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(57) Kivonat

A taldlmény targya paratiroid hormonnal rokon peptid
(PTHrP) olyan polipeptidanaldgjainak és ezek séinak
felhasznalasa csontgydgyitasra és torés-helyreallitas-
ra szolgald gyogyaszati készitmények el8éllitaséara,
ahol az analdég egy 30-50 aminosavmaradéekot
tartalmazo N-terminélis roviditett szekvencia, amely-
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L Az aktaban kiegészits miszaki informaci talalnato.

A leiras terjedelme 18 oldal (ezen beliil 6 lap ébra)

ben a PTHrP analdg 22-31 aminosavmaradéka
amfipatikus alfa-hélixet képez, és az amfipatikus alfa-
hélix a

Glu Leu Leu Glu Xaa Leu Leu Glu Lys Leu
képletnek felel meg — a képletben Xaa pozitiv toltést
hordozé aminosavmaradékot jelent.



1 HU 226 866 B1 2

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban évente hozzavetéle-
gesen 8-10 milli6 csonttérést jelentenek, és ezek kézUl
tébb mint 1 millié kérhazi apoldst igényel. A csonttdré-
sek kezelésének éves becsllt kdltsége tébb mint
20 millidrd dolldr. Ez az 6sszeg mar nmagaban jelen-
tés, és a lakossag életkoranak altalanos emelkedésé-
vel varhatéan ndvekedni fog. Bar az dregedéssel
dsszefliggd csontveszteségek megelézésére szamos
gyogykezelés ismert, a mar bekdvetkezett csonttoré-
sek kezelésére kevesebb eljaras all rendelkezésre.
Ezek tobbsége helyi gyogykezelést igényel, amely a
szdllitasi nehézségek miatt és a gyenge beteg-egyiitt-
miikddés kdvetkeztében hatranyos. A csontgyégyulas
és torés-helyrealliths megkdnnyitésére tovabbi mad-
szerekre van szlikség.

Az irodalomban nemrégen arrél szamoltak be, hogy
parathyroid hormonnal (PTH) végzett id6szakos kezelés
ovariectomizalt patkanyon a téréses gydgyulast javitja,
és ez azt jelzi, hogy a PTH-kezelés klimax utani osteo-
porotikus térések kezelésénél potencidlisan hasznos le-
het [H. W. Kim et al.; Transactions of the, 43rd Annual
Meeting of the Orthopaedic Research Society, 22. kdtet,
1. szekcid, 18-31. Abstract, februar 9-13 (1997); H. W.
Kim et al.; Journal of Bone and Mineral Research, 11.
kétet, 1. kiegészités, 152. oldal, 248. oldal, augusztus
(1996)]. Mas kutatok arrdl szamalnak be, hogy a morfo-

Ala Val Ser Glu His G_n Leu Leu His
1 5

Gln Asp _eu Arg Arg Arg Phe Phe Zeu
20

Ile His Thr Ala (SEQ ID NO:1).

A PTHrP szamos roviditett homolagjat és analégjat
leirtak. Az irodalom szerint osteoporasis kezelésére al-
kalmazhatdk az olyan analogok, amelyekben a PTHrP
(1-34) 22-31 aminosavmaradékanak helyén amfipati-
kus alfa-hélix van jelen (5 589 452 sz. USA szabadalmi
leiras és WO 97/07815 sz. nemzetkdzi kdzrebocsatasi
irat) és rokon szarmazékai [B. H. Vickery et al., J. Bone
& Mineral Research, 711(12). 1943-1951 (1996); D.
Leaffer et al. Endocrinology, 136(8):3624-3631
(1995)]. Osteoporosis kezelésére hasznalhaté tovabbi
PTHrP analdgokat ismertet a WO 95/02610,
WO 94/01460, WO 96/40775 és WO 98/30590 sz.
nemzetkdzi kézzétételi irat. A PTHrP (1-34) és PTHrP
(7-34) monoaciklikus és biciklikus analogjai a PTH re-
ceptorhoz erésen kétddnek és osteoblastszer(i sejtek-
ben a PTH altal serkentett adenil-ciklaz-aktivitast ser-
kentik (vagy antagonizaljak) [Michael Chorev et al. Bio-
chemistry, 36:3293-3299 (1997), és WO 96/40193 sz.
nemzetkdzi kézrebocsatdsi irat).

A talalmany targyat képezi a paratiroid hormonnal
rokon peptid (PTHrP) olyan polipeptidanaldgjainak és
ezek soinak felhasznalasa csontgyégyitasra es torés-
helyreallitasra szolgalé gyogyaszati készitmények els-
dllitasara, ahol az analdg egy 30-50 aminosavmaradé-
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genetikus fehérje-4-et ésivagy a PTH egyik fragmensét
(1-34 aminosav) kifejez6 génaktivalt matrixnak szeg-
mentdlt csonttdréshianyos patkanymodellbe térténd be-
Ultetése Uj csontképzddést idéz el8, amely a csonthidnyt
a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva gyorsabban hidalja
at [Jianming Fang et al.; Proc. Natl. Acad. Sci. (USA),
Vol. 93; 5753-5758, jUnius (1996)]. Az irodalom szerint
kiilénbdzd PTH-analdgok osteoporosis kezelésére alkal-
mazhatdk (5 556 940 és 5 559 792 sz. USA szabadalmi
leirds). A térésgydgyitas tovabbi médszerei kdzé tarto-
zik a human vérlemezkefaktor 4 (5622 935 sz.
USA szabadalom), benzo-tiofének (5502 074 sz.
USA szabadalom) és 24,25-dihidroxi-D3-vitamin
(5 069 905 sz. USA szabadalom) alkalmazasa.

A kordbban rosszindulatd humordlis hiperkalcé-
midert felelds faktorként ismert PTH-rokon-peptid
(PTHrP) egy, a PTH/PTHrP receptorhoz kotéds,
138-174 aminosavbol allé peptid (altemativ hasitastdl
fliggden). A PTHrP N-terminélis 34 aminosavszekven-
ciaja a PTH-hoz korlatozott szekvenciahomoldgiat mu-
tat, bizanyos esetekben azonban a PTH-hoz hasonld
aktivitassal rendelkezik. A PTHrP azonban a PTH-hoz
viszonyitva altalaban kevésbé hatékony, gyengébb
csontanabolizald hatast fejt ki és a torésgydgyitassal
nem hoztak 6sszefliggésbe.

A hPTHrP (1-34) szekvenciaja a kbvetkezd:

Asp Lys Gly Lys Ser Ile
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kot tartalmazd N-termindlis réviditett szekvencia,
amelyben a PTHrP analdég 22—-31 aminosavmaradéka
amfipatikus alfa-hélixet képez, és az amfipatikus alfa-
hélix a

Glu Leu Leu Glu Xaa Leu Leu Glu Lys Leu
képletnek felel meg — a képletben Xaa pozitiv tdltést
hordozd aminosavmaradékot jelent.

A fenti amfipatikus hélix el&nyds kiviteli alakjainak a
PTHrP szekvenciaba — kulonésen a human PTHrP
N-terminalis réviditett szekvenciajaba (1-38 aminasav-
bél az 1-32 maradék) — térténd beillesztésekor kapott
polipeptidek csontgydgyulasnal és torés-helyreallitas-
nal hatékonyak. A gydgyaszati készitmenyt elénydsen
szisztémasan adagoljuk.

Az abrak révid ismertetése

Az 1. abran patkany csonttérés modellben a szeg-
mentalt csonthiany hetenkénti radiografiai
s(ir(iségét mutatjuk be. A kezelést a PTHrP B
vagy C analégjaval 5 heten at végezzik és
az eredmenyeket a szintén 5 heétig kezelt
kontrollal hasonlitjuk &ssze. Az eredmények-
bél lathatd, hogy 4 hét utan a PTHrP anals-
gokkal kezelt dllatok csontnévekedése a
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kontrollnal nagyobb. PTHrP B és C ana-
16g=(MAP_10)22-31Ala1®hPTHIP(1-34)NH,
illetve
(MAP,_1)22-3HisZ8-nPTHrP(1-34)NH,.

A 2. dbran a szegmentalt csont és az ellenoldali
combesont (kontroll) radiografiai stirliség-
ardnyat mutatjuk be szegmentalt csontts-
réshiany patkdnymodellben. Az eredmé-
nyeket a kontrollal vagy PTHrP B vagy C
analéggal végzett 6 hetes kezelés utan tin-
tetjlik fel. A PTHrP B és C analdggal kezelt
patkanyok a kontrallallatokhoz viszonyitva
nagyobb csonts(irliiséget mutatnak.

