, ar jie buvo suleisti intraveniniu ar poodiniu bldu, iSskyrus peptida 5.

Hipotenzinio efekto koreliacijos su osteogeniniu aktyvumu testas

Kaip apraSyta 6 pavyzdyje ir parodyta fig.8, greitas hipotenzinis
efektas, stebimasvpo poodinés hPTH analogu injekcijos, turi savitarpio rysj su
osteogeniniu aktyvumu. Tokiu badu Sis testas yra naudingas kandidatiniy
hPTH analogu. kurie galéty turéti osteogeninj aktyvuma, atrinkimui ir leisty
atmesti nehipotznzinius darinius, nenuzudant laboratoriniy gyvuliuku.

Kaip fong mes naudgjome unikaly rinkinj osteogeniniu ir.
neosteogeniniu AC, AC/PLC arba PLC aktyvuojandiy PTH fragmentuy,
noredami tiksliai jrodyti, kad bdtent AC stimuliavimas maZina kraujo
spaudima, ir palyginti Siy fragmenty hipotenzinius poveikius, leidZiant juos
poodiniu arba intraveniniu bldu Ziurkiy pateléms. Mes parodéme, kad
hipotenzinj atsakq sukelia tik AC arba AC/PLC stimuliuojantys fragmentai, ir
kad yra palyginus maZas hipotenzinis atsakas | pooding injekcijg ir ne kuo

didesnis atsakas | intravenineg injekcijg, kuris koreliucjasi su hPTH-(1-31)NH,,
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hPTH-(1-34) ir hPTH-(1-84) osteogeniniais aktyvumais bandymuose su OVX-
Ziurkemis, bet néra koreliacijos hPTH-(1-30)NH; atveju, kuris stimuliuoja AC ir
maZina kraujo spaudima, bet nestimuliuoja kauly formavimosi.

Konkreciai imant, hPTH-(1-84) ir jo hPTH-(1-34), hPTH-(1-31)NHz ir
hPTH-(1-30)NH; fragmentai sumazino anastezuoty Sprague-Dawley ziurkiu
uodegos arterijos spaudimg 42,4-61,7 % per mazdaug 1 min. po injekcijos j
slaunies veng, bet sumazino spaudimg tik 8,5-36,2 % per 2-19 min. po
poodinés injekcijos. hPTH-(1-84) ir hPTH-(1-34) stimuliuoja ir adenililciklaze, ir
fosfolipaze-C ju tikslinese lastelese, bet hipotenzinis poveikis turéty buti
stimuliuojamas batent adenililciklazés aktyvavimo, nes hPTH-(1-80)NH; ir
hPTH-(1-31)NH,, kurie gali stimuliuoti tik adenililciklaze, turejo labai stipru
hipotenzinj poveikj, suleidus juos | veng, tuo tarpu kai hPTH-(7-84), kuris gali
stimuliuoti tik fosfolipaze-C, turejo silpna hipotenzinj poveik], suleidus ji |
veng. Kadangi PTH'U osteogeninis veikimas taip pat yra suristas su
adenililciklazes stimuliavimu, galima laukti, kad hipotenzinis atsakas galetu
bGti panaudotas nauju PTH dariniu, kurie gali pasizymeéti osteogenisSkumu,
atrinkimui. I8 tikrujy, po oda suleisty hPTH-(1-31)NHz, hPTH-(1-34) ir hPTH-(1-
84) osteogeninis aktyvumas glaudziai Kkoreliuojasi su jy hipotenziniu
aktyvumu, i$ kuriy hPTH-(1-34) turéjo didziausig hipotenzinj poveikj ir daug
didesnj nei kity dvieju molekuliu. hPTH-(1-31)NH, ir hPTH-(1-84) turgjo
vienodg osteogeninj ir hipotenzinj poveikj. Taciau §i Kkoreliacija negalioja
hPTH-(1-30)NH, atveju, kuris stimuliuoja AC beveik taip pat stipriai kaip ir
hPTH-(1-31)NH, ir hPTH-(1-34) ir mazina kraujo spaudima taip pat kaip ir
hPTH-(1-31)NHa,, bet nestirnulivoja kauly formavimosi. Vis délto, sugebéjimas
Zymiai sumazinti arterinj sle;Jdima yra bendra osteogeniniy PTH ir PTH
fragmenty savybé, ir todél ji yra gfeitai nustatomas preliminarus PTH
fragmenty bioaktyvumo in vivo indikatorius.

