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(57} Anotace: l

Jsou popsdny analogy lidského parathyre-
oidniho hormonu, které vykazuji zv§sené
aktivity pfi obnové kostf a zv§$enou biologic-
kou dostupnost. Peptidy jsou popsény jako
derivaty hPTH-/1-31/, které jsou zacyklovany
nap#{klad tvorbou laktamfi mezi bud Glu?? a
Lys.26 nebo Lys26 a Aspao. Déale prirozeny
Lys®” méze byt substituovan bud Leu nebo
hydrofébnimi zbytky, napfiklad Ile, norle-
....ucin,. Met, Val. Ala,. Trp.nebo.Phe..-Pro . tyto- ... ... . . . . . il . el s
analogy je typick4 zlep§ena schopnost stimu-
lovat adenylycyklazu v krysich osteosarko-
mickych buiikdch a vykazuji zvy$ené aktivity
pfi obnove kosti u modelu krys zbavenych va-
je¢nikfi. Analogy také vykazuji zlepSené akti-
vity a biologickou dostupnost, coZ dokazujf je-
Jich hypotenzivni uéinky. Je také popséna
zkouska porovnavajic{ hypotenzivni{ aktivitu s
osteogenni aktivitou.
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Analogy paratyroidniho hormonu pro lé¢eni osteopordzy

Obilast techniky

Vynalez se tyka analogd lidského paratyroidniho hormonu, o nichz se zjistilo, Ze jsou

ucinné pfi léceni osteopordzy.
Dosavadni stav techniky

Osteopordza je vedouci ptiinou - neschopnosti starych lidi, zejména starsich Zen.
Nedavno se zjistilo, Ze lidsky paratyroidni hormon (hPTH) a jeho jisté analogy jsou stimulétory
ristu kosti, takZe jsou uZite¢né pfi lé¢eni osteopordzy. Osteopordza je progresivni nemoc, ktera
vede k redukei celkové hmoty kosti a zvy$ené ktehkosti kosti. To &asto vede ke spontinnim

zlomenindm kosti nesoucich zitéZ a k fyzickému a mentalnimu zhordeni charakteristik

" znehybiujicich poranéni” Postmenopauséln{ osteopordza je zpisobena vymizenim eéstrogent,

které podnécuji desetileti trvajici urychleni obmény kosti se zvy$enou nerovnovihou mezi -

resorbei starych kosti a tvofenim nové kosti. To vede k zfidnuti, zvysené pordzité a trabekuldrni

redukci kosti nesoucich zdtéZ.  Osteoporéza je také spojena s hypertyroidismem,

hyperparatyroidismem, Cushingovym syndromem a uZivanim jistych steroidnich 1ékd. Léeni-

historicky zahrnovalo zvySeni vépniku v jidle, 1éEeni estrogeny, zvy$ené davky vitaminu D,
avSak hlavn€ léky jako antiresobtiva, kterd inhibuji resorpci kosti osteoklasty.

Paratyroidni hormon (PTH) vznikd v piidtitné Zlaze a je hlavnim reguldtorem hladin

vépniku v krvi PTH polypeptid a synteticky polypepnd lze pnprav1t zpsobem popsanym

Erickson a Merrifield, The Proteins. Neurath aj., Eds., Academic Press, New York, 1976, strana
257, a modifikovanym zpisobem Hodges aj., Peptide Research 1, 19 nebo Atherton, E. a
Sheppard, R.C. Solid Phase Peptide Synthesis, IRL Press, Oxford, 1989.

Kdyi se sérovy vapnik sniZi pod normaini hladinu, pfi§titnd Zlaza uvoltiuje PTH a

hladina vépniku se zvy3i resorbei kostntho vapniku, zvySenou absorpei vapniku z vnitfnosti a

zvysenou absorpci vapniku v ledvinach ze vznikajici moéi v ledvinovych kanalcich. Ackoliv
kontinudlni infuze nizkych hladin PTH mohou odstrafiovat vapnik z kosti, stejné nizké davky,
kdyz se mJII(UJl pretr21te mohou skutecné podporovat rust kostl
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Trager, US patent 4,086,196 popisuje analogy lidského PTH a tvrdi, Ze prvé 27 az 34

aminokyseliny jsou neju¢innéjsi s ohledem na stimulaci adenynyleyklazy v pokusu s buiikami in

vitro. Rosenblatt, US patent 4,771,124 popisuje vlastnosti hPTH analogti, kde Trp23 je

[

substituovan aminokyselinami- fenylalaninem, leucinem, norleucinem, valinem, tyrosinem, B-. =+ -
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naftylalaninem nebo a-naftylalaninem, jako antagonistu PTH. Tytc.).mod.iﬁkované analogy PTH
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také maji odstrandny 2 a 6 koncové aminokyseliny, coZ vede k ztrité vétSiny aktivity
antagonisty, kdyZ se pouZiji k Ié¢eni osteoporézy. Tyto analogy se navrhovaly jako inhibitory
PTH a peptidu pfibuzného PTH. Analogy se nirokovaly jako pravdépodobné uzitetné  pH
Ié2eni hyperkalcemie spojené s nékterymi tumory.

Pang aj., W0O93/06845 publikované 15. dubna 1993, popisuji hPTH analogy, kde Jjsou
éubstituovény Arg23, Lys26, Ly527 Cetnymi aminokyselinami, véetnd alaninu, asparaginu,
asparagové kyseliny, cysteinu, glutaminu, glutamové kyseliny, glycinu, histidinu, isoleucinu,
leucinu, methioninu, fenylalaninu, prolinu, serinu, threoninu, tryptofanu, tyrosinu nebo valinu.
Ty se narokuji bez Zidnych podplirnych tdaji ze zvifecich nebo lidskych testil, Ze jsou G¢inné

pfi lé¢eni osteopordzy s minimélnimi u&inky na krevni tlak a hladké svaly.

~ PTH' plisobi aktivaci dvou druhych medistorovych soustav?, adenynyl cyklazy =

aktivované Gjs-proteinem a fosfolipazy Cper, aktivované Gg-proteinem. Posledni vede ke -

stimulaci aktivity protein kindzy Cs (PKC) vazané na membranu. Ukazalo se, 7e aktivita PKC
vyZaduje PTH zbytky 29 aZ 32 (Jouishomme aj. (1994) J. Bone Mineral Res. 9, 1197-1189).
Zjistilo se, Ze zvySeny rist kosti, napiiklad ucinek, ktery je uiteény pfi lé&ent osteopordzy, je-
spojen se schopnosti peptidového fetézce zvySovat aktivitu AC.  Zjistilo se, e nativni fetézec
PTH ma vechny tyto aktivity. Typicky fetézec hPTH-(1-34) je ukazan jako (A):

Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu

Gln AspVal His Asn Phe-OH A

Nasledujici linedrni analog hPTH-(1-31)-NH», jehoZ (idaje jsou zahrnuty v tabulce 1

nize, ma pouze aktivitu stimulujici AC a zjistilo se, Ze je zcela aktivni pki obnové kosti v modelu
krys s odstran€énymi vajegniky (Rian’. R H. aj., (1994) J. Bone‘_h{[ineral IE_Q%- 9,1 197_; 11 89,
Whitfield aj. (1996) Calcified Tissue Int. 58, §1-87, Willick aj., US patent 5,556,940 vydany 17.
zati 1996)):

Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His
Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu
Gln Asp Val-NHy B

Molekula B vy3e miZe mit karboxylové zakonceni misto ukazaného aminové zakongen.
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Ptedmétem tohoto vynalezu je priprava novych analogd s vétsi metabolickou stabilitou,
se zvysenou aktivitou obmény kosti, se zvySenou AC aktivitou a s minimalnimi postrannimi
ucinky.

Podstata vynalezu

Podle jednoho aspektu vynalezu se zabezpeCuje lidsky paratyroidni hormon hPTH a .

jeho farmaceuticky ptijatelné soli majici fetézec aminokyselin:

R-NH-R1-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Leu-R2-His- Asn-Leu-Gly-Lys-R3-R4-R5-R6-R7-Glu-Arg-
Val-R8--Trp-Leu-R9--R10-R11-Leu-R12-Asp-Y

. kde
R = vodk nebo jakdkoliv linedrni nebo rozv&tvena ‘alkylova, acylovd nebo arylové
skupina, -
R1 = Ser, Ala nebo Aib,
R2 = Met nebo pfirozené se vyskytujici hydrofobni aminokyselina,
R3 = His nebo ve vodé rozpustni aminokyselina,
R4 = Leu nebo ve vodé rozpustné. aminokyselina,
RS = Asn nebq ve vode rozpustnd aminokyselina,
R6 = Ser nebo ve vodé rozpustna aminokyselina,
R7 = Met nebo piirozend se vyskytujici hydrofobni aminokyselina,
R8 = Glu, Lys nebo Asp,
R9 = Cys, Glu nebo Orn,
R10 = Arg, Lys, O, Gln, Glu nebo Asp,
R11 = pfirozené se vyskytujici hydrofobni nebo polarni aminokyselina,
R12 = Gin, Arg, Glu, Asp, Lys nebo Orn,
X=OHNH2 a__ . .-
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, Val-His-Asn-Phe-Val-Ala-Leu-X, cyklizované jako mezi
jednim'nebo dvéma pary aminokyselin22 a 26, 26.a 30,27 a 30 a 25 a 29, kdyZ R3 a Ré6 jsou
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Lys, Om, Glu nebo Asp, s vyjimkou cyklo(Lys20-Asp30) (Leu27)-hPTH-(1-34)-NH,

cyklo(Lys27-Asp30)-hPTH-(1-34)-NH, a cyklo(Lys26-Asp30)(Leu27)-hPTH-(1-34)-OH,

Piiklady soli zahrnuji anorganické soli, soli organickych kyselin, naptiklad kyseliny
mraventi, Kyseliny octové, kyseliny vinné a kyseliny citronové, soli anorganickych bazi, jako

sodné a amonné soli, a soli organickych bazi, jako triethylamin, ethylamin a methylamin.

Podle jin¢ho rysu vyndlezu se cyklizace dosahuje tvorbou laktamii vznikajicich
spojenim bocnich fetdzcll vybranych pari zbytkd aminokyselin, naptiklad mezi pfirozenymi
zbytky 22 a 26 nebo 26 a 30. Berou se v ivahu i jiné typy cyklizace, jako tvorba disulfidického
mistku napfiklad mezi analogy obsahujicimi Cys Cys22-Cys20 a Cys26-Cys30.

