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Derivatisoidut kalsitoniinit - Derivatiserade kalcitoniner

Luu on dynaaminen kudos ja aikuisen luuston homeostaasi
edellyttdd uuden luun muodostumisen ja aiemmin muodostuneen
luun resorption valistd tasapainoa. Kalsiinilla, nisakkdi-
den kilpirauhasen ja kateenkorvan erittdmdlld peptidihor-
monilla, on tadrked osa luun homeostaasin ylladpitimisessd.
Kalsitoniini sitoutuu reseptoreihin, joita on luunsy&jaso-
luissa, luukudoksen soluissa, jotka vdlittavat luun resorp-
tiota. Kalsitoniini immobilisoi luunsydjdsolut estden siten
luun resorption, minkd@ seurauksena luun seerumiin vapautta-

man kalsiumin maard laskee. Tdtd luun resorptiota on kiy-
tetty hyvédksi kayttadmallsd kalsitoniinia osteoporoosin hoi-

toon.

Kalsitoniinia esiintyy nisdkkdiden kilpirauhasissa ja alem-
pien selkdrankaisten viimeisissd kidusrauhasissa. Kaikki
tunnetut luonnollisesti esiintyvdt kalsitoniinit ovat 32
aminohapon polypeptidejd, joissa on amidoitunut karboksyy-
literminaali ja molekyylinsisdinen disulfidisidos 1 ja 7

asemissa olevien kysteiinit&hteiden vdlissa.

Osteoporoosin hoidossa lohen kalsitoniini on nykyisin edul-
linen verrattuna ihmisen kalsitoniiniin. Lohen kalsitonii-
nin maailmankauppa yltdd vuosittain 500 miljoonaan dolla-
riin. Lohen kalsitoniini on osoittautunut merkitt3vasti
tehokkaammaksi pysdytettdessd luun resorptiota kuin ihmisen
kalsitoniinin muodot. On olemassa useita hypoteeseja siiti,
miksi lohen kalsitoniini on tehokkaampaa hoidettaessa os-
teoporoosia kuin ihmisen kalsitoniini. N3&m3 hypoteesit
ovat: 1) lohen kalsitoniini on hajoamiselle vastustuskykyi-
sempdd, 2) lohen kalsitoniinin aineenvaihdunnallinen puh-
distumanopeus (MCR) on hitaampi ja 3) lohen kalsitoniinin
konformaatio voi olla hieman erilainen, mikd saa aikaan

suuremman affiniteetin luureseptorikohtiin.

Huolimatta lohen kalsitoniinin kdyttdédn ihmisten osteopo-

roosin hoitoon liittyvista eduista, siind on myds haittoja.
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Lohen kalsitoniini annetaan injektoimalla, menetelmdlld,
joka on monista potilaista sietamdatdntd. Lisdksi joissakin
potilaissa kehittyy ei-humaani-kalsitoniinin vasta-aineita.
Siksi tarvitaan uusia lohen, ihmisen tai muiden kalsitonii-
nien analogeja, jotka ovat luun resorption tehokkaita in-
hibiittoreita ja jotka ovat halvempia, sopivampia annetta-

viksi ja ei-immunogeenisii.

Esilld olevan keksinn®n kohteena on saada aikaan uusia kal-
sitoniinijohdannaisia, joiden hypokalseeminen aktiivisuus
on parantunut ja/tai joiden puoliintumisaika in vivo on

pidentynyt.

Keksinndn erddni kohteena on saada aikaan farmaseuttisia
koostumuksia, jotka kdsittdvdt uusia kalsitoniinijohdannai-
sia, sekd menetelmid potilaiden seerumin kalsiumin vahent&-

miseksi antamalla farmaseuttisia koostumuksia.

Erddssd kohteessa esilld oleva keksintd saa aikaan yhdis-

teitd, jotka on valittu ryhmistd, jotka koostuvat

S S

- - - ~-Met-Leu-Gly-Thr-Tyr-
R-CONH-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser Th; Cys-Me T _
Thr—Gln-Asp-Phe—Asn—Lys-Phe-Hls-Thr-Phe—Pro-Gln-Thr Ala
Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro-NH2

(sekvenssi ID-numeroc 1),

S S

R-CONH—Cys-Ser-Asn—Leu-Ser-Thr—Cys-Val-Leu-G1y-Lys—Leu—
Ser-Gln-Glu-Leu-His—Lys-Leu-G1n—Thr—Tyr—Pro-Arg—Thr-Asn—
Thr-Gly-Ser-Gly-Thr-Pro-NH2

sekvenssi ID-numero 2)

ja niiden farmaseuttisesti hyvdksyttivistd suoloista, jois-
sa R on subtituoitu tai substituoimaton biaryyli, joka si-
sdltd8 optionaalisesti 1 tai 2 rengastyppiatomia rengasta
kohti, substituoitu tai subtituoimaton heterosykloalkyyli,
joka sisdltdd 1 tai 2 rengasheterocatomia rengasta kohti
valittuna ryhmdstd, joka koostuu, N:std, S:std ja O:sta,

substituoitu tai substituoimaton bis-heterosykloalkyyli,
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joka sisdltda 1 tai 2 heteroatomia rengasta kohti valittuna
ryhmdstd, joka koostuu N:std, S:std ja O:sta, tai substi-
tuoitu tai substituoimaton heterocaryyli, joka sisdltdi 1-4
heteroatomia rengasta kohti valittuna ryhmdstd, joka koos-

tuu N:std, S:std ja O:sta.

Er83nd kohteena esilld oleva keksintd saa aikaan yhdistei-
t4, joiden kaava on R-N-CT, jossa CT on kalsitoniini, joka
on valittu ryhmdstd, joka koostuu ihmisen, lohen, ankeri-
aan, rotan, sian, naudan, lampaan ja kananpojan kalsitonii-
neista ja niiden biologisesti aktiivisista johdannaisista
ja varianteista tai niiden farmaseuttisesti hyvdksyttdvista
suoloista, N on amidikytkSs ja R on substituoitu tai sub-
stituoimaton biaryyli, joka sisdlt3di optionaalisesti 1 tai
2 rengastyppiatomia rengasta kohti, substituoitu tai sub-
stituoimaton heterosykloalkyyli, joka sisdltdd 1 tai 2 ren-
gasheteroatomia rengasta kohti wvalittuna ryhmdstd, joka
koostuu N:std, S:std tai O:sta, substituoitu tai substitu-
oimaton bis-heterosykloalkyyli, joka sisdltdid 1 tai 2 hete-
roatomia rengasta kohti valittuna ryhmdstd, joka koostuu
N:std, S:std ja O:sta, tai substituoitu tai substituoimaton
heteroaryyli, joka sisdltd8 1-4 heteroatomia rengasta kohti

valittuna ryhmdstd, joka koostuu N:std, S:std ja O:sta.

Erd3dnd kohteena esilld oleva keksint® saa aikaan yhdistei-
tY4, joiden kaava on X-(R-N-CT),, jossa X on siirtymametal-
lin ioni, R on heterosykloalkyyli- tai heterocaryyliryhmd
CT on kalsitoniini, joka on valittu ryhmdstd, joka koostuu
ihmisen, lohen, ankeriaan, rotan, sian, naudan, lampaan ja
kananpojan kalsitoniineista ja niiden biologisesti aktii-
visista johdannaisista ja varianteista, N on amidikytk&s
ja n = 2 tai 3. Saadaan aikaan my8s ndiden yhdisteiden far-

maseuttisesti hyvédksyttdvid suoloja.

Edelld selostettuihin yhdisteisiin yhdistet33in farmaseut-
tisesti hyvaksyttdvd3d kantoainetta farmaseuttisten koostu-
musten valmistamiseksi. Ndmd koostumukset ovat kiyttdkel-
poisia muun muassa potilaan seerumin kalsiumin vdhentd&mi-

seen.
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Lyhenneluettelo

DMSO Dimetyylisulfoksidi

BHA Bentshydryyliamiini

MBHA 4-metyylibentshydryyliamiini

FMOC 9-fluorenyylimetoksikarbonyyli

BOC t-butyylioksikarbonyyli

Trit Trityyli

But t-butyyli

PMC 2,2,5,7,8-pentametyylikromaani-6-sulfonyyli
BOP Bentsotriatsolyyli-N-oksitrisdimetyyliamino-
fosfoniumheksafluorifosfaatti

PyBOP Bentsotriatsol-1-yyli-oksi-tris-pyrrolidino-
fosfoniumheksafluorifosfaatti

PyBrOP Bromi-tris-pyrrolidinofosfoniumheksafluori-
fosfaatti

HBTU [2-(1H-bentsotriatsol-1-yyli)1,1,3,3-tetra-
metyyliuroniumheksafluorifosfaatti

HOBt 1-hydroksibentsotriatsoli

DIEA Di-isopropyylietyyliamiini

Et3N Trietyyliamiini

DMF Dimetyyliformamidi

NMP N-metyylipyrrolidoni

HPLC Suuren suorituskyvyn nestekromatografia

AAA Aminohappoanalyysi

DCM Metyleenikloridi

SCT Lohen kalsitoniini

TFA Trifluorietikkahappo

DIC Di-isopropyyli-karbodi-imidi

DCC Disykloheksyylikarbodi-imidi

FAB-MS Nopea atomipommitus - massaspektroskopia

Kuviot 1, 2 ja 3 esittdvdt tuloksia testistd, jossa mita-
taan seerumin kalsiumtasoa kdytt&mdll3d yhdistettd, joka on
esilld olevalle keksinndlle tyypillinen. BPy 4-CT (ZP-1)
on derivatisoitu kalsitoniiniyhdiste ja SCT on lohen kal-

sitoniini.

