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LISAKILPIRAUHASHORMONIANALOGEJA OSTEOPOROOSIN HOITAMI -

SEKSI - PARATYROIDHORMONANALOGER FOR VARD AV OSTEOPO-
ROS

Keksinndén kohteena on ihmisen lis&kilpi-
rauhashormonianalogit, joiden on havaittu olevan te-
hokkaita osteoporcosin hoidossa.

Osteoporoosi on ik&antyneiden, erityisesti
ikaantyneiden naisten, johtava syy tydkyvyttdmyyteen.
Vastikdan on  huomattu, etta ihmisen lisdkilpi-
rauhashormoni (hPTH) sek& tietyt analogit ovat luun
kasvun kiihdytt&jia, jotka ovat kayttdkelpoisia osteo-
poroosin hoidossa. Osteoporoosi (luukato) on koko ajan
paheneva sairaus, joka johtaa kokonaisluumassan vahe-
nemiseen ja luun lisddntyneeseen haurastumiseen. Tauti
aiheuttaa usein itsestdin tapahtuvaa kuormitusta kan-
tavien luiden murtumista ja ruumiillista ja henkista
rappeutumista, mikd on ominaista liikkumattomaksi te-
keville vammoille. Estrogenin h&viaminen aiheuttaa
postmenopausaalisen osteoporoosin, joka laukaisee vuo-
sikymmen-pitka&n luun vaihtuvuuden kiihtymisen yhdessa
lisdantyneen epatasapainon vanha luun resorption ja
uuden luun muodostuksen vAalilla kanssa. Taman tulokse-
na saadaan ohenemista, huokoisuuden lisdintymista ja
kuormitusta kantavien luiden trabekulaarista deplee-
tiota. Osteoporoosi on mydés yhdistetty kilpirauhasen
liikatoimintaan, lisadkilpirauhasen liikatoimintaan,
Cushingin ocireyhtymddn ja tiettyjen steroidilaadkkeiden
kayttddn. Hoitokeinoihin on historianmukaisesti kuulu-
nut ruokavalion kalsiumin lisdaminen, estrogeenihoito
ja lisdantyneet annokset vitamiini D:ta, mutta etu-
paassa vaikuttavilla aineilla, kuten esim. antiresorp-
tiivisesti vaikuttavién aineiden, jotka estadvat luun
resorptiota osteoklastien avulla.

Lisakilpirauhanen tuottaa lis&kilpirauhashor-
monia (PTH), joka on veren kalsiumtasojen tarkei saa-
taja. PTH on polypeptidi ja synteettisii polypeptideja
voidaan valmistaa menetelmalld, joka on esitetty jul-
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kaisussa Erickson and Merrifield, The Proteins, Neu-
rath et al., Eds., Academic Press, New York, 1976, si-
vu 257, ja modifioidé menetelmadlla, joka on esitetty
julkaisuissa Hodges et al., (1988) Peptide Research 1,
19 tail Atherton, E. And Sheppard, R.C. Solid Phase
Peptide Synthesis, IRL Press, Oxford, 1989.

Kun seerumin kalsiumtaso laskee normaalitason
alle, lisakilpirauhanen vapauttaa PTH:a ja kalsiumtaso
nousee luun kalsiumin resorption kautta, kalsiumin 1li-
sdantyneen absorption suolista kautta, ja kalsiumin
lisdantyneen uudelleen absorption munuaisten munuais-
tiehyeissa syntyvastd virtsasta kautta. Vaikkakin al-
haiset PTH-tasot jatkuvasti infusoituna voivat- poistaa
kalsiumia luusta, samat alhaiset annokset kun ne in-
jektoidaan ajoittain voivat itse asiassa edistaa luun
muodostusta.

US patenttijulkaisussa 4,086,196 on esitetty
ihmisen PTH analogeja ja vaitetadn, etta ensimmaiset
27 - 34 aminohappoa ovat adenylyylisyklaasin stimulaa-
tio termeind tehokkaimmat in wvitro solukokeessa. US
patenttijulkaisussa 4,771,124, Rosenblatt, on esitetty
hPTH-analogien, jossa Trp®> on korvattu aminohapoilla
fenyylialaniini, leusiini, norleusiini, valiini, tyro-
siini, P-naftyylialaniini tai a-naftyylialaniini, omi-
naisuuksia PTH antagonisteina. Naistd modifiociduista
hPTH analogeista on lisdksi poistettu 2 ja 6 aminoter-
minaaliset hapot mikd aiheuttaa enimmdn agonisti toi-
minnan menetyksen kun niita kaytetddn osteoporoosin
hoitoon. Analogit suunniteltiin PTH:n ja PTH:n kanssa
laheisesti yhteenkuuluvien peptidien inhibiittoreiksi.
Analogien vaitetdan olevan mahdollisesti kayttokelpoi-
sia joidenkin kasvainten yhteydessa esiintyvan hyper-
kalsemian hoidossa.

Julkaisussa Pang et al., W093/06845, julkais-
tu 15.4.1993, on esitetty hPTH-analogeja, joissa Arg®®,
Lys®®, Lys? korvataan useilla aminchapoilla, mukaan lu-

kien alaniini, asparagiini, asparagiinihappo, systeii-



10

15

20

25

30

35

ni, glutamiini, glutamiinihappo, glysiini, histidiini,
isoleusiini, leusiini, metioniini, fenyylialaniini,
proliini, seriini, tfeoniini, tryptofaani, tyrosiini
tai wvaliini. Analogien on ilman mitdan wvahvistavia
tietoja elain- tai ihmiskokeista vaitetty olevan vai-
kuttavia osteoporoosin hoidossa yhdessd minimaalisen
vaikutuksen verenpaineeseen Jja sileisiin lihaksiin
kanssa.

PTH toimii kahden toisioldhettadjasysteemin
aktivaation, G,-proteiiniaktivoidun adenylyylisyklaasin
(AC) Jja Gy-proteiiniaktivoidun fosfolipaasin Cp akti-
voinnin, kautta. Jalkimmdisen seurauksena on membraa-
nisidotun proteiinikinaasin C,(PKC) aktiivisuuden sti-
mulointi. PKC aktiivisuuden on osoitettu vaativan PTH
tahteet 29 - 32 (Jouishomma et al., (1994) J. Bone Mi-
neral Res, 9, (1179 - 1189)) On osoitettu, ettd luun
kasvun lisadys, so. ettd vaikutus, joka on hyddyllinen
osteoporoosin hoidossa, on kytketty peptidisekvenssin
kykyyn lisat& AC aktiviteettia. On osoitettu, ettd na-
tiivinen PTH sekvenssi sisaltad kaikki nama aktivitee-

tit. hPTH-(1-34) sekvenssi esitetddn tyypillisesti
kaavalla (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 Asp Val His Asn Phe-CH A

Seuraavalla lineaarisella analogilla hPTH- (1-
31) -NH,, jonka tiedot on esitetty taulukossa 1 alla, on
ainoastaan AC-stimuloiva aktiviteetti ja sen on osoi-
tettu olevan taysin aktiivinen luukadon korjauksessa
rotta, jolta munasarjat on poistettu, mallissa (Rixon,
R.H. et al (1994) J. Bone Miner. Res. 9, 1179 - 1189;
Whitfield et al (1996), Calcified Tissue Int. 58, 81 -



10

15

20

25

30

35

87; Willic et al, U.S. Patent No. 5,556,940, julkaistu
17.9.1996) :

v Y
[
Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His

. AN
' nv,‘“ { i
Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu

\

Gln Asp Nal-NH, B

Yllad olevassa molekyylissd B voi esitetyn
amidipdatteen asemasta olla vapaa karboksyyli paate.

Esillad olevan keksinndn tarkoitus on-tuottaa
uusia PTH-analogeja, joilla on suurempi metabolinen
pysyvyys, lisdantynyt luun korjaus aktiviteetti; 1i-
sdantynyt AC-aktiviteetti ja minimaalisia kliinisia
sivuvaikutuksia.

Keksinndén er&ddnd tarkoituksena on tuoda esiin
ihmisen lisdkilpirauhashormoni hPTH ja sen farmaseut-
tisesti hyvaksyttavia suoloja, joilla on alla oleva
aminohapposekvenssi:

R-NH-R1-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Leu-R2-His-Asn-Ieu-Gly-Lys-R3-R4-R5-R6-R7-

£

Glu—Arg—Val—RS-—Trp—Leu¥§§—-§TO——Eil—igﬁ-EiE-Asp--Y
| s
jossa
R = vety tai jokin suora tai haarautunut ketju alkyy-
1i, asyyli tail aryyliryhma,
R1 = Ser, Ala tai Aib,
R2 = Met tai luonnossa esiintyvd hydrofobinen amino-
happo,
R3 = His tai vesiliukoinen aminohappo,
R4 = Leu tai vesiliukoinen aminohappo,

RS = Asn tai vesiliukoinen aminohappo,
R6 = Ser tai vesiliukoinen aminohappo,

R7 = Met tai luonnossa esiintyvad hydrofobinen amino-
happo,
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R8 = Glu, Lys tai Asp,

R9 = Cys, Glu tai Orn, -

R10 = Arg, Lys, Orn, Gln, Glu tai Asp,

R11l = luonnossa esiintyvd hydrofobinen tai polaarinen
aminohappo,

R12 = Gln, Arg, Glu, Asp, Lys tai Orn,

X = OH, NH,, ja

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 ja Val-His-Asn-Phe-Val-Ala-Leu-X, on syklisocitu ku-
ten esimerkiksi yhden tai kahden aminohappoparin 22 ja
26, 26 ja 30, 27 ja 39, ja 25 ja 29 valilla kun R3 ja
R6 ovat Lys, Orn, Glu tai Asp, 1ukuunottamatta syk-
lo (Lys®*-Asp®®) [Leu®’] -hPTH- (1-34) -NH,, syklo(Lys* -Asp®) -
hPTH- (1-34)-NH, ja syklo(Lys**-Asp®®)-[Leu®’]-hPTH- (1-
34) -0H.

Suolojen esimerkit késittavat epdorgaanisten
happojen suoloja, orgaanisten happojen suocloja, kuten
esim. muurahaishapon, etikkahapon, viinihapon ja sit-
ruunahapon ja epaorgaanisten eméksien suoloja, kuten
esim. natrium ja ammonium ja orgaanisten emasten, ku-
ten esim. trietyyliamiinin, etyyliamiinin ja metyyli-
amiinin suoloja.

Esilla olevan keksinndén toisen ominaisuuden
mukaisesti syklisaatiota tehostetaan muodostamalla
laktameja, aiheuttamalla valittujen aminohappoparien,
kuten esim. luonnollisten tahteiden 22 ja 26 tai 26 ja
30 valille, sivuketjujen kytkentad. Muita syklisaatio-
tyyppeja, kuten esim. disulfidisillan muodostaminen,
esim. Cys valilla kasittda analogit Cys?*-Cys®*® ja Cys®**-
Cys®®, on myds tutkittu.

’ Eri aminohappojen korvaamiset on myds havait-
tu olevan tehokkaita. Lys?’ voidaan korvata Leu:1lla tai
useilla muilla luonnossa esiintyvilla hydrofobisilla
tai polaarisilla téahteilla. Toinen tekija on kuinka
hyvin tdhde sopii reseptoriin. Ala ei ole yhta hydro-

fobinen kuin Leu. Lys:a ja Tyr:a pidetaan yleensa po-
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laarisina, mutta ettd niilld silti on hydrofobinen
vuorovaikutus reseptorin kanssa. Lys esimerkiksi voi
taittua niin, ettd hydrofobinen osa on vuorovaikutuk-
sessa muiden hydrofobisten té&hteiden kanssa resepto-
rissa, ja NH, on altistettu liuottimelle. Tallaiset
korvaukset kasittavat ornitiinia, sitrulliinia, o-
aminobutyyrihappoa, alaninia, norleusiinia, isoleusii-
nia tai tyrosiinia tai jokaista suoraa tai haarautu-
nutta oa-aminoalifaattista happoa, jossa on 2 - 10 hii-
liatomia sivuketjussa, jokaista sellaista analogia,
jossa on polaarinen tai varauksella varustettu ryhma
alifaattisen Kketjun paéssad. Esimerkkeja polaarisista
ryhmistd tai wvarauksella varustetuista ryhmistd ovat:
amino, karboksyyli, asetamido, guanido, ja ureido.
Vaikkakin vaikuttaa siltd, ettd Leu®’ on paras korvaus,
vaikuttaa myds siltad, ettd monen muun kohdan 27 kor-
vaaminen pitdd sis&lldidn 1lahes tayden tehon ja wvoi
myds omata toivotut ominaisuudet, kuten esim. lisdan-
tynyt proteolyyttinen pysyvyys tai vesiliukoisuus,
Ile:n, norleusiinin, Met:n ja ornitiinin odotetaan
olevan kaikista tehokkaimpia.