A 3. dbran csonthiany nagy feloldasu radiografjat
tiintetjik fel, szegmentalt patkdny csontto-
réshidny modellben, a kontrollal (3A) vagy
PTHrP C analdggal (3B) végzett 6 hetes ke-
zelés utan. A radiografokbol lathats, hogy
mig a kontrollcsonthidny nem forrt dssze,
addig a PTHrP C analdggal kezelt csont-
hiany meggydgyult.

A 4A. és 4B. abran nyll membranon bellili csonthia-
nyanak gyogyulasat mutatjuk be, a PTHrP D
analdg (MAP_10)22-3"hPTHIP(1-34)NH, két
kiildnbdz6 ddzisaval végzett kezelés utan.

Az 5. dbran kortikoszteroid éltal késleltetett csont-
térésmodellben a gydgyulds mértéket
tintetjik fel, PTHrP D analdggal,
(MAP_;0)223"ThPTHIP(1-34)NH, t&rténé
kezelés utan.

Talalmanyunk tovabbi részleteit az alabbiakban is-

mertetjlk.

A kllénb6z8 szokasas nukleotidbézisok és amino-
savak egybetlis és harombetlis réviditéseit az alabbi
irodalmi helyen kézélt ajanlas szerint alkalmazzuk:
[Pure Appl. Chem. 31.639-645 (1972) és 40:277-290
(1974)]. A réviditések L-aminosavakra vonatkoznak,
feltéve, hogy mast nem kdzllink (D- vagy D,L-aminosa-
vak). Bizonyos, a természetben eldforduld vagy eld
nem fordulé savak akirdlisak (pl. glicin). Valamennyi
peptidszekvenciat oly mddon abrazolunk, hogy az
N-termindlis aminosav a bal oldalon és a C-termindlis
aminosav a jobb oldalon helyezkedik el.

A taldlmany szerint felhasznalt PTHrP analogokban
a természetben eléforduld és a természetben elé nem
forduld aminosavak egyarant szerepelhetnek. A termé-
szetben elé nem fordulé aminosavak kézil pl. az alab-
biakat emlitjik meg (réviditéseikkel egylitt): homosze-
rin (hSer), homoszerindakton (hSerlac), homocisztein
(Hcey), homoarginin (hArg), homagcitrullin (Hci), penicil-
lamin (Pen), Na-metil-arginin (N-MeArg), norleucin
(Nle), narvalin (Nval), norizoleucin (Nile), N-metil-
izoleucin (N-Melle), fenil-glicin (PhG), t-butil-glicin (Tle),
hidroxi-prolin (Hyp), 3,4-dehidroprolin (A-Pro), piroglu-
taminn (Pyr,Glp), ornitin (Orn), 1-amino-izovajsav
(1-Aib), 2-amino-izovajsav (2-Aib), 2-amino-vajsav
(2-Abu), 4-amino-vajsav (4-Abu), 2,4-diamino-vajsav
(A2bu), a-amino-szuberénsav (Asu), albizzin (Abz),
B-ciklohexil-alanin (Cha), 3-(1-naftil)-alanin (1-Nal),
3-(2-naftil)-alanin (2-Nal), citrullin (Cit), pipekolinsav
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(Pip), 4-klor-fenil-alanin (4-ClPhe), 4-fluor-fenil-alanin
(4-Fphe), szarkozin (Sar) és 1-amino-propankarbonsav
(1-NCPC). A természetben eléforduld és el nem for-
duld aminosavak a kereskedelemben egyarant besze-
rezheték. Néhany forgalmazé: NovaBiochem (San Die-
go, CA, USA) és Bachem (Torrance, CA, USA).

A PTHrP polipeptidanalégokat a hPTHrP nativ
A (MAP4_4o) jelolés az alabbi amfipatikus spiralis szek-
venciara vonatkozik:

Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu
(SEQID NO:2)
(azaz a MAP-szekvencia 10 aminosavmaradékbdl all).

Ennek megfelelden a (MAP4_;)22-3'"hPTHrP(1-34)
jeldlésu szekvencia a hPTHrP olyan 1-34 N-terminalis
maradékara vonatkozik, amelyben a 22-31 maradék
kozotti szegmenst a MAP-szekvencia helyettesiti.
A MAP-szekvencian beliil tovabbi valtozatok lehetsé-
gesek. Igy az (MAP_,(?23"HisZhPTHrP(1-34) jeld-
lés a hPTHrP olyan 1-34 N-termindlis maradékara vo-
natkozik, amelyben a 22-31 maradék kozotti szeg-
menst egy olyan MAP-szekvencia helyettesiti, amely-
nek a 26-helyzetében hisztidin van jelen (a standard
MAP-szekvencidban lizin szerepel).

Hasonldképpen jeldljlik a természetben eldforduld
szekvencia tovabbi variansait. Az
(MAP,_10)22-31Pro®2hPTHrP(1-32) a hPTHrP
1-32 N-termindlis maradékadra vonatkozik, amely a
22-31-helyzetben MAP-szekvenciat és a 32-helyzet-
ben prolint tartalmaz (a természethen eléforduld hiszti-
din helyén). Az (MAP4_{)22-3'D-Orn34laktam-
hPTHrP(1-34) jelélés a hPTHrP olyan 1-34 N-termina-
lis maradekara vonatkozik, amely a 22—-31-helyzetben
MAP-szekvenciat és a 34-helyzetben ornitint tartalmaz,
mimellett az ornitinoldallanc aminocsoportja és a kar-
boxilvégcsoport kozdtt laktdm alakul ki. Az
(MAP,_10)22-31hSer34hPTHrP-(1-34)Thr His lle Gln
NH, jelélés a hPTHrP olyan 1-34 N-terminalis maradé-
kara vonatkozik, amely a 22—-31-helyzetben MAP-szek-
venciat, a 34-helyzetben homoszerint, a 35-38-hely-
zetben tovabbi Thr His lle GIn szekvenciat tartalmaz,
és a karboxivégcsoport egy primer amid.

Az aminosavmaradékok kdzétt ciklizalt kdtéseket
tartalmazo polipeptideket oly médon jeléljlk, hogy a
kapcsolédd maradékokat zérdjelbe tesszlik és eléjik
L, bet(it irunk. A két maradék kozotti kdtések altalaban
az oldallancok funkciés csoportjai kdzdtt alakulnak ki
és tipikusan amid- vagy észterkotések. Igy az
(MAP 1_10)22-31¢[Lys '3, Asp'’]hPTHrP(1-34)hSer3*
lakton a hPTHrP alyan 1-34 N-terminalis maradékara
vonatkozik, amelyben a 22-31 maradek kdzotti szeg-
menst a MAP-szekvencia helyettesiti, a 13-helyzet(i
lizin aminocldallanca a 17-helyzet(i aszpartat kar-
boxiloldallancaval zar gydr(it, és a 34-helyzetben
tovabbi homaoszerin van jelen, amelyben a homosze-
rin hidroxiloldallanca eés a karboxilvégcsoport kézott
lakton kepzddik. Hasanldképpen az
(MAP,_;0)22-31¢[Lys '3 Asp1InPTHIP (1-34) jelélés a
hPTHrP olyan 1-34 N-terminalis maradékara vonatko-
zik, amelyben a 22-31 maradék kdézotti szegmenst a



1 HU 226 866 B1 2

MAP-szekvencia helyettesiti, és a 13-helyzet( lizin
aminooldalldnca a 17-helyzet(i aszpartat karboxiloldal-
l&ncaval gy(rit zar.

A ,hidrofil aminosav (Haa)” kifejezés olyan amino-
savakra vonatkozik, amelyek a peptidkdtés kialakitasa-
hoz szilkségeseken kivil legalabb egy hidrofil funkcio-
halis csoportot tartalmaznak (pl. arginin, aszparagin,
aszparaginsav, glutaminsav, glutamin, hisztidin, lizin,
szerin, treonin és homoldgjaik).

A lipofil aminosav (Laa)” kifejezés téltés nélkili, ali-
fas vagy aromas aminosavakra vonatkozik (pl. izoleu-
cin, leucin, metionin, fenil-alanin, triptofan, tirozin, valin
és homolagjaik).

A jelen taldlmany értelmében az alanin ,amfifil” ve-
gylletnek mindstil, azaz hidrofil és lipofil vegylletnek
egyarant tekinthetd.

A ,PTHrP-vel analog polipeptid” kifejezésen a
PTHrP-hez viszonyitva a szakirodalomban elfogadott
helyettesitéseket, tdriéseket vagy beillesztéseket tar-
talmazoé polipeptidek, vagy a PTHrP-vel lényegében
homolég polipeptidek értendék, amelyek a PTHrP-hez
hasonlé fizioldgiai aktivitassal rendelkeznek.