Esilld oleva keksintd saa aikaan uusia derivatisoituja kal-

sitoniinimolekyylejd. Namd molekyylit saadaan sekd monomee-
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risissa etta multimeerisissa muodoissa. Esilla olevan kek-
sinndn mukaisissa derivatisoiduissa kalsitoniineissd on
verrattuna nykyisin saatavissa oleviin kalsitoniineihin
erilaisia etuja, kuten suurempi spesifinen aktiivisuus,
pidentynyt puoliintumisaika, lisd&ntynyt stabiilius ja/tai

vdhentynyt immunogeenisuus.

Esilld olevan keksinndn mukaiset kalsitoniinit kdsittavat
ihmisen, lohen, ankeriaan, rotan, sian, naudan, lampaan ja
kananpojan derivatisoidut kalsitoniinit. Lohen ja erityi-
sesti ihmisen kalsitoniinit ovat edullisia. Kalsitoniinit
voidaan johtaa luonnollisista, villityyppisistd molekyy-
leistd tai ne voidaan johtaa kalsitoniinin modifioiduista
muodoista, joissa on biologista aktiivisuutta. Alalla tun-

netaan erilaisia modifioituja kalsitoniineja mukaan lukien
kalsitoniinit, Jjoissa on aminohapposubstituutioita (esim.
US-patentit 4 824 936, 4 764 589, 4 663 309 ja 4 658 014),
deleetioita (esim. US-patentit 4 820 804, 4 764 591, 4 639
511, 4 605 514 ja 4 537 716) ja kalsitoniinit, jotka sisdl-
tdvat D-aminochapposubstituutioita (US-patentti 4 652 627).
Termid "biologisesti aktiivinen" k&dytetd3dn tdssd tarkoit-
tamaan kalsitoniineja, joissa on luun resorptiota inhiboi-
vaa aktiivisuutta. Hypokalseeminen aktiivisuus ja resepto-
rivdlitteinen cAMP:n stimulointi ovat kalsitoniinien luun

resorptiota inhiboivan aktiivisuuden indikaattoreita.

Esilld olevan keksinnén mukaisille molekyyleille on tunnus-
omaista derivatisoitu aminoterminaali, joka on muodostettu
yhdist&m&dl1ld kalsitoniiniin syklinen, polysyklinen tai
heterosyklinen osuus, joka on valittu ryhmdstd, joka koos-
tuu substituoidusta tai substituoimattomasta biaryylistd,
joka sisdltdd optionaalisesti 1 tai 2 rengastyppiatomia
rengasta kohti, substituoidusta tai substituoimattomasta
heterosykloalkyylistd, joka sisdltda 1 tai 2 rengashetero-
atomia rengasta kohti valittuna ryhmdstd, joka koostuu N:s-
td, S:std tai O:sta, substituoidusta tai substituoimatto-
masta bis-heterosykloalkyylistd, joka sisdltdda 1 tai 2 he-

teroatomia rengasta kohti valittuna ryhmastd, joka koostuu

N:std, S:std ja O:sta, tai substituoidusta tai substituoi-
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mattomasta heterocaryylistd, joka sisdltaa 1-4 heterocatomia
rengasta kohti valittuna ryhmdstd, joka koostuu N:std, S:s-
td ja O:sta, jolloin syklinen, polysyklinen tai heterosyk-
linen osuus on yhdistetty kalsitoniinin N-terminaaliseen
kysteiinitdhteeseen amidikytkdksen kautta. Tdten esilli
olevan keksinndn erdin ndkdkohdan mukaan kalsitoniini rea-
goitetaan karboksyylihapon kanssa, jossa on jokin edelld
kuvatuista osuuksista, N-terminaalisen derivatisoidun kal-

sitoniinin saamiseksi.

Termejd syklinen, polysyklinen, heterosyklinen, heterosyk-
loalkyyli ja niiden ekvivalentteja kdytetddn tdssd tarkoit-
tamaan rengasrakenteita, joissa on kolme tai useampia ato-
meja rengasta kohti. Yleensd ndissd rakenteissa on vdhemmi3n
kuin yhdeks&@n atomia rengasta kohti, edullisesti wviisi,
kuusi tai seitsemdn atomia rengasta kohti, vaikkakin 12 tai
useampia rengasatomeja sisdltdvdd rakennetta voidaan kiyt-
td4. Termejd biaryyli, heteroaryyli ja niiden ekvivalentit
kdytetd8dn tdssd tarkoittamaan aromaattisia rengasrakentei-
ta, joissa on viisi tai useampia atomeja rengasta kohti,
edullisesti 5-8 rengasatomia, edullisemmin viisi tai kuusi

rengasatomia rengasta kohti.

Esilld olevassa keksinndssd sykliset, polysykliset ja hete-
rosykliset osuudet k&Esittdvdt fuusioituneet rengasraken-
teet, jotka sisdltidvdt 2-3 rengasta fuusioitunutta rengas-
ryhmd83 kohti. Edulliset fuusioituneet rengasrakenteet k&-

sittdavdt biaryyliosuudet, joissa on rakenne

= X Y/
R? 412 La I
M Q ] f
Y Y
BQX/ 1 ZQY/

jossa X, X1, X, X3, Y, Y1, Y, ja Y3 ovat kukin erikseen C
tai N ja R' on lineaarinen Cq1-Cg-alkyyli, haaroittunut Cq-

Ci12-alkyyli, nitro, hydroksyyli, karboksyyli, trifluorime-



tyyli,

karboksyyliamidi,
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sulfhydryyli,

syano,

halo,

alkok-

si, esteri tai H.

Toinen edullisten fuusioituneiden rengasrakenteiden ryhmi
5 kd&dsittdd rakenteen

z N

R 1] AXK YR
10 /A
XX, Y;—vY,

jossa X4, Y4 ovat kukin erikseen C, N, O tai S, X5, Xg, Y5
Ja Yg ovat kukin erikseen C tai N sellaisten rajoitusten

15 kohteena, ettd kun X4 on S tai O, Xg:n tdytyy olla C ja kun
Y4 on S tai O, Ys:n t3ytyy olla C ja R' edelld midritetty.
Kolmas edullisten fuusioituneiden rengasrakenteiden ryhmi
kdsittdd rakenteen

20 (n) R’

/NS
Y X
N 25

L)
.
es fene oo oos
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jossa X on N, O tai S, Y on C tai N, n = 1 tai 2, ja R'
Neljds edullisten fuusioituneiden ren-
gasrakenteiden ryhmd k&dsittdd bis-heterosykloalkyyliosuu-

det, joiden rakenne on

edelld md&ritetty.

30

s

35
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x-*~x1 Y—v,

Rl

jossa X, X!, Y ja Y! ovat kukin erikseen N, O tai S ja R'
edelld m3iritetty.

e

Viides edullisten fuusioituneiden ren-
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gasrakenteiden ryhmd kasittdd heteroaryyliosuudet,
rakenne on

5 e
R'—KX /

10 tai

R'
X
éé::[ii
15
NS
Y

jossa X on C, O, S tai N, Y,

joiden

Z ja A ovat kukin erikseen C
tai N ja R' edelld mi&ritetty.
20

Kalsitoniinijohdannaisten edullinen luokka k&3sittd ne, jot-

ka on modifioitu lisddmdlli yhdistettd, jonka kaava on

§ A /31
NN

30

aese ory
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jossa X! ja Y1 ovat kukin erikseen C tai N ja R' on lineaa-

rinen Cq-Cg-alkyyli, haaroittunut Cq-Cqjz-alkyyli,

nitro,
hydroksyyli, trifluorimetyyli, karboksyyli, karboksyyliami-

di, sulfhydryyli, syano, halo, alkoksi,

.
se  Sen

< Sess
L 3

-
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esteri tai H. Eri-
tyisen edulliset t&mdn luokan j3senet kidsittdvdt ne, Jjotka
on modifioitu 1lis&&mdlld yhdisteiti:
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Toinen edullinen kalsitoniinijohdannaisten luokka k&sittisi
10 ne, jotka on modifioitu 1is&3milld yhdistettd, jonka kaava
on:
R'
At
15 IZ 2
(n)
jossa n = 1 tai 2,

X2 on N, O tai S, Y on C tai N ja R'
on edelld mddritetty. Erityisen edulliset tdmin luokan j&-

20 senet kdsittdvidt ne, jotka on modifioitu 1lisd&midllid yhdis-
tettd:
»~
25
N
R’ \
H
30

Kolmas edullinen kalsitoniinijohdannaisten luokka ki3sitt#i

ne, jotka on modifioitu lisd&mdlld yhdistettd, jonka kaava
on:

35
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jossa X3 ja Y3 ovat kukin erikseen N, O tai S ja R' on
edelld mddritetty. Erityisen edulliset tdmd@n luokan jdsenet

kdsittavdt ne, jotka on modifioitu lisddmalld yhdistetti:

Rl
5

10
Neljds edullinen kalsitoniinijohdannaisten luokka kdsittdd
ne, jotka on modifioitu lisddmidll3 yhdistettd, jonka kaava
on:
15
e
INYA
\ 1/
'
20 R

jossa Y4 on O, S tai N, X4, Z ja A ovat kukin erikseen C

ettd X4 ei ole N, kun Y4 on
O tai S ja R' on edelld mddritetty.

tai N kohteena rajoituksella,

Erityisen edulliset
tdmdn luokan jadsenet kdsittavidt ne,

jotka on modifioitu
25 1isddmdlld yhdisteitd:

H H

. o |
., gi tai \ 7/

N

Viides edullinen kalsitoniinijohdannaisten luokka k#sittidi

35 ne, jotka on modifioitu lisddmdlld yhdistettd, jonka kaava

on.
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jossa X5 on N, Yg on C tai N ja R' on edelld mdaritetty.
Erityisen edulliset tdmd3n luokan Jjdsenet kasittdvdt ne,
jotka on modifioitu lis&#&m&l113d yhdisteiti:

N
~ ~
R! tai R'
NN A
N N

Kuudes edullinen kalsitoniinijohdannaisten luokka k&sitt&3

ne, jotka on modifioitu lisddmdlld yhdistettd, jonka kaava
on:

jossa X5 on N, Yg on C tai N ja R' on edelld md&dritetty.
Edelli kuvatuista yhdisteistd ovat edullisia ne, joissa R'
on COpH tai H.