Tamd korvaaminen saa aikaan a-heliksin stabi-
lisaation hormonin reseptorisitovalla alueella. Tama
on vahvistettu tutkimalla laktamianalogien sirkulaa-
rista dikroismispektrumia, verrattuna lineaarisen mo-
lekyylin [Leu®’]-hPTH-(1-31)-NH, sirkulaariseen dik-
roismispektriin. Sirkulaariset dikroismispektrit ovat
hyvin herkkia o-heliksin sekundaarisen rakenteen las-
ndololle ja tekniikkaa on kaytetty osoittamaan a-
heliksin 1l&sndoloa hPTH-fragmenteissa (Neugebar et
al., (1991), Biochemistry 31, 2056 - 2063). Lisadksi a-
heliksin stabilointia edelld mainittuja laktameja
hPTH- (20-34) -NH, muodostettaessa on esitetty julkaisus-
sa (Neugebauer et al., (1994), Int. J. Protein Peptide
Res. 43, 555 - 562). hPTH-(1-31)-NH, tdhteiden 21 ja 31
valilla on potentiaalinen amfifiilinen «-heliksi, ja

on esitetty tietoja, jotka osoittavat, ettia tédmdn he-
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liksin hydrofobinen pinta on vuorovaikutuksessa PTH
reseptorin kanssa (Neugebauer, W. et al., (1995),
Biochemistry 34, 8835 - 8842; Gardella, T-J. et al.,
(1993), Endocrinology 132, 2024 - 2030).

On havaittu, ettd tehokkain syklisaatio ké&-
sittad laktamin muodostuksen, esim. vAalillad t&hteet
Glu** ja Lys?*®, tai Lys*® ja Asp’. Muut syklisaatiot
ovat mydés mahdollisia, kuten esim. vA&lillad Lys” ja
Asp®, vaikkakin on havaittu, ettd tam& laktami osoit-
taa jonkin verran a-heliksid epéavakaaksi tekevid vai-
kutusta.

Erityisesti PTH-fragmenttien  reseptoroivat
tutkimukset ovat osoittaneet ensisijaisen sidosalueen
tahteiden 14-34' sisdlla. On ehdotettu, etta tahteet
17-29 o-heliksi sitoutuu sellaisenaan PTH reseptoriin,
ja ettad taman a-heliksin amfifiilinen osa sitoutuu
hydrofobisella pinnallaan reseptoriin®’. Tama malli on
yhtéapitava reseptoria sitovan-alueen analogien tutki-
muksen tulosten kanssa’.

NMR-tutkimukset ovat osoittaneet, ettd myds

«mallipeptidi, jonka on havaittu olevan erittain spi-

raalimainen CD:11&, myds pitad sisallaén monia ei spi-
raalimuotoisia rakenteita. Siten reseptorisidotun pep-
tidi hormonin, kuten esim. PTH, rakennetta ei voida
paatella luotettavasti sen vapaasta rakenteesta liuok-
sessa. Peptidihormonien wvakindisid analogeja on k&y-
tetty rajoittamaan rakenteellisten olomuotojen madraa®,
jotka ovat kayttdkelpoisia peptideille. hPTH sekvens-
sin tutkimus tuo esiin 3 mahdollista suolasiltaa t&h-
teiden 17-29 sis&lla, jotka voivat joko stabiloida tai
tehdd o-heliksin ep&vakaaksi. Namid ovat valilla Glu®
ja Lys**, ja Lys®® ja Asp®, joiden kummankin odotetaan
stabiloivan a-heliksin, ja valilld Lys®’ ja Asp’®, jonka
odotetaan tekevan a-heliksin ep&vakaaksi®. Laktamimuo-
dostus nadiden tdhdeparien valilla rajoittaisi hPTH:lle
saatavia rakenteita tdlld spiraalinmuotoisella alueel-
la. Lisaksi kaksi n&ist& laktameista Glu**-Lys** ja
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Lys®*®-Asp®, joiden odotetaan stabilisoivan o-
spiraalimuotoista rakennetta, sijaitsevat amfifiibisen
osan polaarisella pinnalla. Kolmannen Lys®’-Asp®® odote-
taan ainakin osaksi tekevdn a-heliksin ep&vakaaksi ja
sisdltdad téahteen Lys®’’, joka on amfifiibisen heliksin
hydrofobisella pinnalla. Syklisaatio kohtien 25 ja 29
valilla voi myds tapahtua jos Lys tai Orn korvaa Arg
kohdassa 25, ja jos GLN® korvataan Glu tai Asp.

27

Lys® korvaaminen Leu:lla saa aikaan hydrofo-
bisemman t&hteen amfifiibisen heliksin hydrofobisella
pinnalla. Tamd saa aikaan lisatyn adenylyylisyklaasia
stimuloivan tehon ROS-solulinjassa. Alan ammattimies
ymmartda taysin, ettd myds muilla korvauksilla, kuin
mitd edelld on esitetty, saadaan todennikdisesti ai-
kaan analogeja, joilla on sama tai lisdantynyt teho.

Korvauksen ja jommankumman laktaamimuodostuk-
sen yhdistetyn tehon odotetaan stabiloivan a-heliksin
ja lisdavan biotehoa, ja suojaavan t&td molekyylin
aluetta proteolyyttiseltd hajaocamislta. Amidin lasn&-
olo C-paatteessd on edullinen siind merkityksessa, et-
ta odotetaan sen lisdksi suojaavan peptidid eksopro-
teolyyttistd hajoamista vastaan, vaikkakin jokin pep-
tidaasi saattaa hydrolysoida niitd (Leslie, F.M.ja
Goldstein, A. (1982) Neuropeptides 2, 185 - 196).

On myds havaittu, ettd voidaan tehdd myds
muita kayttdkelpoisia aminohappo korvauksia. Erityi-
sesti pelkistysherkkd Met t&hde kohdissa 8, 18 voidaan
korvata luonnossa esiintyvalld hydrofobisella tdhteel-
14, Nle kuten Japanilaisessa patenttijulkaisussa 61-
24598 on esitetty. Voidaan myds odottaa, ettd muut
tdllaiset hydrofobiset t&hteet, kuten Leu, Ile, Val,
Phe js Trp myds ovat kayttdkelpoisia, kuten julkaisus-
sa US patent 5,393,869, Nakagawa et al., on esitetty.

Vastakkaisia laktameja on myds tutkittu. Esi-
merkiksi on osoitettu Lys®*-Glu®**:n vaihdon teho. Siksi

voidaan odottaa, ettd samanlaisia vaihtoja voidaan
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hyddyllisesti tehdd esim. laktamien 26-30 ja 27-30 va-
1i114.

Toinen korvaus edullisessa laktamikohdassa
22-26 on edelld mainitun Cys-Cys se on Asp®’-Orn®*® 1i-
sadksi tehty esittamdan, ettd voidaan kayttdkelpoisesti
tehdid erilaisia syklisaatio/rengas-kokoja.

Julkaisussa US 5,393,869, Nakagawa et al., ja
US 5,434,246, Fukuda et al., on esitetty, ettd erityi-
sesti joillakin substituoiduilla hPTH analogeilla on
olennaista AC tehoa ja saattaa olla lisaantynyt pysy-
vyys protelyyttista hydkkaysta vastaan,

1. Ser-1 Aib:lla (a-aminoisobutyyrihappo)

2. Lys-27 Gln:lla (ilmoitetaan olevan 2,5 x
AC teho)

3. Tahteet 14, 15, 16, 17 Lys:1lla, kokonai-
suudessaan tai osittain 9 on ilmoitettu suuresti 1i-
sdavan tehoa - aina 8-kertaiseksi. Tamad voi johtua ve-
siliukoisuuden lisd&ntymisesta. In vivo naiden oodte-
taan olevan labiileimpia trypsiinitapaisille entsyy-
meille). Vaatimuksissa on esitetty tama tetrapeptidi
(tdhteet 14 - 17, mukaan lukien) siten, ettd siind on
ainakin vyksi vesiliukoinen aminohappo. Esimerkiksi
His-14 tai Lys-14; Leu-15, Lys-15 tai Arg-15; Asn-16,
Orn-16, Hci (homositrulliini)-16, Asp-16, Arg-16, Lys-
16, Dlys-16, Ser-16 tai Gly-16; ja 17-Ser, 17-Lys, 17-
Asp tai 17-Arg. Voi myds kasittdd Glu esimerkkid wvar-
ten.

4. Arg 25 His:lla proteaasihydkkayksen mini-
moimiseksi. Koska laktamit erityisesti Leu:n kanssa
tai muun hydrofobisen aminochapon kanssa kohdassa -27,
voivat tulla vahan liukenemattomimmiksi ja myds vaike-
ammaksi liuottaa, wvoidaan odottaa, ettd sama korvaus
olisi kayttdkelpoinen meidadn laktameissa.

Alan ammattimies ymmartad myds taysin, etta
vaikkakin 1-31 hPTH syklit voivat olla edullisia voi-
daan myds tiedoista, joita edelld on esitetty, odot-

taa, ettd sykliset fragmentit alueella 1-30 - 1-37
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myds ovat tehokkaita. Kirjallisuudessa ei nimenomaan
ole olemassa nayttda -siita, etta lisdaminohappojen,
aina 37 asti, léasndolo vaikuttaisi hormonin biologi-
siin ominaisuuksiin, erityisesti annetut varmistavat
1-34 tiedot sisallytetddn tahan.

Keksinndén mukaisia laktameja voidaan valmis-
taa tunnetuilla alla esitetyilla menetelmilla ja niita
voidaan kayttda luun kasvun stimuloimiseen, luun vah-
vistamiseen ja edistamdadn luun paranemista eri olosuh-
teissa, kuten esim. osteoporoosin hoidossa ja tavalli-
sissa luunmurtumissa.

Seuraavassa keksintda kuvataan yksityiskoh-
taisesti viittaamalla oheisiin esimerkkeihin - ja ku-
viin, joissa

kuva 1 esittdd luonnonmukaisen ihmisen PTH :n
rakenteen, tahteet 1-31 (SEKVENSSI ID NO:1),

kuva 2 esittdd sekvenssin [Leu®’]syklo((Glu®**-
Lys®®) -hPTH- (1-31) -NH, (SEKVENSSI ID NO:3) rakenteen,

kuva 3 esittdid sekvenssin [Leu®’]syklo(Lys?*-
Asp®®) -hPTH- (1-31) -NH, (SEKVENSSI ID NO: 4) rakenteen,

kuva 4 esittaa keksinnén mukaisten analogien
aktiviteettia ROS 17/2 solujen adenylyylisyklaasi sti-
mulaatiossa,

kuva 5 esittda histologisia luuleikkauksia,
joita on preparoitu 8:nen viikon lopussa OVX jalkeen,
jotka esittavat hPTH-(1-31)NH, ja sen laktamien kykya
estad luukatoa Jja stimuloida 1luun kasvua Sprague-
Dawley rotissa, joilta munasarjat on poistettu (OVX),

kuva 6. esittdd vertailueldimien ja hPTH ana-
logilla hoidettujen elaimien, rottien aluksi kovin
depletoidua luun, trabekulaarista luuvolyymia. Elaimi-
en hoito aloitettiin 9 viikkoa OVX:an jalkeen Fragmen-
teista [Leu?’]syklo[Glu®*-Lys®**]hPTH-(1-31)-NH, oli te-
hokkain, palauttaen luun arvot normaaleissa vertailu-
rotissa oleviin arvoihin, ja

kuva 7 esittdd normaalien eldimien, eldimien,
joilta munasarjat on poistettu (OVX), Sham ja eldimi-
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en, joita on kasitelty hPTH-(1-31)-NH,:1lla, [Leu?]-
syklo (Glu**-Lys*®) -hPTH- (1-31) -NH,:1la, ja [Leu’]Isyklo-
(Lys**-Asp®®) -hPTH- (1-31) -NH,:11la, rottien reisiluun
trabekulaarisen luun paksuutta,

kuva 8 esittad verenpaineen maksimilaskun ja
ajan verenpaineen maksimilaskuun lisattaessa lisatta-
essa 0,8 nmoolia/100g annosta hPTH- (1-31) -NH,,
[Leu®’] syklo (Glu**-Lys®*®) hPTH- (1-31) -NH,, tai [Leu®’]syk-
lo(Lys®**-Asp’®) hPTH- (1-31) -NH,. Peptidi annostettiin jo-
ko ihonalaisesti (subkutaanisesti) (avoin pylvas) tai
laskimonsisaiseti (intravenously) (varjostettu pyl-
vas),

kuva 9 esittda sekvenssin [Leu”]—hPTH-(1—31)—
NH, (SEKVENSSI ID NO 5) rakenteen

kuva 10 esittdi sekvenssin (Lys?’-Asp’’)hPTH-
(1-31) -NH, (SEKVENSSI ID NO:6) rakenteen,