A PTHrP gydgyaszatilag aktiv roviditett analdgjai”
kifejezés a PTHrP teljes szekvencidjanal kevesebb ami-
nosavat tartalmazd, azonban hasonlé gydgyaszati ha-
tassal rendelkezd polipeptidekre vonatkozik. Hasanlo
gydgyaszati hatds kifejtéséhez a roviditett PTHrP ana-
légnak a PTHrP-vel nem kell teliesen homolégnak len-
nie. A réviditett analdgok altalaban a C-terminuson van-
nak leroviditve és 30—40 maradékot tartalmaznak, el6-
nybsen PTHrP(1-32), PTHrP(1-34) és PTHrP(1-38).

Ezek a roviditett analégok elényds képviseldi, e ve-
gylletcsoport azonban nincs ezekre a szarmazékokra
korlatozva. Az analdgok altalaban az aminosavak szo-
késos helyettesitéit tartalmazzak.

A polipeptidekkel kapcsolatban hasznalt ,lényegé-
ben homoldg” kifejezés azt jelenti, hogy a széban forgo
polipeptid a hivatkozott polipeptiddel legaldbb kb. 80%-
ban, altaldban legalabb 90%-ban és elénydsen 95%-
ban homolég. A peptidek homolégiajat altalaban szek-
venciaanalizis-szoftware felhasznaldsaval mérjik (Se-
guence Analysis Software Package of the Genetics
Computer Group, University of Wisconsin Biotechno-
logy Center, 1710 University Avenue, Madison, Wis-
consin 53705 USA).

Az ,amfipatikus alfa-hélix” kifejezés bizonyas poli-
peptidek altal kialakitott olyan szekunder szerkezetre
vonatkozik, amelyekben az aminosavak alfa-spiralis
konfiguracidjlak és a csavarvonal hossztengelye men-
tén szembenalld polaros és nem polaros részeket tar-
talmaznak. Az amfipatikus spiralis szekvenciak megter-
vezése a szakember tudasahoz tartozik. A talalmany
szerinti eljarasnal felhasznalhato elényds amfipatikus
spirélis szekvenciak pl. az 5 589 452 sz. amerikai sza-
badalmi leirasban vagy a WO 97/07815 sz. nemzetkdzi
kézrebocsatasi iratban kerdiltek ismertetésre.

Taldlmanyunk alapja az a felismerés, hogy a 22-31-
helyzetben amfipatikus alfa-hélixet tartalmazé bizonyos
PTHrP analégok csontgyégyitasnal és térés-helyrealli-
tasnal hatékonyak. Az amfipatikus alfa-hélix hidrofil
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aminosavakat (Haa) és lipofil aminosavakat (Laa) tartal-
maz a Haa (Laa Laa Haa Laa), Laa szekvencidban el-
rendezve; kdzelebbrdl az amfipatikus alfa-hélix a

Glu Leu Leu Glu Xaa Leu Leu Glu Lys Leu
képletnek felel meg — a képletben Xaa pozitiv téltést
hordozd aminosavmaradékot jelent.

A fenti amfipatikus hélixnek a PTHrP-szekvenciaba
— kuldndsen a human PTHrP N-termindlis réviditett
szekvencidjaba (az 1-38 maradékbél az 1-32 mara-
dék) — torténé beillesztésekor nyert polipeptidek csont-
gyogyitasnal és torés-helyredllitasnal hatékonyak.
A PTH-val, valamint a fenti amfipatikus spirdlis szeg-
menst nem tartalmazé PTHrP-vel vagy analdgjaival
(mint amilyeneket példaul a WO 95/11697,
WO 97/02834, WO 94/02510 és WO 96/40193 sz.
nemzetkdzi kozzétételi irat ismertet) ellentétben a talal-
many szerint felhasznalt analégok hiperkalcémiat nem
okoznak. Ezenkivll a taldlmany szerinti analégok a
csontgyarapodast jobban segitik eld, mint a PTH vagy
a PTHrP.

Megjegyezzlk, hogy a 22-31-helyzetli amfipatikus
helix beiktatasa mellett a PTHrP szekvencidjaban az
emlitett tartomanyon kiviil a helyettesitések, torlések
és beillesztések széles skalaja elvégezhetd, a polipep-
tid haromdimenzids szerkezetének megdrzése mellett.
A PTH és PTHrP szekvencigjanak a kapott analogok fi-
Ziolégiai aktivitdsat megdbrzé kiilonbdzd valtoztatasai
pl. az aldbbi irodalmi helyeken kerlltek ismertetésre:
5599 792, 5556 940, 5607 915 és 5589452 sz.
amerikai szabadalmi leiras és WO 91/06564,
WO 94/02510, WO 95/11697, WO 96/40193 és
WO 97/07815 sz. nemzetkdzi kdzrebocsatasi irat.
A szakember szamara vérhaté, hogy az irodalomban
elfogadott fehérjeszerkezet modellez§ modszerek se-
gitségével a fizioldgiai aktivitdst megtartd tovabbi va-
riansok allithatok eld. A variansok eldallitasara felhasz-
nalhaté modszerek kéziil tébbek kdzdtt az aldbbi iro-
dalmi helyeken leirtakat emlitjiik meg: I. Ladunga és R.
F. Smith, Protein Eng., 3:187-196 (1997) és M. J.
Thompson és R. A. Goldstein, Proteins, 1:28-37
(1996).

Talaimanyunk értelmében olyan helyettesitéses va-
riansokat alkalmazhatunk, amelyeknél a nativ szekven-
cia legalabb egy aminosavat eltavolitiuk és helyette
ugyanerre a helyre egy masik aminosavat helyezink.
A helyettesités egyszeres vagy tobbszords lehet, ami-
kor is ugyanabban a molekulaban csak egy aminosa-
vat, illetve két vagy t6bb aminosavat helyettesitlink és
altalaban a szokasos helyettesitések végezheték el.
fgy egy hidrofil aminosavnak egy mésik hidrofil amino-
savra, vagy egy hidroféb aminosavnak egy masik hid-
roféb aminosavra t0rténd lecserélése esetén kepezett
varians varhatéan a prekurzor térésqyogyité tulajdon-
sagaihoz hasonld hatéssal rendelkezik. A helyettesité-
sek kdzé tartoznak az olyan PTHrP analdgok, ame-
lyekben a C-terminalis maradék amid formdjaban van
jelen. Tovabbi helyettesitések téltéssel rendelkezd
vagy toltést nem tartalmazé aminosavakon egyarant
elvégezhetdk. A fenti csaportok a helyettesitések meg-
kénnyitése celjabdl alcsopartokba sorolhatok.
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Toltéssel rendelkezé aminosavak:
savas maradékok: aszparaginsav, glutaminsav,
2-amino-szuberénsav;
bazikus maradékok: lizin, arginin, hisztidin,
ornitin.

Toltéssel nem rendelkezé aminosavak:
hidrofil maradékok: szerin, treonin, aszparagin,
glutamin, metionin; alifas maradékok: glicin, ala-
nin, valin, leucin, norleucin, izoleucin;
nem polaros maradékok: cisztein, homocisztein,
metionin, prolin;
aromas maradékok: fenil-alanin, tirozin, tripto-
fan, hisztidin.

Alternativ médon az aminosavhelyettesitések a
bioizasztéria elvén alapulhatnak. A bioizoszter helyet-
tesitések altalaban minimumra csokkentik a véletlen-
szer( helyettesitések karosité komformacids hatasait.
Az ,alanin scanning” médszert hasznalhatjuk azon
helyzetek azaonositasara, amelyeken az izoszter he-
lyettesités a fizioldgiai aktivitast megtartd variansok ke-
letkezése mellett elvégezhetd, lasd pl. [K. H. Pearce
Jr., M. H. Ultsch, R. F. Kelley, A. M. de Vos és J. A.
Wells, Biochemistry, 35(32): 10 30010 307 (1996); és
B. Li, J. Y. Tom, D. Oare, R. Yen, w. J. Fairbrother, J.
A. Wells és B. C. Cunningham, Science, 270,
1657—1660 (1995)].

Az izoszter aminosavak elényds képviseldit az
alabbi tablazatban tlntetjlk fel.