Kalbant dar konkreciau, ir hPTH-(1-34) ir hPTH-(1-31)NH, turejo
maksimaly hipotenzinj poveikj, imant 0,8 nmol/100 g kGno masés dozes.

Sj hipotenzinj atsakg lydi trumpalaikis (20-30 min.) Ziurkés ausy ir
letenéliy paraudimas, kuris gali bati laikomas naudingu vizualiniu kokybiniu

rodikliu.
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Nors AC ir AC/PLC stimuliuojantys fragmentai buvo potencialai
hipotenziniai, kai jie suleidZiami | veng, hPTH-(7-84), kuris gali stimuliuoti tik
PLC, 0.8 nmol/100 g kiino masés intraveniné injekcija labai létai (9,8+2,0
min) ir tik labai nedaug sumaZino uodegos arterijos spaudima 3,28+1,0 mm
Hg. lyginant su staigiu (0,9+0,08 min) 43,2+5,8 mm Hg sumazinimu, kurj
sukelia AC/PLC stimuliuojantis hPTH-(1-84) arba taip pat staigiu 51,6+3,3
mm Hg kritimu, kurj sukelia AC stimuliuojantis hPTH-(1-31)NHo.

Viena poodiné AC arba AC/PLC stimuliuojancio fragmento injekcija
sukele daug letesnj ir mazesnj uodegos arterijos spaudimo sumazéjima nei
tos pacios dozés intraveniné injekcija. Pavyzdziui, 0,8 nmol/100 g kino
mases hPTH-(1-34) dozé, suleista po oda, sumazino spaudima tik 27,9+3,6
mm Hg. lyginant su 50,9%5,6 mm Hg, suleidus ja | vena. Ta pati hPTH-(1-
31)NHz doze suleista po oda, sumazino spaudima tik 11,1£6,6 mm Hg,
lyginant su 51,6+53,3 mm Hg, suleidus jg | vena.

Nera dideliy skirtumy tarp greity ir dideliy uodegos arterijos spaudimo
sumazejimuy, kuriuos sukelia | vena suleisti hPTH-(1-84), hPTH-(1-34) ir hPTH-
(1-31)NH;, bet hPTH-(1-34) buvo bent jau dvigubai efektyvesnis (p<0,01) nei
kitos dvi molekulés, jeigu leidZziama po oda.

Vienas i§ faktoriu, kuris turi jtaka hipotenziniam poveikiui ir
osteogeniskumui po oda suleisty PTH arba PTH fragmenty, yra ju geba
Keliauti, neprarandant aktyvumo, i§ injekcijos vietos | jo tiksling vieta,
pirmiausia per kraujagysliy tinkla, o po to j kaulus. Sia geba atspindi laikas,
kurio reikia, kad po injekcijos uodegos arterijos spaudimas nukristu iki
minimalios reik§meés. Sutrumpinus PTH molekulg i§ C-galo nuo 84 iki 31
liekanos, eliminuojama geba stimuliuoti PLC, nesumazinant gebos stimuliuoti
AC, ir tai devynis kartus sumazina laikg, kurio reikia, kad uodegos arterijos
spaudimas pasiektu minimuma. Pa8alinus dar viena liekang ir pagaminant
hPTH-(1-80)NHz, laikas, kurio reikia, kad kraujo spaudimas pasiekty
minimuma, dramatiskai pailgéja nuo 2,0+0,31 min. hPTH-(1-31)NH, atveju iki
13,8+2,3 min. Taciau svarbu pazymeéti, kad hPTH-(1-31)NH, atveju kraujo

spaudimo mazinimas uztrunka ne ilgiau, kaip hPTH-(1-84) atveju.
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Panaudojimas Siame tyrime hPTH-(1-31)-NH, - pirmojo PTH darinio,
Kuris gali stimuliuoti AC taip pat stipriai, kaip ir hPTH-(1-34), neaktyvuodamas
PLC ir nestimuliuodamas susijusiy su membranomis PKC'y aktyvumo - dabar
duoda tiesioginj jrodyma, kad PTH'y hipotenzinis veikimas yra vien tik dél AC
aktyvacijos. Tokiu bddu, nors intraveninés 0,8 nmol/100 g kiino masés hPTH-
(7-84), kuris gali stimuliuoti tik PLC/PKC, injekcijos Zymiai nekeicia uodegos
arterijos spaudimo, tos pacios dozés hPTH-(1-31)-NH, intraveninés injekcijos
mazina spaudima taip pat kaip ir h-PTH-(1-34).

