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U Sjedinjenim ameri¢kim drzavama biljezi se godi$nje priblizno 8-10 milijuna prijelom kostiju, pri ¢emu je za njih vise
od 1 milijuna potrebna hospitalizacija. Utvrdeni godisnji troskovi lije¢enja tih prijelom prelaze 20 milijardi dolara. lako
je vet 1 to znacajno, ofekuje se da Ce ti brojevi porasti zbog starenja opée populacije. Takoder, iako su neke terapije
indikativne za prevenciju gubitka kostanog tkiva sa starenjem, malo je terapija indikativnih za lijecenje kad se dogodi
prijelom. Za vecinu terapija potrebna je lokalna aplikacija, $to je nepoZeljno zbog slozenosti isporuke i slabog pristanka
pacijenta. Zbog su pozeljne dodatne metode za olakSavanje lijecenja kosti i popravak prijeloma.

Nedavno je objavljeno da povremeno lijeCenje s paratiroidnim hormonom (PTH) poboljsava lijeCenje prijelom kod
§takora kojima je izvaden ovarij, $to pokazuje da se lijeCenje s PTH mozda moze primijeniti za lijeGenje osteoporoznih
prijelom u menopauzi (H.W. Kim et al., Izvjestaj sa 43. godi$njeg sastanka Drustva za ortopedska istraZivanja, Sv. 22,
Dio 1, Sazetak, 181-31, veljaca 9-13, 1997; H.W. Kim et al., Journal of Bone and Mineral Research, Vol. 11, Dodatak 1,
str. 152, Sazetak str. 248 (august 1996)). Drugi istrazivaci su objavili da ugradnja genski aktiviranog matriksa koji
umnaza morfogenteski kostani protein-4 i/ili fragment od PTH (amino kiseline 1-34) u modelu prijeloma segmentiranog
defekta u $takora uzrokuje stvaranje nove kostane mase koja premoscuje razmak brze nego u neobradenoj kontroli,
(Jianming Fang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), Vol. 93:5753-5758 (June 1996). Takoder je objavljeno da se razni
PTH analozi mogu upotrijebiti za lijeGenje osteoporoze (U.S. patenti br. 5,556,940 i 5,559,792). Druge metode lije¢enja
prijeloma uklju¢uju humani trombocitni faktor 4 (U.S. patent br. 5,622,935), benzotiofene (U.S. patent 5,502,074) i
24,25(0H), vitamin D; (U.S. patent 5,069,905).

PTH-u srodan peptid (PTHrP), ranije poznat kao faktor koji je odgovoran za humorlanu hiperkalcemiju malignancije, je
peptid od 138-174 amino kisclina (ovisno o altcrnativnom ispreplitanju) koji sc veze na PTH/PTHrP rceeptor. N-
terminalna sekvenca PTHrP-a od 34 amino kiseline ima ograni¢enu sekvencnu homologiju s PTH, ali u nekim
sluCajevima pokazuje jednako djelovanje kao PTH. Medutim, PTHrP je opcenito slabiji i slabiji ko$tani anabolik od
PTH i nije bio povezan s lije¢enjem prijeloma. Sekvenca u hPTHrP (1-34) je slijedeca:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile

1 5 10 15
Gln Asp Leu Arg Arg Arg Phe Phe Leu His His Leu Ile Ala Glu
20 25 30

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

Bilo je obznanjeno nekoliko skrac¢enih homologa i analoga od PTHrP-a. Analozi, u kojima su ostaci amino kiselina 22-
31 u PTHrP(1-34) zamijenjeni s amfipatskom a-uzvojnicom (U.S. patent br. 5,589,452 1 WO 97/07815) i srodni derivati,
bili su opisani kao korisni za lijecenje osteoporoze. (B.H. Vickery et al., J. Bone & Mineral Research, 11 (12):1943-
1996); D. Leaffer et al., Endocrinology, 136(8):3624-3631 (1995)). Pokazalo se je da se monociklicki i1 bicikli¢ki
analozi od PTHrP (1-34) i PTHrP (7-34) jako vezu na PTH receptor i stimuliraju (ili antagoniziraju) djelovanje adenil
ciklaze stimulirano s PTH u stanicama koje su sliéne osteoblastima (Michael Chorev et al., Biochemistry, 36:3293-3299
(1997) 1 WO 96/40193).