Aminosav lzoszter aminosav
Ala Ser, Gly
Glu Gln, Asp
Gin Asn, Glu
Asp Asn, Glu
Asn Ala, Asp
Leu Met, lle
Gly Pro, Ala
Lys Met, Arg
Ser Thr, Ala
Val lle, Thr
Arg Lys, Met, Asn
Thr Ser, Val
Pro Gly

lle Met, Leu, Val
Met lle, Leu
Phe Tyr

Tyr Phe
Cys Ser, Ala
Trp Phe

His Asn, GIn

A torléses variansokat oly médon allitjuk el8, hogy
a nativ aminosavszekvencia egy vagy tébb aminosavat
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eltavolitjuk. Ennek sordn a molekula bizonyos tartoma-
nyaban altaldban egy vagy két aminosavat térliink.
A tdriéseket altalaban a szekvencia egyik végén — ki-
I6ndsen a karboxilvégesoporton — végezziik el. EI&nyd-
sek a PTHrP (1-34) fragmensek, azonban a karboxil-
végesoporton tovabb rdviditett szekvenciak is elényds
csontgydgyité hatassal rendelkeznek.

A beillesztéses vagy addiciés varidnsokat oly mé-
don képezziik, hagy a nativ szekvencia meghatarozott
helyzetében az egyik aminosav kdzvetlen szomszédsa-
gaba valamely aminosavat illesztiink be. Az ,egyik ami-
nosav kozvetlen szomszédsagaba” kifejezés azt jelenti,
hogy az aminosav alfa-karboxil- vagy alfa-amino-cso-
portjahoz kapcsoladik. Az addicidos vagy beillesztéses
varidnsokat altalaban szintén a szekvencia valamelyik
végén képezziik, elénydsen a karboxilvégcsoporton.

A nativ szekvencia fent emlitett modositasai koziil a
helyettesitések és a karboxilvégcsoparton végrehajtott
addicidk és torlések elénydsek.

A jelen taldlmany értelmében torésgyogyitasra szol-
gald gydgyszerkészitmények gydrtasara felhasznalha-
td polipeptid PTHrP analogok egy részét altalanossag-
ban ismerteti az 5589 452 sz. USA szabadalom és a
WO 97/07815 sz. nemzetkdzi kdzrebocsatasi irat. To-
vabbi analégként az N-terminalis hPTHrP({1-32),
hPTHrP(1-34) és hPTHrP(1-38) gylrls analdgjai em-
litheték meg, amelyek a 22-31-helyzet kozott MAP-
szekvenciat tartalmaznak és adott esetben a 13- és 17-
és/vagy 26- és 30-helyzetben oldallanc funkcids cso-
portjaikon keresztiil kapcsolodd maradékokat tartal-
maznak. A szakember altal belathatd, hogy a 13- és
17-helyzetben tobbfajta helyettesités eszkdzdilhetd,
amely az emlitett két helyzet kdzétti gylirizarast leheté-
vé teszi.

Taldimanyunk szerint barmely emldsfaj (pl. ember,
szarvasmarha, sertés vagy nydl) PTHrP analégja fel-
hasznalhato, elényésen human PTHrP alkalmazhatd.
A fent emlitett elényds kiviteli alakoknak az irodalom-
ban elfogadott elvek szerint készitett helyettesitéses,
tdriéses és beillesztéses variansai szinten talalma-
nyunk targyat képezik.

Miként mar kdzdltlk, a taldlmany szerint felhasznalt
PTHrP analégokban a 22-31 aminosavmaradék altal
alkotott amfipatikus alfa-hélix a

Glu Leu Leu Glu Xaa Leu Leu Glu Lys Leu
képletnek felel meg — a képletben Xaa pozitiv tdltest
hordozé aminosavmaradékot jelent. Ez az amfipatikus
alfa-hélix megfelelhet a korabban ismertetett MAP-
szekvencianak, ahol a 26-helyzetben pozitiv téltést
hordozé aminosavmaradékként lizin van jelen, de a
26-helyzetben mas pozitiv t6ltéslii aminosav (példaul
hisztidin) maradekat is tartalmazhatja.

Talalmanyunk elényds kiviteli alakjat képezi az
alabbi osztalyokba tartozd vegyliletek felhasznalasa:

(MAP,_10)22-3"ThPTHrP-(1-34)NH,

Ala Val Ser Glu His GIn Leu Leu His Asp Lys Gly Lys
Ser lle Gln Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys
Leu Leu Glu Lys Leu His Thr Ala NH, (SEQ ID NO:3)
és
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(MAP,_.()?2-3 His?®hPTHrP(1-34)NH,
Ala Val Ser Glu His GIn Leu Leu His Asp Lys Gly Lys
Ser lle Gln Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu His
Leu Leu Glu Lys Leu His Thr Ala NH, (SEQ ID NO:4).

Talalmanyunk masik el8nyds kiviteli alakja szerint
olyan hPTHrP(1-34) analégokat alkalmazunk, amelyek
a 22-31-helyzetben MAP-szekvenciat, és ezenkiviil az
aminosavmaradékok (kiléndsen a 13- és 17-, vagy 26-
és 30-helyzet( maradékak) aldallancaban levé funkcio-
nalis csoportok kdzott lejatszodd gylrizaras altal ké-
pezett mono- vagy biciklikus alszerkezeteket tartalmaz-
nak. Az oldallanc funkciondlis csoportjai altalaban ami-
no-, hidroxil- vagy karboxilcsoportok és a gy(irizaras
amid- vagy észterkotés képzddésén keresztill jatszadik
le. Az oldallancban funkcionalis aminocsoportot tartal-
mazd maradékok kozill a lizint és az ornitint, mig az ol-
dallancban funkcionalis karboxilcsoportot tartalmazé
maradékok kézll az aszparaginsavat és glutaminsavat
emlitjik meg.

Az emlitett vegylletosztaly elényds képviseldi az
alabbi szarmazékok:

(MAP,_10)%2-31c[Lys"3 Asp'TThPTHrP(1-34) hSer34
lakton
Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly

Lys Ser lle GIn Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu
Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr hSerlac (SEQ ID
NO: 5) és

(MAP,_,0Y?%31¢|Lys"3, Asp 7 IhPTHIP(1-34)NH,,
Ala Val Ser Glu His GIn Leu Leu His Asp Lys Gly

1
Lys Ser lle GIn Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu
Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr Ala NH, (SEQ ID
NO: 6).

Taldlmanyunk szerint elénydsen hasznélhaté to-
vabbi hPTHrP analégok a 30-50 maradék kozétti, elé-
nydsen az 1-32, 1-33, 1-34, 1-35, 1-36, 1-37, és
1-38 N-termindlis szekvenciak, amelyek a 22-31 ma-
radékon MAP-szekvencidt tartalmaznak és adott eset-
ben az 5-, 13-, 17-, 19-, 26-, 30-, 32- vagy 34-helyzet-
ben egy vagy tébb helyettesitést hordoznak.

E vegylletosztaly elényés képviselbi az alabbi
szarmazékok:

(MAP4_;0)223"lle5hPTHrP(1-34)NH,

Ala Val Ser Glu lle GIn Leu Leu His Asp Lys Gly Lys
Ser lle GIn Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys
Leu Leu Glu Lys Leu His Thr Ala NH, (SEQ ID NO: 7),

(MAP,_;0)22-31Ala"®hPTHrP(1-34)NH,

Ala Val Ser Glu lle Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys
Ser lle GIn Asp Leu Ala Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys
Leu Leu Glu Lys Leu His Thr Ala NH, (SEQ ID NO: 8),

(MAP,_,)22-31Pra32hPTHrP(1-34)NH,

Ala Val Ser Glu lle GIn Leu Leu His Asp Lys Gly Lys
Ser lle GIn Asp Leu Ala Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys
Leu Leu Glu Lys Leu Pro NH, (SEQ ID NO: 9),

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

(MAP,_;()22-31D-Orn34laktam hPTHrP (1-34)

Ala Val Ser Glu His GIn Leu Leu His Asp Lys Gly Lys
Ser lle Gln Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys
Leu Leu Glu Lys Leu His Thr D-Omn laktam (SEQ ID
NO: 10),

(MAP,_;()?2-3ThPTHrP (1-34) A2bu34laktam

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys
Ser lle Gln Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys
Leu Leu Glu Lys Leu His Thr A2bu laktam (SEQ ID
NO: 11) és

(MAP,_;()?2-31hSer*PTHrP(1-34)THIQ NH,

Ala Val Ser Glu His GIn Leu Leu His Asp Lys Gly Lys
Ser lle GIn Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys
Leu Leu Glu Lys Leu His Thr hSer Thr His lle GIn NH,
(SEQID NO 12).

A talalmany szerinti célra altalaban minden olyan
polipeptid felhasznalhatd, amely a korabbiakban ismer-
tetett specifikus kiviteli alakokkal Iényegében homoldg.
A talédlmany szerint felhasznalt polipeptidek a leirt spe-
cifikus kiviteli alakokkal altalaban legalabb kb. 50%-
ban, elénydsen tdbb mint kb. 80%-ban, kiiléndsen eld-
nydsen tobb mint kb. 90%-ban és legelénydsebben
legalabb kb. 95%-ban homoldgok. A homoldgia szem-
pontjabdl Osszehasonlitott polipeptidszekvencia
hossza altalaban legalabb kb. 20 aminosayv, elénydsen
legalabb kb. 24 maradék, kiilondsen legaldbb kb.
30 maradék és kilondsen elénydsen 32-40 maradék.