kuva 11 esittdi sekvenssin [Leu®’]syklo(Glu®-
Lys®®*) hPTH- (1-30) -NH, (SEKVENSSI ID NO:7) rakenteen,

kuva 12 esittdd eri keksinndn mukaisten ana-
logien adenyylisyklaasien stimuloivan vaikutuksen,

kuva 13 esittad hPTH(1-31)NH,:n ja hPTH(1l-
30)NH,:n ja niiden syklisten analogien hypotensiivisen
vaikutuksen,

kuva 14 esittdd kayraa, joka kuvaa lineaari-
sen hPTH(1-31)-NH, eri annosten vaikutusta luun kas-
vuun,

kuva 15 esittdi sekvenssin [Leu’’]syklo(Glu®*-
Lys®®) -hPTH- (1-31) -OH (SEKVENSSI ID NO: 8) rakenteen,

kuva 16 esittdd sekvenssin [Leu®’]syklo(Glu®**-
Lys“)—hPTH—(l—Bél)-NH2 (SEKVENSSI ID NO: 9) rekenteen,

kuva 17 esittdid sekvenssin [Leu®’]syklo (Glu?**-
Lys®®) -hPTH- (1-34) -OH (SEKVENSSI ID NO: 10) rakenteen,

kuva 18 esittdd sekvenssin [Ala’’]syklo(Glu®**-
Lys®®) -hPTH- (1-31) -NH, (SEKVENSSI ID NO: 11) rakenteen,

kuva 19 esitt3d sekvenssin [Nle?”)syklo (Glu®*-
Lys®®) -hPTH- (1-31) -NH, (SEKVENSSI ID NO: 12) rakenteen,
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kuva 20 esittdad sekvenssin [N1le®'?, Leu?"]-
syklo (Glu**-Lys?®) -hPTH- (1-31) -NH, (SEKVENSSI ID NO: 13)
rakenteen,

kuva 21 esittidad sekvenssin syklo(Glu**-Lys®®) -
hPTH- (1-31) -NH, (SEKVENSSI ID NO: 14) rakenteen,

kuva 22 esittii sekvenssin [Ile?’]syklo(Glu®**-
Lys®®) -hPTH- (1-31) -NH, (SEKVENSSI ID NO:15) rakenteen,

kuva 23 esitt&i sekvenssin [Tyr®’]syklo(Glu**-
Lys®®) -hPTH- (1-31) -NH, (SEKVENSSI ID NO: 16 rakenteen,

kuva 24 esittaa sekvenssin a-asetyyli-
[Leu’"] syklo (Glu**-Lys®®) -hPTH- (1-31) -NH, )SEKVENSSI ID
NO: 17) rakenteen, ‘ .

Kuva 25 esittii sekvenssin [Leu?’]syklo (Lys?®*-
Glu®®) -hPTH- (1-31) -NH, (SEKVENSSI ID NO: 18) rakenteen,

kuva 26 esittdd sekvenssin [Leu?’]syklo (Asp*-
Orn®*®) -hPTH- (1-31) -NH, (SEKVENSSI ID NO: 19) rakenteen,

kuva 27 esittidi sekvenssin [Cys??;Cys®*®;Leu”’]-
syklo (Cys**-Cys®®) -hPTH- (1-31) -NH, (SEKVENSSI ID NO: 20)
rakenteen,

kuva 28 esittdi sekvenssin [Cys®®;Cys®’;Leu?’]-
syklo (Cys®**-Cys®®) -hPTH- (1-31) -NH, (SEKVENSSI ID NO:21)
rakenteen.

Hormonianalogien valmistus

"Kiintedfaasi peptidisynteesin tekniikkaa, jo-
ka on R.B. Merrifieldin kehittam& ("Solid-Phase Pepti-
de Synthesis", Advances in Enzymology 32, 221-296,

1969), liitetddn taha&n referenssina, on laajalti ja
menestyksellisesti kaytetty polypeptidien, kuten esim.
lisadkilpirauhashormonin, syntetisoimiseen. Strategia

perustuu sille, ettd peptidin karboksyylipddtteinen
aminohappo kiinnitetddn kiintedan kantajaan. Perakkai-
set amonohapot lisdtdan taman jalkeen suurena maarana.
N-terminaalinen o-aminoryhmd suojataan sellaisella ta-
valla, ettd tamd suojaava ryhmd voidaan poistaa ilman
ettd peptidi poistetaan kiintealté& kantajalta. Téassa
kaytetty kemia kasittd& muunnelman alkuperaisestada Mer-

rifieldin menetelmdstd, johon viitataan Fmoc ratkaisu-
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mallina. Fmoc (fluorenyylimetoksikarbonyyli) ryhma
voidaan poistaa miedoissa alkaalisissa olosuhteissa,
mik& jattdd alkalille stabiilit soivuketjuja suojaavat
ryhmat ja sidoksen kantajaan koskematta. Tama tekniik-
ka on esitetty julkaisussa E.Atherton and R.C. Shep-
pard, "Solid Phase Peptide Synthesis: a Practical Ap-
proach", IRL Press, New York, N.Y.,joka liiteté&an re-
ferenssind tahan.

Esimerkki 1

Lineaaristen hPTH-(1-31)-amidianalogien val-
mistus ja puhdistus

Aminohappojen a-aminoryhmét suojataan. 9-fluo-
renyylimetoksikarbonyylilld (Fmoc) kytkennan - aikana.
Kytkenndt suoritetaan seocksella, jossa on hydrokéiben—
sotriatsolia (HOBt), 2-(1H-bensotriatsol-l-yyli)-1,1,-
3,3-tetrametyyliuroniumtetrafluoriboraattia (TBTU), ja
di-isopropyylietyyliaminia (DIPEA). Kaytetdan 4-ker-
tainen ylimdarad aktivoitua aminohappoa vyhdessa kak-
soiskytkenndlld lis&ttaessa Asn, Gln, His, Val ja Ile
tdhteitd. Arg ja Gly lisayksen kytkentadajat pidenne-
td4n kolmestakymmenesta (30) kuuteenkymmeneen (60) mi-
nuuttiin. Ensimmdisen tahteen (Val’') kytkeminen kanta-
jaan (Tentangel* R. Rapp Polymere, Tubingen, Saksa)
tehd4d&n manuaalisesti. Kaikki muut vaiheet tehdaan
PerSeptive Biosystems* Model 9050 Plus automatisoidul-
la peptidisyntetisoijalla. Sivuketjusuojaukset tehdaan
seuraavasti: Arg (2,2,5,7,8-pentametyylikroman-6-
sulfonyyli); Glu, Asp ja Ser (t-butyyli); His, Gln ja
Asn (trityyli); Trp (t-butyylioksikarbonyyli).

Sen jalkeen kun Fmoc on Dpoistettu N-
terminaalisesta Ser, peptidihartsi pestadn DCM, jonka
jalkeen se 1lohkaistaan hartsista ravistamalla 7,5
ml:1lla reagenssi K:1la (6,19 ml TFA, 0,38 ml kutakin
vetta, 90% fenoli/vesi ja tioanisolia ja 0,19 ml 1,2-
etaaniditiolia) 4 h lampdtilassa 20°C. Lohkaistu pep-
tidiseos poistetaan suodattamalla ja saostetaan lisaa-
malla siihen t-butyylimetyylieetterid. Sakka otetaan
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talteen linkoamalla, pestdan 2 X t-butyylimetyyli-
eetterilld ja kuivataan vakuumilinkouksella.

Raaka tuote liuotetaan 14 ml:an 15%:sta ase-
tonitriili/vettd, 0,1 % TFA ja kromatoidaan Vydac*C,,-
kolonnilla (10 i, 1 x 25 cm). Tuote eluoidaan 1 %/min
asetonitriili (14-40%) gradientilla 0,1 % TFA-ssa ve-
dessa. Lopullisen tuotteen puhtaus arvioidaan analyyt-
tiselld HPLC:lla Vydac* C,;-kolonnilla (10u, 0,4 x 25
cm) Jja molekyylimassan maéritykselld elektrosuihku-
massaspektrometrilld (VG Quattro). Nain muodostuneen
hPTH:n tiedot on annettu alla taulukossa 1.

Esimerkki 2

Syklisten analogien valmistus ja puhdistus.

[Leu®’’] syklo (Glu**-Lys?®®) -hPTH- (1-31) -NH,. . Tama
peptidi syntetisoidaan kuten edelld esimerkissa 1 on
esitetty, Jjossa Lys-Alloc ja Glu-OAll on substituoitu
kohdassa 26 ja vast 22. Fmoc-Ser'’ lisdyksen jélkeen
peptidihartsi poistetaan kolonnista reaktiopulloon
(Minivial*, Applied Science), suspendoidaan 1,7 ml:an
livosta, jossa on tetrakis(trifenyylifosfiini)palla-
diumi (0) (0,24 mmoolia), 5 % etikkahappoa ja 2,5 % N-
metyylimorfoliinia (NMM) dikloorimetaanissa (DCM) ar-
gonatmosfdarissa, jonka jalkeen ravistetaan lampdti-
lassa 20°C 6 h allyyli- ja allocsuojaavien ryhmien
poistamiseksi (Sole, N.A. et al., (1993) Peptides;
Chemistry, Structure, and Biology, Smith, J And Hogges
R. (Eds.), ESCOM pp. 93 - 94), joka liitetdan tahan
referenssind. Peptidihartsi pestdan taman jalkeen 0,5
$:sella dietyyliditiokarbamaatilla (DEDT), 0,5 % NMM
DMF:ssa (50 ml), jonka jalkeen DMF:11a (50 ml) ja
DCM:1la (50 ml). Peptidi (0,06 mmoolia) syklisoitiin
ravistamalla se vyhdessa 0,06 mmoolia 1l-hydroksi-7-
atsabensotriatsolin (HOAt) /0,12 mmoolia NMM 2 ml:ssa
DMF kanssa 14 h lampdtilassa 20°C (Carpino, L.A.
(1993) J. Am. Chem. Soc. 115, 4397 - 4398). Peptidi-
hartsi suodatetaan ja pestdan sen jalkeen kerran
DMF:1la pakataan wuudelleen kolonniin ja pestdan
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DMF:11la kunnes kuplat on poistettu suspensiosta. Jal-
jelld oleva synteesi tehddan kuten esimerkissd 1 pait-
si, ettd N-terminaalinen Fmoc-ryhmd& ei poisteta. Fmoc-
peptidi lohkaistaan hartsista reagenssi K:lla niin
kuin edelld on esitetty. HPLC tehdddn kuten esimerkis-
sa 1, jolloin Fmoc ryhm& poistetaan ennen lopullista
HPLC: .a.

Analogi [Leu*’] syklo (Lys®**-Asp’®) -hPTH- (1-31) -
NH, valmistetaan analogisella tavalla.

Esimerkki 3

Adenvlvvlisvklaasimdaritvksia

hPTH analogien kykyad sitoutua reseptoreihin
ja aktivoida adenylyylisyklaasiin kytkettya wmerkinan-
tomekanismia maddritetdadn erikoistumiseen kykenevan os-
teoblastitapaisella ROS 17/2 rotta osteosarkoma (ROS)
solulinjalla. Aktiviteetin tiedetddn olevan tiiviisti
kytkettynd analogin kykyyn palauttaa luun massaa ro-
tissa, joilta munasarjat on poistettu. Adenylyylisy-
klaasistimuloiva aktiviteetti arvioidaan merkitsemallé
etukidteen solumainen ATP-pooli [’H]-adeniinillad ja sen
jédlkeen mittaamalla ma&rad [’H]-syklistd AMP:a, joka
muodostuu [’H] -ATP:sta ensimmdisten 10 min, jolloin al-
tistetaan tietylle analogille, aikana. Tamd perustuu
menetelmadn, joka on esitetty julkaisussa Whitfield et
al, J. Cellular Physiology 150,299 - 303, 1992, joka
liitetdan tahé&n referenssina.