Také se zjistilo, Ze jsou G¢inné substituce riiznych aminokyselin. Lys27 se miZe
" nahradit Leu nebo riznymi hydrofobnimi nébo polarnimi zbytky. Jinym faktorem je to, jak dobfe
zbytek se hodi k receptoru. Ala neni tak hydrofobni jako Leu. Lys a Tyr se obecn& povazuji za -
polarni, aviak pfesto maji hydrofobni interakce s receptorem. Napiiklad Lys se miZe sloZit, tak
Ze hydrofobni ¢ast reaguje s jinymi hydrofobnimi zbytky receptoru, a NHj je vystaveno
rozpouStédlu. Takové substituce zahrnuji ornithin, citrullin, kyselinu o-aminomaselnou,
‘norleucin, isoleucin a tyrosin, nebo jakakoliv linearni nebo rozvétvenou d-arhino alifatickou
kyselinu majici 2-10 uhlikli v postranim fetézci, jakykoliv takovy analog majici polarni nebo
nabitou skupinu na konci alifatického fetézce. Priklady = polarnich nebo nabitych skupin
zahrnuji amino, karboxyl, acetamido, quanido a L‘lreido. Atkoliv se zda, Z¢ Leu7 je nejlepd
substituce, také se zda, Ze fé&a jin)'rcl'; substituci vApoloze 27 si zachovava téméf plnou aktivitu a |
také by mohla mit Zddané vlastnosti, jako zvySenou proteolytickou stabilitu nebo rozpustnost

ve vodé. Odekava se, Ze nejaktivnéj$i budou Ile, norleucin, Met a ornithin.

Tato substituce vede ke stabilizaci a-Sroubovnice v oblasti hormonu vazajici receptor.
To se potvrdilo studiem cirkulérntho dichroismu spektra laktamovych analogli-ve srovnani-se
spektry cirkuldrniho dichroismu  linearni molekuly (Leu27)-hPTH-(1-34)-NH2. Spektra
cirkularntho dichroismu jsou velmi citlivd k pfitomnosti sekundarni struktury o-$roubovnice a
= -+ technika-se pouZila k-ukazani pfitomnosti-o=§roubovnice-ve: fragmentech hP’FH-(Neugebauer aj—--- ~~ -
(1991) Biochemistry, 31, 2056-2063). Mimoto byla ukazina stabilizace a-Sroubovnice tvorbou
shora zminénych laktamil v hPTH-(20-34)-NH, (Neugebauer aj., (1994) Int. J. Protein Peptide
Res.,43, 555-562). Existuje mozZna amfifiln{ a-§roubovnice mezi zbytky 21 a 31 hPTH-(1-34)-
NH, a byly predstaveny tidaje ukaiujici, %¢ hydrofobni strana Sroubovnice réaguje s PTH * " *
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reccptorem (Neugebauer, W. (1995) Biochemistry, 34, 8835-8842, Gardella, T. J. aj., (1993)
Endocrinology 132, 2024- -2030).
Zjistilo se, Ze nejuémne_|§1 cyklizace vyZaduji tvorbu laktamu, napiiklad mezi zbytky

Glu22 5 Lys26 nebo Lys26 o Asp30. Jiné cyklizace j jsou rovnéZ mozné, jako mezi Lys2/ a

Asp30, agkoliv se zjistilo, Ze tento laktam m4 néjaky destabilizujici u¢inek na a-Sroubovnici.

Studie fragmentti PTH vazajicich se na receptor blize naznaCily hlavni vazajici oblast
mezi zbytky 14-341, Navrhli jsme, Ze zbytky 17-29 o-Sroubovnice se va3 jako takové na PTH
receptor a Ze amfifilni &ast této a-Sroubovnice se vaZe svou hydrofobni stranou na receptor2.
Tento model je shodny s vysledky studia analogl vézajici oblasti receptoru3.

Studie NMR ukézaly, Ze i modelovy peptid, o némz se zjistilo, 7e je vysoce helikdlni
pomoci CD, také obsazuje fadu nehelikalnich konformaci, Tedy strukturu peptidického -

hormonu vazaného na receptor, napriklad PTH, nelze spolehlivé odvodit z jeho volné struktury v

roztoku. Stéricky branéné analogy peptidického hormonu se pouzily k omezeni podtu

konformacnich stavii dostupnych pro peptidS. Vyzkum fetézce hPTH ukazuje 3 mozné solné
miistky mezi zbytky 17-29, coz by mohlo jak stabilizovat, tak destabilizovat o-Sroubovnici. Ty

jsou mezi Glu?2 g Lys26 a Lys26 a Asp30. Odekava se, Ze oba stabilizuji a-Eroubovnici,
Ocekava se, 7 mezi Lys27 a Asp30 destabilizuji a-§roubovnici4. Tvorba laktamu mezi témito
pary zbytkt by omezila konformace dostupné pro hPTH v této oblasti a-$roubovnice. Mimoto
.. dva z téchto laktam, Glu22-Lys26 a LysZG-Asp30, o kterych se otekava, Ze stabilizuji strukturu
o-Sroubovnice, jsou poloZeny na poldrni strané amfifilnf &dsti a-Sroubovnice. O&ekava se, Ze
tieti Lysz7-Asp30 aspofi CasteCn€ destabilizuje a-$roubovnici, a zahrnuje zbytek Lys27, ktery
je na hydrofobni strané amfifilni éroubovnice K cyklizaci mezi polohami 25 a 29 miize také

dopt pokud Lys nebo Orn nahradi Arg v poloze 25 a pokud se Gln29 nahrad1 Glu nebo Asp.

Substltuce Leu za Lys27 vede k hydrofobn&jimu 2bytku na hydrofobni strané amfifilni
Sroubovnice. To vede ke zvySené stimulaci aktivity adenynyl cyklazy v bun&né linii ROS.

Odborn1c1 poznaji ze Jme takove substltuce dlskutova.ne VySe by asi vedly k analogiim se .

ste_]nyml zvysenynu akt1v1tam1

Otekava se, Ze kombinovany utinek bud’ substituce, nebo tvorby laktamu bude
stabilizovat o-$roubovnici a zvySovat bioaktivitu a chrnit tuto oblast molekuly proti
proteolytické degradaci. Dava se prednost pfitomnosti amidu na C-konci v tom smyslu, Ze se

dale ocekava, Ze to dale chrani peptid proti exoproteolytické degradaci, atkoliv mohou byt
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hydrolyzovany nékterymi peptiddzami (Leslie, F. M. a Goldstein, A. (1982), Neuropeptides, 2,

185-196).

Takeé se zjistilo, Ze lze uFitegns provadét jiné substituce aminokyselin. Jmenovité Jjsme
nahradili zbytek Met citlivy k oxidaci v polohdch 8, 18 piirozeng se vyskytujicim hydrofobnim
zbytkem, Nle, jako v Japonské patentové publikace 61-24598, Také Ize ofekdvat, Ze jiné
hydrofobni zbytky, jako Leu, Tle, Val, Phe a Trp by byly uZitegné jako podle USP 5,393 869 pro
Nakagawa aj.. |

Také jsou brany v avahu reversng laktamy. Uk4zali jsme u&innost zmény Lys22.G[u26,
. Lze tedy otekdvat, 7e lze uzitedns provadét podobné zmény mezi laktamy 26-30 a 27-30.
Lze provadét, vedle diive zminénych Cys-Cys i jiné substituce na vyhodném misté

laktamtt 22-26, naptiklad Asp?2.0rm26, aby se osvétlilo, Ze Ize pFipravit riznd mista cyklizace/
‘ véliko sti kruhu,

V USP 5,393,869 pro Naka_gawa a. a v USP 5,434,246 pro Fukuda aj. se uvadi, e
nékteré  substituované analogy hPTH majf podstatnou AC aktivitu a mohou mit zvySenou

stabilitu proti proteolytickému ataku, jmenovité:
1. Ser-1 na Aib (kyselina a-aminoméselns),
2. Lys-27 na Gln (uvadi se,zemd 2,5 x AC aktivitu),

3. Zbylky 14, 15, 16, 17 na Lys veelku nebo v &sti 9 (uvidi se, % ma silng Zvjsenou
aktivitu - a7 8 x). To mize byt zplisobeno .zvyﬁenou rozpustnosti ve vodé. O¢ek4va se, e in
vivo budou labilngj$i k enzymim podobnym trypsinu. Nérokuji tento tetrapeptid (zbytky 14-17
veetné) tak, aby v ném byla alespoii jedna aminokyselina rozpustna ve vods. Napiikiad His-14
nebo Lys-14, Leu-15, Lys-15 nebo Arg-15, Asn-16, Orn-16, Hej (homocitrullin)-16, Asp-16,
Arg-16, Lys-16, DLys-16, Set-16 nebo Gly-16, a 17-Ser, 17-Lys, 17-Asp nebo 17-Arg.

. Napfiklad také mohou zahrnovat Gl e

4. Arg 25 na His, aby se minimalizoval atak protedzou. ProtoZe nage laktamy, zejména s
Leu nebo jinou hydrofobni aminokyselinou v poloze 27, se mohou stat pon€kud nerozpustnymi
a také nesnadno_rozpustnymi, mohlo..by se. ofekavat, Fe stejné - substituce” budou uZitedné v
naich laktamech,

Odbornici také pozna, Ze i kdyz se mitze ddvat prednost cyklickym 1-31 hPTH, také se
olekava podle zde ukazanych ldaji, Ze cyklické fragmenty v rozsahu 1-30 a3 1-37 také budou

0Cinné. Zejména v literatute neexistuje Zadny dikaz, ze ptitomnost daliich aminokyselin aZ do
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37 ovliviiuje biologické vlastnosti hormonu, zejména podle zde zahrnutych potvrzujicich udajt
1-34.

Laktamy podle tohoto vynalezu lze pfipravit znémymi zpiisoby popsanymi niZe a Ize
je pouzit k stimulaci ristu kosti, pro obménu kosti, pro hojeni kosti v riznych situacich, jako je

lé¢eni osteopordzy a béZnych zlomenin.

Popis obrazki
Obr. 1 ukazuje strukturu lidského paratyroidniho hormonu PTH, zbytky 1-31 (SEQID
NO:1).
Obr. 2 ukazuje struktury (Leu27)cyklo(Glu22-Lys7-6)-hPTH-(1-3I)-NH2 (SEQ ID NO
:3).

Obr. 3 ukazuje strukturu (Leu27)cyklo(Lys26-Asp30)-hPTH-(1-31)-NH2 (SEQ ID
NO: 4), |

Obr. 4 ukazuje aktivity analogi podle vynalezu pfi stimulaci adenynyl cyklazy v
butikach ROS 17/2.

Obr. 5 ukazuje reprezentativni histologické tezy kosti pfipravenych na konci 8 tydnd
po OVX, coZ osvétluje riizné schopnosti hPTH-(1-31)-NH3 a jeho laktamovych derivati
zabrénit ztraté kosti a stimulovat riist kostf u Sprague-Dawley krys s odstran&nymi vajecniky
(OVX). '

Obr. 6 ukazujew trabekuldrni objem kosti u kontrolnich zvifat a u zﬁfat osetfenych
hPTH analogem u krys ptivodné silng zbavenych kosti. Oetteni zvifat pocalo 9 tydni po OVX.
Neju¢inngj$i z fragmentd byl (Leu27)cyklo(Glu22-Ly526)-hPTH-(1-31)-NH2, ktery obnovil
kosti na hodnoty normalnich kontrolnich krys.