A taldlmany szerinti célra felhasznalt vegylleteket
az 5589 452 sz. USA szabadalmi leirasban, valamint a
WO 96/40193 és WO 97/07815 sz. nemzetkdzi kbzre-
bocsatasi iratban leirt modszerekkel allithatjuk elé.
A vegylleteket altalaban szilard fazisu szintézissel, ol-
datban végzett szintézissel vagy rekombinans madsze-
rekkel allithatjuk el8, amelynek sorén a kivant polipepti-
det kddold gent kifejezzlk és klénozzuk. Valamennyi
fenti mddszer a szakember &ltal ismert. A szilard fazisu
szinteéziseket elénydsen 40 vagy kevesebb aminosavat
tartalmazo roviditett PTHrP analdgok eléallitasara al-
kalmazhatjuk. A gy(r(s oldallancokat tartalmazé analé-
gokat elénydsen oly modon allitjuk eld, hogy a teljes
védett polipeptidet a gyantan kialakitjuk, a védécsopor-
tokat eltavaolitjuk s kdzvetleniil a polipeptidnek a gyan-
tatol vald elvalasztasa elétt megfeleld kapcsoldszerrel
gyurlizarast vegzlnk.

Kapcsoloszerként pl. benzo-triazol-1-il-oxi-trisz{pir-
rolidino)-foszfonium-hexafluoro-foszfat (PyBOP) alkal-
mazhato.

A korabban meghatarozott paratircid hormonnal ro-
kon peptid (PTHrP) polipeptidanalégok talalmany sze-
rinti felnasznalasaval keszitett gyégyszerek csonttéré-
sek és osteotdmia gyogyitasara alkalmazhaték, éspe-
dig dsszeforrt és nem dsszeforrt térések esetében egy-
arant. A gyogyszerekkel traumatikus és osteoporotikus
torések egyarant kezelheték, példaul a csip8, comb-
nyak, csukld, csigolyak, gerincoszlop, bordak, szegy-
csont, gége, léges8, orsdesont/singcsont, sipcsont,
térdkalacs, kulcscsont, medence, felkarcsont, alsé lab,
ujjak és labujjak, arccsont és boka térései. A gyégysze-
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rek az izilletek csatlakozdsénak (példaul a gerincosz-
lop, boka és lab, kénydk, csipd csatlakozdsanak) is
szolgalhatnak, és csipd, térd és vall arthredézisaban is
hasznalhaték. A PTHrP analdgok taldimany szerinti fel-
hasznalasaval készitett gydgyszerek tovabba a csipd,
térd, vall/kdnydk stb. arthroplasztikus eljarasaival (be-
leértve a revizids arthroplasztikat) kapcsolatban is al-
kalmazhat6. A csontgydgyulds egyéb sebészeti be-
avatkozasokkal kapcsolatban is gyorsithato, pl. kopo-
nya- és felsd allcsonti sebészet, fogsebészet és bi-
tyokeltavolitas esetében. A PTHrP analégok a porc-
szer( hegképzddésen keresztill lejatszadd endochond-
ralis csontgyogyulést (1. és 2. példa), valamint a kéz-
bensd hegképzddést nem igényld membranon belili
csontgyogyulast (3. példa) egyarant gyorsitjak.
A membranon beliili csontgydgyulas kilondsen alyan
esetekben hasznos, amikor a torés gyogyulasat kiilon-
boz4 tényezdk késleltetik, pl. diabéteszes betegek, do-
hanyosok, id6s betegek, anémias betegek, valamint
kortikoszteroid (kiilondsen krénikus glikokortikoid),
krénikus NSAID vagy immunoszuppressziv gyogyke-
zelésnek alavetett betegek esetében.

A PTHrP analégok torésgydgyitds megkonnyitésre
felhasznalt dézisa a kezelt allapot sUlyossagatdl, az
adagolas modjatél és szamos mas ezekkel kapcsola-
tos tényezétél fligg. Az adott dozist fentiek alapjan a
kezelborvos allapitia meg. A napi dézis altaldban kb.
0,01-10 pg/kg, elénydsen kb. 0,1-0,5 pg/kg testtomeg.
Egy 50 kg-os beteg kezelésére felhasznalandd napi
hatéanyagddzis kb. 0,5-100 pg, elénydsen kb.
5-10 ug. A fenti hatéanyagdézist szokasos gydgyasza-
ti készitmeények formajaban napi egy vagy tébb részlet-
ben, vagy szabalyozott hatéanyag-leadasu gydgyszer-
készitmény felhaszndlasaval adagolhatjuk, mindenkor
az adott eset kdvetelményeinek figyelembevételével.
Az adagolast a gyogyaszati sziikségleteknek megfele-
16 idétartamon at végezziik, amely a sérlilés sulyossa-
gatdl fliggben néhany hét és néhany hdnap kozott val-
tozik.

A PTHrP analogokat — a torések kezeléseére jelen-
leg hasznalatos legtdbb eljarassal ellentétben — szisz-
témasan adagolhatjuk. A gyogyaszati készitmény ada-
golasa orélisan, parenteralisan (pl. szubkutans, intra-
muszkularis vagy intravénas Uton), rektalisan, bukkali-
san (pl. szublingvalisan) transzdermalisan, pulmonari-
san és intranazalisan tortéenhet. A tiidén keresztll és
belélegeztetéssel elvégezhetd adagolast biztosito
rendszerek pl. az 5607 915 sz. USA szabadalmi le-
irasban kerlltek ismertetésre. A PTHrP analogok na-
zdlis adagolasat a WO 97/07815 sz. nemzetkdzi kdzre-
bocséatasi iratban irtak le.

A PTHrP analégok talalmany szerinti felhasznala-
saval készitett gydgyszerek olyan szisztémasan ada-
golandé készitmeények is lehetnek, amelyeket egy ma-
sadik csontgydgyitd szer helyi alkalmazasaval kombi-
nalva kell a szervezetbe juttatni.

A helyi Uton alkalmazhaté csontgyogyité hato-
anyagok elénydsen csont-morfogenikus fehérjek
(BMP-2 és BMP-7), oszteogén feherjék (OP-1), nd-
vekedési faktorok (pl. TGF-beta 1) és citokinek (pl.
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IFN-béta) lehetnek. Az emlitett hatéanyagokat helyi
Uton kiilénbdz8 hardozdanyagokban (pl. hidroxiapatit
és/vagy kalcium-karbonat és aminopektin) alkalmaz-
hatjuk. A PTHrP analégok szisztémdas adagolésa to-
vabba a térésgydgyitds alternativ méddszereivel (pl.
mechanikus vagy biofizikai serkentés, pl. elektromos
arammal vagy ultrahanggal térténd kezelés) kombi-
halhaté.

A PTHrP analdgokat gydgyaszatilag alkalmas nem
toxikus hordozbéanyagokat tartalmazé gyogyaszati ké-
szitmények alakjaban alkalmazhatjuk. A parenteralis
(szubkutans, intramuszkularis vagy intravénas) készit-
mények altalaban folyékony oldatok vagy szuszpen-
ziok. Oralis vagy bukkalis adagolashoz elénydsen tab-
lettakat vagy kapszuldkat, intranazalis adagolashoz
elénydsen porakat, orrcseppeket vagy aeroszolokat al-
kalmazhatunk. A készitmények tovabba rektalisan
vagy transzdermalisan adagolhatok.

A parenteralis adagolasra szolgald folyékany ké-
szitmények excipiensként steril vizet vagy konyhaséol-
datot, alkilénglikolokat (pl. propilénglikol) polial-
kilénglikolokat (pl. polietilénglikol), ndvényi eredetli ola-
jokat, hidrogénezett naftalinokat stb. tartalmazhatnak.
A készitményekhez enyhén savas (pH kb. 4-6) puffe-
reket adhatunk. Pufferként elénydsen kb. 5-50 mM
koncentracioju acetat-, aszkorbinat- és citratpufferek
alkalmazhaték. Az ordlis adagolasra szolgaléd készit-
mények epesdkat vagy akrilkamitineket is tartalmaz-
hatnak. Nazalis adagolasra excipienseket (pl. laktoz
vagy dextran) tartalmazo szilard készitmények, vagy
vizes vagy olajos oldatok (pl. orrcseppek vagy beosz-
tassal ellatott spray-k) alkalmazhatok. A nazalis készit-
menyek elénybsen szokasos szarazpor-inhalerekben
(DPI) felhasznalhaté szaraz porok, kédképzésre fel-
hasznalhato folyékony oldatok vagy szuszpenziok, va-
lamint beosztassal ellatott inhalerekben (MDI) felhasz-
nalhaté spraykészitmények lehetnek. A bukkalis ké-
szitmények excipienskent cukrot, kalcium-sztearatot,
magnézium-sztearatot, el6zselatinalt keményitét stb.
tartalmazhatnak.