Adenyylisyklaasi tulokset on esitetty taulu-
kossa 2 alla pitoisuutena, joka vaaditaan osoittamaan
puolet maksimaalisesta lisdyksestd AC aktiviteetissa.
Tiedot on myds esitetty kuvassa 4. Kuvassa 4 varjoste-
tut ympyrat esittavat hPTH-(1-31)-NH,:n adenyylisyklaa-
sia stimuloivaa aktiviteettia ja [Leu*’lsyklo(Lys*-
Lys®®) -hPTH- (1-31) -NH,:n  ja [Leu®’] syklo (Lys*-Asp®®) -
hPTH-(1-31) -NH,:n aktiviteetit on esitetty varjostamat-
tomilla ja vast. varjostetuilla kolmioilla.
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Esimerkki 4

hPTH-analogien anabolisten aktiviteettien
madritys rottamallilla, jolta munasarjat on poistettu

Annostus:

Annokkset perustetaan annos-vaste tiedoille
hPTH(1-31) -NH,:sta. hPTH(1-31) -NH, luurakentumisteho
madritetddn kayttamdlla useita eri anncksia (0,8, 0,6,
0,4 ja 0,2 nmoolia/100g ruumiinpainoca) ja uudiskas-
vuista tai hoitoa arvioivaa pikemmin kuin ennalta eh-
kadisevadid mallia'’. 3 kuukautta vanhojen rottien, joilta
munasarjat poistetaan, annettaan olla rauhassa 9 viik-
koa niin ettd suurin osa ei-levymaisesta reiden trabe-
kulaarisesta luusta annetaan depletoitua ankarasti en-
nen kuin aloitetaan pdivitt&in annettavat 6 viikkoa
kestavit injektiot. 9:en viikon lopussa ne ovat menet-
tdneet n. 75 % reiden trabekulaarisesta luumassasta.
Kuvassa 14 esitetdan annoksesta riippuva lisays kes-
kitrabekulaarisessa paksuudessa, jonka aiheuttaa la-
mellaarinen saostuminen, jonka aikaansaavat fragmentin
36 neljadn& eri annoksena annetut injektiot. Fragmentti
pystyy myds stimuloimaan trabekulaarisen luun kasvua
paljon vanhemmissa rotissa. Siten 36 injektiota, joi-
den hPTH-(1-31)-NH, keskivertopitoisuus on 0,6 nmoo-
1lia/100 g ruumiinpainoa pystyy merkittavasti lisdamaan
keski-trabekulaarista paksuutta yli normaalin alkuar-
von ennalta depletoitujen (9 viikkoa OVX jalkeen) 1
vuotta vanhojen rottien reisien trabekulaarisessa
luussa, ja ne tekevat tamadn yhtad tehokkaasti kuin
hPTH- (1-84) -NH,. Samalla tavalla annoksia 0,6 nmoo-
lia/100 g ruuminpainoa kaytetddn lisadkokeisiin.

Taydellinen selitys protokollasta on annettu
julkaisuissa Rixon et al. J. Bone & Mineral Research
9, 1179 - 1189, 1994 ja Whitfield et al. Calcif. Tis-
sue Int. 58, 81 - 87, 1996, joita sisallytetdadn tahan
referenssind. Normaaleja, Sham-OVX (joista munasarjat
on poistettu), ja OVX Sprague-Dawley rottia (3 kuu-
kautta vanhoja; 255 - 260 g) hankitaan firmasta Char-
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les River Laboratories (St. Constant, QC). Rotat jae-
taan sattumanvaraisesti ryhmiin, joissa on 8 elainta,
jotka saavat Purina rotta ruokaa ja mielin mdarin vet-
ta. Ei tapahtunut yhtdan ei aikatauluun mukaisia kuo-
lemia. Elaimet saavat 6, injektiota kerran péivéssa
subkutaanisesti(ihon alaisesti)/viikko alkaen toisen
viikon, OVX jalkeen, lopussa ja loppuen 8:nnen viikkon
lopussa, OVX jalkeen, (se on 36 injektiota). Kahdeksan
Sham-OVX ja 8 OVX vertailu rottaa saavat 36 injektiota
vehikkelia (0,15 M NaCl, jossa on 0,001N HCl) kun taas
8 OVX rottaa saavat 0,6 nmoolia fragmenttia wvehikke-
liss&/100 g ruumiinpainoca). 8:nen viikon lopussa OVX
jadlkeen, reisiluut poistetaan eristetdan, puhdistetaan
ja leikataan poikki keskiluunvarresta ja proksimaali-
nen puolikas hylatadn. Sen jalkeen kun luun padteosa
on poistettu, kukin puolireisiluu halkaistaan pituus-
suunnassa kahteen osaan ja luuydin huuhdotaan pois.

Fragmenttien luunrakentumisvoima md&ritetdan
trabikkelien keskipaksuuden (pinta-ala/ymparysmitta)
muutoksista eri hoidon saaneiden elaimien distaalisis-
sa reisilupuolikkaissa. Keskitrabekulaarisen paksuuden
mittaamiseksi, jokaisen rotan kummastakin deminarali-
soidusta reisiluu-puolikkaasta poistetaan vesi ja upo-
tetaan parafiiniin. Jokaisesta 1luusta leikataan pi-
tuussuunnassa 10 um leikkauksia keskitasosta ja varja-
tddn tamdn jalkeen Sandersonin nopealla luuvarilla
(Surgipath Medical Industries, Inc., Winnipeg, MB, Ca-
nada) . Keskitrabekulaarinen paksuus mitataan kaytta-
malld M4 kuvaussysteemid ja luu morfometrista ohjel-
mistoa firmasta Imaging Research Inc., (St. Cathe-
rines, ON, Canada).

Kuvassa 5 esitetdaadn edustavia histologisia
leikkauksia 8:nnen viikon lopussa OVX jalkeen prepa-
roiduista. Tulokset esitetdan lisaksi palkkien muodos-
sa kuvassa 7. Palkit nayttavat arvoja trabekulaarises-
ta paksuudesta normaaleissa, munasarjat poistetuissa
(OVX), sham, hPTH-(1-31)-NH,, [Leu?’']lsyklo(Glu**-Lys?®)-
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hPTH(1-31)-NH, ja [Leu?’]suklo(Lys**-Asp®’)-hPTH(1-31) -
NH,. [Leu®’]lsyklo(Glu**:Lys®®) -hPTH-(1-31)-NH, osoittaa
erityisen erinomaisen tehon verrattuna lineaariseen
analogiin, hPTH-(1-31)-NH,. On osoitettu, ettd tama li-
neaarinen analogi on taysin aktiivinen luun palautta-
misessa, mutta kaytt&d ainoastaan yhtd solumaista mer-
kinanto (AC-aktivoitua) reittid. Siten n&illa sykli-
silléa analogeilla samoin kuin niiden lineaarisilla
analogeilla odotetaan olevan vahemman ei toivottuja
kliinisia sivuvaikutuksia kuin niiden pidemmillad wvas-
tineilla, kuten esim. hPTH-(1-34) tai hPTH-(1-84),
jotka aktivoivat kumpaakin sellulaarista merkinantome-
kanismeja.
Esimerkki 5

Luun palauttaminen hPTH analogien awvulla ro-

tissa, joilla on vakavasti depletpotunut trabekulaari-

nen luu

Tassa toisessa luun palauttamisesimerkissa,
verrataan laktamien kyky palauttaa vaikeasti depletoi-
tunutta trabekulaarista luuta. Tassad esimerkissa 6-
viikkoinen ohjelma, jossa nuorille sukukypsille rotil-
le annetaan yksi injektio paivassa, jossa on 0,6 nmoo-
lia peptidi&/100 g ruumiinpainoa lyk&t&an 9:nen viikon
loppuun OVX jalkeen. T&lla kertaa 75 % niiden trabeku-
laarisesta luusta oli hadvinnyt. Niin kuin kuvassa 6 on
esitetty [Leu?’] syklo [Glu**-Lys®**] -hPTH- (1-31) NH, oli
fragmenteista tehokkain. Se palautti trabekulaarisen
luuvolymin normaalien kontrollirottein arvoihin.

Esimerkki 6

hPTH analogien hypotensiivisid vaikutuksia
Naaras Sprague-Dawley rottia (paino yli 290

g) nukutetaan vatsaontelonsisdisesti injektoidulla
natriumpentobarbitaalilla (65 mg/kg ruumiinpainoa).
Lémpbtilaa peradsuolesta tarkastetaan YS1402 termisto-
rilla (Yellow Springs Instrument Co., Inc. Yellow
Springs, OH) ja pidet&&n valilla 36,0 - 38,5°C kokeen

aikana. Korvalehden lampdtilaa tarkastetaan myds kayt-
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tdmalla YSI banjo termistoria. Ha&nnan valtimo paljas-
tetaan kanyloidaan Jelco 25-g/V katetrilla (Johnson
and Johnson Medical Inc., Arlington, TX) ja yhdiste-
tadn Stathampaine anturiin, jonka signaaleja tallenne-
taan digitaalisesti monitorilla Biopac Systems MP 100
Monitor (Harward Instruments, Saint Laurent, QC, Cana-
da). PTH:n tai sen fragmenttien laskimonsisdistd in-
jektiota varten paljastetaan myds reisilaskimo. Leik-
kauksen jalkeen rottien annetaan vakaantua 8 min, jon-
ka jalkeen PTH tai jokin sen fragmenteista (liuo-
tettuna happamaksi tehtyyn suolaliuokseen, 3jossa on
0,001 N HCl) injektoidaan reisilaskimoon tai wvatsan
ihon alle. Tiedot keratdan 12 min laskimonsis&isen in-
jektion jalkeen tai 22 min ihonalaisen injektioﬁ jél—
keen. Kuvassa 8 esitetdadn verenpaineen lasku ja aika
maksimilaskuun kun 1lisadtdadn 0,8 nmoolia/100 g annos
[Leu®’] syklo (Glu**-Lys®*®) hPTH- (1-31) -NH, tai [Leu?’] -
syklo (Lys®**-Asp®®) hPTH- (1-31) -NH, annostettavaksi joko
ihon alle (varjostamaton pylvas) tai laskimonsisaises-
ti (varjostettu pylvas). [Leu”’]syklo(Glu®*-Lys®)hPTH-
(1-31) -NH, analogi osoittaa lisdantyneen biok&yttdkel-
poisuuden verrattuna [Leu?’]syklo (Lys®**-Asp®’) hPTH- (1-
31) -NH,. Taman osoittaa, ettd tarvitaan paljon lyhyempi
aika alentamaan minimi bp ihon alaisen injektion j&l-
keen. Kummatkin sykliset analogit osoittavat verrattu-
na hPTH-(1-31)-NH, lisd&ntyneitd hypotensiivisid wvaiku-
tuksia kun niit& injektoidaan ihonalaisesti. Siten
kunkin syklisen laktamianalcgin, kun se injektoidaan
ihon alle, odotetaan omaavan enemman toivottuja omi-
naisuuksia kuin lineraarisella vastapuolella. Tama ka-
sittda suuremman biokayttdkelpoisuuden, joka on tulos
lisadédntyneestd vastuksesta proteaasia vastaan ja/tai
lisdttyneen kyvyn tulla siirretyksi lipidisestd ympéa-
ristdéstd. Viimeksi mainittu voisi olla riippuvainen
amfofiilisen helixin stabiloinnsta l&hell&d hormonin C-
paatetta.
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Muita tuloksia:

Naita tuloksia varten peptidit identifioidaan

seuraavasti

hPTH- (1-31) -NH, (1);  [Leu®’]-hPTH- (1-31) -NH,
(2) (kuva 9); [Leu?]lsyklo(Glu®*-Lys®®)-hPTH-(1-31)-NH,
(3) (kuva 2); [Leu?'lsyklo(Lys®**-Asp’®)-hPTH-(1-31)-NH,
(4) ; syklo(Lys®*-Asp’®) -hPTH- (1-31)-NH, (5) (kuva 10);
hPTH- (1-30) -NH, (6); [Leu®’] hPTH- (1-30) -NH, (7) ;
[Leu?] syklo(Glu**-Lys*®) -hPTH- (1-30)NH, (8).