Kadangi AC taip pat tarpininkauja PTH sukeltame OVX-Ziurkiy
Kortikalinio ir trabekulinio kauly susidarymo stimuliavime, atrodo. kad
hipotenzinio atsako gavimas sveikoms Zziurkiy pateléms yra paprastas, greitai
iSmatuojamas PTH dariniy galimo osteogeniskumo rodiklis. Antra vertus,
negavus arterinio spaudimo sumazéjimo, reikéty konkretaus fragmento
daugiau nebetyrinéti, tokiu bldu idvengiant bereikalingo, brangaus ir
ilgalaikio tyrimo su OVX-Ziurkémis. PTH'y hipotenziniai atsakai | intravening
injekcijg nebuvo koreliuoti su osteogenidkumais. Tadiau daug mazesni
hipotenziniai atsakai j suleistus po oda hPTH-(1-31)NH;, hPTH-(1-34) ir hPTH-
(1-84) eina lygiagreciai su $iy molekuliy osteogenidkumais, kur hPTH-(1-34)
turi stipriausig hipotenzinj ir osteogeninj poveikj, o kitos dvi molekules yra
vienodai veiksmingos, taciau jos maziau veikia j kraujo spaudimo sumazejima
ir kauly susidarymo stimuliavimg nei hPTH-(1-34). Tadiau §i Koreliacija
negalioja hPTH-(1-30)NH; atveju, Kuris stimuliuoja AC beveik taip pat stipriai
Kaip ir hPTH-(1-31)NH, ir hPTH-(1-34) ir maZina kraujo spaudima taip pat kaip
ir hPTH-(1-31)NH2, bet nestimuliuoja kauly formavimosi [11]. Lieka neaisku,
kodél Siuo atveju néra osteogéniékumo. Nepanasu, kad taip yra vien tik del
to, kad po oda suleistam "hPTH-(1-30)NH2 reikia daugiau laiko kraujo
spaudimui sumazinti, nes po oda suleistam hPTH-(1-84) reikia tiek pat laiko,
Kad sumazety kraujo spaudimas, tadiau jis yra labai osteogeninis. Aigku, kad
osteogeninis atsakas priklauso nuo daugelio jvairiy faktoriy, kuriy
Kombinacija apsprendZia pakankamai aktyvaus hormono arba hormono
fragmento atkeliavimg i$ injekcijos vietos | tikslinius PTH receptorius

ekspresuojancius subrendusius osteobastus. AC stimuliuojandio, Kraujo
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spaudimg mazinangio hPTH-(1-30)NHz nesugebejimas stimuliuoti  kauly
formavimosi gali bdti dél didesnio nestabilumo, Siek tiek didesnes AGC
stimuliacijos ECso reikdmés (t.y. 20 nm vietoj 16 nM hPTH-(1-31)NHz ir
hPTH(1-34)) ir ilgesnio laiko, reikalingo patekti j cirkuliacija i$ injekcijos vietos.

Nezidrint j tai, kad hPTH-(1-30)NH. néra osteogeninis, geba Zymiai
sumazinti arterinj spaudima vis tik yra bendra osteogeniniu PTH'Y savybe,
taigi tai yra greitai nustatomas galimo PTH fragmenty bioaktyvumo in vivo
rodiklis. 1§ to seka, kad hipotenzinis atsakas turéty taip pat bdti efektyvus
osteogeninio PTH darinio sugebéjimo pasiekti taikinj, jvedus || peroraliniu
arba kitokiu neinjekciniu budu, rodiklis.

Hipotenzinés reakcijos kiekvienai injekcijai diskomfortas ir kitokios
galimos pasekmés galéty mazinti osteoporoziniu pacienty ryzta ilga laikg
gydytis PTH arba PTH fragmentu. Laimei, dabartiniu metu kaulu formavimosi
stimuliavimui  yra naudojamos kaitaliojamos PTH'U injekcijos, i Sios
molekulés turi daug mazesn] hipotenzinj poveik], kai jos leidZziamos po oda,
lyginant su intraveninémis injekcijomis. Kaip anksciau jrodeme [6,7], hPTH-
(1-31)NH,  turéty turéti papildomg AC  stimuliavimo pranasuma,
nestimuliuodamas PLC ir jis neturéty sukelti pa3aliniy efekty, kuriuose

potencialiai tarpininkauja Ca®* ir PKC.
7 pavyzdys

Ciklo(Lys?"-Asp®®)-hPTH-(1-31)-NH. (5). Sinteze vykdoma taip pat
kaip ir [Leu¥]-ciklo(Glu??-Lys®®)-hPTH-(1-31)-NH.. Nustatyta, kad produkto
grynumas yra >95 %, o molekuling masé 3700,64 (+0,38) (laukiama M+1 -
3700,14). Laktamo padéties patvirtinimui nustatyta peptido seka.