A nazélis adagolasra szolgalé keszitményeknek az
orr nyalkamembranjan keresztil térténd abszorpcidjat
fellletaktiv savakkal segithetjik elé. E célra pl. gliko-
kélsavat, kélsavat, taurokélsavat, ethokolsavat, deoxi-
kélsavat, kenodeoxikélsavat, dehidrokdlsavat, gliko-
deoxikdlsavat és ciklodextrineket alkalmazhatunk, alta-
laban kb. 0,2-15 témeg%, elényisen kb. 0,54 t6-
meg%, kiléndsen eldnydsen kb. 2 tdmeg% mennyi-
segben.

A talalmany szerinti vegylleteknek a kezelendd be-
teg szaméra hosszabb id6n at (pl. egy hét és egy v
kozotti idétartam) torténd adagolasat késleltetett haté-
anyag-leadasu rendszer segitségével egyetlen be-
adassal is elvégezhetjlik. A retardrendszer a kivant
idén at torténd elnyujtott adagolashoz elegendé
mennyiseg( hatéanyagot tartalmaz. E célra kilonb6zé
szabélyozott hatdanyag-leadasu rendszerek alkalmaz-
haték, pl. monalitikus vagy tartany tipust mikrokapszu-
lak, depotimplantatumok, ozmotikus szivattydk, veziku-
lumok, micéliumak, liposzomak, transzdermalis tapa-
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szok, iontofer késziilékek és alternativ befecskendez-
hetd adagolasi formak. Bizonyos rendellenességek ke-
zelése esetén a szabalyozott hatdanyag-leadasu ké-
szitményekkel szemben azt a tovabbi kévetelményt ta-
masztjuk, hogy a hatéanyag leadasa a hatas helyén lo-
kalizalva torténjen.

Talalmanyunk tovabbi részleteit az aldbbi példak-
ban ismertetjlk, anélkll, hogy a talalmanyt a példakra
korlatoznank.

Példak

Referenciapéldak

Tablettak készitése

Az alabbi komponenseket benséségesen dsszeke-
verjiuk és egyosztasos tablettakka préseljik.

Komponens Mennyiség, mg/tabletta
Talalmany szerinti vegyiilet 400
Kukoricakeményité 50
Kroszkarmelloz-natrium 25
Laktoz 120
Magnézium-sztearat 5

Kapszulak készitése

Az alabbi komponenseket benséségesen dsszeke-
verjik és keményzselatin-kapszulakba téltjik.

Komponens Mennyiség, mg/kapszula
Talalmany szerinti vegyilet 200
Laktdz, porlasztva széritott 148
Magnézium-sztearat 2

Szuszpenzié készitése
Az alabbi komponensek &sszekeverésével ordlis
adagolasra alkalmas szuszpenziét készitlink.

Komponens Mennyiség
Taldimany szerinti vegylet 1,0¢g
Fumarsav 0,5¢
Natrium-klorid 2,0¢
Metil-parabén 0,15¢
Prapil-parabén 0,05¢
Cukor, granulalt 255¢
Szorbit (70%-0s oldat) 12,85¢
Veegum K (Vanderbilt Co.) 1,09
[zesitdanyag 0,035 ml
Szinezéanyag 0,5mg
Desztillalt viz q.s. 100 ml

Injekcios készitmény
Az alabbi komponensek Gsszekeverésével injek-
cios készitmeényt allitunk eld.

Komponens Mennyiség
Taldlmany szerinti vegylet 0,2¢
Natrium-acetat-pufferoldat, 0,4 M 2,0 ml
1nsésavvagy 1n g.s. megfeleld
natrium-hidroxid pH-ertékig
Viz (steril desztillalt viz) g.s. 20 ml

Orrcsepp
Az alabbi komponensek 6sszekeverésével az orrba
becsepegtethetd szuszpenziodt készitlink.
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Komponens Mennyiség
PTHrP analég 20 mg/ml
Citromsav 0,2 mg/ml
Natrium-citrat 2,6 mg/ml
Benzalkénium-klorid 0,2 mg/ml
Szorbit 35 mg/ml
Natrium-taurokolat vagy glikokolat 10 mg/ml

1. példa

Szegmentalt téréshidny qydgyitasa PTHrP

analégokkal

A PTHrP analégok csontgydgyulast és torés-hely-
redllitast megkdnnyité hatdsdnak igazolasara a szeg-
mentalt femordlis hiany patkanymodell médositott val-
tozatat alkalmazzuk [T. A. Einhorn et al. J. Bone Joint,
66:274-279 (1984)].

Kb. 300 g testtomeg(i felnétt him Sprague—Dawley-
patkanyokat laboratériumi 5001 sz. patkanytapon tar-
tunk (PMI Feeds, St. Louis, MO, USA) és az allatok vi-
zet ad libitum kapnak. Minden patkany a mdtét el6tt
12 éraig csak vizet kap. Az allatokat a mditét elétt keta-
min (80 mg/kg) és xilazin (5 mg/kg) intraperitonealis
befecskendezésével érzéstelenitjlk. Fertdzés megeld-
zése céljabol egyetlen ddzisban intramuszkularisan
prokain penicillint fecskendeziink be.

A combcsontot lateralisan tarjuk fel és a combcsont
eliilsé kérge mentén eldre kifurt nagy slrliségu polieti-
[énlemezt rdgzitlink. A lemez elhelyezése alatt a comb-
csontrél a csonthartyat extenziven lehantjuk. A comb-
csont tengelyének kdzépsé részében 1 mm-es nem kri-
tikus méretli szegmentalis hianyt alakitunk ki. A sebet
nejlon- és krém varrattal lezarjuk.

A patkdnyokat miitét utan ketrecekbe helyezzik és
az dallatok 48 éran at pellet formajaban kapnak taplalé-
kot. Az allatokat naponta legalabb egyszer megfigyel-
jik, a betegség jeleit mutaté allatokat megvizsgaljuk és
szUkség esetén gydgykezelésnek vetjlk ala.

A patkanyokat az 1. tablazatban leirt csoportokba
osztjuk. A kontrollcsoport allatai hordozot (konyhaséol-
dat), mig a kezelt csoport allatai PTHrP analogot kap-
nak. A konyhaséoldatot, illetve a tesztvegyliletet az
operacio utani elsé nappal kezdédéen naponta szub-
kutans mddon adagoljuk. Hetenként radiografiai anali-
zist végzlink. Az allatokat 6 hét utan ledljlik és a radio-
grafiai eredményeket 6sszehasonlitjuk.

Szedalt patkanyckat hasra fektetlink és a hatso
végtagokat forgatjuk. Az operacid utani elsé héttel kez-
dédéen mindegyik combcsontrdl (a kezelt combcsont-
rél és a szemben levé combcsontrdl egyarant) hetente
radiografsorozatot készitlink. Kalibracié céljabél min-
den radiografba ismert s(irlségérték( aluminium ,fan-
tom”lemezt helyezlink. Az egyes radiografokat atvila-
gitott lemezre helyezz(ik és a felvételt DCS 420 digita-
lis Kodak kamera segitségével készitjlk el. A képeket
ezutan Gateway 2000 IBM kompatibilis kemputerre
visszilk at és képanalizis-szoftware (Sigma Scan®) fel-
hasznalasaval digitalizaljuk. A csonthiany alakulasat
nyomon kdvetjlik, és az osteotdmia terliletének atlagos
s(rliségét a kezelt csoport allatainal mérjik és a kont-
rollpatkanyokkal kapott eredményekkel ésszehasonlit-
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juk. Az 1. dbran az osteotomidnak a kezelt allatokon
mért csonts(iriiségét a kontrollpatkdnyoknal kapott
megfeleld értékekhez viszonyitjuk hetenként, a kezelés
elsd 5 hetében. Az osteotomia atlagos slrliségét to-
vabba hetenként a kontralaterdlis combesont atlagos
sUrliségével is dsszehasonlituk. A 2. dbran a 6 hét
utan mért radiogréfiai slr(iségaranyt tlntetjlik fel.
A csontsirliségek dsszehasonlitasa azt mutatja, hogy
a PTHrP analégok csontgydgyité hatassal rendelkez-