Adenylyylisyklaasiaktiviteetti. Aikaisemmin

on esitetty, ett& [Leu?’]-hPTH-(1-34)-NH, on aktiivi-
sempi stimuloadessaan AC aktiviteettia ROS solulinjas-
sa kuin hPTH- (1-34) -NH,°. On myds havaittu, ettd pepti-
di 2 (BEC, 11,5 * 5,2 nM) on aktiivisempi kuin natiivi-
nen sekvenssi 1 (ECy,, 19,9 * 3,9 nM) (kuva 12). Pepti-
dit 1 («); 2 (@); 3 (A) 4 (A) 5 (0). Laktamimuodostus
Glu** ja Lys*® (3) wvalilla indusoi vield suuremman AC-
stimuloivan aktiviteetin, jonka EC,, arvot ovat 3,3 *
0,3 nM (kuva 12). Siten t&llad syklisaatiolla ja Lys®:n
korvaaminen Leu:lla nettovaikutus on n. 6-kertainen
lisdays aktiviteettiin. Vastakohtana laktaamimuodostus
joko Lys?*®* ja Asp*® (4) tai Lys* ja Asp®® (5) wvalilla
saa aikaan adenylyylisyklaasin stimulaation pienenty-
misen suhteessa niiden alkuperdiseen lineaariseen sek-
venssiin. Siten 26 - 30 laktamilla (4) on heikosti
pienempi aktiviteetti kuin sen lineaarisella muodolla,
EC,, 17,0 * 3,3 nM verrattuna 11,5 * 5,2 nM (2) varten.
27 - 30 laktami (5) vahentda viel& huomattavammin al-
kuperidisen lineaarisen peptidin, jolla on EC, 40,3 *
4,4 nm, aktiviteettia verrattuna 19 % 3,9 nM 1 varten

Aikaisemmin on raportoitu, ettda hPTH-(1-30) -
NH,:1la (6) on AC-stimuloiva aktiviteetti (EC,,, 20
nM), joka on la&hempadnd sen analogia 1. Nyt on havait-
tu, ettd [Leu®’’]-hPTH-(1-30)-NH,:1la (7) ja syklo(Glu®*-
Lys®®) -hPTH- (1-30) -NH,:1la (8) (kuva 11) on samanlainen
AC-stimuloiva AC-aktiviteetti kuin peptidin 6 aktivi-
teetti.
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Hypotensiivisia vaikutuksia:

Kuvassa 13 on-esitetty lineaaristen (6 ja 7)
ja syklisten laktamianalogien (3 ja 8) hypotentsiivi-
nen vaikutus. On esitetty maksimi lasku verenpaineessa
(ylempi), joka saadaan kun rottiin injektoidaan 0,8
mmoolia/100 g ruumiin painoa analogia ja aika, joka
kuluu kunnes saadaan maksimilasku verenpaineeseen
(alempi). Analogit (vasemmalta oikealle, peptidit 8,
7, 6, 3) injektoidaan joko laskimonsisaisesti (Var—
jostettu pylvéas) tai ihon alle (varjostamaton pylvas).
Val’* poisto saa aikaan, ett& kaikilla analogeilla 6, 7
ja 8 on huomattavasti (p<0,05) pienentynyt nopeus
siirtdd ihon alaisesti injektoitua peptidiad ve-
risuonisysteemiin (kuva 13). Peptidien 6 ja 8 todelli-
nen kokonaisverenpaineen lasku ei kuitenkin merkitta-
vasti eroa (p>0,05) muista analogeista, annettuna ihon
alaisesti tai laskimonsisdisesti poikkeuksena peptidi
5.

Madaritys, joka korreloi hypotensiivisen vai-
kutuksen luuduttavan aktiviteetin kanssa.

Niin kuin esimerkissd 6 on esitetty ja kuvas-
sa 8 on esitetty korreloi havaittu nopea hypotensiivi-
nen vaikutus ihonalaisen hPTH analogien injektion jal-
keen luutumisaktiviteetin kanssa. Taman mukaisesti
maaritys on kayttdkelpoinen seulottaessa hPTH-
analogiehdokkaita luuduttamisvaikutusta varten ja ei-
hypotensiivisten rakenteiden eliminoimiseksi ilman et-
tad koe-eldimid taytyy lopettaa.

Taustan avulla on kaytetty uniikkia sarjaa
luuduttavia ja ei-luuduttavia AC-, AC/PLC-, tai PLC-
aktivoivia PTH-fragmentteja ratkaisevasti osoittamaan,
ettd ainoastaan AC stimulaatio vahentda verenpainetta
ja vertaamaan ndiden fragmenttien hypotensiivista vai-
kutusta kun niitéd injektoidaan ihonalaisesti tai las-
kimonsisaisesti naarasrottiin. Nyt on osoitettu, etta
ainocastaan AC- tai AC/PLC-stimuloivat fragmentit lau-

kaisevat hypotensiivisen vasteen, ja ettd se on
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ihonalaisen injektion suhteellisen pieni hypotensiivi-
nen vaste eika paljon suurempi vaste laskimonsisiisel-
le injektiolle, joka korreloi hPTH-(1-31)NH2, hPTH- (1l-
34), ja hPTH-(1-84) luuduttamisaktiviteetin kanssa OVX
rotissa mutta ei hPTH-(1-30)NH, kanssa, joka stimuloi
AC:a ja vahentaa verenpainetta, mutta ei stimuloi luun
muuodostusta.

Erityisesti, hPTH-(1-84) ja sen hPTH-(1-34),
hPTH- (1-31)NH, ja hPTH-(1-30)NH, -fragmentit laskevat
hantavaltimon painetta nukutetuissa Sprague-Dawley ro-
tissa 42,4 - 67,1 % noin 1 minuutin sis&lld injektion
antamisen reisilaskimoon jalkeen mutta vahentaa pai-
netta- vain 8,5 - 26,2 % 2 - 19 minuuttia ihonalaisen
injektion jalkeen. hPTH-(1-84) ja hPTH-(1-34) stimuloi
sekd adenylyylisyklaasia ettd fosfolipaasi-C:t& niiden
kohdesoluissa, mutta hypotensiivinen vaikutus tulee
olla stimuloitu erityisesti adenylyylisyklaasiaktivaa-
tiolla, koska hPTH-(1-30)NH, ja hPTH-(1-31)NH,, jotka
voivat stimuloida ainoastaan adenylyylisyklaasia, ovat
tehokkaasti hypotensiivisia kun ne injektoidaan laski-
monsisaisesti kun taas hPTH-(7-84), joka pystyy wvain
stimuloimaan fosfolipaasi-C:ta, ei ole merkitsevasti
hypotensiivinen kun sit&d injektoidaan laskimonsisai-
sesti. Koska PTH:n luuduttamisvaikutus mydskin valit-
tyy adenyylisyklaasistimulaation kautta, odotetaan,
ettd hypotensiivistd vastetta voitaisiin kayttdad seu-
lomaan uusia PTH-rakenteita mahdollista luuduttamista
varten. Ihonalaisesti injektoitujen hPTH-(1-31)NH2,
hPTH- (1-34) ja hPTH-(1-84) luuduttamisvaikutus korre-
loi todella laheisesti niiden hypotensiivisten aktivi-
teettien kanssa, hPTH-(1-34) ollessa paljon hypoten-
siivisempi hypotensiivisempi ja huomattavasti enemmén
kui molemmat muut molekyylit. hPTH-(1-31)NH, ja hPTH-
(1-84) ovat yhtd luuduttavia ja hypotensiivisid. Kui-
tenkin téama korrelaatio hajoaa hPTH-(1-30)NH,:1la, joka
stimuloi AC melkein vahvemmin kuin hPTH-(1-31)-NH, ja
hPTH- (1-34) ja laskee verenpainetta yhtda paljon kuin
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hPTH-(1-31) -NH, mutta ei stimuloi luun muodostusta.
Kuitenkin kyky laskea valtimopainetta huomattavasti on
luuduttavien PTH:n ja PTH-fragmenttien tavallinen omi-
naisuus ja on siten nopeasti maaritettavissa oleva
alustava mittari PTH-fragmenttien in vivo bioaktivi-
teetista.

Erityisemmin sekd& hPTH-(1-34) ettda hPTH-(1-
31) -NH, ova maksimaalisesti hypotensiivisid 0,8 nmoo-
1ia/100 ruumiinpainoa.

Tata hypotensiivistd vastetta seuraa rottien
korvien ja kapalien hetkellinen (20 - 30 min) punotus,
mikd voidaan pita&d kayttdkelpoisena nakyvana kvalita-
tiivisena merkkina. _

Tatd hypotensiivista vastetta seuraa rdttien
korvien ja kaé&p&lien hetkellinen (20 -~ 30 min) punotus,
mika voidaan pitda kayttdkelpoisena nakyvana kvalita-
tiivisena merkkina.

Vaikka AC- tai AC/PLC-stimuloivat fragmentit
ovat voimakkaasti hypotensiivisia kun niita injektoi-
daan laskimonsisdisesti, laskimonsisainen injektio,
jossa on ainoastaan PLC:a hyvin hitaasti (9,8 + 2,0
min) ja wvain hyvin heikosti stimuloimaan pystyvaa
hPTH- (7-84) 0,8 nmoolia/100 g ruummiin painoa, laskee
hadnnan valtimonpainetta 3,28 £ 1,0 mmHg verrattuna pi-
kaiseen (0,9 £ 0,08 min) 43,2 * 5,8 mmHg laskuun, jon-
ka saa aikaan AC/PLC-stimuloiva hPTH-(1-84) tai vyhta
pikaiseen 51,6 + 3,3 mmHg laskuun, jonka aiheuttaa AC
stimulaova hPTH- (1-31)NH,.

Yksi ihonalainen injektio AC- tai AC/PLC-
stimuloivaa fragmenttia saa aikaan paljon hitaamman ja
pienemmdn laskun hanndn valtimonpaineeseen kuin saman
kokoinen laskimonsisdinen injektio. Esimerkiksi 0,8
nmoolia/100 ruumiin painoa hPTH-(1-34) laskee painetta
ainoastaan 27,9 + 3,6 mm Hg kun se injektoidaan
ihonalaisesti verrattuna 50,9 + 5,6 mm Hg kun se in-
jektoidaan laskimonsisdisesti. Sama annos hPTH- (1-
31)NH, laskee verenpainetta vain 11, 1 + 1,6 mm Hg in-
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jektoituna ihonalaisesti verrattuna 51,6 + 3,3 mm Hg
injektoituna laskimonsisaisesti.

Ei ole mitdadn huomattavaa eroca nopeiden ja
suurien laskujen valilld hanndn valtimon paineessa,
joita saavat aikaan laskimonsisaisesti injektoidut
hPTH- (1-84), hPTH-(1-34) ja hPTH-(1-31)NH,, mutta hPTH-
(1-34) on ainakin kaksi kertaa tehokkaampi (P<0,01)
kuin molemmat muut molekyylit kun sitd injektoidaan
ihonalaisesti.

Yksi tekijdistd, joka wvaikuttaa ihonalaisesti
injektoitujen PTH tai PTH-fragmenttien hypotensiivi-
seen tehoon ja luuduttamisvaikutukseen on sen kyky
liikkua injektiopaikalta kohteisiinsa ensiksi ve-
risuonistoon ja tamadn jalkeen luihin ilman ettd se
inaktivoituu. Tama kyky heijastuu aikana, joka injek-
tion jalkeen vaaditaan hanndn valtimopaineen laskemi-
seksi minimiarvoonsa. PTH molekyylin lyhenté&minen C-
paassa 84:nenestad 3l:een tahteeseen poistaa kyvyn sti-
muloida PLC:a ilman, ettd kykya stimuloida AC:a piene-
nee ja se lyhentad aikaa, jota tarvitaan hé&nnan valti-
mopaineen saamiseksi minimiinsd yhdeksa&n kertaa. Pois-
tamalla vield yksi tdhde hPTH- (1-30)NH,:in valmistami-
seksi 1isdd dramaattisesti aikaa, joka wvaaditaan ve-
renpaineen laskemiseksgi minimiinsa 2,0 + 0,31 minuu-
tista tapauksessa hPTH-(1-31)NH, 13,8 + 2,3 minuuttiin.
Kuitenkin on té&rkeadt& havaita, ettd hPTH-(1-31)NH,:in
el kestanyt pidempdd alentaa verenpainetta kuin hPTH-
(1-84) .

Esillad olevassa keksinnéssa hPTH-(1-31)NH,
kayttd, ensimmédinen PTH rakenne, joka pystyy stimuloi-
maan AC:ia vahvemmin kuin hPTH-(1-34) ilman ettd PLC
aktivoituu ja membraaniin yhdistynyt PKCs aktiviteetti
stimuloituu, on nyt antanut suurimman suoran todisteen
ettd PTH:in hypotensiivinen vaikutus riippuu kokonaan
AC aktivaatiosta. Siksi wvaikkakin laskimonsisdisesti
injektoituna 0,8 nmoolia ruumiin painosta hPTH- (7-84),

joka voi stimuloida vain PLC/PKCs:a; ei nerkittldvasti
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vaikuta hanndn valtimopaineeseen, saman suuruinen las-
kimonsisdiseti injektoitu annos hPTH-(1-31)NH, laskee
verenpainetta yhtd paljonkuin hPTH- (1-34).