[Leu?’]-ciklo(Glu?*Lys*®)-hPTH-(1-31)-NH; (8). Sis peptidas buvo
sintetintas kaip ir peptidas 3, nenaudojant rankinio Val prijungimo prie
pagrindo. Nustatyta, kad produkto grynumas yra >97 %, o molekuline mase

3586,14 (£0,19) (laukiama M+1 = 3685,99).
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Sio iSradimo analogai gali bdti skiriami Siltakraujams Zzinduoliams
(jeigu to reikia), konkrediai Zmogui, parenteriniu, topiniu arba rektaliniu badu,
arba inhaliacijomis bei peroraliniu bidu. Gali blti patogiai pagaminama Siy
analogu parenteringé dozuota forma, kurioje yra mazdaug 1-300 mg junginio
dozuotame vienete kartu su jprastu skiedikliu, pagalbine medziaga, risikiiu,
apsaugine medZiaga, stabilizatoriumi, nuspalvinanciu agentu ir pan., kaip
reikalauja jprasta farmaciné praktika.

Vartojant parenteriniu bldu, ne dazniau kaip vieng kartg per diena
reikia padaryti 1-2 ml neskausminga injekcijg labai plona 30 mm Svirksto
adata 1-2 metus (priklausomai nuo ligos astrumo). Suleidziamoje medziagoje
turétu bati viena i§ Sio iSradimo medziagy vandeniniame izotoniniame
steriliame tirpale arba suspensijoje (gali bdti su apsaugine medziaga, tokia
kaip fenolis, arba su solubilizuojanciu agentu, tokiu kaip etilendiamino
tetraacto ragstis (EDTA)). Galimais vartoti skiedikiais ir tirpikliais yra vanduo,
silpnai pardgétintas vanduo, Ringerio tirpalas ir izotoninis natrio chlorido
tirpalas. Be to, kaip tirpikliai arba suspendavimo terpés paprastai yra
vartojamos sterilios nelakios alyvos. Injekcijoms skirty vaistiniy formy
gamyboje kaip nelakios alyvos randa pritaikyma sintetiniai monogliceridal,
digliceridai, riebalu rigstys (tokios kaip oleino rigstis).

Rektaliniam vartojimui $io idradimo analogai gali bati paruoSiami
yvakudiy forma, sumaidant juos su tinkama neerzinanlia pagalbine
medziaga, tokia kaip kakavos sviestas arba poiletilenglikoliai.

Topiniam vartojimui Sio iéradimo'analogai gali b{ti paruosiami tepaiu,
Zele, tirpaly, suspensijy arba derminiy pleistry forma.

Inhaliacijoms skirtos formos gali bti pagaminamos, pavyzdziui, PCT
publikuotoje paraiskoje nr. W094/07514 apradytais bldais.

Dienos dozé neturéty virdyti 0,05 mg/kg kiino masés arba mazdaug
3,5 mg/70 kg Zmogui priklausomai nuo konkretaus junginio aktyvumo,
gydomo subjekto amziaus, svorio, lyties ir blkles. Kaip turety bdti gerai
%inoma, veikliojo ingrediento kiekis, kuris turi bati sumaiSomas su nesikliais
gaminant atskirus dozuotus vienetus, Keisis priklausomai nuo gydomo

subjekto ir nuo konkretaus vartojimo bldo.
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Toliau duodamose lentelése pateikiamas sgradas analogy, kurie buvo

pagaminti pagal auksciau apradytas metodikas.

Y
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(vi) Ankstesnés paraiskos duomenys:

(A) ParaiSkos numeris: 08/691,647
(B) Uzpildymo data: 1996m. rugpjdcio mén. 2 d.