Esilld olevan keksinn®n mukaiset kalsitoniinijohdannaiset
voidaan syntetoida kiintofaasi- tai liuosfaasimenetelmilld,
joita kdytetddn konventionaalisesti peptidien syntetointiin
(katso esimerkiksi Merrifield, R.B. J. Amer. Chem. Soc. 85:
2149-2154, 1963, Birr, C. Aspects of the Merrifield Peptide
Synthesis, Springer-Verlag-Heidelberg, 1978, Carpino, L.A.
Acc. Chem. Res. 6:191-198, 1973, Kent S. B. Ann. Rev. Bio-
chem. 57:957.989, 1988, Gregg et al. Int. J. Peptide Pro-
tein. Res. 35:161-214, 1990, The Peptides, Analysis, Syn-
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thesis, Biology, Vol. 1, 2, 3, 5: Gross, E ja Meinhofer,
J. toim., Acad Press, New York, 1979, ja Stewart et al.,
Solid Phase Peptide Synthesis, 2. painos, Pierce Chem. Co.,
Rockford, 1Il, 1984, jotka sisdllytetddn tdhdn viitteeksi
kokonaisuudessaan.) Kiintofaasimenetelmin kayttd on edul-
lista. Lyhyesti sanoen N-suojattu C-terminaalinen aminohap-
potdhde kytketdan liukenemattomaan kantoaineeseen, kuten
divinyylibentseeniristikytkettyyn polystyreeniin, polyak-
ryyliamidihartsiin, piimaa/polyamidiin (pepsyn K), s#3det-
tyyn huokoslasiin, selluloosaan, polypropyleenikalvoihin,
akryylihapolla padllystettyihin polyetyleenisauvoihin ja
niiden kaltaisiin. Suojattujen aminohappojohdannaisten pe-
rakkdisid suojauksenpoisto-, neutralointi- (BOC-kemian ta-
pauksessa, vide infra) ja kytkentdjaksoja kdytetddn amino-
happojen kytkemiseen C-terminaalista aminohapposekvenssin
mukaisesti. Edullisia kiinteita kantoaineita ovat divinyy-
libentseeniristikytketyt polystyreenihartsit, joita on saa-
tavissa kaupallisesti erilaisina funktionalisoituina muo-
toina mukaan lukien kloorimetyylihartsi, hydroksimetyyli-
hartsi, para-asetamidometyylihartsi, bentshydryyliamiini-
(BHA)hartsi, p-metyylibentshydryyliamiini(MBHA)hartsi, ok-
siimihartsit, 4-alkoksibentsyylialkoholihartsi, 4-(2',4'-
dimetoksifenyyliaminometyyli)-fenoksimetyylihartsi, 2,4-
dimetoksibentshydryyliamiinihartsi ja 4-(2',4'-dimetoksi-
fenyyli-FMOC-aminometyyli)-fenoksiasetamidonorleusyyli-
MBHA-hartsi (Rink-amidi-MBHA-hartsi). BHA, MBHA ja Rink-
amidi-MBHA-hartsit ovat erityisen edullisia, koska ne saa-
vat suoraan aikaan C-terminaalisia amideja peptidiketjun
hartsista pilkkomisen jdlkeen. Erityisen edullinen esilli
olevassa keksinndssa kdytettavdksi on Rink-amidi-MBHA-hart-
si (saatavissa Nova Biochemistd, La Jollasta, Kalifornias-
ta). Aminohappojen alfa-aminoryhmdn edullinen suojaryhmi
on happolabiili t-butyylioksikarbonyyli (BOC). BOC:n suo-
jaus poistetaan kdyttdmdlli trifluorietikkahappoa (TFA)
sopivassa liuottimessa, kuten metyleenikloridissa. Saatu
TFA-suola neutraloidaan emdkselld, kuten di-isopropyyli-
etyyliamiinilla (DIEA) tai trietyyliamiinilla (Et3N). Sit-
ten siihen kytketdadn suojattu aminohappojohdannainen. Toi-

nen edullinen alfa-aminohappojen suojaryhmd on emdaslabiili
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9-fluorenyylimetoksikarbonyyli (FMOC). Amonohappojen sivu-
ketjujen funktionaalisuuksien sopivat suojaryhmdt, jotka
ovat kemiallisesti yhteensopivia BOC- ja FMOC-ryhmien kans-
sa, ovat alalla hyvin tunnettuja. Kdytettdessd FMOC-kemiaa
ovat seuraavat suojatut aminohappojohdannaiset edullisia:
FMOC-Cys(Trit), FMOC-Ser(But), FMOC-Asn(Trit), FMOC-Leu,
FMOC-Thr(Trit), FMOC-Val, FMOC-Leu, FMOC-Gly, FMOC-
Lys(Boc), FMOC-GIn(Trit), FMOC-Glu(OBut), FMOC-His(Trit),
FMOC-Tyr (But), FMOC-Arg(PMC) ja FMOC-Pro. Aminohappotdhteet
voidaan kytked kdyttamdlli erilaisia alalla tunnettuja kyt-
kentdaineita ja -kemioita, kuten suoraa kytkemistd DIC:n,
DCC:n tai BOP:n kanssa; ennalta muodostettujen symmetristen
anhydridien kautta; aktiivisten esterien, kuten pentafluo-
rifenyyliesterien, kautta; tai ennalta muodostettujen HOBt-
aktiivisten esterien kautta. HBTU:lla ([2-(1H-bentsotriat-
sol-1-yyli,1,1,3,3-tetrametyyliuroniumheksafluorifosfaat-
ti]) aktivointi hydroksibentsotriatsolin (HOBt) ldsndolles-

sa on edullista.

Kiintofaasimenetelmd voidaan suorittaa kdsin, vaikkakin
automatisoitu synteesi kaupallisesti saatavalla peptidisyn-
tetisaattorilla (esim. Applied Biosystems 413A tai sen kal-
tainen) on edullinen. Tyypillisessad synteesissd FMOC-Rink-
amidi-MBHA-hartsi kdsitelld3n 20 %:1la piperidiini3 NMP:s-
sd FMOC-ryhm@n poistamiseksi. Hartsin pesemisen NMP:113
jdlkeen ensimmdinen aminohappo (C-terminaalinen FMOC-Pro)
panostetaan hartsille kayttden HBTU/HOBt-menetelmii. ABI
FastMoc-protokollien (ABI-kdyttdjd bulletiinit 32 ja 33,
Applied Biosystems, Inc.) mukaisia perdkkdisid suojauksen-
poisto- (20 % piperidiini/NMP:114) ja kytkentdjaksoja kiy-

tetadn kokonaisen peptidisekvenssin rakentamiseen.

Ennen N-terminaalisen modifiointiryhm3n kiinnitt&mistd vah-
vistetaan peptidin identiteetti ja integriteetti esimerkik-
si poistamalla suojaus ja pilkkomalla FMOC-peptidihartsin
pieni osa Reagent K:1lla (0,75 g kiteistd fenolia, 0,25 ml
etaaniditiolia, 0,5 ml tiocanisolia, 0,5 ml deionisoitua
vettd, 10 ml TF) tai sen kaltaisella. Peptidi saostetaan

ja pestdan eetterilla, puhdistetaan kd3idnteisfaasi-HPLC:113
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ja karakterisoidaan aminohappoanalyysilld ja massaspektro-

skopialla.

Sitten kalsitoniinin aminoterminaali derivatisoidaan. Kdy-
tettdessd FMOC-kemiaa peptidihartsin N-terminaalisesta
FMOC-ryhm3std poistetaan tavallisesti suojaus 20 %:lla pi-
peridiinid DMF:ssd 20-30 minuuttia. Hartsi suodatetaan,
pestddn kauttaaltaan DMF:118 ja DCM:11d ja kuivataan. N-
terminaaliseen modifiointiin (R-ryhmien sisd&anviemiseen)
k3ytettdvdt karboksyylijohdannaiset voidaan kytked hartsi-
kytketyn peptidin N-terminaaliseen aminoryhmadn samoilla
aktivointimenetelmilld kuin mit3d kdytetddn peptidien syn-
tetoinnissa, kuten karbodi-imidivdlitteiselld kytkenndlld,
seka-anhydridilld, symmetriselld anhydridilli, ennalta muo-
dostetulla aktiivisella esterilld, asyylikloridilla, BOP-,
PyBOP- tai PyBrOP-vdlitteiselld kytkenn&lld HOBt:n kanssa
tai ilman sitd, tai niiden alalla tunnetuilla variaatioil-
la ja parannuksilla (katso esimerkiksi Coste et al., Tetra-
hedron Lett. 31: 669, 1990 ja Coste et al., Tetrahedron
Lett. 31: 205, 1990). Kytkentd voidaan tehdi kisin tai au-
tomatisoiduilla valineilld., Erityisen edullinen menetelmd
on esiaktivoida ensin karboksyylihappojohdannainen reagoit-
tamalla se HOBt:n ja DIC:n kanssa DCM:n ja DMF:n seoksessa
huoneenldmpotilassa karboksyylihappojohdannaisen HOBt-este-
rin muodostamiseksi. Sitten seos lisdtddn peptidihartsiin,
josta suojaus on poistettu, ja suspsensiota ravistetaan
huoneenl@mpétilassa. Reaktion jdlkeen tehdddn Kaiser-testi.
Sitten hartsi suodatetaan, pestddn DMF:lla ja DCM:11F ja

kuivataan.