Koska AC myds valittad PTH-indusoitua stimu-
laatiota kuori- ja trabekulaariluun muodostuksessa OVX
rotissa hypotensiivisen vasteen laukaisu koskematto-
missa naarasrotissa tuntuu olevan yksinkertaista, no-
peasti mitattavissa oleva indikaattori PTH rakenteen
mahdollisesta luun muodostumisessa. Toisaalta epaon-
nistuminen alentaa valtimoverenpainetta poistaisi osan
muulta arvioinnilta, siten valtyttdisiin tarpeettomil-
ta, kalliilta, pitk&aikaisilta luuduttamiskokeilta OVX
rotissa. Hypotensiivinen vaste PTH:n laskimonsisaisel-
le injektiolle ei korreloidu luuduttamiseen. Kuitenkin
paljon pienempi hypotensiivinen vaste ihonalaisesti
injektoidulle hPTH- (1-31)NH,, hPTH-(1-34) ja hPTH-(1-
84) kulkee rinnakkain ndiden molekyylien luun muodos-
tuksen kanssa, jossa hPTH-(1-34):1la on vahvimmat hy-
potensiiviset ja luunmuodostavat vaikutukset ja molem-
pien muiden molekyylien ollessa yhté tehokkaita kuin
muut, mutta vAhemmdn tehokkaita kuin hPTH-(1-34), va-
hentamélld verenpainetta ja stimuloidessa luun muodos-
tusta. Mutta tama korrelaatio hajoaa hPTH- (1-
30)NH,:illa, joka stimuloi AC:a melkein yhta wvahvasti
kuin hPTH-(1-31)NH, ja hPTH-(1 34) ja alentaa veren-
painetta yhtd paljon kuin hPTH-(1-31)NH, mutta ei sti-
muloi luun muodostusta' . Syy t&h&n luun muodostuspuu-
tokseen on tuntematon. Se ei voi olla riippuvainen
ihonalaisesti injektoidusta hPTH-(1-30)NH,:sta, joka
vaatii enemmdn aikaa alentaa verenpainetta, koska
ihonalaisesti injektoiu hPTH-(1-84) tarvitsee vyhta
pitkdn ajan alentaa verenpainetta, kuitenkin on vah-
vasti luunmuodostava. Luunmuodostusvaste on selvasti
riippuvainen monesta eri tekijasta, jotka yhtyvat mah-
dollistamaan tarpeeksi vaikuttavan hormonin tai hor-
monifragmenttien tulon injektiokohdasta kohde PTH re-
septoriin-ilmentéen kypsia osteoblasteja. AC-
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stimulaation puute, verenpainetta laskeva PTH- (1-30)NH,
luun muodostuksen stimuloimiseksi wvoi olla tulos suu-
remman instabiliteetin yhdistelmdstd, hieman korkeam-
masta EC,, AC stimulaatiota varten, so 20 nM 16 nM si-
jasta hPTH- (1-31)NH, ja hPTH-(1-34) varten ja pitka ai-
ka saapua verenkiertoon injektiokohdasta.

Vaikkakin hPTH- (1-30)NH, puute olla luudutta-
va, kyky merkittavasti alentaa wvaltimon painetta on
vield 1luuduttavan PTHs:n tavallinen ominaisuus ja on
siksi nopeasti maaritettdvissa oleva mahdollisten PTH-
fragmenttien in wvivo Dbioaktiviteetin indikaattori.
Tastd seuraa, ettd hypotensiivisen vasteen tulisi myds
toimia luuduttavan PTH rakenteen kyvyn tehokkaana in-
dikaattorina saavuttaa kohteitansa oraalisen tai muun
el injektoidun annostuksen jalkeen.

Hypotensiivisen reaktion epamukavuus ja muut
mahdolliset jalkiseuraukset jokaista injektiota wvas-
taan vol rajoittaa osteoporoottisten potilaiden haluk-
kuutta vastaanottaa pitkdaikaista hoitoa PTH tai PTH-
fragmentilla. Onneksi kaytetaadn yleisesti ajoittaisia
PTH:en ihonalaisia injektioita luun muodostuksen sti-
mulointiin ja nam& molekyylit ovat kaikki hyvin paljon
vahemman hypotensiivisi&d kun ne injektoidaan ihonalai-
sesti kuin kun ne injektoidaan laskimonsisdisesti. Ku-
ten myds aikaisemmin on esitetty 7, hPTH-(1-31)NH,:1lla
on lisdksi etu stimuloida AC:a ilman ettd se stimuloi
PLC:a ja mitd tahansa potentiaalista Ca® - ja PKCs va-
littamaa sivuvaikutusta, jonka se voi laukaista.

Esimerkki 7

Cyclo (Lys* -Asp®®) -hPTH- (1-31) -NH, (5). Syntee-
si tehdi&n analogisella tavalla [Leu®]-syklo(Glu**-
Lys®®) -hPTH- (1-31)NH, synteesin kanssa. Tuoteella on
arvioitu puhtaus > 95%, molekyylimassa, joka on
3700,64 (£0,38) (odotettu M + 1 = 3700,14). Peptidi
sekventoidaan laktamikohdan vahvistamiseksi.

[Leu®’] -syklo (Glu**-Lys®®) -hPTH- (1-30) -NH, (8) .
Tama peptidi syntetisoidaan kuten peptidi 3, ilman k&-
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sin tukeen lisdttya Val. Tuotteella on arvioitu puhta-
us > 97%, molekyylimassa, Jjoka on 3586,14 * 0,19)
(odotettu M+1 = 3685,99).

Esilld olevan keksinnén mukaiset analogit
voidaan annostaa lamminveriselle nisdakkadlle, joka on
sen tarpeessa, erityisesti ihmiselle parenteraalises-
ti, topikaaliseti tai rektaalisesti tai inhalaation
kautta tai oraalisella antotavalla. Tavanomaisesti
analogit voidaan valmistaa parenteraalisessa annostus-
muodossa, jossa on 1 - 300 mg yksikkdannosta kohden
vhdessad tavanomaisen vehikkelin, tayteaineen, sideai-
neen, saildntéaineen, stabiloivan aineen, vAriaineen,
vaikuttavan aineen ja sen tapaisen kanssa, kuten vaa-
ditaan hyvaksytyssd farmaseuttisessa kaytanndssa o

Parenteraalista antoa varten tulee antaa 1 -
2 ml:a kivuttomana ihonalaisena injektiona ultra-
hienon 30 mittaruiskun neulan 1lapi ei enemmdn kuin
kerran paivassa, yhdesta kahteen vuoteen, riippuen
sairauden vaikeusasteesta. Injektoitu aine voi sisal-
tdd jonkin esilld olevan keksinndén mukaisista aineista
vesipitoisena, isotonisena, steriilina liuoksena tai
valinnaisesti saildntdaineen kuten esim. £fenoli tai
liuottavan aineen , kuten esim. etyleenidiamiinitetra-
etikkahappo (EDTA)) kanssa. Naiden hyvaksyttavien ve-
hikkelien ja liuottimien joukkoon, joita voidaan kayt-
tdd kuuluu vesi, heikosti happamaksi tehty wvesi, Rin-
gerin liuos ja isotoninen natriumkloridiliuos. Lisaksi
kdytetddn tavallisesti steriileja, kiinteita o6ljyja
tali suspendoivia aineita. Synteettisid monoglyseride-
ja, diglyserideja, rasvahappoja (kuten esim. oleiini-
happoa) kaytetaadn tavallisesti kiinteana &ljyna wval-
mistettaessa ruiskutettavia aineita.

Rektaalista antoca varten esilld olevan kek-
sinndn mukaiset analogit voidaan valmistaa suppojen
muodossa sekoittamalla sopivan ei-arsyttavan tayteai-
neen kanssa kuten esim. kaakaovoin tai polyetyleeni-
glykolien kanssa.
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Tholla kayttdad varten esilld olevan keksinndén
mulaiset analogit voidaan valmistaa voiteiden, hyyte-
l16iden, liuoksien, sﬁspensioiden tai ihoon tarttuvina
laastareina.

Inhalaatiota varten, tamd voidaan saada ai-
kaan esimerkiksi wvalineilla, Jjoita on esitetty PCT
julkaisussa WO94/07514.

Paivittdisten annosten ei tulisi ylittda 0,05
mg/kg ruumiin painoca tai n. 3,5 mg/70 kg ihminen,
riippuen nimenomaisen yhdisteen tehosta, hoidettavan
kohteen idstéa, sukupuolesta ja kunnosta. Kuten hyvin
tiedetddn madrd vaikuttavaa ainetta, joka voidaan yh-
distéaa kantavien aineiden kanssa yksittaisen annoksen
valmistamiseksi vaihtelee riippuen kasiteltavasta
isannasta ja antotavan erityisesta muodosta.

Seuraavassa on luettelo analogeista, joita
kaikkia voidaan valmistaa edella mainituilla menetel-

milla.
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(v) NYKYISEN HAKEMUKSEN TIEDOT:
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(vi) PRIORITEETTIHAKEMUKSEN TIEDOT:
(A) HAKEMUSNUMERO: 08/691, 647
(B) JATTOPAIVA: 02-AUG-1996

(2) SEKVENSSIN ID NO: 1 TIEDOT:
(1) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 31 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

(x1) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 1:

Ser Val Ser Glu Ile Gln 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 Gln Asp Val
20 25 30

(2) SEKVENSSIN ID NO: 2 TIEDOT:

(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 31 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
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(C) JUOSTEISUUS:
(D} TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini
(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 2:

Ser Val Ser Glu Ile Gln 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 Gln Asp Val
20 25 30

(2) SEKVENSSIN ID NO: 3 TIEDOT:

(1) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 31 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: renkaanmuotoinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

(x1) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 3:

Ser Val Ser Glu Ile Gln 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 Gln Asp Val
20 25 ‘ 30

(2) SEKVENSSIN ID NO: 4 TIEDOT:

(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 31 aminchappoa

B) TYYPPI: aminchappo

) JUOSTEISUUS:

(
(
(D) TOPOLOGIA: renkaanmuotoinen

[oN @]

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 4:

Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Mete Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu Gln Asp Val
20 25 30

(2) SEKVENSSIN ID NO: 5 TIEDOT:

(i} SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 31 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
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(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO 5:

Ser Val Ser Glu Ile Gln 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 Gln Asp Val
20 25 30

(2) SEKVENSSIN ID NO: 6 TIEDOQT:

(1) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 31 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: renkaanmuotoinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

(x1) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 6:

Ser Val Ser Glu Ile Gln 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 Gln Asp Val
20 25 30

(2) SEKVENSSIN ID NO: 7 TIEDOT:

(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 30 aminohappoa
(B} TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: renkaanmuotoinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 7:

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

1

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu Gln Asp
20 25

5 10

(2) SEKVENSSIN ID NO: 8 TIEDOT

(1) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:

(A) PITUUS: 31 aminohappoa

(B) TYYPPI: aminohappo

(C) JUOSTEISUUS.

(D) TOPOLOGIA: renkaanmuotoinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

30
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(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 8:

Ser Val Ser Glu Ile Gln 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 Gln Asp Val
20 25 30
(2) SEKVENSSIN ID NO: 9 TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 34 aminohappoca
(B) TYYPPI: aminohappo
(C}) JUOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: renkaanmuotoinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteilini

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 9:

Ser Val Ser Glu Ile Gln 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 Gln Asp Val His
20 25 30
Asn Phe
(2) SEKVENSSIN ID NO: 10 TIEDOT:

Ser

Ser

Asn

(1) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 34 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: renkaanmuotoinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 10:

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

5 10

Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu Gln Asp Val His

20 25 30

Phe

SEKVENSSIN ID NO: 11 TIEDOT:

(1) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 31 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: renkaanmuotoinen



37

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

(x1) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 11:

Ser Val Ser Glu Ile Gln 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 Gln Asp Val
20 25 30
(2) SEKVENSSIN ID NO: 12 TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 31 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: renkaanmuotoinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 12:

Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp lLeu Arg Lys Xaa Leu Gln Asp Val

20 25

(2) SEKVENSSIN ID NO: 13 TIEDOT:

{i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 31 aminohappoa
(B} TYYPPI: aminohappo

(C}) JUOSTEISUUS:

(D)

TOPOLOGIA: renkaanmuotoinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:

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

1 5

Ser Xaa Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Leu Leu Gln Asp Val
25

20

(2) SEKVENSSIN ID NO: 14 TIEDOT:

(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A} PITUUS: 31 aminohappoa
(B} TYYPPI: aminohappo

(C) JUOSTEISUUS:

(D)

TOPOLOGIA: renkaanmuotoinen

30

30
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(1i) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

{xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 14:

Ser Val Ser Glu Ile Gln 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 Gln Asp Val
20 25 30
(2) SEKVENSSIN ID NO: 15 TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 31 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:
(D)

TOPOLOGIA: renkaanmuotoinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 15:

Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Ile Leu Gln Asp Val

20 25

(2) SEKVENSSIN ID NO: 16 TIEDOT:

(1) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 31 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo

(C) JUOSTEISUUS:

(D

)} TOPOLOGIA: renkaanmuotoinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:

30

Ser Val Ser Glu Ile Gln 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 Gln Asp Val
20 25 30

(2) SEKVENSSIN ID NO: 19 TIEDOT:

(1) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 31 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo

(C) JUOSTEISUUS:

(D)

TOPOLOGIA: renkaanmuotoinen
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(1ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

{xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 19:

Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu Arg Val Lys Trp Leu Arg Xaa Leu Leu Gln Asp Val
20 25 30
(2) SEKVENSSIN ID NO: 20 TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 31 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: renkaanmuotoinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 20:

Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

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

(2) SEKVENSSIN ID NO: 21 TIEDOT:

(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 31 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:

(D) TOPOLOGIA: renkaanmuotoinen

{(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 21:

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

1 5

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Cys Leu Leu Gln Cys Val

20 25

(2) SEKVENSSIN ID NO: 22 TIEDOT:

(1) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 34 aminochappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:

30
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(D} TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 22:

Ser Val Ser Glu Ile Gln 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 Gln Asp Val His
20 25 30
Asn Phe