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:1:
(i) Sekos charakteristikos: <~

(A) ligis: 31 aminoragétis
(B) Tipas: aminortgsciy
(C) VijiSkumas:
(D) Topologija: linijiné

(i) Molekules tipas: baltymas

(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:1:

Ser Val Ser Glu lle Gin Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15
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Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu GIn Asp Val
20 25 30

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:2
(i) Sekos charakteristikos:

(A) ligis: 31 aminoragstis
(B) Tipas: aminortgsciy
(C) VijiSkumas:
(D) Topologija: linijiné
(i) Molekules tipas: baltymas
(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:2:

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu GIn Asp Val
20 25 30

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:3
(i) Sekos charakteristikos:

(A) ligis: 31 aminortgstis
(B) Tipas: aminorlgsciy
(C) VijisSkumas:

(D) Topologija: cirkuliarine

(if) Molekulés tipas: baltymas
(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:3:

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu GIn Asp Val
20 25 30

e
-

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO-4-
(i) Sekos charakteristikos:

) llgis: 31 aminortgstis
) Tipas: aminordgsciy
)
)

(
(
(
(
(ii) Molekulés tipas: baltymas

(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:4:

Vijiskumas:

A
B
C
D Topologua cirkuliariné
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Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu Gin Asp Val
20 25 30

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:5:
(i) Sekos charakteristikos:

A) ligis: 31 aminortgstis

B) Tipas: aminortgsdiy

C) VijiSkumas:

(D) Topologija: linijiné

(
(
(

(il) Molekulés tipas: baltymas
(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:5:

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu GIn Asp Val
20 25 30

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:6:
(i) Sekos charakteristikos:

(A) ligis: 31 aminorgstis
(B) Tipas: aminorigsciy
(C) VijisSkumas:

(D) Topologija: cirkuliarine

(i) Molekulés tipas: baltymas
(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:6:

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Len Arg Lys Lys Leu Gin Asp Val
20 25 30

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:7:
(i) Sekos charakteristikos:

(A) ligis: 30 aminordgsdiy
(B) Tipas: aminorlgsciy
(C) Vijiskumas:

(D) Topologija: cirkuliariné

(ii) Molekules tipas: baltymas



% LT 4638 B

(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:7:

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu GIn Asp
20 25 30

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:8:
(i) Sekos charakteristikos:

(A) llgis: 31 aminoragstis

(B) Tipas: aminordgsciu

(C) Vijiskumas:

(D) Topologija: cirkuliariné

(i) Molekulés tipas: baltymas

(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:8:

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu Gin Asp Val
20 25 30

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:9:
(i) Sekos charakteristikos:

(A) llgis: 34 aminortgstys
(B) Tipas: aminoragsdéiy
(C) Vijiskumas:

(D) Topologija: cirkuliariné

(ii) Molekules tipas: baltymas
(xi) Sekos apraSymas: SEQ ID NO:9:

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 - 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu GIn Asp Val His
20 25 30

Asn Phe

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:10:
(i) Sekos charakteristikos:

(A) ligis: 34 aminorGgstys
(B) Tipas: aminoragsciy
(C) Vijiskumas:
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(D) Topologija: cirkuliarine
(i) Molekulés tipas: baltymas
(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:10:
Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn

1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu GIn Asp Val His
20 25 30

Asn Phe

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:11:
(i) Sekos charakteristikos:

(A) ligis: 31 aminortgstis
(B) Tipas: aminordgsciu
(C) Vijiskumas:

(D) Topologija: cirkuliarine

(i) Molekules tipas: baltymas
(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:11:

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Ala Leu GIn Asp Val
20 25 30

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:12:
(i) Sekos charakteristikos:
(A) ligis: 31 aminorlgstis
(B) Tipas: aminortgsciy
(C) Vijiskumas:
(D) Topeoiogija: cirkuligrine
(i) Molekules tipas: baltymas
(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:12:

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Xaa Leu GIn Asp Val
20 25 30

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:13:

(i) Sekos charakteristikos:
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(A) llgis: 31 aminorlgstis
(B) Tipas: aminortgsciu
(C) Vijiskumas:
(D) Topologija: cirkuliariné
(i) Molekulés tipas: peptidas
(xi) Sekos apradymas: SEQ ID NO:13:

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Xaa His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Xaa Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu Gin Asp Val
20 25 30

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:14:
(i) Sekos charakteristikos:

(A) llgis: 31 aminorugstis
(B) Tipas: aminoragsdiy
(C) Vijiskumas:
(D) Topologija: cirkuliariné
(i) Molekulés tipas: baltymas
(xi) Sekos apradymas: SEQ ID NO:14:

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu GIn Asp Val
20 25 30

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:15:
(i) Sekos charaxteristikos:

A) ligis: 31 aminortgstis
B) Tipas: aminoriigsciu
C) VijiSkumas: ~

D) Topo!ogl a: cirkuliariné

(
(
(
(
(i) Molekulés tipas: baltymas

(xi) Sekos apraSymas: SEQ ID NO:15:

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 S} 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys lle Leu Gin Asp Val
20 25 30
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(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:16:
(i) Sekos charakteristikos:
(A) ligis: 31 aminoragstis
(B) Tipas: aminortgsciy
(C) VijiSkumas:
(D) Topologija: cirkuliariné
(i) Molekulés tipas: baltymas
(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:16:

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Tyr Leu GIn Asp Val
20 25 30

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:17:
(i) Sekos charakteristikos:

A) llgis: 31 aminorGgstis
B) Tipas: aminoragsciy
C) Vijiskumas:

(D) Topologija: cirkuliariné

(
(
(

(i) Molekulés tipas: baltymas
(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:17;

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu GIn Asp Val
20 25 30

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:18:
(i) Sekos charakteristikos: =

(A
(B

(C
(D

(if) Molekulés tipas: baltymas
(xi) Sekos apraSymas: SEQ ID NO:18:

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Lys Trp Leu Arg Glu Leu Leu GIn Asp Val

llgis: 31 aminoragstis
Tipas: aminortgsciy
Vijiskumas:
Topologija: linijiné

vvvv
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20 25 30

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:19:
(i) Sekos charakteristikos:

(A) llgis: 31 aminoragstis
(B) Tipas: aminortgsciy
(C) Vijiskumas:

(D) Topologija: cirkuliariné

(i) Molekules tipas: baltymas
(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:19:

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Asp Trp Leu Arg Xaa Lys Leu GIn Asp Val
20 25 30

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:20:
(i) Sekos charakteristikos:
(A) llgis: 31 aminortgstis
(B) Tipas: aminortgsciy
(C) VijiSkumas:
(D) Topologija: cirkuliarine
(i) Molekulés tipas: baltymas
(xi) Sekos apradymas: SEQ ID NO:20:

Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 ) 10 15

Ser Met Glu Arg Val Cys Trp Leu Arg Cys Lys Leu GIn Asp Val
20 25 30

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:21:
(i) Sekos charakteristikos:

(A) llgis: 31 aminoragstis
(B) Tipas: aminortugsciy
(C) Vijiskumas:

(D) Topologija: cirkuliarine

(i) Molekulés tipas: baltymas
(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:21:
Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn



%8 LT 4638 B

1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Cys Lys Leu Gin Cys Val
20 25 30

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:22:
(i) Sekos charakteristikos:
(A) ligis: 34 aminorlgstys
(B) Tipas: aminortgsciy
(C) Vijiskumas:
(D) Topologija: linijine
(i) Molekulés tipas: peptidas
(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:22:
Ser Val Ser Glu lle GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn

1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu Gin Asp Val His
20 25 30

Asn Phe

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:23:
(i) Sekos charakteristikos:

(A) ligis: 31 aminortgstis
(B) Tipas: aminortgsciy
(C) VijiSkumas:
(D) Topologija: linijiné

(i) Molekulés tipas: baltymas 7
(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:23: A

Xaa Val Ser Glu lle GIn Leu Xaa His Asn Leu Gly Lys Xaa Xaa Xaa
1 5 pa 10 i5

Xaa Xaa Glu Arg Val Xaa Trp Leu Xaa Xaa Xaa Leu Xaa Asp Xaa
20 - 25 30

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:24:

(i) Sekos charakteristikos:

(A
(B

(C
(D

) ligis: 4 aminoragstys
) Tipas: aminoragsciy
) VijiSkumas:

) Topologija: linijine
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(ii) Molekulés tipas: peptidas

(xi) Sekos apradymas: SEQ ID NO:24:

Val His Asn Xaa
1

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:25:
(i) Sekos charakteristikos:

(A) llgis: 5 aminorugstys
(B) Tipas: aminorugsciy
(C) Vijiskumas:

(D) Topologija: linijiné

(i) Molekules tipas: peptidas

(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:25:

Val His Asn Phe Xaa
1 5

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:26:
(i) Sekos charakteristikos:

(A) llgis: 6 aminoragstys
(B) Tipas: aminortgsciy
(C) Vijiskumas:
(D) Topologija: linijine
(i) Molekulés tipas: peptidas
(xi) Sekos aprasdymas: SEQ ID NO:26:

Val His Asn Phe Val Xaa
1 5

-
-

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:27:
(i) Sekos charakteristikos:

(A) ligis: 7 aminoragstys
(B) Tipas: aminortgsciy
(C) VijiSkumas:
(D) Topologija: linijine
(i) Molekules tipas: peptidas
(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:27:

Val His Asn Phe Val Ala Xaa
1 5

LT 4638 B
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(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:28:
(i) Sekos charakteristikos:

(A) llgis: 8 aminordgstys
(B) Tipas: aminortgsciy
(C) VijiSkumas:

(D) Topologija: linijine

(i) Molekuleés tipas: peptidas

(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:28:

Val His Asn Phe Val Ala Leu Xaa
1 5

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:29:
(i) Sekos charakteristikos:

(A) ligis: 4 aminordgstys
(B) Tipas: aminoragsciy
(C) VijiSkumas:
(D) Topologija: linijiné

(i) Molekulés tipas: peptidas

(xi) Sekos apraSymas: SEQ ID NO:29:

His Lys Lys Lys
p

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:30:

(i) Sekos charakteristikos:

(A

(B
(C
(D

) ligis: 4 aminorlgstys

) Tipas: aminortgsciy

) Vijiskumas:

) Topologija: Imume

(i) Molekules tipas: peptldas

(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:30:

His Leu Lys Lys
1

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:31:
(i) Sekos charakteristikos:

(A) llgis: 4 aminoragstys

LT 4638 B
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(B) Tipas: aminortgsciy
(C) VijiSkumas:
(D) Topologija: linijine

(i) Molekuleés tipas: peptidas

(xi) Sekos aprasdymas: SEQ ID NO:31:

Lys Lys Lys Lys
1

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:32:
(i) Sekos charakteristikos:

(A) ligis: 4 aminordgstys
(B) Tipas: aminorigsciy
(C) Vijiskumas:

(D) Topologija: linijine

(i) Molekules tipas: peptidas

(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:32:

His Leu Lys Ser
1

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:33:
(i) Sekos charakteristikos:

(A) llgis: 5 aminortgstys
(B) Tipas: aminortgsciu
(C) Vijiskumas:
(D) Topologija: linijiné
(i) Molekulés tipas: peptidas
(xi) Sekos aprasymas: SEQ ID NO:33:

Val Leu Asn Phe Xaa ,'}
1 5

LT 4638 B
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Zmogaus paratiroidinio hormono hPTH analogas, turintis tokig
aminortgsCiy seka;
R-NH-R'-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-R?His-Asn-Leu-Gly-Lys-R>R*-R®-R°-R’-Glu-
Arg-Val-R®-Trp-Leu-R%-R'*-R'"-Leu-R'%-R™-Y,
kurioje
R = vandenilis arba bet kokios linijinés arba 3akotosios grandinés alkilas,
acilas arba arilo grupe,

R' = Ser, Ala arba Aib,

R? = Met arba gamtiné hidrofobiné aminordgétis,

R® = His arba tirpi vandenyje aminorgstis,

R* = Leu arba tirpi vandenyje aminortgétis,

R®> = Asn arba tirpi vandenyje aminoriigstis,

R® = Ser arba tirpi vandenyje aminorgstis,

R’ = Met arba gamtiné hidrofobiné aminorigstis,

R® = Glu, Lys, Cys, Orn arba Asp,

R = Arg, Lys, Orn, His, Cys arba Glu,

R'® = Lys, Orn, Cys, Glu arba Asp,

R'' = gamtiné hidrofobiné arba poliné aminorgstis,

R = Cys, Glu, Asp, Lys arba Orn,

R = Asp, Cys arba Lys,

X = OH, NHz ir

Y = X, Val-X, Val-His-X, Val-His-Asn-X, Val-His-Asn-Phe-X, Val-His-Asn-Phe-
Val-X, Val-His-Asn-Phe-Val-Ala-X irvVal-His-Asn-Phe-Val-Ala-Leu-X,

ciklizuotas tarp vienos arba dviejqzaminorugééiu pory 22 ir 26, 26 ir 30, 27 ir
30 ir 25 ir 29, kai R® yra Lys arba Orn, ir R'® yra Glu arba Asp, kuriame viena
i ciklizacijy yra tarp aminortgsciy 22 ir 26 arba tarp aminortagsciy 25 ir 29,

ir jo farmaciskai tinkamos druskos.

2. Analogas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis yra
ciklizuotas laktamine forma tarp aminortigsciu pory 22/26, 26/30, 25/29, kai

R® yra Lys arba Orn ir R' yra Glu arba Asp, arba tarp aminorigééiy poros
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27/30, kai R'""ir R" yra Lys arba Asp; arba ciklizuotas disulfidinio tiltelio forma
tarp Cys pory 22/26, 26/30 arba 25/29.