Derivatisoitu peptidi pilkotaan hartsista ja siit3d poiste-
taan suojaus kdsittelmd@lld TFA:lla, joka sisiltd3i sopivia
puhdistavia lisdaineita. Voidaan k3yttd3 monia t&llaisia
pilkontareagensseja, kuten Reagent K:ta ja muita. Modifioi-
tu peptidi erotetaan hartsista suodattamalla ja eristetdin
eetterisaostuksella. Lisdpuhdistaminen voidaan suorittaa
konventionaalisilla menetelmilld, kuten geelisuodatus ja

kdidnteisfaasi-HPIC.
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Kalsitoniinin asemissa 1 ja 7 olevien kahden kysteiinen
v8dlinen disulfidisidos muodostetaan konventionaalisten me-
netelmien mukaisesti, kuten ilmahapetuksella tai kaliumfer-
risyanidilla tai DMSO:1lla hapettamalla (Tam et al. J. Am.
Chem. Soc. 113: 6657-6662, 1991). Erityisen edullinen me-
netelmd on DMSO:lla hapettaminen. Sen j&lkeen kun hapetus-
reaktio on pddttynyt HPLC:11d8 tai Ellmanin reagenssilla
tarkkailtuna, peptidi eristetddn ja puhdistetaan HPLC:11ld
ja sen puhtaus analysoidaan analyyttiselld@ HPLC:11l3 ja mas-

saspektrometrialla.

Erd3ni keksinn®dn kohteena saadaan aikaan multimeerisig kal-
sitoniineja. Heterosykloalkyyli- tai heterocaryyliryhmdlli
derivatisoituun kalsitoniiniin yhdistetd8n siirtymé&metallin
ioni kompleksin muodostamiseksi. T&dssd suhteessa edullisia
kalsitoniinijohdannaisia ovat ne, jotka on modifioitu 1li-
sddm&lld kaksi ketjutyppiatomia sisdltdvdd lineaarista bi-
syklistd osuutta, kuten bipyridiini- tai bipyridiinin kal-
tainen osuus. Esimerkiksi dikarboksi-bipyridiinilld deri-
vatisoitu lohen kalsitoniini muodostaa FeZ+:n kanssa 3:1-
moolisen kompleksin. Muut tdssd suhteessa kdyttdkelpoiset
metallit kidsittivit Cr3+:n, Fe3+:n, Mn2+:n, C02+:n, NiZ+:n.
Cu2+:n, Cu2+:n ja Zn2+:n. Edullinen menetelmi kompleksien
valmistamiseksi on modifioitujen kalsitoniinien titraaminen

sopivan metallisuolan vesiliuoksella.

Esilld olevan keksinn®n mukaiset kalsitoniinijohdannaiset
voivat olla farmaseuttisesti hyvd@ksyttdvien suolojen, eri-
tyisesti happoadditiosuolojen sekd orgaanisten happojen ja
mineraalihappojen suolojen, muodossa. Esimerkit tdllaisista
suoloista kdsittdvdt orgaanisten happojen, kuten muurahais-
hapon, etikkahapon, propionihapon, glykolihapon, maitoha-
pon, palorypdlehapon, oksaalihapon, meripihkahapon, omena-
hapon, rypdlehapon, sitruunahapon, bentsoehapon, salisyyli-
hapon ja niiden kaltaisten, suolat. Emdksisten aminohappo-
tihteiden happoadditiosuolat valmistetaan kdsittelem&lla
peptidi sopivalla hapolla tai mineraalilla alan ammattimie-
hen hyvin tuntemilla menetelmilld tai haluttu suola voidaan

saada suoraan lyofilisoimalla sopivasta haposta pois.
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Esilld olevan keksinndn mukaisissa yhdisteissd on hypokal-
seemista aktiivisuutta ja ne ovat kdyttdkelpoisia ihmis-
ja eldinlddketieteessd seerumin kalsiumin v3dhentdmiseen ja
luun metabolismin sddtdmiseen. Esilld olevan keksinndn mu-
kaisia yhdisteitd voidaan k3ytt3d esimerkiksi osteoporoo-
sin, Pagetin sairauden, lis&kilpirauhasen liikatoiminnan,
luunpehmenistaudin, pikkulasten itsesyntyisen liikakalsium-
verisyyden ja muiden tilojen hoidossa. Kalsitoniinijohdan-
naisia voidaan my8s kdytta3d mahaerityksen inhibointiin hoi-

dettaessa akuuttia haimatulehdusta ja maha-suolisairauksia.

Farmaseuttiset koostumukset annetaan paivasta viikkoon vi-
lein. "Tehokas mdara" tdllaista farmaseuttista koostumusta
on middrd, joka saa aikaan seerumin kalsiumin kliinisesti

merkittdvdn vdhenemisen, luun resorption inhibition, maha-
erityksen inhibition tai muun vaikutuksen. Tdllaiset mdarat
riippuvat osittain hoidettavan potilaan erityisestd tilas-
ta, idstd, painosta ja yleisestd terveydestd ja muista alan
ammattimiehelle ilmeisistd tekij®istd. Kalsitoniinijohdan-
naisten terapeuttisesti tehokkaiden annosten konsentraatio
voi vaihdella laajalti riippuen indikaatiosta ja ne ovat
alalla hyvin tunnettuja. Esimerkiksi osteoporoosin hoitoon
tarkoitetut terapeuttiset annokset ovat tavallisesti alu-
eella 50-110 kansainvdlistd yksikkdd (International Units,
I.U.). Teho arvioidaan vertaamalla hypokalseemista vaiku-
tusta rotissa standardivalmisteen tehoon ja se ilmaistaan
kansainvdlisind yksikkoind International Reference of Pre-
parationissa, jota toimittaa national Institute for Biolo-
gical Standards and Control, Holly Hill, Lontoo, kuvatusti.
Yhditeistd, joiden puoliintumisikd on parantunut merkittd-

vasti, voidaan antaa pienempind annoksina.

Kalsitoniinijohdannaiset ja niiden farmaseuttisesti hyvi3k-
syttdvat suolat formuloidaan parenteraaliseen, oraaliseen,
nasaaliseen, rektaaliseen tai trandermaaliseen antamiseen
tarkoitetun farmaseuttisesti hyvdksyttdvdn kantoaineen
kanssa konventionaalisten menetelmien mukaisesti. Formu-
loinnit voivat sisdlt3d3d lisdksi yhtad tai useampaa laimen-

ninta, t&@yteainetta, emulgointiainetta, sdilontdainetta,
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puskuria, tdyteainetta jne ja ne voidaan tehdd sellaisiin
muotoihin nesteind, jauheina, emulsioina, perdpuikkoina,
liposomeina, ihon l&pi pdadstdvind laastareina, tabletteina
jne. Alan ammattimies voi formuloida esilld@ olevan keksin-
ndn mukaisia yhdisteitd sopivalla tavalla ja hyvdksyttyjen
kaytdntdjen mukaisesti, kuten niiden kaytadntdjen mukaan,
jotka on selostettu Remington's Pharmaceutical Sciences,
Gennaro, toim., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990 (joka

sisdllytetdan t3dhadn kokonaisuudessaan viitteeksi).

Seuraavat esimerkit valaisevat keksint®3 eivatka rajoita

sitd.

Esimerkki 1

A, Lohen kalsitoniinin synteesi

Lineaarinen suojattu lohen kalsitoniini (SCT) syntetoitiin
kiintofaasimenetelmdlld Applied Biosystems, Inc.:n (Foster
City, CA) 431A-peptidisyntetoijalla kdyttden FMOC-kemiaa
ja HOBt- ja HBTU-aktivointimenetelmd&. Kdytettiin Rink-ami-
di-MBHA-hartsia (Nova Biochem, La Jolla, CA), jossa on 0,43
nM:n substituutio (580 mg). Kaikki kytkenndt olivat > 98,5
%. Synteesin lopussa hartsi pestiin kauttaaltaan NMP:113
ja CHpClj:lla ja kuivattiin. Pienestd osaa (27 mg) hartsi-
kytkettyd FMOC-SCT:td poistettiin suojaus ja se pilkottiin
10 ml:aan reagenssi K:ta 2,5 tunniksi. Hartsi suodatettiin
ja liuos haihdutettiin. J3&nnds kromatografoitiin Vydac
C.4- (2,2 x 25 cm) HPLC-pylvddssid kidyttden 0-60 ¢ B:n gra-
dienttia 40 minuuttia (liuotin A: 0,1 ¢ TFA vedessi ja liu-
otin B: 0,1 TFA asetonitriilissd) puhtaan FMOC-SCT:n saami-
seksi. Peptidin retentioaika oli 36,38 min. Peptidi karak-
terisoitiin aminohappoanalyysilld ja massaspektorometrialla
(ms 3656,33) lohen kalsitoniiniin hartsiin kytkS8ksen inte-

griteetin toteamiseksi.