Obr. 7 ukazuje trabekuldrni tloustka krysich femurd pro norméini, s odstrandnymi
vajeéniky (OVX), fale$né a  zvifata oSetfenymi hPTH-(1-31)-NHs, (Leu27)cyklo(Glu22-
Lys26)-hPTH-(1-31)-NHj a (Leu27)cyklo(Lys26 Asp30) hPTH- (1 3 31)-NHy.

Obr 8 ukazuje maxlmalm pokles tlaku krve a ¢as do maximélniho poklesu tlaku krve
po pfidéni ddvky 0,8 nmol/ 100 g hPTH-(1-31)-NHy, (Leu27)cyklo(Glu22-Lys26).hPTH-(1-

31NHy a (Leu?7)cyklo(Lys26-Asp30)-hPTH-(1-31)- -NH). Peptidy se podivaly bud

1

podkozné (prazdny sloupec), nebo intravenosnié (plny sloupec).




f el s et e 2o T

ae e

[ ] - -
» s se, 8
9% & wee ave
* L4 »
» ae (X}

8 »e ‘e s

* [ ]
.
-

sty

caas
L X R ]

Obr. 9 ukazuje strukturu (Leu27)-hPTH-(1-34)-NH, (SEQ ID NO : 5).
Obr. 10 ukazuje strukturu cyklo(Lys27-Asp30)-hPTH-(1-3 1)-NH, (SEQID NO : 6).

Obr. 11 ukazuje  strukturu (Leu27)cyklo(Glu22-Ly526)-hPTH-(1-30)-NH2 (SEQ ID
NO: 7). |

Obr. 12 ukazuje aktivity riznych analogii podle tohoto vyndlezu pfi  stimulaci
adenynylcyklazy.

Obr. 13 uka;uje hypotenzivni G¢inek hPTH-(1-31)-NH a hPTH-(1-30)-NH» a jejich
cyklickych analogyi.

Obr. 14 je graf ukazujici ti¢inek riznych divek linedrniho hPTH-(1-31)-NHj na riist

kosti.

Obr. 15 ukazuje strukturu (Leu27)cyklo(Glu22-Lys26)-hPTH-(1-30)-0H (SEQ ID NO
: 8).

Obr. 16 ukazuje strukturu (Leu27)cyklo(<}1u22-Lys26)-hPTH-(1-34)-NH2 (SEQ ID-
NO : 9).

Obr. 17 ukazuje strukturu (Leu27)cyklo(Glu22-Ly526)-hPTH-(1-34)-OH2 (SEQ ID
NO: 10).

~ Obr. 18 ukazuje - strukturu "(A1a27)cyklo(GIu22-Lys26)-hPTH-(1-31)-NH2 (SEQ ID
NO: 11),
Obr. 19 ukazuje  strukturu (N1e27)cyklo(G1u22-Ly326)-hPTH-(1-31)-NH2 (SEQ ID

NO: 12).

Obr. 20 ukazuie strukturu 'kNle8,28,Leu27)cyk10(<31u22-Lys.26)-hpTH-(1-31)-NH2
(SEQIDNO : 13).

Obr. 22 ukazuje *strukturu (Tle7)cyklo(Glu22-Lys26)-hPTH-(1-31)-NH; (SEQ ID NO
1 13).

Obr. 23 ukazuje strukturu,._(Tyr27)cyklo(Glu22-Lys26)-hPTH-(1-31)-NH2 (SEQ ID .

NO: 16).
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Obr. 24 ukazuje  strukturu a-acetyl-(Leu27)cyklo(Glu22-Ly326)-hPTH-(1-31)-NH2
(SEQIDNO:17).

Obr. 25 ukazuje  strukturu (Leu?-7)cyklo(G1u22-Lys26)-hPTH-(1-31)-NH2 (SEQ ID
NO : 18).

Obr. 26 ukazuje  strukturu (Leu?7)cyklo(Asp22-Orn26)-hPTH-(1-31 )-NH, (SEQ ID
NO: 19).

Obr. 27 ukazuje  strukturu (Cys22, Cys26, Leu27)cyklo(Cy522-Cysz6)-hPTH-(1-31)-
NH, (SEQ ID NO : 20)

Obr. 28 ukazuje strukturu (Cys26, Cys 30, Leu2T)eyklo(Cys22-Cys26)-hPTH-(1-31)-
NHj; (SEQID NO : 21),

Piiklady provedeni vynalezu

Ptiprava analogtt hormonu

Technika syntézy peptidii v pevné fizi vyvinutd R. B. Merrifieldem ("Solid Phase
Synthesis", Advances in Enzymology 32, 221-296, 1969), ktera je zahrnuta do popisu timto
odkazem, se $iroce a Gsp&¥né pouZivala pfi syntéze polypeptidi, jako je paratyroidni hormon.
Strategie je zaloZend na pipojeni karboxylového konce k pevnému nositi. Pak se pndavajl
postupné aminokyseliny s vysokym vytezkern N-konec a-amino skupiny se tak chram takZe
tato ochrannd skupina se miZe snadno odstranit bez odstranéni peptidu z pevného nosite. Zde
pouZita chemie vyZaduje modifikaci piivodniho Merrifieldova zplsobu, oznacovanou jako Fmoc

ptistup. Fmoc skupina (fluorenylmethoxykarbonyl) se miZe odstranit za mirnych alkalickych

podrm.nek coZ ponechava nedotcene ochranne skupmy bocniho retczce odolné alkéhlm a

pfipojeni k nosiéi. Technika ; je popsan4 E. Atherton a R. C, Sheppard "Sohd Phase Synthesrs a
Practical Approach”, IRL Press, New York, N. Y., co% je sem zahrnuto timto odkazem.

Priklad 1
Syntéza a Cisténi linedrnich analogt hPTH-(1-31)-amidu

o-Amino skupiny aminokyselin se chranily 9-fluorenylmethoxykarbonylem (Frhoc)

béhem spojeni. Spojent se provedlo smési hydroxybenzotriazolem (HOBY), 2-(1H-benzotriazol-




&

e L2 )
L ] . e [ ]
L] L] L [ ]
see @ e ses
- . [ ]
.0.! L L] LR .

1-yD)-1,1,3,3-tetramethyluronium tetrafluorboratu (TBTU) a dnsopropylethylammu (DIPEA).
PouZil se 4 nasobny prebytek aktivovanych aminokyselin s dvojitym spojenim na pfidani zbytkd

10 .o e °e

A}

Asn, Gln, His, Val a Ile. Doby spojeni pro pfidani Arg a Gly se zvysily z 30 na 60 minut.
Spojeni prvého zbytku (Va131-) k nosi¢i (Tentagel* R, Rapp Polymere, Tubingen, Némecko) se
provadélo ruéné. Viechny ostatni kroky se provadély na automatickém syntetizatoru PerSeptive
Biosystems* Mode! 9050 Plus. Ochrany pobo¢ného fetézce byly postupns: Arg (2,2,5,7,8-
pentamethyich:oman-G-sulfonyl), Glu, Asp a Ser (t-butyl), His, Gln a Asp (trityl), Trp (t-
butyloxykarbonyl).

Po odstranéni Fmoc z N-koncového Ser se peptidick4 pryskyr1ce promyla DCM, pak se
Stépila od pryskyfice ttepanim s 7,5 ml reagentu K (6,19 ml TFA po 0,38 ml vody, 90%

fenol/vody a thioanisolu, a 0,19 ml 1,2-ethandithiolu po 4 hodiny pti 20 °C. Smés odstépenych

| peptid se odstranila filtraci a sréZela se pfidanim t-butyl-methyl etheru. SraZenina se sebrala

odstfedénim, promyla se dvakrat t-butyl-methyl etherem a pak se suila vakuovym-

odstfed’'ovanim.

Surovy produkt se rozpustil v 14 ml 15 % acetonitril/vody, 0,1% TFA a
chromatografoval se na kolond Vydac* Cig (0,010 ml, 1 x 25 cm). Produkt se eluoval

minimélnim 1% gradientem acetonitrilu (14-40%) v 0,1% TFA ve vodg. Cistota koneéného
produktu se urtila analytickou HPLC na koloné Vydac* C18 (0,010 ml, 0,4 x 25 cm) a

molekulirnim hmotnostnim testem na hmotnostnim spektrometru s elektrorozpradovanim (VG
Quattro). Udaje pro takto vznikly hPTH-(1-31)-NH> jsou uvedena v tabulce 1 niZe.

Priklad 2
Syntéza a ¢isténi cyklickych analogi
(Leu?7)cyklo(Glu22-Lys26)-hPTH-(1-31)-NH,. Tento peptid se syntetizoval, jak se

popisuje pro-piiklad 1 s Lys-Alloc a Glu-OAll substitucemi v poloze 26 a 22. Po ptidani Fmoc-

Serl7 se peptidicka pryskyfice odstranila z kolony do reakéni zkumavky (Minivial*, Applied
Science), suspendovala se v 1,7 ml roztoku tetrakis(trifenylfosfin)paladia(0) (0,24 mmol), 5%

kyseliny octové a 2,5% N-methylmorfolinu (NMM) v dichlormethanu (DCM) pod argonem, pak

se tfepala 6 hodin pfi 20 OC, aby se odstranily allylové aalloc ochranné skupiny (Solé, N. A. aj.
(1993) v Peptides: Chemistry, Structure and Biology, Smith, J. a Hodges, R (Eds), ESCOM,
strany 93-94, coz je zahrnuto do popisu timto odkazem, Peptidicka pryskytice se pak promyla

- . 0,5% diethyldithiokarbamitem (DEDT), 0,5% NMM v DMF (50.ml), pak .DMF (50 ml) a

DCM (50 ml). Peptid se cyklizoval 0,06 mmol l-hydroxy-7—azabenzo;riazolem (HOAY/ 0,12
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mmo! NMM v DMF (2 ml) 14 hodin pti 20 "c (Carpino, L. A. (1993) . Am. Chem. Soc., 115,
4397-4398. Peptidicka pryskyfice se filtrovala, jednou se  promyla DMF, znovu se naplnila do
kolony a promyla se DMF, dokud se neodstranily bublinky ze suspenze. Zbyla syntéza se
provadeia jako v ptiklad® 1, pouze N-koncovd Fmoc skupina se neodstranila. Fmoc peptid se
Stépil od pryskyfice reagentem K, jak se popisuje shora. HPLC se provddéla jako v prikladé 1 s
Fmoc skupinou neodstranénou pred kone&nou HPLC.