U jednom aspektu, izumom su date metode za lijecenje kosti i popravak prijeloma koje ukljuéuju davanje ucinkovite
koli¢ine polipeptidnog analoga paratiroidnom hormonu srodnog peptida (PTHrP) i njegovih soli pacijentu kojem u to
potrebno, u kojem polipeptidu ostaci amino kiselina 22-31 oblikuju amfipatsku a-uzvojnicu, prednosno sastavljen od
hidrofilnih amino kiselina (Haa) i lipofilnih amino kiselina (Laa) rasporedenih u sekvencu:

Haa (Laa Laa Haa Haa), Laa; ili upotreba takovih spojeva za proizvodnju lijeka za lijeCenje takovih poremecaja.

Kad se primjerne izvedbe ove amfipatske uzvojnice ugrade u PTHrP sekvencu, posebno u N-terminalno skraceni oblik
humanog PTHrP (ostaci 1-32 pa sve do 1-38), dobiveni polipeptidi su u¢inkoviti u lije¢enju kosti i popravku prijeloma.
Sistemsko davanje je prednosni na¢in isporuke polipeptida.

Kratki opis prilozenih slika:

Slika 1 prikazuje tjednu radiografsku gustocu segmentiranog defekta kosti u modelu frakture na Stakoru kroz pet
tjedana lijeCenja s PTHrP analozima B ili C u usporedbi s kontrolom. Vidi se, da je nakon 4 tjedna rast kosti
kod ozlijedenih Zivotinja lijeCenih s PTHrP analozima bio ve¢i nego u kontrolnim skupinama. PTHrP analozi B
i C su(MAP_0)**?'Ala®hPTHIP(1-34)NH, i (MAP _;0)***'His**hPTHrP(1-34)NH,.

Slika 2 prikazuje radiografski omjer gustoce segmentirane kosti prema kontralateralnom femuru (kontrola) u modelu
prijeloma segmentiranog defekta na Stakoru nakon 6 tjedana lijecenja s kontrolom ili PTHrP analozima B ili C.
U usporedbi s kontrolno lijeenim Stakorima, Stakori lije¢eni s PTHrP analozima B 1 C imali su povecanu
gustocu kosti.
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Slika 3 prikazuje radiografe visoke rezolucije koStanih defekata u modelu prijeloma segmentiranog defekta na
§takorima nakon 6 tjedana kontrolnog lijedenja (3A) ili lijeCenja s PTHrP analogom C (3B). Radiograf
pokazuje da kontrolni defekt ostaje nesraséen, dok se je defekt lije¢en s PTHrP analogom C izlijecio.

Slike 4A 14B  pokazuju lijecenje intramembranoznog kostanog defekta kod $takora nakon lije¢enja s PTHrP analogom
D, (MAP,_0)***'hPTHrP(1-34)NH;, s dvije razlidite doze.

Slika 5 prikazuje omjer sra§fivanja postignut u modelu lije¢enja frakture, koje je bilo usporeno uvodenjem
kortikosteroida, s PTHrP analogom D, (MAP.;5)*>” 'hPTHrP(1-34)NH,.

U nastavku je dat opis izuma s vise pojedinosti.

Jednoslovne i troslovne kratice raznih op¢ih nukleotidnih baza i amino kiselina u skladu su s preporukama datim u Pure
Appl. Chem. 31:639-645 (1972) 140:277-290 (1974). Ako nije navedeno drugacije, kao D ili D,L, kratice predstavljaju
L amino kiseline. Odredene amino kiseline, prirodne i sinteticke, su akiralne, npr. glicin. Sve peptidne sekvence
prikazane su s N terminalnom amino kiselinom na lijevoj i C terminalnom amino kiselinom na desnoj strani.

Podrazumijeva se, da obje vrste amino kiselina, tj. prirodne i neprirodne amino kiseline mogu biti prisutne u PTHrP
analozima koji se upotrebljavaju u ovom izumu. Primjeri neprirodnih amino kiseline i njihove kratice ukljucuju
homoserin (hSer), homoserin lakton (hSerlac), homocistein (Hey), homoarginin (hArg), homocitrulin (Hei), penicilamin
(Pen), N-a-metilarginin (N-MeArg), norleucin (Nle), norvalin (Nval), norizoleucin (Nlle), N-metil-izoleucin (N-Melle),
fenilglicin (PhG), t-butilglicin (Tle), hidroksiprolin (Hyp), 3,4-dehidroprolin (A-Pro), piroglutamin (Pyr,Glp), ornitin
(Orn), 1-aminoizomasla¢na kiselina (1-Aib), 2-aminoizomasla¢na kiselina (2-Aib), 2-aminomaslacna kiselina (2-Abu),
4-aminomasla¢na kiselina (4-Abu), 2,4-diaminomasla¢na kiselina (A2bu), a-amino-suberinska kiselina (Asu), albicin
(Abz), B-cikloheksil-alanin (Cha), 3-(1-naftil)alanin (1-Nal), 3-(2-naftil)-alanin (2-Nal), citrulin (Cit), pipekolinska
kiselina (Pip), 4-klorfenilalanin (4-CIPhe), 4-fluorfenilalanin (4-Fphe), sarkozin (Sar) i 1-aminopropankarboksilna
kiselina (1-NCPC). Obje vrste, tj. prirodne i neprirodne amino kiseline su komercijalno dostupne od tvrtki kao $to je
Nova Biochem (San Diego, Ca, USA) i Bachem (Torrance, CA, USA).