B. Bipyridiinilla modifioidun kalsitoniinin (2ZP-1 tai

BP4,4.CT) valmistaminen

2,2'-bipyridiini-4,4'-dikarboksyylihappoa (0,2 mM) liuotet-
tiin 3 ml:aan 5-%:ista di-isopropyylietyleeniamiinia (DIEA)

CHpCl:ssa pulloon, joka on varustettu sekoitustangolla ja



tvee o0e

Py sea0
LY
ee @ ase sos

..

e

e
¢ eee

.
[T X T Y1

.

se

see

e

10

15

20

25

30

35

18

kuivausputkella. N-hydroksibentsotriatsolia (HOBt) (0,5 mM)
ja di-isopropyylikarbodi-imidia (DIC) (0,5 mM) lisdttiin
HOBt-diesterin muodostamiseksi, 45 minuutin sekoittamisen
jdlkeen liuos kirkastui ja muuttui heikon keltaiseksi. SCT-
hartsia (100 mg) kdsiteltiin 20-%:isella piperidiinilla
DMF:ssd N-terminaalisen suojaryhmdn poistamiseksi. SCT-
hartsi, jos suojaus oli poistettu, lisdttiin 2,2'-bipyri-
diinikarboksyylihappo-HOBt-diesteriin. Seosta pidettiin
ravistuksessa y6n ajan. Neljdn NHp-ryhman negatiivinen Kai-
ser-testi osoitti, ettd kytkeytyminen oli tdydellinen. SCT-
hartsi pestiin DMF:113 ja CHpCl:1lla.

Bipyridiinilld modifioidun SCT:n pelkistynyt muoto pilkot-
tiin hartsista reagenssilla K ja puhdistettiin kdanteisfaa-
si HPLC:1l&a. Asetonitriilin ja veden seosta, joka sisaltaa
0,1 % trifluorietikkahappoa, kdytettiin HPLC-liuottimena.
Lineaarista gradienttia (20 CH3CN/vesi 80 %:iin CH3CN/vetta
20 minuutissa) kaytettiin peptidin eluoimiseen. P3&&huippu
kerdttiin ja lyofilisoitiin. Saatu peptidi hapetettiin liu-
ottamalla ensin peptidi 1-%:iseen ammoniumbikarbonaatin
vesiliuokseen, joka sisdltdi 14 % DMSO peptidikonsentraa-
tiossa 5 mg/ml. Sen jdlkeen kun seosta oli pidetty y&n ajan
huoneenlampdtilassa, tuote eristettiin ja puhdistettiin
kddnteisfaasi-HPLC:114. Saanto oli 15 mg. Puhdistettu pep-
tidi karakterisoitiin kayttamilld massaspektroskopiaa ja
AAA:ta. FAB-MS tuotti m/e = 3660 (MH*). AAA tuotti Asx 2,20
(2), Glx 3,43 (3), Ser 4,16 (4), Gly 3,38 (3), His 0,98
(1), Arg 1,19 (1), Thr, 4,96 (5), Pro 2,24 (2), Tyr 1,21
(t), val 1,00 (1), Cys 0,86 (2), Leu 4,54 (5), Lys 2,22
(2).

Kiertodikroismispektroskopiaa kdytettiin kalsitoniinijoh-
dannaisten ja niiden Fe(II)-kompleksien konformaation tut-
kimiseen vesipuskuriliuoksessa. Bipyridiinill3 modifioitu-
jen kalsitoniinien ndenndismolekyylipaino mddritettiin gee-
lisuodatuksella ja sedimentaatiotasapainotuskokeilla
Fe(II):n l&sndollessa ja puuttuessa. Trimeeristen kalsito-
niini-Fe(II)-kompleksien muodostumisvakiot ja dissosiaatio-

mddrdt mddritettiin UV-spektroskopialla.
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C. Nikotiinihapolla modifioidun kalsitoniinin (ZP-5 tai

Nic-SCT) valmistaminen

Nikotiinihappoa (3,7 x 10~ moolia) liuotettiin muutamaan
tippaan DMF:sx, pIC:t4 (3,7 x 1075 moolia) lisdttiin sit-
ten. Seosta ravistettiin huoneenldmpdtilassa suunnilleen
kymmenen minuuttia, mink3d j3dlkeen lisdttiin SCT-hartsi,
josta suojaus on poistettu. Sitten tehtiin kytkentdreaktio
kayttdmdlld Kaiser-testid. Suspensiota ravistettiin yo&n

ajan.

Nic-SCT pilkottiin hartsista sekoittamalla reagenssiin K
(1,65 ml TFA, 0,112 ml 88-%:ista fenolia, 0,098 ml HyO:ta,
0,1 ml tioanisolia, 0,05 ml etaaniditiolia) Nic-SCT-hart-
sia. Reaktioseosta ravistettiin huoneenldmpétilassa 2,5
tuntia ja sitten seos suodatettiin hartsin poistamiseksi.
Peptidi saostettiin kylmdssd eetterissd ja kerdttiin sent-
rifugoimalla. Sakka pestiin eetterilli kolme kertaa ja sitd
kuivattiin kuivaimessa suunnilleen yksi tunti. Kuivattu
peptidi liuotettiin 0,5 ml:aan HyO:ta ja sitten se levitet-
tiin Sephadex G-15 -pylvddseen. Pylvdstd eluoitiin 5-%:i-
sella etikkahapolla. Peptidi havaittiin absorbanssilla 270
nm:ssd. Peptidid sisdltdvat fraktiot yhdistettiin ja lyofi-

lisoitiin.

Nic-SCT analysoitiin kd&nteisfaasi-HPLC:11d kdyttden Cyg-
analyyttistd pylvastd (Vydac, Hesperia, CA). HPLC:td tark-
kailtiin 270 nm:ssd. Eluantti oli asetonitriili ja vesi,
joka sisdlsi 1 % TFA. Lineaarista gradienttia, 20 & - 80 %
asetonitriilid 20 minuutissa, kdytettiin Nic-SCT:n eluoi-
miseen. PH#&huippu ( 55 % asetonitriilii) ker#ttiin ja lyo-

filisoitiin. Peptidin kokonaismd&drd oli suunnilleen 18 mg.

Nic-SCT (18 mg) hapetettiin DMSO:1la molekyylinsis3isen
disulfidiseoksen muodostamiseksi. Pelkistyneen katoamista
Nic-SCT:std seurattiin Ellmanin reagenssilla. Alkukonsen-
traatio oli 2 mg/ml puskuriliuoksessa (2 § NH4HCO3, pH
8,0), joka sisdlsi 10 ¥ DMSO. Seosta sekoitettiin y®n ajan.

Hapettuneen Nic-SCT:n HPLC:ssd oli yksi huippu ja retentio-
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aika (59 % asetonitriiliZd) oli pidempi kuin pelkistyneen
muodon (55 % asetonitriilid) retentioaika. Hapettuneen Nic-
SCT:n havaittiin olevan > 95-%:isesti puhdasta HPLC:hen

perustuen. Puhtaan peptidin kokonaismddrd oli 17 mg.

D. Pykolinyylilld modifioidun kalsitoniinin (ZP-6 tai Pic-

SCT) valmistaminen

Pic-SCT syntetoitiin menetelmdlld, joka on samanlainen kuin
Nic-SCT:n yhteydessd kuvattu. Pikoliinihappoa (3,7 x 10-5
moolia) kytkettiin SCT-hartsiin, josta suojaus oli poistet-
tu (100 mg), edelld kuvatusti. Pic-SCT:std poistettiin suo-
jaus ja se pilkottiin hartsista kdyttden reagenssia K edel-
1d kuvatusti. Pic-SCT puhdistettiin HPLC:113 k&yttden line-
aarista gradienttia 20 % - 80 % asetonitriilid 20 minuutis-
sa. P&&huippu (60 % asetonitriilid) kerdttiin ja lyofili-
soitiin. Peptidin kokonaismddrd oli suunnilleen 20 mg. Sit-
ten puhdistettu Pic-SCT hapetettiin, kuten yleisesti kuvat-
tiin Nic-SCT:n yhteydessd. Hapetetun muodon HPLC:ss& oli
vyksittdinen huippu ja retentiocaika (61 % asetonitriilid)
0li melkein sama kuin pelkistetyn muodon retentioaika. Ha-
pettuneen Pic-SCT:n havaittiin olevan 90-%:isesti puhdasta
HPLC:hen perustuen (17 mg). Pic-SCT puhdistettiin edelleen
lisdi-HPLC-ajoilla.

E. 2-pyratsinoyylilld modifioidun kalsitoniinin (ZP-7 tai

2-Pyr-SECT) valmistaminen

2-Pyr-SCT syntetoitiin menetelmd@ll&d, joka on samanlainen
kuin Nic-SCT:n yhteydessd kuvattu. 2-pyranitsiinikarboksyy-
lihappo (3,7 x 1075 moolia) kytkettiin SCT-hartsiin, josta
suojaus oli poistettu (100 mg), edellad kuvatusti. 2-Pyr-
SCT:std poistettiin suojaus ja se pilkottiin hartsista
kdyttden reagenssia K edelld kuvatusti. 2-Pyr-SCT puhdis-
tettiin HPLC:1138 kdyttden lineaarista gradienttia 20 %-
80 % asetonitriilid 20 minuutissa. Pddhuippu (59 ¢ aseto-
nitriilid) kerdttiin ja lyofilisoitiin. Peptidin kokonais-
mddrd oli suunnilleen 20 mg. Sitten puhdistettu 2-Pyr-SCT
hapetettiin, kuten yleisesti kuvattiin Nic-SCT:n yhteydes-

sd. Hapetetun muodon HPLC:ss3 oli yksittdinen huippu ja
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retentioaika (61 % asetonitriilid) oli hieman pidempi kuin
pelkistetyn muodon retentiocaika. Hapettuneen 2-Pyr-SCT:n
havaittiin olevan > 90-%:isesti puhdasta HPLC:hen perustuen
(18 mg).