Analog (Leu27)cyklo(Ly326-Asp30)-hPTH-(1-31)-NH2 se. pfipravil analogickym
zplsobem,

Priklad 3

Testy adenynylcyklazy

Schopnost analog hPTH vézat receptory a aktivovat signdini mechanismus spojeny s
adenynyleyklazou se stanovila na  diferenciaci bunétné linie kompetentniho osteoblasty -
podobného ROS 17/2 krysim osteosarkomem (ROS). Je zndmo, Ze tato aktivita je tizce spojend

se schopnosti analogii obnovit hmotu kosti u krys s odstranénymi vaje¢niky. Stimulujici aktivita
na adenynylcykldzu se stanovila nejprve oznadenim bunséné ATP kultury (3H)-adeninem apak
méfenim mnoZstvi (3H)-cyklicky AMP vzniklého z (3H)-ATP bhem prvych 10 minut expozice
danému analogu. To je zaloZeno na postupu, jak popisuji Whitfield aj., J. Cellular Physiology,
150, 299-303, 1992, coz je zahrnuto do popisu timto odkazem.

Vysledky s adenynylcykldzou jsou uvedeny v tabulce 2 nize jako koncentrace nutné k
vyjadfeni poloviny maximalniho zvyseni AC aktivity. Tyto udaje jsou také uvedeny na  obr. 4.
Piné  krouzky ukazuji aktivitu  adenynyleyklazy hPTH-(1-3 1)-NHj.  Aktivity

(Leu?T)eyklo(Glu22-Lys26)-hPTH-(1-31)-NH) a (Leu2Tycyklo(Lys26-Asp30)-hPTH-(1-31)-
NHj se  ukazuji prazdnymi a plnymi trojahelniky.

Piiklad 4

Stanovenf anabolické aktivity hPTH analogd u krys s odstranénymi vajedniky

Davkovénf: . ... . C e e e

Davky byly zaloZeny na davkové odpovédi na hPTH-(1-3 1)-NHp.  Schopnost hPTH-
(1-31)-NH) budovat kost se testovala s pouZitim vice davek (0,8, 0,6, 0,4 a 0,2 nmol/ 100 g

télesné hmotnosti) a regenerativnim nebo léeni ocefiujicim spife neZ preventivnim mode‘lul_l. N

Krysy s odstraninymi vaje¢niky staré 3 mésice se ponechaly 9 tydnli, aby jejich v&tiinou
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nelameldrni, femoldrni, trabekularni kost byla silné ochuzena pred zahdjenim 6 tydnfi dennich
injekci. Ke konci 9 tydne Ztratily asi 75 % hmotnosti femolarni, trabekulérni kosti,  Obr. 14

ukazuje zvyseni stfedni trabekulrni tloustky zavislé na davce zpisobené lamelarnim uklddanim
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vyvolanym 36 injekcemi 4 riznych dévek fragmentu, Fragment by také mohl stimulovat riist
trabekuldrni kosti u mnohem stargich krys. Tak 36 injekei stredni davky linearntho hPTH-(1-
31)-NHp na rist kosti 0,6 nmol hPTH-(1-31)-NHy/ 100 g télesné hmotnosti mohlo vyznamng
zvysit stfedni trabekularni tloudtku nad normalni vychozi hodnotu u krys starych 1 rok a Cinily

to stejné G¢inné jako hPTH-(1-84). Dévky 0,6 nmol/ 100 g t¥lesné hmotnosti se tedy pouzily v
dalsich testech.

Uplny popis protokolu dévaji Rixon, R. . aj., (1994) J. Bone Mineral Res. 9, 1197-
1189 a Whitfield aj. (1996) Calcified Tissue Int. 58, 81-87, coz je zahrnuto do popisu timto
odkazem. Normalni Sham-OVX (s odstranénymi vajetniky) a QVX Sprague-Dawley krysy
(staré 3 mésice 255-260 g) se ziskaly z Charles River Laboratories (St. Constant, QC). Krysy se-
néhodné rozdélily do skupin po 8 zvitatech, které dostavaly krysi stravu Purina a vodu podle
libosti. Nedoslo k Z4dnym neplanovitym Gmrtim. Zvitata dostala jednou denng 6 podkoznich
~ injekei za tyden poéinaje od konce druhého tydnu po OVX a kon&e na konci osmého tydne po -
OVX (naptiklad 36 injekc). Osm Sham-OVX a osm OVX kontrolnich krys dostalo 36 injekci
vehikula (0,15M NaCl obsahujici 0,001N HC), zatimco osm OVX krys dostalo 0,6 nmol/ 100 g
télesné hmotnosti fragmentu ve vehikulu/ 100 g télesné hmotnosti. Na konci osmého tydne po
OVX se femury vyjmuly, isolovaly, Cistily a rozfizly na polovinu u sttedni diaphysis a
_proximaini pile se vyhodila. Po odstranéni epifyzy se kazda piile femuru podéing rozitépila na

dvé &asti a kostni morek se vyplachl,

Schopnosti  fragmentd tvofit kost se hodnotily podle zmén primémé tloustky
(plocha/obvod) trabekuli v distalni poloving femuru u rizng ofetfenych zvitat. Aby se zméfila
priméma tloudtka trabekuli, dvé demineralizované poloviny femuru od kazdé krysy se
dehydrovaly a zalily se do parafinu. Podélné 0,010 mm sekce ze .stl'-edni roviny kaZdé kosti se
vyfizly a obarvily se Sandersonovym rychlym barvivem kosti (Surgipath Medical Industries,
Inc., Winnipeg, MB, Kanada). Primérna tloustka trabekuli se zmétila s pouZitim zobrazovaci
. soustavy M4 a kostntho morfometrického software- od Imaging Research, Inc., St. Catherines,
On, Kanada).

Reprezentativni histologické tezy kosti pfipravené na konci osmého tydne po OVX se
ukazuji na  obr. 5. Vysledky se dile ukazuji ve formé sloupcového grafu na obr. 7. Sloupce
ukazuji hodnoty tloustky trabekuli u normalnich krys, krys's"odstrangnymi vajeéniky (OVX),
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(Leu27)cyklo(Lys26-Asp30)-hPTH-(1-31)-NH2. (Leu27)eyklo(Glu22-Lys26)-hPTH-(1-31)-
NHj ukazuje zvi43t' vybornou aktivitu ve srovndni s linedrnim analogem hPTH-(1-31)-NHp.
Tento linedrni analog se ukézal byt zcela aktivni pfi obnové kosti, ale uZiva jen cestu bundéné
signalizace (AC-aktivace). Tedy se oekava, Ze cyklické analogy podobng jako jejich linearni
analogy maji méné neZadoucich postrannich klinickych 4¢inkd ne? jejich delii vzory jako
hPTH-(1-34) nebo hPTH-(1-84).

Priklad 5
Obnova kosti analogy hPTH u krys se silnd zbavenou trabekularni kosti

V tomto druhém pkikladu obnovy kosti se srovnavaji schopnosti fragmentd obnovit
silng zbavenou trabekularni kost. V tomto pokusu se 6. tydenni program injekci jednou denng
0,6 nmol peptidu/ 100 g t&lesné hmotnosti u mladych sexudlng zralych krys se odloZil az na
konec 9. tydne po OVX. V této dobé se ztratilo 75 % jejich trabekuldrnich kosti, jak lze vidét na

obr. 6, neji¢inngjsi z fragment byl (Leu27)eyklo(Ghu22-Lys26)-hPTH-(1-31)-NH,, ktery
obnovil kosti na hodnoty normélnich kontrolnich krys. |
Piiklad 6

Hypotenzivni G¢inky analogi hPTH

Samiéi Sprague-Dawley krysy (vAZici pres 290 g) se anestetikovaly intraperitoneding
injikovanym pentobarbitalem sodnym (65 mg/ kg télesné hmotnosti). Monitorovala se rektalni
teplota termistorem YSI402 (Yellow Springs Instrument Co., Yellow Springs, OH) a udrZovala

se mezi 36,0 a 38,5 0C béhem pokusu. Také se monitorovala teplota uniho boltce s pouZitim
termistoru YSI banjo. Ocasni artérie se obnaZila a kanulovala se Jelco 25-glV katetrem (Johnson
and Johnson Medical Inc., Arlington, TX) a pripojila se k Stanthamovu ptevodnikuy tlaku, jehoZ
lsignély se digitalné zapisovaly rﬁonitorem Biopac Systems MP100 (Harvard Instruments, Saint
Laurent, QC, Kanada). Také se obnatila femoralni Zila pro intravenosni injekci PTH nebo
jednoho jeho fragmentil. Po operaci se krysy nechaly 8 minut stabilizovat. Potom se PTH nebo
+ jeden z jeho- fragmentd (rozpustény v okyseléné sclance obsahujici 0,00IN HCI) se injikovaly
do femoralni %ily nebo pod kitzi zadku. Udaje se sbiraly 12 minut po intravenosni injekci nebo
22 minut po podkoZni injekci. Obr. 8 ukazuje maximalni pokles tlaku krve a ¢as do
maximdlniho poklesu tlaku krve po ptidani davky 0,8 nmol hPTH-(1-31)-NH5/ 100 g télesné

I PP . 2 x 5 Al ) Pt
m}unobf&nosti, (Leu27)cyklo(Glu22-Ly526)-hPTH-(1-31)—NH2 a (Leu27)cyklo(Ly526-Asp30)-
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hPTH-(1-31)-NHy. Podavalo se bud’ podkozné (prazdny sloupec), nebo intravenosns (plny
sloupec). (Leu27)cyklo(Glu22-Lys26)-hPTH-(1-31)-NH2 analog ukazuje zvysenou

biodostupnost ve srovndni s (Leu27)cyklo(Ly526—Asp30)-hPTH-(1-31)-NH2. To naznaduje
mnohem krat$i doba potiebna k poklesu tlaku krve na minimum po podkozni injekci. Oba
cyklické analogy ukazuji zvy$ené hypotenzivni G&inky, kdyZ se injikuji podkoZn& ve srovnani s
hPTH-(1-31)-NHj. Tedy se ofekava, Ze kazdy cyklicky laktamovy analog, kdy? se injikuje
podko7né, bude mit vice Fadoucich vlastnosti neZ linedrni obdoba. Ty zahrnuji zvy3enou

biodostupnost pro transport z lipidickych okoli. Toto by mohlo byt disledkem stabilizace q-

Sroubovnice blizko C-konce hormonu.
Dal3i vysledky:
Pro tgely t&chto vysledkd se peptidy identifikuji nasledovng:
hPTH-(1-31)-NH; (1),

(Leu27)-hPTH-(1-31)-NHj (2),
(Leu??)cyklo(Glu22-Lys26)-hPTH-(1-31 )-NHj (3) (obr. 2),
(Leu?T)yklo(Lys26-Asp30)-hPTH-(1-31 )-NH, (4),
cyklo(Lys27-Asp30)-hPTH-(1-31 )»-NH3 (5) (obr. 10),
(Leu?7)-hPTH-(1-30)-NHj (7),
(Leu27)cyklo(G1u22~Lys26)-hP'rH-(1-30)-NH2 (8).