(2) SEKVENSSIN ID NO: 23 TIEDOT:

(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 31 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: proteiini

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 23:

Xaa Val Ser Glu Ile Gln Leu Xaa His Asn Leu Gly Lys Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15

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

(X3
see

(2) SEKVENSSIN ID NO: 24 TIEDOT:

(1) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 4 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO: 24:

Val His Asn Xaa
1

(2) SEKVENSSIN ID NO: 25 TIEDOT:

(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 5 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:
(D} TOPOLOGIA: lineaarinen
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(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(2i) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:
Val His Asn Phe Xaa
1 5
(2) SEKVENSSIN ID NO: 26 TIEDOT:
(1) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A} PITUUS: 6 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:
Val His Asn Phe Val Xaa
1 5
(2) SEKVENSSIN ID NO: 27 TIEDOT:
(1) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 7 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(x1) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:
Val His Asn Phe Val Ala Xaa
1 5
(2) SEKVENSSIN ID NC: 28 TIEDOT:
(1) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 8 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:

Val His Asn Phe Val Ala Leu Xaa

25:

26:

27:

28:
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(2) SEKVENSSIN ID NO: 29 TIEDOT:

(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 4 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(x1) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:

His Lys Lys Lys
1

(2) SEKVENSSIN ID NO: 30 TIEDOT:

(1) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 4 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(1i) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

{(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:

His Leu Lys Lys
1

(2) SEKVENSSIN ID NO: 31 TIEDOT:

(i} SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 4 aminochappoa

(B) TYYPPI: aminohappo

(C) JUOSTEISUUS:

(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:

Lys Lys Lys Lys
1

(2) SEKVENSSIN ID NO: 32 TIEDOT:
(1) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:

(A) PITUUS: 4 aminochappoa
(B) TYYPPI: aminohappo

29:

30:

31:
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(C) JUOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:
His Leu Lys Ser
1
(2) SEKVENSSIN ID NO: 33 TIEDOT:
(1) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: S5 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) JUQOSTEISUUS:
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(1i) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(x1) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:

Val Leu Asn Phe Xaa
1 5
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PATENTTIVAATIMUKSET

1. Ihmisen lis&kilpirauhashormoni hPTH-(1-31)
analogi, jossa aminohappo 27 on Lys tai on substituoiu
hydrofobisella jaanncksella, ja joka on syklisoitu ku-
ten valilld Glu22 ja Lys26 laktaamin muodostamiseksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen analogi,
jossa hydrofobinen jaannés on Leu (SEQ ID NO:3) .

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen analogi,
jossa hydrofobinen 3Jjd&nnés on valittu seuraavista:
Ile, Nle, Met, ja a-aminobutyyrihappo.

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 3 mukainen
analogi, jolla on C-terminaaliamidi- tai C-
terminaalikarboksyyliryhma.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen analogi,
jolla on SEQ ID NO: 3.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen analogi,
jolla on SEQ ID NO: 14.

7. Koostumus, joka kasittdd Jonkin patentti-
vaatimuksista 1 - 6 mukaisen analogin yhdessa far-
maseuttisesti hyviaksyttdvidn kantajan tai tdyteaineen
kanssa.

8. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 6 mukaisen
analogin kayttd terapiassa.

9. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 6 mukaisen
analogin kaytt® laidkkeen valmistamiseksi osteoporocosin

hoitoon.

10. Ihmisen lisakilpirauhashormoni hPTH ana-
logi tai sen farmaseuttisesti hyvéksyttavat suolat,
joilla on aminohapposekvenssi:

H-NH-Ser-Val-Ser-Glu-Ile-GIn-Leu-Met-His-Asn-
Leu-Gly~-Lys-R3-R4-R5-R6-Met-Gl-u-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-
Arg-Lys-R11-Leu-Gln-Asp-NH;(SEQ ID NO:33)

jossa

R3=His tai vesiliukoinen aminohappo,

R4=Leu tai vesiliukoinen aminohappo,

R5=Asn tai vesiliukoinen aminohappo,

R6=Ser tai vesiliukoinen aminohappo,
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R11 =Lys tai Leu,

syklisoitu laktaamin muodossa aminohappopari-
en 22 ja 26; 26 ja 30; tai 27 ja 30 v&alilla kun R11 on
Lys, sillid ehdolla, ettd analogi ei ole SEQ ID NO:7.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen analogi,
jossa syklisaatio on joko Glu*:n ja Lys®":n valilla tai
Lys®®:n ja Asp’®:n valilla.

12. Patenttivaatimuksen 10 mukainen analogi,
jossa R3 on His tai Lys, R4 on Leu, Lys tai Arg, R5 on
Asn, Om, Hci, Asp, Arg, Lys, D-Lys, Ser tai Gly, Jja R6
on Ser, Lys, Asp tai Arg.

13. Patenttivaatimuksen 10 mukainen analogi,
jossa R3-R6 on His-Lys-Lys-Lys, His-Leu-Lys-Lys, Lys-
Lys-Lys-Lys tai His-Leu-Lys-Ser (SEQ ID NOS: 28-31) .

14. Koostumus annettavaksi lamminveriselle
eldimelle kisittden ihmisen, joka koostumus sisdltaa
patenttivaatimuksen 10 mukaisen ihmisen lis&kilpi-
rauhashormoni analogin yhdessa farmaseuttisesti hyvak-
syttavan kantajan tai tayteaineen kanssa.

15. Menetelmd osteoporoosin hoitamiseksi hoi-
don tarpeessa olevalla ladmminverisella eliimellsd, ka-
sittden terapeuttisesti tehokkaan mdardn annon patent-
tivaatimuksen 10 mukaista ihmisen lis&kilpirauhashor-
monianalogia tallaiselle lamminveriselle eldimelle.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetel-
mi, jossa ihmisen lisakilpirauhashormoni analogi on
syklisoitu kuten laktaami aminohappoparien 22 ja 26
valilla.

17. Thmisen 1lisdkilpirauhashormoni hPTH ana-
logi tai sen farmaseuttisesti hyvéksyttavat suolat,
joilla on aminohapposekvenssi:

H-NH-Ser-vVal-Ser-Glu-Ile-Gln-Leu-Met-His-Asn-
Leu-Gly-Lys-R3-R4-R5-R6-Met-Gl-u-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-
Arg-Lys-R11-Leu-Gln-Asp-OH (SEQ ID NO:33)

jossa

R3=His tai vesiliukoinen aminohappo,

R4=Leu tai vesiliukoinen aminochappo,
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R5=Asn tai vesiliukoinen aminohappo,

R6=Ser tai vesiliukoinen aminohappo,

Rll=Lys tai Leu,

syklisoitu laktaamin muodossa aminohappopari-
en 22 ja 26; 26 ja 30; tai 27 ja 30 valilla kun R11 on
Lys.

18. Ihmisen 1lisakilpirauhashormoni hPTH ana-
logi tai sen farmaseuttisesti hyvaksyttavat suolat,
joilla on aminohapposekvenssi:

H-NH-Ser-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Leu-Met-His-Asn-
Leu—Gly—Lys—RB—R4—R5—R6—Met—Gl—u—Arg—Val—R8-Trp—Leu—
Arg-R10-R11-Leu-Gln-R13-NH; (SEQ ID NO:33)

jossa

R3=His tai vesiliukoinen aminohappo,

R4=Leu tai vesiliukoinen aminohappo,

R5=Asn tai vesiliukoinen aminohappo,

R6=Ser tai vesiliukoinen aminohappo,

R8=Cys tai Glu

R10=Cys,

R11 =Lys tai Leu,

R13=Asp tai Cys

syklisoitu disulfidisillan muodossa Cys pari-
en 22/26 tai 26/30 valilla.

19. Ihmisen lisakilpirauhashormoni hPTH ana-
logi tai sen farmaseuttisesti hyvdksyttavat suolat,
joilla on aminohapposekvenssi:

H-NH-Ser-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Leu-Met-His-Asn-
Leu-Gly-Lys—-R3-R4-R5-R6-Met-Gl-u-Arg-Val-R8-Trp-Leu-
Arg—RlO—Rll—Leu—Gln—RlB—OH (SEQ ID NO:34)

jossa

R3=His tai vesiliukoinen aminohappo,

R4=Leu tai vesiliukoinen aminohappo,

R5=Asn tai vesiliukoinen aminohappo,

R6=Ser tai vesiliukoinen aminohappo,

R8=Glu tai Cys

R10=Cys

Rll=Lys tai Leu
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R13=Asp tai Cys

syklisoitu disulfidisillan muodossa Cys pari-
en 22/26 tai 26/30 valilla.

20. TIhmisen lisidkilpirauhashormoni hPTH ana-
logi tai sen farmaseuttisesti hyvéaksyttdvat suolat,
joilla on aminohapposekvenssi:

H-NH-Ser-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Leu-Met-His-Asn-
Leu-Gly-Lys—-R3-R4-R5-R6-Met-Gl-u-Arg-Val-R8-Trp-Leu-
R9-R10-R11-Leu-R12-R13-NH, (SEQ ID NO:353)

jossa

R3=His tai vesiliukoinen aminochappo,

R4=Leu tai vesiliukoinen aminohappo,

R5=Asn tai vesiliukoinen aminohappo,

R6=Ser tai vesiliukoinen aminohappo,

R8=Lys, Asp, Cys, Orn taiGlu,

R9=Arg, Cys, Lys, Orn, His tai Glu

R10=Glu, Orn, Cys, Asp tai Lys,

R11 =Lys, Gln, Ile, Nle, Leu, Tyr, Ala tai
Asp,

R12=Gln, Glu, Asp, Lys tai Orn ja

R13=Asp, Glu, Orn tai Lys

syklisoitu laktaamin muodossa aminohappopari-
en 22 ja 26; 26 ja 30; tai 27 ja 30 valilla kun RII1 Ja
R13 ovat Lys tai Asp; tai 25 ja 29 kun R9 ja R12 ovat
Lys, Orn, Glu tai Asp, tai syklisoitu disulfidisillan
muodossa Cys parien 22/26 tai 26/30 valilla, silla eh-
dolla etta analogi ei ole SEQ ID NO:7.

21. Ihmisen lis&kilpirauhashormoni hPTH ana-
logi tai sen farmaseuttisesti hyvédksyttdvdt suolat,
jolla on aminohapposekvenssi SEQ ID NO:7.

22. Ihmisen lisakilpirauhashormoni analogin,
jolla on aminohapposekvenssi SEQ ID NO:7 kayttd laak-
keen valmistamiseksi osteoporoosin hoitamiseksi tal-

laisen hoidon tarpeessa olevalla l&dmminveriselld eldai-
melld.

23. 1Ihmisen lis&kilpirauhashormoni hPTH- (1~

31) analogi, jossa paikka 27 on Lys tai on substituoi-



tu seuraavilla: Ala,
tu Glu® ja Lys®® valilla laktamin muodostamiseksi.

24. Patenttivaatimuksen 23 mukainen analogi,
tai C-

jolla

on joko

Tyr

48

tai Gln,

ja joka on syklisoi-

C-terminaaliamidipédédte

terminaalikarboksyylipddte.
25. Koostumus annettavaksi sen tarpeessa ole-
joka koostumus sisal-

valle lamminveriselle eldimelle,
tasd patenttivaatimuksen 23 mukaisen ihmisen lis&dkilpi-

rauhashormoni

maseuttisesti

kanssa.

26. Patenttivaatimuksen 23 mukaisen
(hPTH) - (1-31)

(hPTH) - (1-31)
hyvaksyttavan kantajan tai

lisédkilpirauhashormoni
liasdkkeen valmistamiseksi lamminverisen el&dimen hoita-

analogin

miseksi, joka tarvitsee tallaista hoitoa.
27. Ihmisen lisdkilpirauhashormoni hPTH ana-
hyvaksyttédvat

logi

Jja

sen farmaseuttisesti

joilla on aminohapposekvenssi
R--NH-R1l-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 (SEQ 1D NO: 23) jossa,

R=vety,
Rl1=Ser,
R2=Met,
R3=His tai
R4=Leu tai
R5=Asn tai
Ro=Ser tai
R7=Met,
R8=Glu tai
R9=Arg,

R10=Glu tai Lys,

Lys,
Lys,
Lys,
Lys,

Lys,

analogin

51118 ehdolla etta

yvhdessa far-

tdyteaineen

ihmisen

kayttd

suolat,

R8 ja

R10 eivat ole molemmat Glu ja eivat ocle molemmat Lys,

36),
NO:

Val-His-X

38)

Rll=Lys tai Leu,
R12=Gln, X=OH,

tai NH,, ja ¥Y=Val-X (SEQ ID NO:
Val-His-Asn—-X

(SEQ ID NO: 37),

tai Val-His-Asn-Phe-X

(SEQ ID NO:

24)

(SEQ ID
sykli-
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soitu laktaamin muodossa aminohappoparien 22 ja 26 va-
1il11&, 1lukuun ottamatta kun R=H, Rl =Ser, RZ=Met,
R3=His, R4=Leu, R5=Asn, Ro6=Ser, R7=Met, R8=G1lu,
R9=Arg, R10=Lys, R11 =Leu, R12=Gln, X=OH tai NH,, ja
Y=Val-X yhdessa.