F. Muiden modifioitujen kalsitoniinien valmistaminen

2,2'-bipyridiini-5,5'-dikarboksyylihapolla (ZP-2 tai BP5 5-
SCT), 4-4'-bifenyylidikarboksyylihapolla (ZP-3 tai BPhe-
SCT), isonipekotiinihapolla (ZP-8 tai isonip-SCT), DL-pipe-
koliinihapolla (ZP-9 tai pip-SCT) Jja nipekotiinihapolla
(ZP-10 tai nip-SCT) modifioidut lohen kalsitoniinit synte-
toitiin menetelmilld, jotka ovat oleellisesti samat kuin
Nic-SCT:n yhteydessd kuvataan. Yhdisteet puhdistettiin
HPLC:113 edelld kuvatusti ja testattiin jdljempand kuvatus-
ti.

Esimerkki 2
BP4,4-CT:n karakterisointi: Kyky sitoutua kalsitoniinire-

septoriin
Derivatisoidun BP4,64-CT-molekyylin kyky sitoutua kalsito-

niinireseptoriin testattiin mittamaalla molekyylin kyky
nostaa syklisen AMP:m tasoja nisdkdssoluissa ilmentden joko
rekombinanttinen ihmisen kalsitoniinireseptori tai endogee-

ninen hamsterin kalsitoniinireseptori.

Ihmisen kalsitoniinireseptori valmistettiin seuraavasti:
Plasmidia, Jjoka nimettiin pHOLLEXiksi (talletettu E. coli
-kantana XL-1 -sininen transformantti American Type Culture
Collectioniin (12301 Parklawn Dr., Rockville, Md) 1. syys-
kuuta, 1992 talletusnumerolla 60067) ja joka sisdltdid DNA-
rakenteen, joka kykenee ohjaamaan ihmisen kalsitoniinire-
septorin ilmentymistd, kaytettiin solulinjan BHK/KZ10-20-
48 (selostettu US-patenttihakemuksessa nro 07/954 804, joka
sisdllytetddn tahdn viitteeksi kokonaisuudessaan) transfek-
toimiseen. BHK/KZ10-20-48 on BHK-solulinja, joka on trans-
fektoitu plasmidilla, joka sisdltdd@ lusiferaasigeenin, jon-
ka ilmentyminen riippuu syklisen AMP:n vaste-elementistid
(CRE, joka indusoi myotdvirtaan koodaavien sekvenssien il-

mentymistd syklisen AMP:n l&sndollessa). Tdten syklisen
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AMP-reitin stimulointi esimerkiksi sitomalla ligandi kal-
sitoniinireseptoriin saa aikaan lusiferaasigeenin ilmenty-
misen. Vektoria, jossa ei ole kalsitoniinireseptoria, kdy-
tettiin solulinjan BHK/KZ10-20-48 transfektoimiseen nega-
tiivista verrokkia varten. Transfektantteja viljeltiin se-
lektiivisessd viljelyvdliaineessa (Dulbecco's Modified Eag-
le Medium (DMEM), jossa on 5 % seerumia), joka sisdaltaa
sekd 500 pg/ml G418-neomysiinida ettd 250 nM metotreksaat-

tia.

Endogeenistd hamsterin kalsitoniinireseptoria ilmentava
BHK-solulinja transfektoitiin plasmidilla KZ10-20-48 edelld
kuvatun CRE-indusoitavan lusiferaasireseptorin aikaansaami-
seksi. Transfektoituja soluja viljeltiin valikoivassa vil-
jelyvédliaineessa, joka sisdltdd sekd 500 pg/ml G418-neomy-
siinia ettd 250 nM metotreksaattia.

Kalsitoniinireseptoria ilmentdvat solut testattiin tripli-
kaattina CRE:hen kytkeytyvdn lusiferaasin vasteen lohen
kalsitoniiniin (SCT) ja derivatisoituihin kalsitoniineihin
osalta konsentraatioissa 10-123-10-6 M. Tasapohjaiset MIC-
ROLITE-pullot valmistettiin siten, ettd jokainen kolo si-
sdlsi 2 x 104 solua 100 pl:ssa valikointivdliainetta ja
soluja viljeltiin y6n ajan. SCT ja GF43 valmistettiin 2 x
lopullisessa testikonsentraatiossa 10-13.10-6 M:m saamisek-
si viljelyvdliaineessa. Induktio saatettiin alkuun poista-
malla vanha vdliaine koloista ja l1isddmdlld 100 pl tuoretta
viljelyvdliainetta ja 100 wl jompaakumpaa 2X liuosta trip-
likaattindytekoloihin. Indusoitumattomat lusiferaasitasot
mddritettiin triplikaattikoloista, joihin lis3dttiin 100 pl
DMEM, joka sisdltdd 10-%:ista fetaalisen naudan seerumia.
Levyjd inkuboitiin nelj& tuntia 37 °C:ssa, 5 % COy, lusi-
feraasin induktion sallimiseksi. Induktion jalkeen vdliai-
neet poistettiin ja kolot pestiin kerran 200 pl:lla PBS:3d3
koloa kohti. Pesun jdlkeen jokaiseen koloon lisdttiin 20
pl varastossa olevan Cell Culture Lysis Reagentin (Lusife-
rase Assay System, Promega Corp., Madison, WI) 1:5-laimen-
nosta (steriilissd vedessd) ja levyjd inkuboitiin 15 mi-
nuuttia huoneenldmpétilassa. Levyt siirrettiin Labsystems
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Luminoskan -mikrotiitteriluminometriin (Labsystems Inc.,

Morton Grove, IL), johon lisdttiin 40 wl Luciferace Assay

Substratea (Luciferace Assay System, Promega), reaktiota

sekoitettiin kolme sekuntia ja lusiferaasisignaali inte-
groitiin kahdeksi sekunniksi koloa kohti. Kunkin yhdisteen
lusiferaasin taittoinduktio laskettiin seuraavasti:

Taittoinduktio = Indusoitu signaali - Indusoimaton signaali

Indusoimaton signaali

Testien tulokset on annettu taulukossa 1.

Taulukko
Hamste- HCT ZP-1 ZP-2 ZP-3 ZP- ZP- Zp- Z7ZP-8 ZP- ZP-10
ri-CI- 5 6 7 9
resepto-
ri

5,9 73 125 341 71 98 155 106 147 152
% sCT X
EC50 103
Thmisen HCT 2ZP-1 ZP-2 7ZP-3 ZP- ZP- ZP- 2ZP-8 ZP- ZP-10
CT-re- 5 6 7 9
septori
% sCT
EC50 345 97 199 450 112 140 158 146 230 243

Ni3m3d tiedot osoittavat, ettd derivatisoiduilla kalsitonii-
neilla zZP-1, zp-2, ZP-5, 2ZP-6, ZP-7, ZP-8, ZP-9 ja ZP-10

on EC50 (puolimaksimaalinen aktiivisuus) samanlainen kuin
lohen kalsitoniinilla ja suurempi aktiivisuus kuin ihmisen
kalsitoniililla. ZP-3:n teho on samanlainen kuin ihmisen

kalsitoniinin.

Esimerkki 3

BP-CT:n vaikutukset in vivo seerumin kalsiumtasoihin

Bipyridiini-kalsitoniinin biologinen aktiivisuus in vivo
mitattiin BP4 4-CT:n kykynd alentaa hiirten seerumin kal-
siumia verrattuna lohen kalsitoniinin vaikutukseen. Kuusi
viikkoa vanhoille urospuolisille Swiss-Webster-hiirille

(12-18 grammaa) annettiin yksittdisid, ihonalaisia injek-

tioita BP4 4:83, lohen kalsitoniinia tai vdlitysainetta.
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Verindytteet seerumin kalsimin mittaamista varten ker#ttiin
orbitaalisista sinuspunkticista aikavileind 0, 1 ja 4 tun-
tia injektoinnin j&lkeen. Seerumin kalsium analysoitiin
kdyttdmdlld Dacos Excel Analyzerid (Coulter Electronics
Company, Hialeh, Fla). Yhdisteit# annettiin seuraavina an-
noksina kahdeksan hiiren ollessa siirretty umpimdhkdisesti

kukin seuraavaan ryhmdin:

Ryhmd nro Annos

1 vdlitysaine 0,9-%:inen suolaliuos
2 BP-CT 100 ng/ml

3 BP-CT 1 pg/ml

4 BP-CT 10 ng/ml

5 SCT 100 ng/ml

6 SCT 1 ug/ml

7 SCT 10 pg/ml

Kuviot 1, 2 ja 3 osoittavat, ettd ekvivalenttiset mi3rit
BP4,4-CT:td ja lohen kalsitoniinia v&hentdvdt yhtdldisesti

seerumin kalsiumtasoja annoksesta riippuvalla tavalla.