Aktivity  adenynylcyklazy. Dtive jsme uvedli, e (Leu27)-hPTH-(1-34)-NH2 je

5 Také jsme zjistili, ze peptid (2) (ECs50 11,5 +/- 5,2 nmol) je aktivn&jsi neZ nativni

sekvence (1), (EC5( 19,9 +/- 3,9 nmol) (obr. 12). Jsou ukdzané peptidy 1 (o), 2 (0), 3 (A), 4 (M),

S S AT

"5 {0) Vanik laktamu mezi Glu22 3 Lyszg‘mdui(ovaIOJeéte vétsi AC- stimulujici aktivity s
ECs0 hodnotami 3,3 +/- 0,3 nmol) (obr. 12). Tedy zesitujici vliv cyklizace a nihrada Lys27 za

Leu vede k asi 6-nésobné zvyseni aktivity. Naproti tomu vznik laktamu jak mezi Lys26 a Asp30

(4) tak mezi Lys%“:a--Aspw {5) vedlo ke sniZeni stimulace aktivity adenynylcyklazy vzhledemk *

jejich vychozim linedrnim sekvencim. Tak 26-30 laktam (4) mé trochu mensi aktivitu nez jeho

O R
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linedrni forma s ECs5 17,0 +/- 3,3 nmol proti 11,5 +/- 5,2 nmol pro (2). 27-30 laktam (5)
snizuje aktivitu vychoziho linearniho peptidu. M4 ECs( 40,3 +/- 4,4 nmol ve srovnani s 19 +/-
3,9 nmol pro (1).

Diive jsme uvedli, Ze hPTH-(1-30)-NH> (6) ma stimulagni AC-aktivitu (ECs59 20 nmol),
blizkou analogu (1). Nyni jsme nagli, Ze (Leu?7)-hPTH-(1-30)-NH; (7) a (Leu27)cyklo(Glu22-
Lys26)-hPTH-(1-30)-NHp (8) (obr. 11) maji stimulaéni AC-aktivity podobné peptidu (6).

Hypotenzivni (¢inky:
Obrazek 13 ukazuje hypotenzivni u¢inek linedrnich (6 a 7) a cyklickych analogii (3 a
8). Ukazuji se maximalni poklesy (horniho) tlaku krve ziskané po injekei krysam 0,8 nmol

~ analogu/ 100 g télesné hmotnosti a &as do dosaZen! maximalniho poklesu tlaku krve (niZgi).
Analogy (od leva do prava peptidy 8, 7, 6, 3) se injikovaly bud intravenosné (stinovany

sloupec) nebo podkoZné (prazdny sloupec). Odstranéni Val3! vedlo u viech analogh 6, 7a8k

vyznamnému (p < 0,05) sniZeni rychlosti pfenosu  podkong injikovanych peptidi do

vaskularntho systému (obr. 13). Skute&né celkové poklesy tlaku krve u peptidi 6 a 8 se nicméng

vyznamné (p > 0,05) neliSily od poklesii u jinych analogd, af se podavaly podkozné nebo |

intravenosné, s vyjimkou peptidu 5.

Pokus srovndvajici hypotenzivni G¢inek s osteogenni aktivitou

Jak se popisuje v piiklad® 6 a ukazuje se na obr. 8, rychly hypotenzivni u&inek
pozorovany po podkozni injekci hPTH analogh koreluje s  osteogenni aktivitou. Proto Jje
uZiteCny pokus pro screening kandidatnich hPTH analogli pro osteogenni G&inek a aby se

Wlouéily nehypotenzivni konstrukty, aniZ by se musela ob&tovat laboratorni testovaci zvifata.

.. Pro.pozadi, pouZili jsme jediny soubor osteogennich a ncpsteogemich AC-, AC/PLC-
nebo PLC-aktivujicich fragmentt, aby se definitivng dokazalo, Ze je to pouze AC-stimulace,
kterd snizuje tlak krve, a porovnaly se hypotenzivni Gginky téchto fragmentd, kdyZ se injikuji

podkoZné nebo intravenosné krysim samicim. Ukézali jsme, Z¢ hypotenzivni odpovéd’ se spousti

" pouze fragmenty stimulujicimi AC-, AC/PLC- nebo PLC- 2 Ze je to relativng siabé odpovéd na

podkozni injekei a nikoliv mnohem v&tsi odpovéd’ na intravenosni injekci, ktera koreluje s
osteogennimi aktivitami hPTH-(1-31)-NHj, hPTH-(1-34) a hPTH-(1-84) u OVX krys, nikoliv
viak k hPTH-(l-30)—NH2, ktera stimhluje AC a snizuje tlak krve, ale nestimuluje rist kosti.
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Podrobnéji, hPTH-(1-84) a jeji fragmenty hPTH (I 34), WPT H-(l 31)- NH2 a hPTH-
(1-30)-NHy sniZovaly tlak krve v ocasni artérii samigich Sprague-Dawley krys o 42,7-67,1 %

asi béhem 1 minuty po injekei do femoralni zily, ale sniZovaly tlak krve jen 0 8,5-36,2 % 2-19
minut po podkoZni injekci. hPTH-(1-84) a hPTH-(1-34) stimuluji v cilovych buiikich jak
adenynyleyklazu, tak fosfolipizu-C, aviak hypotenzivni Geinky musely byt stimulovany
specificky aktivaci adenynylcyklazy, protoze hPTH-(1-30)-NHy a hPTH-(1-31)-NHy, které
wm“mmt_)_hgu‘_‘ stimulovat_ pouze ggg_qyny}wcyglgigy,iﬁbyly.__si‘_‘lrwl_é .hypotenzivni, kdyZz se, injikovaly , _
intravenosn€, zatimco hPTH-(1-84), ktera stimuluje pouze fosfolipazu-C, nebyla silné
. hypotenzivni, kdy? se injikovala intravenosn&. Pondvad osteogenni u¢inek PTH je také
zbrostfedkova’.n stimulaci adenynylcyklazy, ocekévalo se, Ze hypotenzivni odpovéd’ by se mohla
vyuZit pro screening novych PTH konstrukti na moZnou osteogenicitu. Osteogenni aktivity
podkozné injikovanych hPTH-(1-31)-NHp, hPTH-(1-34) a hPTH-(1-84) blizko korelovaly s
jejich hypotenzivnimi aktivitami. hPTH-(1-34) byl o hodn& vice hypotenzivni a vyznamné vice .
nez ostatni dvé molekuly. hPTH-(l-31)—NH2 a hPTH-(1-84) byly stejné osteogenni a
hypotenzivni. AvSak tato korelace selhala u hPTH-(1-30)-NH», kterd stimuluje AC skoro tak
silng jako hPTH-(1-31)-NHp a hPTH-(1-34) a sniuje tlak krve jako hPTH-(1-31)-NHp, ale
nestimuluje  rist kosti. Nicméné schopnost vyznamné sniZovat tepeﬂny tlak je obecnou

viastnosti osteogenni PTH a PTH fragmentii a je tedy rychle stanovitelnym pfedb&Znym
ukazatelem bioaktivity in vivo PTH fragmentu.

Podrobn&ji, jak hPTH-(1-34) tak hPTH-(1-31)-NH; byly maximaln& hypotenzivni pti
0,8 nmoV/ 100 g télesné hmotnosti. Tato hypotenzivni odpoved’ byla doprovazena pfechodnym

(20 30 minut) zéervendnim krysich u$i a tlapek, coZ lze povaZovat za uZitedny vizudlni

kvalitativni znak.

Ackoliv AC- nebo AC/PLC- stimulujici fragmenty byly silné hypotenzivni, kdyz se
| inj'ikfo"\"'}aly intravenosné, intravenosni injekce 0,8 nmol hPTH-(7:84) / 100 g télesné hmotnosti, ~ *
kter4 mizZe stimulovat pouze PLC velmi pomalu (9,8 +/- 2,0 minut) a pouze velmi lehce,
snizovala tlak v ocasni tepné o 0,44 +/- 0,13 kPa v poro.vne’mi s rychlym (0,9 +/- 0,08 minut)
snizenim 5,76 +/- 0,77 kPa zplsobenym AC/PLC- stimulujici hPTH-(1-84) nebo stejné
rychlym poklesem 6,88 +/- 0,44 zpiisobenym AC stimulujici hPTH-(1-30)-NH».

Jedna podkoZni injekce AC- nebo AC/PLC- stimulujictho fragmentu zplsobila
mnohem pomale;jsi a men$i sniZeni tlaku v ocasni tepné neZ intravenosni injekce stejné davky.

‘Naptiklad 0,8 nmol hPTH-(1-34) / 100 g télesné hmotnosti sniZovala tlak v ocasni tepné o 3,72
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+/- 0,48 kPa, kdyz se injikovala podkoZné v porovnani s 6,79 +/- 0,75 kPa, kdyz se injikovala
intravenosné. Stejna davka hPTH-(1-30)-NHy sniZovala tlak krve j Jeno 1,48 +/- 0,21 kPa, kdyz

se injikovala podkozng, v porovnani s 6,88 +/- 0,44 kPa, kdy? se injikovala intravenosns.

Neexistoval vyznamny rozdil mezi rychlym a velkym poklesem tlaku v ocasni tepné
zplisobeného intravenosni injekci hPTH- -(1-84), hPTH-(1-34) a hPTH- -(1-31)-NH», aviak

hPTH-(I -34) byl alespoti dvakrat tak adinny (p < 0,001) jako ostatni dve molekuly, kdyZ se

injikovaly, podkoZng., . . o . ... .. i - e e = w e -

Jednim z faktord ovliviiujicich hypotenzivni aktivitu a osteogenicity podkond
injikovanych PTH nebo PTH fragmentti je schopnost se pohybovat bez dezaktivace z mista
injekce ke svému cili nejprve do svalstva a pak do kosti. Tato schopnost se odri%i v dobg
potfebné pro tlak v ocasni tepnd klesnout na miniméalni hodnotu po injekci. Zkriceni PTH
molekuly na C-konci z 84 na 31 zbytkdl odstranilo schopnost stimulovat PLC bez sniZeni
schopnosti stimulovat AC a sniZilo devstkrat mnozstvi ¢asu potfebného pro tlak v ocasni tepng,
aby dosahl svého minima. Odstrangni jednoho zbytku, aby wvznikl hPTH- -(1-30)-NH»,

dramaticky zvyilo mno#stvi &asu potiebného pro tlak v ocasni tepné, aby spadl na svE
minimum z 2,0 +/- 0,31 minut v pifpadé hPTH-(1-31)-NHj na 13,8 +/- 2,3 minut. Je viak

duleilté poznamenat ze hPTH-(1-31)-NHj trvalo déle snizit tlak krve nez hPTH-( 1-84).