28. Patenttivaatimuksen 27 mukainen analogi,
jossa laktaami on Glu22-Lys26 laktaami.

29. Patenttivaatimuksen 27 mukainen analogi,
jossa R on H ja X on NH,.

30. Patenttivaatimuksen 29 mukainen analogi,
jossa R2 on Met, R7 on Met, R8 on Glu, ja R10 on Lys.

31. Patenttivaatimuksen 30 mukainen analogi,
jossa Y=Val-X.

32. Patenttivaatimuksen 30 mukainen analogi,
jossa Y=Val-His-Asn-Phe-X (SEQ ID NO:24).

33. Analogi, jolla on SEQ ID NO: 9.

34. Analogi, jolla on SEQ ID NO: 10.

35. Analogi, jolla on SEQ ID NO: 11.

36. Analogi, jolla on SEQ ID NO: 13.

37. Analogi, jolla on SEQ ID NO: 14.

38. Analogi, jolla on SEQ ID NO: 1le.

39. Analogi, jolla on SEQ ID NO: 18.

40. Analogi, jolla on SEQ ID NO: 19.



PCT/CA97/60547

WO 98/05683

1/15

¢ "3

ZHN-1BA-dsy-UlD-ne-ne-sA1-Biy-ne-diL -njo-leA
| J
-Biv-ni9-18-18S-Usy-NaT-S|H-SAT-AI9-NBT-USy-SH-18N-N8T-U|D-8]1-N|-18S-[BA-18S-NTH

z 91

IHN-feA-dsy-ujg-ne-ne-sh1-Biy-ne-dil-njo-leA
L ]

-Buv-n|9-18N-18S-USy-NaT-S|H-SAT-K|O-N8T-USY-S|H-18N-N8 T-UI9-6jI-ND-Je S-[BA-J8S-NH
[ 31

HOOJ-{eA-dsy-uj9-ne-sA1-sA1-Biy-ne-ds IR
-[eA-B1y-n|9-18-18S-Usy-Na T -SIH-SAT-A|9-naT-UsY-SIH-18N-Ne T-U|O-8]1-N|D-J8S-BA-18S-NH

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



PCT/CA97/00547

© WO 98/05683

2/15

T T T T T ¥
Q Q Q Q Q (]
] 00 ] I ~

(¥l %) ILIFILIATIAVISVVIAASITAANIAY

100

10

C, naM

Fig. 4

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



WO 98/05683

3/15

PCT/CA97/00547

¥73

,f,.“:‘
2 eR T

‘:‘-

>

™
9
.‘Y’.”.' %

o7
ridwty
“"’e‘ ')

1 .\,"‘. ;
W%V T,
LSS

hPTH-(1-31)NH,

LY B(22-26)

L* B(26-30)

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)

Fig. 5



WO 98/05683 PCT/CA97/00547

4/15

|

60 —

40 -

3 -2
TRABERKULAARINEN voLyyMT (pHm” x 1077)

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



PCT/CA97/00547

WO 98/05683

5/15

(wrl)

SNASAVd NANTEVVINNIHIVEL

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



WO 98/05683

SQ

6/15

IV Ez=3

PCT/CA97/00547

20

10 1.

ATIKA MINIMIVERENPAINEESEEN (mln)

(o]

S 3 S 3
i 1 1 !

A verenpAINE (mm Hg)
)
]

- - I >
2 |
P % )
-

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




PCT/CA97/00547

WO 98/05683

7/15

1L 31

ZHN-dsv-u|9-ne7-ne-sA1-Biy-ne-di L -njD-j1eA
_ |

-Buv-nj9-18-18S-USY-Ne-s|H-SAT-A|D-N8T-USY-S[H-19W-NB-UID-8|-NID-JeS-[eA-18S-N'H

0L 314
ZN-[BA-dSy-Ui9-neT-sAT-sAT1-Bry-ne-di L-NjD-1BeA

_ J

-BIV-NID-18W-185-USY-NET-SIH-SAT-AID-NOT-USY-SIH-IOW-NET-U|D-8[|-NID-JOS-IBA-18S-NTH

6 31

ZHN-IeA-dsy-U|9-neT-nei-sA1-Biv-neT-diL-nio

eA-BIy-NIO-18W-18S-USY-NBT-S|H-SAT-A1D-NB1-USY-SIH-18W-NBT-U|9-Bj|-N|O-Je S-lBA-J8S-N*H

s esee oo .e (X} oo (1]
) . . L] [

LY o o8 o
(X} oo . .o .. o oo
. .

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



WO 98/05683 PCT/CA97/00547

8/15

-

é 100 —
o

S 80 -
o 60
=

=

=1

]

—
40 -
=~

R

=

w

% 20 —
e

[

4

S 0-
>

=z

=

< i 10 100

PTH-analogi NM

Fig. 12

-----

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



WO 98/05683 PCT/CA97/00547

9/15

T I R NN T g
A WER N SN TN

60
0
0
0

(34 wm) dav

i ]

o L] o

NIISTINTVINTUIATWININ VIV

SN MDD QO N M LT NN

R L R L S ST TRy U

~
NS MR N T 2Nl e 2 A e
—
AN DTNy i D “ =t
r o
—
i »
-
=
Ay
n

60 -
0

10
5
0

NIISTINIVINTUIATIWININ VAIV

SUBSﬂTUTESHEET(RULEZ&

B
- Xurl - o AN
RS X
-

1-34

PEPTIDI

Fig. 13



PCT/CA97/60547

WO 98/05683

10/15

(outedurtumni 8 00T /eTTOOUWYN)

SONNV NIZA_.MI._(V.II._.&L
80 90 %0 20 XAO S N

- 001

-0G 1

SNNSAVA NANTYVVINNIAGVYEL

-002 =

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



PCT/CA97/00547

WO 98/05683

11/15

Ll "Bi4

HO-8Ud-Usy-siH-leA-dsy-ujH-na}-na-sA-61y-na-di 1-Njo-{ea
1 i

-9<-:_mims_-am-cm<,zﬁ-m_:-21_->_@-:m,_-:m<-m_r-a2-:3-5@-@__-:_o-am-_m?am-zf

9l "b14

N:z-m;a-__m<-m_:-_m>-%<‘c_o-8,_-:3-2@-9?zm._-eb:_o-_g
J

-9<-:_o-65_-5m|cm<-:B-m_:-24->_o-:3-=m<-m_:-52-:3-:_o-m__,z_w-am-_m?am-zf

Gl "bi4

IO-_m>-Qm<-c_O-:m._-:m._-mmj-m?r:m._-& 1-no
]

-4

-_m>-9<-:_o-6_>_-5m,cm<-:m,_,m_:-w>,_->_o-:m._-cw<-w_:-EE-:S-:_o-m__-:_@-am-_m>-am-zf

uo..ooo-o .o .- co s ee
L] . . . . LK) . . .
sse o . . ® o6e eve ®ee oos o
LR * ee .o . e . . LI .
.o .e - se oe oo os .o
'

f

SUBSTITUTE SHEET (RULE 25)



PCT/CA97/00547

WO 98/05683

12/15

0¢ ‘b1

CHN-dsy-uj9-na-na-sA1-Biy-na-di] -nio-je A
1 J

-B1v-Ni9-8IN-19S-USY-Na7-SIH-5A1-A1D-N97-USY-SIH-8IN-N9T-UID-8|I-N|D-19S-[EA-JOS-N7H

61 ‘bBi4

fz-_m>-%<-so-=m,_-m_z-m?-9<-:3-Q¢-:_o-_m>

-Bry-n|9-18N-195-UsY-NaT-SIH-SA-A|9-N8-USY-SIH-1aN-NB7-UID-B|I-NjO-18S-[BA-18S-N°H

gl "bBi4

“HN-leA-dsy-ui9-naT-ely-sA1-B1y-naT-diL-nio

-[eA-B1y-NI9-18N-19 S-USY-NET-SIH-5AT-A|D-N3T-USY-SIH-1BIN-NET-UID-9|I-N|D-18S- B A-19S-N?H

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



PCT/CA97/00547

WO 98/05683

13/15

¢e ‘bBi4

fz-_m>-%<-c_o-:m4-_3-&,_-9?:3-9&30(_m>
J

-B1v-NI9-8IN-185-USY-NBT-SIH-SA1-A|D-N8T-USY-SIH-BIN-NOT-UID-B)I-NID-18S-[B A-1OS-NTH

ce bi4

fz-_m>-%<-:_o-:3-m__-m_>+m_<-33-§,-:_w-_m>
J

-B1v-Ni9-19N-195-US Y-8 T-S1H-SAT-A|D-NB-USY-SIH-1BIN-NET-U|D-B|1- NI -18S-[EA-1OS-N7H

LZ ‘Bi14

NIZ-_m>-am<-:_o-:m,.-m>._-m\r3-9<-:m._-9 1-Nj9
)

“IBA-BIv-NI9-19N-195-USY-NaT-SIH-SAT-AI19-N8T-USY-SIH-1BN-NE |- UjD-B]I-N|D-19G-[BA-10S-NPH

- oe (X} LX3 oe e
. . .

.o [ . .
»e .. oo oo L X

. LK)
. ® o6 ooe see ose o o
. o0

.
ceve

.

SUBSTITUTE SHEET (RULE 25)



PCT/CA97/00547

WO 98/05683

14/15

9z b4

NIZ._m>-aw<-:_O-:m._-:m,_-c__o-mi-:m,_-a_ h-a_m<-_m>

-B1v-n19-8IN-195-USY-NaT-51H-5AT-A|9-NB - USY-SIH-8IN-NBT-UID-B|I-NID-19G- B A-10S-NPH

Ge "bi4

°HN-I1BA-dsy-uj9-na-ne-njo-Biy-na-di b-m_\ﬁ-_m>
L

-B1y-n|9-18N-185-USY-N8T-SIH-SA7-A|D-NET-USY-SIH-1ON-NE-UID-B)1-N|D-18S-[EA-JOS-NPH

v "Bi4

NIZ-_m>-am<-c_O,:m._-:m;_-m\_ﬁ.d-ma-:mq-ag H's__o

“IBA-B1v-MO-19-195-USY-N8T-SIH-SAT-A|D-NET-USY-SIH-JION-NET-U|D-BII-NID-18G-BA-19S-NHODEHD

s esees ove ve oe .e
. . . L3 . . . . . -
ese o . . o oeo s08 o0es o o
LN ] * oo o L . . L L]
.e (2] L] re .o oe
‘ 1

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



PCT/CA97/00547

WO 98/05683

15/15

ge ‘b4

NIz-_m>-m>o-:_G-sm,_-sm,_-mﬁo-meq-:m.#e L-SA7-leA
{

V -NIC
-B1y-NIO-18N-18G-USY-NaT-SIH-SAT-AI9-N8T-USY-SIH-1ON-NST-U|D-8|I-N|D-18S-[BA-JOS-NH

12 b4

NIz-_m>-am<-c_®-:m1_-:m._-m>~o‘9<-:m._,& h.who

- _aiC
-Je A-BIY-NID-1ON-18G-USY-NST-SIH-SAT-A1D-NaT-USY-SIH-18N-NST-UID-8|I-N|D-18G-IBA-19S-N°H

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - DESCRIPTION
	Page 31 - DESCRIPTION
	Page 32 - DESCRIPTION
	Page 33 - DESCRIPTION
	Page 34 - DESCRIPTION
	Page 35 - DESCRIPTION
	Page 36 - DESCRIPTION
	Page 37 - DESCRIPTION
	Page 38 - DESCRIPTION
	Page 39 - DESCRIPTION
	Page 40 - DESCRIPTION
	Page 41 - DESCRIPTION
	Page 42 - DESCRIPTION
	Page 43 - DESCRIPTION
	Page 44 - DESCRIPTION
	Page 45 - CLAIMS
	Page 46 - CLAIMS
	Page 47 - CLAIMS
	Page 48 - CLAIMS
	Page 49 - CLAIMS
	Page 50 - CLAIMS
	Page 51 - DRAWINGS
	Page 52 - DRAWINGS
	Page 53 - DRAWINGS
	Page 54 - DRAWINGS
	Page 55 - DRAWINGS
	Page 56 - DRAWINGS
	Page 57 - DRAWINGS
	Page 58 - DRAWINGS
	Page 59 - DRAWINGS
	Page 60 - DRAWINGS
	Page 61 - DRAWINGS
	Page 62 - DRAWINGS
	Page 63 - DRAWINGS
	Page 64 - DRAWINGS
	Page 65 - DRAWINGS