Vaikka keksinn®n joitakin suoritusmuotoja on kuvattu yksi-
tyiskohtaisesti selventdmissyistd, alan ammattimiehestd on
selvdd, ettd tdssd kuvattuja koostumuksia ja menetelmid
voidaan modifioida poikkeamatta keksinndn hengestd ja pii-
ristd. Ndin ollen keksintd rajoittuu ainoastaan oheisiin

patenttivaatimuksiin.
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Cys Gly Asn Leu Ser Thr Cys Met Leu Gly Thr Tyr Thr Gln Asp Phe

1 5

Asn Lys Phe His Thr Phe Pro Gln Thr Ala Ile Gly Val Gly Ala Pro

20 25
S

(2) SEKVENSSIN TIEDOT: SEQ ID NRO 2:
(A) PITUUS: 32 aminohappoa

(B) TYYPPI: aminohappo

(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ix) PIIRRE:

(A) NIMI/AVAIN: Modifioitu kohta

(B) SIJAINTI: 32

(D) MUUTA TIETOA: /amidoitu / huomaa

proliinitdhde on amidoitu”

"C-terminaalinen
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(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NRO 2

Cys Ser Asn Leu Ser Thr Cys Val Leu Gly Lys Leu Ser Gin Glu Leu
1 5 10 15

His Lys Leu Gln Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Gly Thr Pro
20 25 30
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Patenttivaatimukset

1. Yhdiste, joka on valittu ryhmdst3, joka koostuu

S S

R-CONH-Cys=-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu~Gly-Thr-Tyr-
Thr-Gln-Asp-Phe-Asn-Lys—~Phe-His-Thr-Phe-Pro-Gln-Thr-Ala-
Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro-NH2 o

(sekvenssi ID-numerc 1),

S S

I
- - - -val-Leu-Gly-Lys-Leu-
-CONH~-Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys G L L )
ger—Gln-élu—Leu-His—Lys—Leu-Gln—Thr—Tyr-Pro Arg-Thr-Asn
Thr—Gly—Ser—Gly-Thr—Pro—NHZ

sekvenssi ID-numero 2)

ja sen farmaseuttisesti hyvdksyttdvistid suoloista, joissa
R on subtituoitu tai substituoimaton biaryyli, joka sisdl-
td3 optionaalisesti 1 tai 2 rengastyppiatomia rengasta koh-
ti,

substituoitu tai subtituoimaton heterosykloalkyyli, joka
sisdltdd 1 tai 2 rengasheterocatomia rengasta kohti mainit-
tujen heterocatomien ollessa valittu ryhm3std, joka koostuu,
N:std, S:std ja O:sta,

substituoitu tai substituoimaton bis-heterosykloalkyyli,
joka sisdltdd 1 tai 2 hetercatomia rengasta kohti wvalittuna
ryhmdstd, joka koostuu N:std, S:std ja O:sta,

tai substituoitu tai substituoimaton heterocaryyli, joka
sisdl1ltd33 1-4 heterocatomia rengasta kohti valittuna ryhmis-

td, joka koostuu N:std, S:std ja O:sta.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste, t unnet -

t u siitd, ettd ettd R on:
R'
|

N
K\x) k\Y1

1
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jossa X1 ja Yq1 ovat itsenadisesti C tai N,

O tai S ja Y2 on C tai N,

R

jossa Y4 on O, S tai N ja X4, Z ja A ovat itsenaisesti C
tai N rajoituksella, ettd X4 ei ole N kun Y4 on O tai S,

tai

r§9 S\D R tai

—R'

Y,

X
~ )
NS

jossa X5 on N ja Y5 on C tai N,

jossa R' on lineaarinen Cq-Cg-alkyyli, haaroittunut Cq-Cq2-

alkyyli, nitro, hydroksyyli,

trifluorimetyyli,

karboksyyli,
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karboksyyliamidi, sulfhydryyli, syano, halo,

ri tai H.

3.
t

u

Patenttivaatimuksen 2 mukainen yhdiste,

siitd, ettd R on:

R'

R' R

Patenttivaatimuksen 3 mukainen yhdiste,
siitd, ettd R' on CO,H.

Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste,

siitda, ettd R on

alkoksi, este-

tunnet -

tunnet -

tunnet -
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Rl
/ \ — R /
\ // ; NS ;
N N N
5
R'
R' =
N
L}
E{ rqf;:;:j:;>ii/, t:a-i \\\[:::\ '
NS
NN N N
10
jossa R' on CO3H tai H.
6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen yvhdiste, t unne t -

15 t u siitd, ettd R on fuusioitunut rengasrakenne, joka si-
sdltdd kaksi tai kolme rengasta.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste, t unnet -

t u siitd, ettd R on valittu ryhmdstd, joka koostuu:

COOH /F-“\i
72\ 72\

7N\ N\ COOH‘C\/ﬂ
M. - =
— N=/ ;
as
‘1!I> ; N= ;
s

20

25

-
.

' amee war
se esms B ee»

s
- sen e

HOOC

AN Bfne
-
-

L

e w

Bmo asm
-
e Bue

30 7 7 N\

N N

e
-

’

.
.

e wmew
~ wen * wem ses
n -

»
Y 2 Ll ol

35

z -
! @
[WN R
Al

(™

.
“ .
-

.
..
.

.
ey
. 3

XL Y] L L
-
.



oe sese .e eede s000e ' ecee N

aece e

. LINY
.
es see

. .0
LY ® e85 * oo ese
.. .
.e .o

10

15

20

25

30

35

32

8. Kaavan R-N-CT mukainen yvhdiste, t unnettu sii-
td, ettd CT on kalsitoniini, joka on valittu ryhm3std, joka
koostuu ihmisen, lohen, ankeriaan, rotan, sian, naudan,
lampaan ja kananpojan kalsitoniineista ja niiden biologi-
sesti aktiivisista johdannaisista ja varianteista tai nii-
den farmaseuttisesti hyvdksyttdvistd suoloista, N on amidi-
kytk8s ja R on substituoitu tai substituoimaton biaryyli,
joka sisdltdd optionaalisesti 1 tai 2 rengastyppiatomia
rengasta kohti, substituoitu tai substituoimaton heterosyk-
loalkyyli, joka sisdltdd 1 tai 2 rengasheterocatomia rengas-
ta kohti mainittujen heterocatomien ollessa valittu ryhmds-
td, joka koostuu N:std, S:sta tai O:sta, substituoitu tai

substituoimaton bis-heterosykloalkyyli, joka sisdlt3dd 1 tai
2 heteroatomia rengasta kohti valittuna ryhmdstd, joka

koostuu N:std, S:std ja O:sta, tai substituoitu tai substi-
tuoimaton heteroaryyli, joka sisdltdid 1-4 heterocatomia ren-
gasta kohti valittuna ryhm&std, joka koostuu N:std, S:stid

ja O:sta.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen yhdiste, t unnet -

t u siitd, ettd ettd R on:

jossa Xq ja Y1 ovat itsendisesti C tai N,

Rl
Tz X|2
(n)

jossa n = 1 tai 2, X on N, O tai S ja ¥ on C tai N,
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jossa X3 ja Y3 ovat itsenaisesti N, O tai S,

jossa ¥Yg4 on O, S tai N ja X4,

Z/Y4 X
)

Z ja A ovat itsenaisesti C

tai N rajoituksella, ettd X4 ei ole N kun Y4 on O tai S,

tai

T
’

jossa X5 on N ja Yg on C tai N, jossa R' on lineaarinen Cq-

Cg-alkyyli, haaroittunut Cq-Cqy-alkyyli, nitro, hydroksyy-

1i,

trifluorimetyyli, karboksyyli,

hydryyli, sy

10.
t u

ano, halo,

alkoksi,

esteri tai H.

Patenttivaatimuksen 9 mukainen yhdiste,

siitd,

ettd R on:

karboksyyliamidi, sulf-

tunnet -
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\ C 7N

N /N
-z
/ R' tai R \”
R ; N NN N
\\N N

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen yhdiste, t un -

nettu siitd, ettd R' on COpH tai H.

12. Patenttivaatimuksen 8 mukainen yhdiste, t u n -
nettu siitd, ettd CT on ihmisen tai lohen kalsitonii-

ni.

13. Patenttivaatimuksen 10 mukainen yhdiste, t u n -

nettu siitd, ettd R on:
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jossa R' on CO3H tai H.

14, Patenttivaatimuksen 8 mukainen yhdiste, t unne t -
t u siitd, ettd R on fuusioitunut rengasrakenne, joka si-

sdltdd kaksi tai kolme rengasta.

15. Patenttivaatimuksen 8 mukainen yhdiste, t u n -

nettu siitd, ettd R on valittu ryhmdstd, joka koostuu:

COOH
7\ 7\ COCH 7 N 7\
— . —N N=
N N= ’

OO, O
HOOC
; N= ;
-

7\
N N

as
—N ; ’ ;
e uet
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16. Yhdiste, jolla on kaava

X - (R -N-CT-),

jossa X on siirtymdmetallin monovalenttinen, divalenttinen
tai trivalenttinen ioni, R on heterosykloalkyyli- tai hete-
roaryyliryhmd, CT on kalsitoniini, joka on valittu ryhmds-
t4, joka koostuu ihmisen, lohen, ankeriaan, rotan, sian,
naudan, lampaan ja kananpojan kalsitoniineista ja niiden
biologisesti aktiivisista johdannaisista ja varianteista,
N on amidikytk®&s ja n - 2 tai 3, ja sen farmaseuttisesti

hyvdksyttdvad suola.

17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen yhdiste, t u n -

nettu siitd, ettd X on Fel+,

18. Patenttivaatimuksen 16 mukainen yhdiste, t un -

nettu siitd, ettd n = 3.

19. Patenttivaatimuksen 16 mukainen yhdiste, t u n -
nettu siitd, ettd CT on ihmisen tai lohen kalsitonii-

ni.