PouZiti v této studii hPTH-(1-31)-NHy, prvého PTH konstruktu schopného stimulovat

AC stejné silng jako hPTH-( 1-31) bez aktivace PLC a stimulujictho aktivitu PKC spojenou s
membranou, nyni dalo nejpiim&j§i dikaz, e hypotenzivni Ginek PTH je zptsoben uplng AC
aktivaci. Tedy ackoliv intravenosni injekce 0,8 nmol hPTH-(7-84) / 100 g télesné hmotnosti,
ktera miiZe pouze stimulovat PLC/PKC, neovlivnila vyznamné tlak v ocasni tepné, intravenosni
injekce stejné davky hPTH-(1-30)-NH, sniZila tlak stejné jako hPTH-(1-34),

Protoze AC také zprostredkovava PTH indukovanou stimulaci kortikln{ a trabekuldrni
tvorby kosti u OVX krys, spusténi hypotenzivni odpovédi u nedotenych krysich samic se zd4
byt jednoduchym, snadno méfitelnym ukazatelem mozné osteogenicity PTH konstrukti. Na
druhé strané selhdni pfi snifovéni arteridlnfho tlaku by vylowdilo fragment z dalstho
- vyhodnocovani, tedy vyf'aZuj‘f'c'im zbytetné, nakladné dlouhodobé testy osteogenicity OVX krys.
Hypotenzivni odpovédi na intravenosni injekce PTH by nebyly korelovany s osteogenicitami.
Avsak mnohem mensi hypotenzivni odpovédi na podkozni injekce hPTH-(1-31)-NH», hPTH-
(1-34) a hPTH-(1-84) byly paralelni k osteogenicitim téchto molekul s hPTH-(1-34) majicim

nejsiln€jsi hypotenzivni a osteogenni aktivitu a druhé  dve molekuly vzajemné stejné G¢inné,
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ale méné (i¢inné nez hPTH-(1-34) pti snizovani tlaku krve a stimulaci tvorby kosti. Aviak tato
korelace sethala u hPTH-(1-30)-NHp, ktera stimuluje AC skoro tak siln& jako hPTH-(1-31)-NH>

a hPTH-(1-34) a snizuje tlak krve jako hPTH-(1-31)-NHp, ale nestimuluje rtst kostil 1. Dévod
tohoto nedostatku osteogenicity neni zndm. NemiZe byt pisoben pouze podkoZné injikovanym
hPTH-(1-30)-NH3, potfebujicim vice ¢asu na sniZeni tlaku krve, protoZe podkozné injikovany
hPTH-(1-84) potfebuje stejné mnoZstvi dasu na sniZeni tlaku krve, aviak je silnd osteogenni.
Osteogenni odpovéd’ jasné zdvisi na fadé riznych faktord, které se kombinuji, aby umoznil
pristup z mista injekce dosti aktivniho hormonu nebo fragmentu hormonu na cilové zralé
osteoblasty exprimuji PTH receptor. Neschopnost hPTH-(1-30)-NH,, AC- stimulujictho a
snizujictho tlak krve, stimulovat tvorbu kosti by mohla byt vysledkem vét3i nestability,
pongkud vy33i ECsq pro AC stimulaci, napfiklad 20 nmol misto 16 nmol pro hPTH-(1-31)-NH)
a hPTﬁ—(l-34), a dlouhé doby pro vstup do cirkulace z mista injekce.

Pies neschopnost hPTH-(1-30)-NH» byt osteogenni, schopnost vyznamné sniZovat |

tepenny tlak je stale obecnou viastnosti osteogennich PTH a je tedy rychle stanovitelnym
ukazatelem moZné bioaktivity in vivo PTH fragmenti. Z toho plyne, Ze hypotenzivni odpovdd
by také méla slouZit jako udinny ukazatel schopnosti osteogenniho PTH konstruktu dosahnout

své cile po podéni ordini nebo jinou neinjekéni cestou.

Nepohodli a jiné moZné nepfijemnosti  hypotenzivni reakce na kaZdou injekci by

mohly sniZit vili pacientl s osteoporézou pfijimat dlouhodobé 1é¢eni s PTH a PTH fragmentil.

'Nastésti se pferuované podkozni injekce se b&Zn¢ uZivaji k stimulaci tvorby kosti a tyto

molekuly jsou mnohem méné hypotenzivni, kdyZ se injikuji podkoZné, nez kdyZ se injikuji

intravenosné. Jak jsme také argumentovali diive 67 hPTH-(1-30)-NH> by také mél dalsi vyhodu

stimulace AC bez stimulace PLC a kterychkoliv moZnych postrannich t¢inkd ptisobenych Cal*
a PKC, které by mohl spustit.

Piiklad 7

Cyklo(Lys27-Asp30)-hPTH-(1-31)-NHs (5). Syntéza se provedla analogickym

- zplisobem-k- (Leu?Poyklo(Glu22:Lys20)-hPTH-(1-31)-NHy: Produkt ‘mé]-odhadnutouSistotu == -~

pres 95 % s molekulovou hmotnosti 3700,64 (+/-0,38) (ofekavand M + 1 = 3700,14). Peptid se

sekvenoval, aby se potvrdila poloha laktamu.
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(Leu?7)eyklo(GluZ2-Lys26)-hPTH-(1-30)-NHy. Tento peptid sepripravil jako peptid (3)
bez ruéniho pfiddvani Val na nosié. Produkt mé! odhadnutou &istotu pies 97 % s molekulovou
hmotnosti 3586,14 (+/-0,19) (oSekdvand M + 1 = 3685,99).

Analogy podle vynlezu se mohou podavat teplokrevnému savei, ktery to potfebuje,
zejména lidem, parenterdlng, topicky, rektdlng, inhalaci nebo ustng. Analogy se mohou
konvenén€ wupravit do parenteralni davkové formy, smichinim asi 1 do asi 300 mg na
Jednotkovou davkovou formu s konvenénim vehikulem, excipientem, pojivem, konzervatnim

¢inidlem, stabilizé.toreﬁ't, barvivem, a podobng, jak je b&iné u pfijaté farmaceutické praxe.

Pro parenterdlni podavéni by bylo pot%eba davat 1 az 2 ml bezbolestné podkozni
injekce velmi jemnou injekéni jehlou 30-guage vice neZ jednou denn¢ po jeden aZ dva roky, v
zavislosti na zévaZnosti choroby. Injikovany materidl by obsahqval jednu slou¢eninu podle
vynilezu ve vodném, isotonickém sterilnim roztoku nebo suspenzi (pfipadné s konzervaénim
Cinidlem, jako je fenol, a solubilizatorem, jako je ethylendiamin tetraoctova kyselina (EDTA). l
Mezi pfijatelnj?mi vehikuly a rozpoustédly, které se mohou pouzit jsou voda, mirng okyselena
voda, Ringeriiv roztok a isotonicky roztok chloridu sodného. Mimoto se konvenéns pouzivaji
jako rozpoustédla nebo suspendujici media sterilni fixované oleje. Pii pfipravé injekci jako |
fixované oleje nachazeji pouiti Ssyntetické monoglyceridy, diglyceridy, mastné kyseliny (jako

kyselina olejova).
Pro rektalni podévani Ize analogy podle vynalezu pFipravit ve formé &ipki smichanim s
vhodnym nedrdZdivym excipientem, jako je kakaové méslo nebo polyethylenglykoly.

Pro topické pouZiti Ize analogy podle vynélezu pipravit ve formé masti, gel, roztoku,

suspenzi nebo koznich adhesivnich naplasti.

Inhalace 1ze napfiklad dosahnout prostfedky popsanymi v PCT publikované ptihlasce
WO 94/07514. Denni davka by neméla pfekrogit 0,05 mg/ kg télesné hmotnosti, neBo asi 3,5 mg/
70 kg Clovéka v zavislosti na aktivité dané slougeniny, v&ku, hmotnosti, pohlavi a podminkach
léZeného subjektu. Jak je dobie znimo, mnoZstvi aktivni slozky, kterd se miiZze kombinovat s

nosici, aby se dostala jednotkova davka, se bude ménit v zavislosti na hostiteli a daném zplisobu

Nasledujici tabelovany soupis analogl pfipravenych podle postupli popsanych shora.
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Tabulka 1: Molekulové hmotnosti PTH analogt

sekv. hmotnost | hmotnost
ID (stanovend) [(ocekdvand) M:
1 |hPTH{1-311NH, 777 (20.13) |3717.14
3 | [Lev”jeyclo(Glut-Lys™HhPTH-{1-30}NH, 3685,46 (£0,46) 353'5,12
7 | lLeu¥leyclo(Glu-Lys™ HhPTH-(1-30}NH, 358,14 (40,19) | 356599
4 |[Leujcyclo(Lys™-Asp ™} hPTH{1-31}NH, 3685,61 (20,36) | 3685,12
6 | cyclofLys”-Asp®FhPTH-(1-31}NH, 3700.64 (£0,38) | 3700,14
8| lLevjoyclo(Gh™Lys™}hPTH-(1-31}0H 3685,96 (£0,07) | 3686,12
g | [Lev¥]oycio(GuZ-Lys™}hPTH-{1-34}-NH, 408362 (£0,33) |403.52
10 {[Lev”eyclo(GluLys® hPTH-{1-34)-OH 4084,14 (£0.87) |4084.52
11 [Ala"1cycio(<3m”-Lys")-m:m-u-smuwL 3642,70 (20,76) | 3643,04
12 | NEZ]eyelo{GluP-Lys™FhPTH-(1-31)-NH, 368457 (+0,99) | 3685,12
13 | INe* Leuloyclo(Glu Lys™hPTH-{1-31}NH,  [3649,50 (0,59) | 3649,04
14 | cyclo(Gu-Lys™HhPTH-{1-31}NH, 399,66 (2049) | 370,14
15 1 {le¥)eyclo(Glu?-Lys™}PTH-(1-31}NH, 3684.76 (40.74) | 368512