Analozi PTHrP polipcptida opisani su s obzirom na njihovo odstupanjc od izvornc sckvence u hPTHrP. Kratica
(MAP_j) odnosi se na posebnu, dolje prikazanu, amfipatsku sekvencu uzvojnice,

Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu (sekv. br.2)

tj. sekvencu MAP koja sadrZi deset ostataka amino kiselina.

Stoga se, dakle, sekvenca oznacena s

(MAP,_,0)**'hPTHrP(1-34) odnosi na 1-34 N-terminalni ostatak u polipeptidu hPTHrP u kojem je segment izmedu
ostataka 22 i 31 zamijenjenim s MAP sekvencom. Unutar MAP sekvence mogu se oznaciti i dodatne promjene. Tako se,
npr.

(MAP o) 'His**hPTHrP(1-34) odnosi na 1-34 N-terminalni ostatak u hPTHrP u kojem je segment izmedu ostataka
22 i 31 zamijenjenim sa sekvencom MAP u kojoj se histidin nalazi na poloZaju 26 (umjesto lizina koji bi se tu nalazio u
standardnoj sekvenci MAP).

Sli¢no su oznagene i dodatne promjene u odnosu prema prirodno nastaloj sekvenci. (MAP;.0)*>'Pro™hPTHrP(1-32)
odnosi na 1-32 N-terminalni ostatak u hPTHrP u kojem se sekvenca MAP nalazi na polozajima 22-31 1 s prolinom (koji
zamjenjuje prirodno nastali histidin) na poloZaju 32.

(MAP_0)***'D-Orn**laktam-hPTH1P (1-34) odnosi na 1-34 N-tcrminalni ostatak u hPTHrP u kojem sc sckvenca MAP
nalazi na polozajima 22-31 i ornitin je na poloZaju 34 s laktamom oblikovanim izmedu amino skupine ornitinskog
boénog lanca i karboksi zavrsetka.

(MAP,_10)">”'hSer’*hPTH1P(1-34)Thr His Ile Gln NH, odnosi na 1-34 N-terminalni ostatak u hPTHrP u kojem se
sekvenca MAP nalazi na polozajima 22-31, homoserinom je na poloZaju 34, s dodatnom sekvencom Thr His lle GIn na
poloZajima 35-38 i s karboksi zavrSetkom koji je primarni amid.

Polipeptidi sa cilikziranim vezama izmedu ostataka amino kiselina oznafeni su dva povezana ostatka stavljena u
zagradu 1 ispred njih je slovo "c". Opcenito, veze izmedu dva ostatka nastaju izmedu funkcionalnih skupina bo¢nog
lanca, tipi¢no kao amidne ili esterske veze. Stoga se dakle (MAP,_0)**"'c[Lys",Asp'" |hPTHrP(1-34)hSer’* lakton
odnosi na 1-34 N-terminalni ostatak u hPTHrP u kojem je segment izmedu ostataka 22-31 zamijenjen sa sekvencom
MAP, amino boc¢ni lanac lizina na poloZaju 13 cikliziran je s karboksilnom skupinom bo¢nog lanca aspartata na
polozaju 17 i dodatno ima homoserin na polozaju 34 s laktonom oblikovanim izmedu hidroksilnog bo¢nog lanca
homoserina i karboksilnog zavrietka. Sli¢no, (MAP,_)"*"'c[Lys",Asp'" |hPTHrP(1-34) odnosi na 1-34 N-terminalni
ostatak u hPTHrP u kojem je segment izmedu ostataka 22-31 zamijenjen sa sekvencom MAP, a amino bo¢ni lanac
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lizina na polozaju 13 cikliziran je s karboksilnom supinom bo¢nog lanca aspartata na polozaju 17.