(kezelt és kontralateralis combcsontok) a lagyszdve-
tektél megszabaditjuk. A combecsontokrdl oldalsikban
finom szemcsés radiografokat készitlink. Az osteoté-
miat sszeforrtnak tekintjlik, ha a hiany keresztmetsze-
tének tébb mint 20%-dban csontfolytonossag tapasz-
talhats. A kezelt és kontrollallatok combesontjdnak
dsszehasonlitdsa azt mutatja, hogy a PTHrP anal6gok
a csontgyogyulast és térés-helyredllitdst gyorsitjak.
A 3. dbran a kontroll- (1A. dbra) és kezelt (1B. abra) al-

nek. Az dllatok ledlése utan (6 hét) a combcsontokat 10 latok jellegzetes radiogréfjait tlintetjiik fel.
1. tablézat
Csoport Tesztvegylilet Adagolas médja Allatok szama Ledlés iddpontja
1. kontroll szubkutans 10 6 hét
2. PTHrP B analdg szubkutans 10 6 hét
3. PTHrP C analdg szubkutans 10 6 hét
2. példa A PTHrP C analégbal,

Csontgyogyulas vizsgalata PTHIP analégokkal,

zarttbréses csonthiany modellben

Zarttoréses csonthidany modellként a Bonna-
rens/Einhorn modellt alkalmazzuk [F. Bonnarens and
T. A. Einhorn, J. Orthopaedic Research, 2:97-101
(1984)]. A patkanyokat az 1. példanal leirt médon
hasznaljuk fel. Ennél a modellnél a disztalis comb-
csontba belsd parapatellaris feltarassal velé(ri szeget
helyeziink. Az izlileti metszést ezutan nem felszivado
varratokkal lezarjuk és a vel6lri szeget a helyén
hagyjuk. Harompontos (téeszkbzzel zart keresztira-
nyu térést idéziink el8. Az allatok megfigyelését és a
radiogréfiai elemzeést az 1. példaban leirt médon vé-
gezzlk el. A modellnél kapott eredmények szerint a
PTHrP analégok a csontgyogyulast és tdrés-helyreal-
litAst a kezelt allatokon a kontrollhoz viszonyitva gyor-
sitjak.

3. példa

Membranon bellili csontgyogyitas PTHP

analogokkal

Nyulakat altalanos érzéstelenitésnek vetlink ala
és sebészeti beavatkozassal négy felllethianyt ho-
zunk létre, éspedig egyet-egyet a disztalis combcson-
tokon és egyet-egyet a proximalis sipcsontokon.
A disztélis lateralis combcsont condyus feltardsahoz
utélag kb. 3 cm-es lateralis sebészeti bemetszést gj-
tlnk. A terdizlilethez kbzeli csontot a csonthértya alatt
feltarjuk és 5 mm-es lyukat fdrunk, mikézben a furét
allandé oblitéssel hitjlik. A sebet hormal konyhaséol-
dattal &blitjik. A mélyszdvetet folyamatos 3-0 varrat-
tal lezarjuk, majd a subticuldris reteget folyamatos
3-4 nejlonvarrattal és harom-négy megszakitott rozs-
damentes acél varrattal bevarrjuk. A medialis proxi-
malis sipcsonton egy masodik 3 cm-es vagast ejtiink
és a proximalis medialis sipcsonton 5 mm-es lyukat
farunk. A sebet az el6z&ekben leirt médon lezarjuk.
A fenti teljes eljarast az ellenoldali (kontralateralis)
végtagon is elvegezziik.
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(MAP_1)?2-31His26hPTHrP(1-34)NH, és PTHrP D
analogbdl, (MAP4_1)22-3'"hPTHrP(1-34)NH, 800 pg/ml
koncentracidju toérzsoldatokat készitlink, amelyeket
0,22 mikronos steril sz{irén atszdrlink és hordozéanyag-
gal kdzvetlenill a felhasznalas el6tt 20 pg/ml vagy
100 pg/ml értékre higitunk. Hordozdanyagként 30 mg/ml
mannitot, 30 mg/ml szacharézt, 0,12 mg/ml Tween®
80-at 0,17 mg/ml ecetsavat és 2,33 mg/ml natrium-ace-
tat-trinidratot alkalmazunk. A sebészetileg kezelt allatok-
ba 2 pg/kg/nap vagy 10 pg/kg/nap dézisban szubkutans
uton naponta PTHrP analdgot fecskendeziink.

Az dllatokat a vizsgalat soran hetenként réntgenvizs-
gdlatnak vetjlik ala. Atvilagitott szkenner és MetaMorph®
(Universal Imaging, West Chester, PA) software felhasz-
nalasdval denzitometriai méréseket vegziink. Az alsd
végtagok radiogréafiat belsé és kiilsd forgasban a mtét
utani 10. és 21. napon készitjlk el. Az allatokat a mitét
utan 30 nappal ledljik. A vizsgalat végén az allatokat tul-
adagolt pentobarbitallal eutalizaljuk, majd a bal és jobb
combgsontrdl és sipcsontrdl gydijtétt szdveteket réntgen-
vizsgalatnak és hisztologiai elemzésnek vetjiik ala.

A PTHrP C és D analéggal kezelt allatok a hordozé-
val kezelt nyulakhoz viszonyitva gyorsitott membranon
bellli csontkepzddést mutatnak. A PTHrP D analégnak
a combcsonton és sipcsonton kifejtett hatasat a 4A. és
4B. abran tlntetjlk fel. A 21. napon a kontrollcsoport
allatainal egyetlen combcsonthiany vagy sipcsonthiany
sem gydgyult be teljesen, mig az alacsony ddzissal ke-
zelt csoportban az éllatok 40%-4nak combcsonthianya
és sipcsonthianya meggyégyult. Ebben az idépontban
a magasabb dézissal kezelt csoport allatainal a sip-
csonthianyok 75%-a és a combcsonthidnyok 50%-a
meggyogyult. Az allatok ledlésekor elvégzett radiogra-
fiai elemzés a PTHrP analéggal kezelt llatoknal a gyo-
gyulas el6rehaladasat igazolta; a magas dozissal ke-
zelt csoport allatainal a sipcsonthianyok tdbb mint
85%-a mineralizalt szévettel megtelt, mig a kontrollcso-
port allatainal ugyanez az érték 10% alatt van (p<0,01).
Hasonloképpen a PTHrP-vel kezelt csoportban a
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combesonthiany feltéltédése szignifikdns mértékben
hagyobb, mint a kontrollcsoport allatainal {(p<0,01).

4. példa

Fokozott csontgydgyulas az singesonti

osteotémiamodellben

A kisérlet célja annak igazolasa, hogy PTHrP ana-
l6gok patkany osteotémiamodellben szisztémas korti-
koszteroid gyogykezelés esetében ndvelik a biome-
chanikai szildrdsagot (l. rész) és a gydgyulas kinetika-
jat (Il rész) javitjak.

A kisérlethez felnétt him Uj-zélandi fehér nyulakat
haszndlunk. Az I. részben 10 nyulat, mig a Il. részben
20 nyulat két egyforma csoportra osztunk. Minden nyu-
lon bilateralisan nem kritikus nagysagli csonthianyt
(1 mm) idéziink el8. A sebészeti beavatkozas elbtt 2 ho-
nappal kezdédden a miitét utan 6 hétig minden nyul na-
ponta szubkutans injekcio formajaban steril vizben pred-
nizolonoldatot (0,15 mg/kg; kisérleti csoport) vagy steril
konyhasdoldatot (kontrollcsoport) kap. Az operacio utani
elsé nappal kezd8déen a kisérleti csoport allataiba na-
ponta szubkutans injekcid formajaban PTHrP D analo-
got (0,01 mg/kg) fecskendezlink, mig a kontrollcsoport
allatai normal konyhasooldat-injekciot kapnak. A I. rész
szerint az allatokat az osteotdmia elvégzése utan 6 hét-
tel ledljlk. A Il. rész szerinti kisérletnél az allatokat a bi-
laterdlis radiografiai 0sszeforras utan vagy — ha a séri-
Iés nem forrt dssze — 10 héttel a mlitét utan ledljik.

Mindkét kisérletsorazatndl a radioldgiai intenzitast
és a gyogyult terliletet a miitét utan két héttel (l. rész)
vagy 4 héttel (Il. rész) kezdédéen minden masodik hé-
ten elemezziik. Az ellils6 végtagokrdl radiograf soroza-
tot készitlink és digitalizalunk, ill. a csontok terliletét
image analizis szoftware felhasznalasaval mennyiségi-
leg meghatarozzuk (Sigma Scan Pro). Az osteotémia
és a hegkepzddés helyén ujonnan keletkezett csontok
asvanyianyag-tartalmat fotodenzitometria segitségével
meghatarazzuk. Az allatok ledlése utan mindkét vég-
tagrél az elélr6l hatra iranyuld és oldalirdnyd sikban
nagy feloldasu faxitron radiografokat készitlink, majd a
torési csonthegek méretét és nagysagat elemezzik.