20. Patenttivaatimuksen 19 mukainen yhdiste, t un -

nettu siitd, ettd R on

R
—I= R’ o
72N\
N S R
N N N N
R
R' & R' a7
1 LR
x~ N at N

jossa R' on COpH tai H.
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21. Patenttivaatimuksen 16 mukainen yhdiste, t u n -

nettu

R
R

siitd, ettd R on:

i R' o~

= N

)W
% N
€1 . /)

jossa R' on CO2H tai H.

22. Patenttivaatimuksen 16 mukainen yhdiste, t u n -

nettu

CT on ihm

siitd, ett3i X on Fel2+, R on

7N\

Rl

isen tai lohen kalsitoniini ja n = 3.

23. Patenttivaatimuksen 16 mukainen yhdiste, t u n -

nettu

siitd, ettd R on valittu ryhmidstd, joka koostuu:
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24. Patenttivaatimuksen 16 mukainen yhdiste, t un -
nettu siitd, ettd R on fuusioitunut rengasrakenne,

joka sisdltid3 kaksi tai kolme rengasta.

25. Farmaseuttinen koostumus, t unne t tu siita,
ettd se kd3sittd3d patenttivaatimuksen 8 mukaista yhdistettad

ja farmaseuttisesti hyvdksyttdavdd kantoainetta.

26. Menetelm3d potilaan seerumin kalsiumin vdhentdmiseksi,
tunnettu siitd, ettid se kasittdd tehokkaan madrdn
patenttivaatimuksen 8 mukaista yhdistettd ja farmaseutti-
sesti hyvaksyttdvdd kantoainetta sisdltdvdn farmaseuttisen

koostumuksen antamisen mainitulle potilaalle.
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Patenttivaatimukset
1.

Yhdiste, joka on valittu ryhmdstd, joka koostuu

S S

5

R-CONH-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly-Thr-Tyr-
Thr-Gln-Asp-Phe-Asn-Lys-Phe-His-Thr-Phe-Pro-Gln-Thr-Ala-
Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro-NH2

10 (sekvenssi ID-numero 1),

S S

R-CONH-Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Gly-Lys-Leu-

15 Ser-Gln-Glu-Leu-His-Lys-Leu-Gln-Thr-Tyr-Pro-Arg-Thr-Asn-
Thr-Gly-Ser-Gly-Thr-Pro-NH2
(sekvenssi ID-numero 2)

20

ja sen farmaseuttisesti hyviksyttavistd suoloista,

joissa R
on subtituoitu tai substituoimaton biaryyli,

joka sisdltaa
optionaalisesti 1 tai 2 rengastyppiatomia rengasta kohti, tai
substituoitu tai subtituoimaton bis-heterosykloalkyyli, joka

gisdltdd 1 tai 2 rengashetercatomia rengasta kohti mainittu-

jen heteroatomien ollessa valittu ryhmdstd, joka koostuu,
N:std, S:std ja O:sta.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste, tunnet tu
siitd, ettd etti R on:

30

R'

7
EERS

jossa X, ja Y, ovat itsendisesti C tai N, tai
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jossa X; ja Y; ovat itsendisesti N, O tai S,

jossa R’ on lineaarinen C;-Cg-alkyyli, haaroittunut C;-Cp-al-

kyyli, nitro, hydroksyyli, trifluorimetyyli, karboksyyli,

karboksyyliamidi, sulfhydryyli, syano, halo, alkoksi, esteri
5 tai H.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen yhdiste,

tunnet tu
siitd, ettd R on:

10 R
\ N /N /T
A ’ / N\ s
N N—
R 4
15
20
5:5.: 4.

Patenttivaatimuksen 3 mukainen yhdiste,

tunnet tu
siitd, ettd R’ on CO,H.

25 5.

o e

ese ase
.

eoe

Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste,

tunnettu
giitd, ettd R on

(Y Y
-
e

Rl

. 30 N
. N

R
jossa R’ on COH tai H.

35 6.

Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste, t unnet t u
siitd, ettd R on fuusioitunut rengasrakenne,

joka sisdltda
kaksi tai kolme rengasta.
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7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste, t unnet tu

siitd, ettd R on valittu ryhmdstd, joka koostuu:

COOH
7/ \ 7 N\
5 7 N7 N\ COORT ; ja
. N N=
=N N= ’
8. Kaavan R-N-CT mukainen vhdiste, t unnet tu siitd,

ettd CT on kalsitoniini, joka on valittu ryhmdstd, joka koos-

15 tuu ihmisen, lohen, ankeriaan, rotan, sian, naudan, lampaan

ja kananpojan kalsitoniineista ja niiden biologisesti aktii-
visigta johdannaisista ja varianteista tai niiden farmaseut-

tisesti hyvdksyttdvistd suoloista, N on amidikytkds ja R on

substituoitu tai substituoimaton biaryyli, joka sisdltdd va-

.. 20 1linnaisesti 1 tai 2 rengastyppiatomia rengasta kohti, tai
?if substituoitu tai substituoimaton bis-heterosykloalkyyli, joka
ﬁ:: sisdltdda 1 taili 2 heteroatomia rengasta kohti mainittujen he-
;25 teroatomien ollessa valittu ryhmidstd, joka koostuu N:std,
E.f S:std tai O:sta.

RERPT

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen yhdiste,

tunnettu
siitd, ettd ettd R on:

ey
. ®
.

se @ wes s
s wee

i gt
SN

.
.
*sn 09

[9%]
8]

jossa X; ja Y, ovat itsendisesti C tai N,
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30 siité,

R’

5 jossa X; ja Y; ovat itsendisesti N, O tai S,
jossa R’ on lineaarinen C;-Cg-alkyyli, haaroittunut C;-Cp-al-
kyyli, nitro, hydroksyyli, trifluorimetyyli, karboksyyli,
karboksyyliamidi, sulfhydryyli, syano, halo, alkoksi, esteri
tai H.
10
10.

Patenttivaatimuksen 9 mukainen yhdiste,
siitd, ettd R on:

. ’ £ \N / ; tai

20

tunnettu

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen yhdiste,

tunnet -
t u siitd, ettd R’ on CO,H tai H.

12. Patenttivaatimuksen 8 mukainen yhdiste,

tunnettu
ettd CT on ihmisen tai lohen kalsitoniini.

13. Patenttivaatimuksen 10 mukainen yhdiste,

tunnet -
t u siitd, ettd R on:
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Rl

Rl

jossa R’ on CO,H tai H.

Patenttivaatimuksen 8 mukainen yhdiste, t unnet tu
siitd,

ettd R on fuusioitunut rengasrakenne,

joka gisaltaa
kaksi tai kolme rengasta.

15. Patenttivaatimuksen 8 mukainen yhdiste,

tunnettau

ettd R on valittu ryhmdstd, joka koostuu:

COCH
COOH / 7N ja
7/ N\ 7 N\ . —x =
=N N= ;
16. Yhdiste, jolla on kaava
X - (R -N-CT-),
jossa X on siirtymdmetallin monovalenttinen, divalenttinen

tai trivalenttinen ioni, R on heterosykloalkyyli- tai hete-

roaryyliryhma, CT on kalsitoniini, joka on valittu ryhmadstda,
joka koostuu ihmisen, lohen, ankeriaan, rotan, sian, naudan,
lampaan ja kananpojan kalsitoniineista ja niiden biologisesti

aktiivisista johdannaisista ja varianteista, N on amidikytkds
ja n =2 tai 3, ja sen farmaseuttisesti hyvdksyttdva suola.

17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen yhdiste,

tunnet -
t u siitd, ettd X on Fez2t,
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18.

t u siitd, ettd n = 3.

19.

5 tu siita,

20.

t u siitd, ettd R on

Patenttivaatimuksen 16 mukainen yhdiste,
Patenttivaatimuksen 16 mukainen yhdiste,

Patenttivaatimuksen 19 mukainen yhdiste,

tunnet
ettd CT on ihmisen tai lohen kalsitoniini.

tunnet

10 j‘ R'@
N B
Ny R
. N N
15 R’
R' w?& e \
N
\W:;QQ/JN tai \\t;;h
20

jossa R’ on CO,H tai H.

21. Patenttivaatimuksen 16 mukainen yhdiste,

t u siitd, ettd R on:

25
Rl
- R'
77 N\
N
30 :
R'
R N/X
N
35 \Q

jossa R’ on CO,H tai H.

tunnet

tunnet
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22.
t u

CT on ihmisen tai lohen kalsitoniini ja n

23.
t u

34

Patenttivaatimuksen 16 mukainen yhdiste,

siitd, ettd X on Fe2*, R on

= 3.

Patenttivaatimuksen 16 mukainen yhdiste, t unne t

siitd, ettd R on valittu ryhmdstd, joka koostuu:
COOH -
/4
/4 \ /4 \ COOH
—_ . —N
N N= ‘

’

7N\
N N

.
’
\__< ; ;

\ 7\
.
O
N= ;
-
es
N

e

tunnet
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24, Patenttivaatimuksen 16 mukainen yhdiste, t unnet -

t u siitd, ettd R on fuusioitunut rengasrakenne, joka sisil-
tdd kaksi tai kolme rengasta.

25. Farmaseuttinen koostumus, t unne t t u siitd, etta

se kasittaa patenttivaatimuksen 8 mukaista yhdistettd ja far-
maseuttisesti hyvdksyttavdda kantoainetta.

26. Menetelmd potilaan seerumin kalsiumin vahentamiseksi,

tunnettu siitd, ettd se kdsittdd tehokkaan mddran

patenttivaatimuksen 8 mukaista yhdistettd ja farmaseuttisesti
hyvaksyttdvdd kantoainetta sisdltdvdn farmaseuttisen koostu-
muksen antamisen mainitulle potilaalle.
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