2[ ') 1) T : .s .
‘ : : H t : P a : i...
otcnr:--! * :ui: ..E. ) ::’ 'i’
Tabulka 1 Molekulové hmotnosti PTH analogti
seky. | hmotnost | hmofnost
1D analog (stanovend) (oéek:ivanzi)Mﬂ
16| My leyclo(Gia®-Lys ™ PTH-{1-31}8H, 37447 (:0.80) | 3735.14
17| o -acatyk{Leu” oyclo{Glu™-Lys™MPTH-{1-31}NH, |[372625(10,42) |3727 12
18 | {Leu"leyclofLys™-Glu™hPTH-(1-31}NH, 3684.67 (40,52) | 3685,12
119 | lLew"ieyclo{Asp™-Om™MhPTH-(1-31)-NH, 3656,90 (20,87) |3657.12
20__|[CysCys™ Lew”jeyelo{Cys™-Cys™hPTH(1-31)NH, 1365126 4031 | 36501
21| [Cys™ Cys™:Leueyelo(Cys™-Cys™IhPTH{1-31)NH, | 366361 10,6 | 3664.13
Tabulka 2 Adenynylcyklazové aktivity peptidovych analogt
sekv, ID analog adenylyleykliza (,ECSG)
1 hPTH-(1-31)-NH, 20
3 fLev?[eyclo{GIuZ-Lys™)FhPTH-{1-31)-NH, 3
7 [Leu®eyclo(Giu™-Lys* FhPTH-(1-30}-NH,_ 20
4 [Leu”]cycio{Lys®-Asp™)-hPTH-(1-31)-NH, 37
6 cyclofLys”-Asp™)}-hPTH-(1-31}-NH, 40
8 LeuTeyclo{GluZ-Lys®)}-hPTH-(1-31}-OH 7
g [L_eu”]cyc[o(GIun-Lysm)-hPTH-ﬂ-34)-NH1 8
10 [LeuJeyclo(GluZ-Lys® L hPTH-(1-34)-OH 6
11 [Ata”]cydo(GlunfLys”)-hPTH-(1-31)-NH, 9
12 [NieTcyclo(GluP-Lys**FhPTH-{1-31)-NH, 9
13 iNle® ' Leu?Jeyclo(GIuZ-Lys™}hPTH-(1-31)-NH, 8
e s e g el Gl R Ly B ERPTHA 3N T T T e e e -
15 {Ile”)eyclofGIuZ-Lys®}hPTH-(1-31)}-NH, 9
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Tabulka 2 Adenynylcyklézové aktivity peptidovych analogfi
sekv. 1D anglog adenylyzgélg)éza
16 Ty™ Jeyelo{GIu™-Lys"FhPTH-(1-31}NH, 9
17 o -acetyH{Leu” Jeyclo{Glu™-Lys P TH-(1-31}:NH, 2%
18| llewlycofLysP- G hPTH{1-31)NH, 4
’ 19 [Leu”feyclo{Asp™-Om™ LhPTH-(1-31}NH, | >200
o 2 [Cys™:Cys™ Leueyclo(Cys2-CysIhPTH(1-31)NH, 1,6
i [Cys7Cys™ Leu”oyelo(Cys™ Cys IhPTH(1-31)NH, !
*obr.4
*“obr.12
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Seznam sekvenci
(2) Informace o fetézci SEQIDNO
Charakteristika fetézce:
(i) A) Délka: 31 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: lineérni,
(i) Typ molekuly: protein,

(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 1: +
' nY

o1

Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Ley Gly Lys His

1 5 10

Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp
15 - 20
Gln Asp Val

30 ;
!
f

Informace c; fet€zci SEQ ID NO : 2:

Leu Arg Lys Lys Leu
25
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Charakteristika fetézce:
i) A)Délka: 31 aminokyselin,

B) Typ: aminokyselina,

D) Topologie: linearni,
(i) Typ molekuly: protein,

(xi) Popis fet&zce : SEQ ID NO:2:

Cm—

Ser Val Ser Glu Ile Gln Ley Met His Asn Leu Gly Lys His

1 5 10
Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu
15 _ 20 25
Gln Asp Val
30

Informace o fetdzci SEQ ID NO : 3
Charakteristika fetézce:
i) A)Délka: 31 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: cirkuldrni,
(1) Typ molekuly: protein,
(xi) Popis fet&zce : SEQ ID NO: 3:

Ser Val Ser Glu lle Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

1 5 10
Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu
15 20 25
Gln Asp Val
30

Informace o fetézci SEQ ID NO : 4:
Charakteristika fetézce:
i} A)Délka: 31 aminokyselin,

B) Typ: aminokyselina,

D) Topologie: cirkularni,
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(ii) Typ molekuly: protein,
(xi} Popis fetézce : SEQ ID NO: 4:

Ser Val Ser Glu Ile Gin Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

1 5 10
Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu
15 20 25
Gln Asp Val
30

* Informace o fetézci SEQIDNO: 5:
Charakteristika fetézce:
i) A)Délka: 31 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: linearni,
(i) Typ molekuly: protein,
(xi) Popis fetézce : SEQIDNO: 5:

Ser Val Ser Glu Ile Gin Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

1 5 10
Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu
15 20 25
Gln Asp Val |
30

Informace o Fetézci SEQ ID NO : 6:
Charakteristika fet&zce:
i) A)Délka: 31 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: cirkuldrni,
(i) Typ molekuly: protein,
(xi) Popis Fetézce : SEQ ID NO: 6:

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

Informace o fetézci SEQID NO: 7:
Charakteristika fetézce:
i) A) Délka: 30 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologte: cirkularn,
(1) Typ molekuly: protein,
(xi) Popis fetézce : SEQ IDNO: 7:

Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

1 5 10
Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu
15 20 25
Gln Asp
30

Informace o fetézci SEQ IDNO : 8:
Charakteristika fetézce:
i) A) Délka: 31 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: cirkularni,
(i1} Typ molekuly: protein,
(xi)  Popis fetézce :. SEQ ID NO: 8:

Ser Val Ser Glu Ile GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

1 5 10

Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu
15 20 25

Gln Asp Val

30
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[nformace o fetézci SEQ ID NO : 9:
Charakteristika fetézce:
i} A)Délka: 34 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: cirkuldrni,
(ii) Typ molekuly: protein,
(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 9:

Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

1 5 10
Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu
15 20 25
Gln Asp Val His Asn Phe
30

Informace o fetézci SEQ ID NO : 10:
Charakteristika fetézce:
1) A)Délka: 34 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: cirkularni,
(i) Typ molekuly: protein,
(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 10:

Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

1 5 10
Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu
15 20 25
Gln Asp Val His Asn Phe
30

Informace o fetézci SEQ IDNO : 11:
Charakteristika fetézce:
i} A)Délka: 31 aminokyselin,

B) Typ: aminokyselina,
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D) Topologie: cirkularni,
(i) Typ molekuly: protein,

(xi} Popis fetézce : SEQ ID NO: 11:

Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

1 5 10
Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Ala Leu
15 20 25
Gln Asp Val
30

Informace o fetdzci SEQ ID NO ; 12:
Charakteristika retézce:
i) A)Délka: 31 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: cirkuldrni,
(ii) Typ molekuly: protein,
(xi) Popis tetézce : SEQ ID NO: 12

Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

1 5 10
Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Xaa Leu
15 20 25
Gln Asp Val
30

Informace o fetzci SEQ ID NO : 13:
Charakteristika fetézcé:
i) A)Délka: 31 aminokyselin,

B) Typ: aminokyselina,

D) Topologie: cirkularni,
(if) Typ molekuly: peptid,

(xi)  Popis fetézce : SEQ ID NO: 13:
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Ser Val Ser Glu Ile GIn Leu Xaa His Asn Leu Gly Lys Hls ve e A e’ e
! . 0
Leu Asn Ser Xaa Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu
b 20 25
Gin Asp Val
30

Informace o fetézci SEQ ID NO : 14:
Charakteristika fetézce:
1) A)Délka: 31 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: cirkularni,
(i) Typ molekuly: protein,
(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 14

Ser Val Ser Glu Ile GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

1 5 10
Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu
15 20 25
Gln Asp Val
30

Informace o fetdzci SEQ ID NO : 15:
Charakteristika fetézce: 15
1) A) Délka: 31 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: cirkularni,
(ii) Typ moleku'ly: protein,
(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 15:

Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

1 5 10

Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Ile Leu
wild 20 25
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Gln Asp Val
30

Informace o fetdzci SEQ ID NO : 16:

Charakteristika fetézce:
1} A)Délka: 31 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: cirkularni,
(i) Typ molekuly: protein,
(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 16:

Ser Val Ser Glu Ile Gin Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

1 5 10
Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Tyr Leu
15 20 25
Gln Asp Val
30

Informace o fetézci SEQ ID NO : 17:
Charakteristika fetdzce:
i) A)Délka: 31 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: cirkularni,
(i) Typ molekuly: protein,
(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 17:

Ser Val Ser'Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

1 5 10
Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu
15 20 25
Gln Asp Val
30

Informace o fetézei SEQ ID NO : 18:

Charakteristika fetézce: .
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i) A)Délka: 31 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: linedrni,
(i) Typ molekuly: protein,
(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 18:

Ser Val Ser Glu I'e Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

1 5 10
Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Glu Leu Leu
15 20 25
Gln Asp Val
30

Informace o fetézei SEQ ID NO : 19:
Charakteristika fetézce:
i) A)Délka: 31 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: cirkulérni,
(i) Typ molekuly: protein, |
(xi} Popis fetézce : SEQ ID NO: 19:

‘Ser Val Ser Glu [le GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

1 5 10
- Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Xaa Leu Leu
15 20 25
Gln Asp Val
30

Informace o fetézci SEQ ID NO : 20:
Charakteristika fetézce:
) A Dé]ka:‘31 aminokyselin,

B) Typ: aminokyselina,

D) Topologie: cirkularni,

snyfol b e e

(i) Typ molekuly: protein,
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(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 20:

Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

| 5 10
Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Cys Leu Leu
15 20 25
Gln Asp Val
30

Informace o fetézci SEQ ID NO : 21:
Charakteristika retézce:
i) A)Délka: 31 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: cirkularni,
(i) Typ molekuly: protein,
(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 21:

Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

1 5 10

Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Cys Leu Leu
15 20 25

Gin Cys Val

30 f
Informace o fetézci SEQ ID NO : 22 |
Charakteristika Fetézce:
i) A)Délka: 34 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: linearni,
(i) Typ molekuly: peptid,
(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 22:

Ser Val Ser Glu Ile GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

1 5 10

Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp LeuArg Lys Lys Leu-
15 , 20 25
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Gln Asp Val His Asn Phe
30
Informace o fetézci SEQ ID NO : 23:

Charakteristika fetézce:
i) A)Délka: 31 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: linearni,
(ii) Typ molekuly: protein,
(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 23:

Xaa Val Ser Glu Ile Gln Leu Xaa His Asn Leu Gly Lys Xaa

1 5 10
Xaa Xaa Xaa Xaa Glu Arg Val Xaa Trp Leu Xaa Xaa Xaa Leu
15 20 25
Xaa Asp Xaa
30

Informace o fetézci SEQ ID NO : 24:
Charakteristika fetézce:
i) A)Délka: 4 aminokyseliny,

B) Typ: aminokyselina,‘

D) Topologie: linearni,
(ii) :pr molekuly: peptid,
(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 24:
Val His Asn Xaa
1

Informace o fetézci SEQ ID NO : 25:
Charakteristika fetézce:
i)- A) Délka: 5 aminokyselin,

B) Typ: aminokyselina,

D) Topologte: linearni,
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(ii) Typ molekuly: peptid,
(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 25:
Val His Asn Phe Xaa
I 5
Informace o fetézci SEQ ID NO : 26:
Charakteristika fetézce:
i) A)Délka: 6 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: linerni,
(i) Typ molekuly: peptid,
(xi) Popis tetézce : SEQ ID NO: 26:
Val His Asn Phe Val Xaa
1 5
Informace o fetézci SEQ ID NO : 27:
Charakteristika fetézce:
1) A) Délka: 7 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: linearni,
(i) Typ molekuly: peptid,
(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 27:

Val His Asn Phe Val Ala Xaa
1 5
Informace o fetézci SEQ ID NO : 28:

Charakteristika fetézce:
1) A) Délka: 8 aminokyselin,
B) Typ: aminokyselina,

D) Topologie: linearni,
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(i) Typ molekuly: peptid,
(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 28:

Val His Asn Phe Val Ala Leu Xaa
1 5
Informace o fetézci SEQIDNO : 29;

Charakteristika fet&zce:
i) A)Délka: 4 aminokyseliny,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: linedrni,
(i) Typ molekuly: peptid,
(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 29:

His Lys Lys Lys
|
. Informace o fetézci SEQ ID NO : 30:

Charakteristika fetézce:
1) A)Délka: 4 aminokyseliny,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: linearni,
(i) Typ molekuly: peptid,
(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 30

His Leu Lys Lys
1
Informace o fetézei SEQ ID NO : 31:

Charakteristika fetézce:

i} A)Délka: 4 aminokyseliny,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: linedrni,

(i) Typ molekuly: peptid,
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(xi) Popis tetézce : SEQ ID NO: 31:

Lys Lys Lys Lys
1
Informace o fetézei SEQ ID NO : 32:

Charakteristika Fet&zce:
i) A)Délka: 4 aminokyseliny,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: linedrni,
(i) Typ molekuly: peptid,
(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 32

His Leu Lys Ser
1

Informace o fetézei SEQ ID NO : 33:
Ciaarakteristika fetézce:
i) A)Délka: 5 aminokyseliny,
B) Typ: aminokyselina,
D) Topologie: linedrni,
(i) Typ molekuly: peptid,
(xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 33:

Val Leu Asn Phe Xaa
1 5
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PATENTOVE NAROKY

1. Analog lidského paratyroidniho hormonu hPTH-(1-31) v jehoZ poloze 27 je Lys nebo
byl substituovan vhodnym hydrofobnim zbytkem a ktery byl cyklizovan, aby vznikl laktam.