3. Analogas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad ciklizacija
yra laktamines formos arba disulfidinio tiltelio formos.

4. Analogas pagal bet kurj i 1-3 punkty, besiskiriantis tuo,
kad laktamas yra 22-26 laktamas, Glu®*-Lys® laktamas arba 25-29 laktamas.

5. Analogas pagal bet kurj i$ 1-4 punkty, besiskiriantis tuo,
kad R yra H, o X yra NH..

6. Analogas pagal bet kurj is 1-5 punktu, besiskiriantis tuo,
kad R'' yra Lys arba Leu.

7. Analogas pagal 6 punkta, besiskiriantis tuo, kad R®ir R’
yra Met arba Nle.

8. Analogas pagal 7 punktg, besiskiriantis tuo, kadR' yra Ser,
R? yra Met, R yra Met, R® yra Glu, R® yra Arg, R'® yra Lys, R'? yra GIn, o R"
yra Asp.

9. Analogas pagal 8 punkta, besiskiriantis tuo, kad R® yra His
arba Lys, R* yra Leu, Lys arba Arg, R® yra Asn, Orn, Hci, Asp, Arg, Lys, D-Lys,
Ser arba Gly, o R® yra Ser, Lys, Asp arba Arg.

10. Analogas pagal 8 punkta, besiskiriantis tuo, kad R*-R®yra
His-Lys-Lys-Lys, His-Leu-Lys-Lys, Lys-Lys-Lys-Lys arba His-Leu-Lys-Ser.

11. Analogas pagal 8 punkta, besiskiriantis tuo,kadY =X, Y
= Val-X arba 'Y = Val-Leu-Asn-Phe-X.

12. Analogas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad jo seka
yra SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10,
SEQ ID NO:11, SEQ ID NO;:HZ, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID
NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ D NO:17, SEQ ID NO:18 arba SEQ ID NO:19.

13. Analogas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo kad R' yra
Lys, Leu, Asp, GIn, Ala, Nle, lle arba Tyr.

14. Zmogaus paratiroidinio hormono hPTH (1-31) analogas, besis-
Kiriantis tuo, kad jo 27 padétyje yra Lys arba jis yra pakeistas tinkama

hidrofobine liekana, ir jis yra ciklizuotas tarp Glu® ir Lys®®, sudarant laktama.
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15. Analogas pagal 14 punkta, besiskiriantis tuo, kad
hidrofobine liekana yra Leu, o analogas C-gale turi arba amiding grupe, arba
karboksigrupe.

16. Analogas pagal 14 punktg, besiskiriantis tuo, kad
hidrofobine liekana pasirenka i§ grupeés, susidedancios i$ lle, norleucino, Met
ir c-aminosviesto rugsties.

17. Analogas pagal 14 punkta, besiskiriantis tuo, kad jo seka
yra SEQ ID NO:3.

18. Kompozicija skirta vartoti jos reikalingam Siltakraujui gyvinui, b e -
siskirianti tuo, kad joje yra Zmogaus paratiroidinio hormono (hPTH)-(1-
31) analogas pagal 14 punkta kartu su farmacidkai tinkamu nesikliu arba
pagalbine medziaga.

19. Kompozicija pagal 18 punkta, besiskirianti tuo, kad Siame
analoge hidrofobine liekana yra Leu.

20. Kompozicija pagal 18 punkta, besiskirianti tuo, kad Siame
analoge hidrofobine liekang pasirenka i§ grupés, susidedancios i$ lle,
norleucino, Met ir a-aminosviesto rlagsties.

21. Kompozicija pagal 18 punkta, besiskirianti tuo kad Sio
analogo seka yra SEQ ID NO:3.

22. Zmogaus paratiroidinio hormono hPTH (1-31) analogas pagal 14
punkta, skirtas panaudoti Siltakraujo gyvtno gydymui.

23. Analogas pagal 22 punkta, besiskiriantis tuo, kad Siame
analoge hidrofobiné liekana yra Leu.

24. Analogas pagal 22 punlga, besiskiriantis tuo, kad Siame
analoge hidrofobine liekang pag_irenka i grupés, susidedancCios i$ lle,
norleucino, Met ir a-aminosviesto rﬁgéties.

25. Analogas pagal 22 punkta, besiskiriantis tuo kad Sio
analogo seka yra SEQ ID NO:3.
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