Eredmények (1. rész)

A PTHrP D anal6ggal kezelt 10 végtag kozil 9 hat
hét alatt Gsszeforrt, mig a hordozdval kezelt kontroll-
csaportnal 10 végtagbdl csak 2 forrt 8ssze. Az eredme-
nyeket az 5. dbran tlntetjlk fel. Hat hét utan az eldlrél
hatra iranyul6 és oldaliranyu faxitronok a PTHrP ana-
l6ggal kezelt csoportban az csontmetszések helyeken
szignifikans mertékben nagyobb intenzitast mutatnak,
mint a hordozéval kezelt kontrollvégtagok esetében.
Hasonldképpen a proximaélis és disztalis singcsont dia-
fizisek intenzitasa a kezelt végtagokon szintén szignifi-
kéns mértekben nagyobb. A kezelt allatokon az exter-
nalis csontheg intenzitadsa laterdlisan is nagyobb. Bio-
mechanikai szempontbél a PTHrP analéggal kezelt
végtagok torzids szilardsaga szignifikans meértékben
nagyobb, mint a hordozdval kezelt kontrollvégtagok
esetében; ez mind a kemenységre, mind a maximalis
csavarasi nyomatékra vonatkozik.
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Eredmények (II. rész)

Négy hét utan a kezelt végtagok az osteotémia he-
lyén nagyobb radiografiai intenzitdst mutatnak, mint a
kontrollvégtagok (p<0,01); ez a kiils6 csonthegekre, és
a singcsonti diafizisekre egyarant vonatkozik. A kezelt
végtagok kombindlt csonthegteriilete nagyobb
(p<0,05), ami azt jelzi, hogy az osteotémia helye mére-
teiben csdkken. A hat hét utan készitett in vivo radio-
gréfia azt mutatja, hogy az osteotomia helyén a kezelt
végtagok csontintenzitdsa nagyobb, mint a kontrollcso-
port esetében, bar a csonthegintenzitas vagy -nagysag
terén kilonbségeket nem tapasztaltunk. Radiografiai-
lag valamennyi PTHrP analdggal kezelt végtag dssze-
forrtnak tekinthetd és az allatokat 6 hét utan ledltik.
A 8. héten négy tovabbi végtag (2 allat) radiogréfiai
vizsgalat szerint dsszeforrt és ezeket az éllatokat is le-
oltiik. A 10. héten a megmaradt allatokat ledltiik, mert
végtagjaik az el6zd 4 hetes idészakhoz viszonyitva a
gyogyulas terén radiografiai javulast nem mutattak, és
igy megallapitottuk, hogy a csontok nem forrtak dssze.
A PTHrP analdggal kezelt végtagok az osteotdmia he-
lyén nagyobb radiografiai intenzitast (p<0,05), valamint
nagyobb singcsontdiafizist &s csonthegtertiletet mutat-
tak. Az osteotdmia terlilete a PTHrP analdggal kezelt
végtagok esetében szignifikdns mértékben kisebb, mint
a hordozoval kezelt kontrollcsoportban. A kortikoszte-
roiddal eldidézett késleltetett gydgyulas modelljében a
PTHrP analdggal kezelt csoportban 6 hét utan teljes
Osszeforrast tapasztaltunk, mig a kezeletlen végtagok
75%-a 10 hét utdn sem mutatta az dsszeforras jeleit.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Paratiroid hormannal rokon peptid (PTHrP) olyan
polipeptidanalégjainak és ezek soéinak felhasznalasa
csontgyégyitasra és térés-helyredllitdsra szolgald gyd-
gyaszati készitmények el8allitaséra, ahol az analég
egy 30-50 aminosavmaradeékot tartalmazé N-termina-
lis rdviditett szekvencia, amelyben a PTHrP analég
22-31 aminosavmaradéka amfipatikus alfa-hélixet ké-
pez, és az amfipatikus alfa-hélix a

Glu Leu Leu Glu Xaa Leu Leu Glu Lys Leu
képletnek felel meg — a képletben Xaa pozitiv téltést
hordozé aminosavmaradékot jelent.

2. Az 1. igénypont szerinti felhasznalas nazalisan
adagolandé gydgyaszati készitmény eléallitasara.

3. Az 1. igénypont szerinti felhasznéalas a tores he-
lyére egy mésodik csontgyogyitd szer helyi alkalmaza-
saval parhuzamosan adagoland6 gydgyaszati készit-
meny el8allitasara.

4. Az 1. igénypont szerinti felhasznalas membranon
bellli csonttérés kezelesére szolgalé gyégyaszati ké-
szitmeny elballitasara.

5. Az 1. igénypont szerinti felhasznalas szisztéma-
san adagolandd gyogyaszati készitmény el6allitasara.

6. Az 1. igénypont szerinti felhasznalas, azzal jelle-
mezve, hogy Xaa jelentése lizin vagy hisztidin.

7. A 8. igénypont szerinti felhasznalas, azzal jelle-
mezve, hogy
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Ala Val Ser Glu His GIn Leu Leu His Asp Lys Gly Lys
Ser lle Gln Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys
Leu Leu Glu Lys Leu His Thr Ala NH, (SEQ ID NO: 3);
vagy

Ala Val Ser Glu His GIn Leu Leu His Asp Lys Gly Lys
Ser lle Gln Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu His
Leu Leu Glu Lys Leu His Thr Ala NH, (SEQ ID NO: 4)
képletld PTHrP analégot alkalmazunk.

8. Az 1. igénypont szerinti felhaszndlas, azzal jelfe-
mezve, hogy olyan PTHrP analdgot alkalmazunk,
amelyben legaldbb két aminosavmaradék aldallancan
keresztll kapcsalodik egymashoz.

9. A 8. igénypont szerinti felhasznalas, azzal jelle-
mezve, hogy olyan PTHrP analdgot alkalmazunk,
amelyben a kapcsolédé aminosavmaradékok a 13- és
17-, vagy 26- és 30-helyzetben helyezkednek el.

10. A 9. igénypont szerinti felhasznalas, azzal jelle-
mezve, hogy olyan PTHrP analdgot alkalmazunk,
amely a 17-helyzetben levé aminosavmaradékként
aszparaginsavat tartalmaz.

11. A 10. igénypont szerinti felhasznalas, azzal jel-
lemezve, hogy
Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Cly

1
Lys Ser lle GIn Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu
Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr hSerlac (SEQ ID
NO: 5); vagy
Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly

1
Lys Ser lle GIn Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu
Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr Ala NH, (SEQ ID
NO: 6)
képletld PTHrP analdgot alkalmazunk.
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12. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti fel-
hasznalas, azzal jellemezve, hogy PTHrP analégként
az 5-, 13-, 17-,19-, 26-, 30-, 32- és/vagy 34-helyzetben
adott esetben helyettesitett 30-50 aminosavmaradékot
tartalmazé N-végallasu rdviditett szekvenciat alkalma-
zunk.

13. A 12. igénypont szerinti felhasznalds, azzal jel
lemezve, hogy aldbbi képletl PTHrP analdgot alkalma-
zunk:

Ala Val Ser Glu lle Gln Leu Leu His Asp Lys Gly
Lys Ser lle GIn Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu
Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr Ala NH, (SEQ ID
NO: 7),

Ala Val Ser Glu lle Gln Leu Leu His Asp Lys Gly
Lys Ser lle GIn Asp Leu Ala Arg Arg Glu Leu Leu Glu
Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr Ala NH, (SEQ ID
NO: 8),

Ala Val Ser Glu lle Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys
Ser lle Gln Asp Leu Ala Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys
Leu Leu Glu Lys Leu Pro NH, (SEQ ID NO: 9),

Ala Val Ser Glu His GIn Leu Leu His Asp Lys Gly Lys
Ser lle Gln Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys
Leu Leu Glu Lys Leu His Thr D-Orn laktam (SEQ ID
NQ: 10),

Ala Val Ser Glu His GIn Leu Leu His Asp Lys Gly Lys
Ser lle Gln Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys
Leu Leu Glu Lys Leu His Thr hSer laktam (SEQ ID
NO: 11) vagy

Ala Val Ser Glu His GIn Leu Leu His Asp Lys Gly Lys
Ser lle GIn Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys
Leu Leu Glu Lys Leu His Thr hSer Thr His lle GIn NH,
(SEQID NO 12).
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