.2. Analog podle niroku 1, kde cyklizace je bud’ mezi Glu22 a Lys26 nebo mezi Lys26
a Asp30.

3. Analog podle naroku 1, kde hydrofobni zbytek je Leu.

4, Analog podle naroku 1, kde hydrofobni zbytek je vybran ze skupiny sestavajici z
ornithinu, citrulinu, kyseliny a-aminomasené, nebo jakékoliv linearni nebo rozvétvené a-amino
alifatické kyseliny majici 2 a2 10 uhlikd v postrannim fetézci, jakéhokoliv takového analogu

majictho polarni nebo nabitou skupinu na konci alifatického fetézce.

5. Analog podle ndroku 4, kde hydrofobni zbytek je vybran ze skupiny sestavajici z

Ile, norleucinem, Met a ornithinem.

6. Analog podle niroku 1, kde mi bud C-koncové amidové zakonceni, nebo C- .

koncové karboxylové zakonceni.
7. Analog podle naroku 1, kde je to SEQ ID NO: 3.
8. Analog podle niroku 1, kde je to SEQ ID NO: 4.

9. Kompozice pro poddvani teplokrevnému zvifeti, které to pot;"ebuje, obsahujici
analog lidského paratyroidniho hormonu hPTH-(1-31) podle niroku 1 ve spojeni s

farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em nebo excipientem.
10. Kompozice podle néroku 9, kde hydrofobni zbytek v analogu je Leu.

11. Kompozice podle naroku 9, kde hydrofobni zbytek v analogu je vybran ze

skupiny sesta',vajici z [le, norleucinu, Met a ornithinu.

12. Kompozice podle ndroku 9, kde an_alogem je SEQ ID NO: 3.

13. Kompozice podle naroku 9, kde analogem je SEQ ID NO: 4.

14. Zptisob lédeni teplokrevného zvifete, které takové IéCeni potfebuje, zahrnujici
podavani takovému teplokrevnému zvifeti terapeuticky u¢inné mnoZstvi analogu lidského

paratyroidniho hormonu hPTH-(1-31) podle néroku 1.

P L,
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15. Zpilisob podle naroku 14, kde hydrofobni zbytek v analogu je Leu.

16. Zpiisob podle naroku 14, kde hydrofobni zbytek v analogu je vybran ze skupiny

sestavajici z Ile, norleucinu, Met a ornithinu.
17. Zpiisob podle naroku 14, kde analogem je SEQID NO: 3.
18. Zpisob podie naroku 14, kde Ze analogem je SEQ ID NO: 4.

19. Lidsky paratyroidni hormon hPTH a jeho farmaceuticky piijatelné soli majici
fetézec aminokyselin:

R-NH-R1-Val-Ser-Glu-Ile-GIn-Leu-R2-His Asn-Leu-Gly-Lys-R3-R4-R5-R6-R7-Glu-Arg-
Val-R8-Trp-Leu-R9-R10-R11-Leu-R12-Asp-Y

kde

R = vodik nebo jakakoliv linedrni nebo rozvétvens alkylova, acylovd nebo arylova .
skupina,

R1 = Ser, Ala nebo Aib,

R2 = Met nebo pfirozen® se vyskytujici hydrofobni aminokyselina,

R3 = His nebo ve vodg rozpustn aminokyselina,

R4 = Leu nebo ve vod& rozpustns aminokyselina,

R5 = Asn nebo ve vodé roZpustné aminokyselina,

R6 = Ser nebo ve vodé rozpustni aminokyselina,
- R7=Met nebo pfirozené se vyskytujici hydrofobni aminokyselina,

R8 = Glu, Lys nebo Asp,

R9 =Cys, Glu nebo Om,

R10 =-Arg, Lys, Orn, Gln, Glu nebo Asp,
~ RI11 = ptirozeng se vyskytujici hydrofobni nebo poldrni aminokyselina,
RI2= Gln, Arg, Glu, Asp, Lys nebo O,

X=0H,NHj a

Y =X, Val-X, Va]—His-X, Val-His-Asn-X, Val-His-Asn-Phe-X, Val-His-Asn-Phe-Val-

X, Val-His-Asn—Phe-V_al-AIa-X, Val-His-Asn-Phe-Val-Ala-Leu-X, cyklizované jako mezi
jednim nebo dvéma péry aminokyselin 22 a 26, 26 a 30, 27 a 30 a 25 a 29, kdyZ R3 a R6 jsou
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Glu nebo Asp, s vyjimkou cyklo(Lys26-Asp30)(Leu27)-hPTH-(1-34)-NHy,

cyklo(Lys27-Asp30)-hPTH-(1-34)-NH, a cyklo(Lys26-Asp30)(Leu27)-hPTH-(1-34)-OH.

20. Analog podle naroku 19, kde cyklizace ma formu laktamu.

21

22.

23.

24.

25.
26.

27.

Analog podle naroku 20, kde laktam je i, i+ 4 laktam.
Analog podle néroku 21, kde laktam je Glu22-Lys26 laktam.

Analog podle niroku 21, kde laktam je Lyszﬁ-Asp?’O laktam,

Analog podle ndroku 20, kde R je Ha X je NHa.

Analog podle naroku 24, kde R11 je Lys nebo Leu.

Analog podle niroku 25, kde R2 a R7 jsou Met nebo Nle.

Analog podle naroku 26, kde R1 je Ser, R2 je Met, R7 je Met, R8 je Glu, RO je -

Arg, R10 je Lys a R12 je Gln.

28.

Analog podle néroku 27, kde R3 je His nebo Lys, R4 je Leu, Lys nebo Arg, RS je

Asn, Om, Hei, Asp, Arg, Lys, D-Lys, Ser nebo Gly a R6 je Ser, Lys Asp nebo Arg.

29.

Analog podle naroku 27, kde R3-R6 jsou His-Lys-Lys-Lys, His-Leu-Lys-Lys,

Lys-Lys-Lys-Lys nebo His-Leu-Lys-Ser.

30.

31.

32,

33.
34.
35.
36.
Ed
38.
39.
40.

41.

Analog podle ndroku 27, kde Y= X_

Analog podle naroku 27, kde Y = Val-X_

Analog ;')odle naroku 27, kde Y = Val-Leu-Asn-Phe-X.
Analog podie niroku 19, kde ma SEQ ID NO: 6.
Analog podle ndroku 19, kde ma SEQ ID NO: 7.
Analog podle niroku 19, kde ma SEQ ID NO: 8.
Analog podle néroku 19, kde m4 SEQ ID NO: 9
Analog p(;dle. néréku 19, k&e ma SEQID NO: 10.
Analog podle ndroku 19, kde ma SEQ ID NO: 11.
Anglog p‘odle naroku 19, kde mé SEQ ID NO: 12.
Analog podte néroku 19, kde ma SEQ IDNO: 13,

Analog podie néroku 19, kde ma SEQ ID NO: 14.
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42. Analog podle niroku 19, kde m4 SEQ ID NO: 15.

43. Analog podie ndroku 19, kde ma SEQ ID NO: 16.

44. Anmalog podle ndroku 19, kde m4 SEQ ID NO: 17.

45. Analog podle naroku 19, kde ma SEQIDNO: 18.

46. Analog podle néroku 19, kde mé SEQ ID NO: 19.

47. Zpisob screeningu peptidovych konstruktt na osteogenicitu vyznageny tim, Ze
(a) testovand zvitata se anestetikuji,

(b) testovanému zvifeti se da podkoni injekce Géinnd davka kandidatniho peptidu nebo

jeho farmaceuticky pfijatelné soli rozpusténého ve farmaceuticky pfijatelném rozpoustédle,

(¢c) méfeni tepenného tlaku krve zvitete, kde maly pokles tlaku krve po kratké dobé

ukazuje osteogenicitu peptidu.
48. Zpisob podle ndroku 47 vyznateny tim, Ze rozpoustédlem je okyselend solanka.
49. Zpiisob podle néroku 48 vyznageny tim, Ze rozpoustédio obsahuje 0,0001M HCI.

50. Zpiisob podle néroku 49 vyznadeny tim, e testovanym zvifetem je krysa a pokles
tlaku krve je 8,5 aZ 36,2 % pfi 2 az 19 minutéch po injekci.

51. Zpisob podle ndroku 50 vyznadeny tim, %e peptidem je hPTH fragment. podle

naroku 19.

52. Zpisob podle néroku 51 vyznateny tim, Ze dévka hPTH je asi 0.8 nmol / 100 g

télesné hmotnosti.
53. Zplisob podle naroku 52 vyznadeny tim, e hPTH ma SEQ ID NO: 3.

54. Zpisob podle niroku 52 vyznadeny tim, Ze hPTH md SEQ ID NO: 4.
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H,N-Ser-ValSerlell&Gln-Leu-MeHils~Asn-Leu-Gly-Lys-His.Leu-AsnSer-MelGIu-Arg-VaL
Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Lys-Leu-Gin-Asp-Val-COOH

obr.]

SV S G Gl s A iy i e s Seri Gl

I |
Val-Glu-Trp-Lew-Arg-Lys-Leu-Leu-Gin-Asp-Val-NH;

obr, 2

HoSar-ak ot G- Mot His-AskLewGi-ys-His L As SorHel GliAT

! l
ValhGTrp-LouArg-Lys-Louk-Leu-Gin-Asp-VakH,

obr.3
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