"Hidrofilna amino kiselina (Haa)" odnosi se na amino kiselinu koja, pored skupine potrebne za tvorbu peptidne veze,
ima najmanje jednu hidrofilnu funkcionalnu skupinu, kao arginin, asparagin, aspartanska kiselina, glutaminska kiselina,
glutamin, histidin, lizin, serin, treonin i njihovi homolozi.

"Lipofilna amino kiselina (Laa)" odnosi se na aliftsku ili aromatsku amino kiselinu bez naboja, kao §to su izoleucin,
leucin, metionin, fenilalanin, triptofan, tirozin, valin i njihovi homolozi.

U okviru ovog izuma alanin je klasificiran kao "amfifilnan", tj. on moZe djelovati hidrofilno ili lipofilno.

"Polipeptidni analog od PTHrP" odnosi se na polipeptid koji ima u struci prihvacene supstitucije, brisanja ili umetke u
odnosu prema PTHrP, ili je uglavhom homologan s PTHtP, tako da analog ima isto fiziolo§ko djelovanje.

"Fiziologki aktivan skrac¢eni PTHrP analog" odnosi se na polipeptid sa sekvencom koja sadrzi manje od cjelovitog
komplementa amino kiselina nadenih u PTHrP koji, medutim, uzrokuje istu fiziolo§ku reakciju. Za izazivanje istih
fizioloskih reakcija, skrac¢eni PTHrP analozi ne moraju biti potpuno homologni s PTHrP. Tipi¢no, skraceni analozi se
skracuju od C zavrSetka 1 imaju raspon od 30 do 40 ostataka, pri ¢emu su prednosni PTHrP(1-32), PTHrP(1-34) 1
PTH1P(1-38), ali ne predstavljaju isklju¢ivo tu skupinu. Opcenito, analozi nose konzervativne supstitucije amino
kiselina u skladu s parametrima prihvac¢enim u struci kako je dolje opisano.

Pojam "uglavnom homologan", kad se odnosi na polipeptide, znaci da doti¢ni polipeptid pokazuje najmanje priblizno
80%-tnu homologiju, uobicajeno priblizno 90%-tnu homologiju, a prednosno 95%-tnu homologiju s navedenim
polipeptidom. Homologija polipeptida mjeri se tipicno pomocu racunalnog programa za analizu sekvenci (vidi npr.
Sequence Analysis Software Package tvrtke Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center,
1710 University Avenue, Madison, Wisconsin 53705 USA).

"Amfipatska a-uzvojnica" odnosi se na sekundarnu strukturu koju imaju odredeni polipeptidi i u kojima amino kiseline
poprimaju konfiguraciju a-uzvojnice koja ima suprotne polarne i nepolarne strane usmjerene po uzduznoj osi uzvojnice.
Stru¢njaci mogu konstruirati amfipatske sekvence uzvojnice. Posebne amfipatske sekvence uzvojnice prikladne za
upotrebu prema metodi ovog izuma opisane su s vise pojedinosti u U.S. patentu br. 5,589,452 ili WO 97/07815.

PredloZeni izum temelji se na otkri¢u da su odredeni PTHrP analozi, koji sadrZe amfipatsku a-uzvojnicu na polozajima
22-31, u¢inkoviti u lije¢enju kosti i popravku prijeloma. Amfipatska o-uzvojnica je sastavljena od hidrofilnih amino
kiselina (Haa) i lipofilnih amino kiselina (Laa) poredanih u sekvencu:

Haa (Laa Laa Haa Laa), lLaa

Kad sc primjernce izvedbe ove amfipatske uzvojnice ugrade u PTHrP sckvencu, poscbno u N-terminalno skraéeni oblik
humanog PTHrP (ostaci 1-32 pa sve do 1-38), dobiveni polipeptidi su uéinkoviti u lijeéenju kosti i popravku prijeloma.
Za razliku od PTH, PTHrP ili njihovih analoga koji nemaju taj amfipatski segment uzvojnice, analozi koji se ovdje
upotrebljavaju ne uzrokuju hiperkalcemiju. K tome, ovi analozi induciraju mnogo brzi rast kosti nego PTH ili PTHrP.

Podrazumijeva se, da pored toga §to sadrze amfipatsku uzvojnicu izmedu polozaja 22 i 31, u sekvenci PTHrP-a izvan
tog podru¢ja moze se uliniti mno$tvo supstitucija, brisanja i umetanja amino kiselina, sve dok je ofuvana
trodimenzionalna struktura polipeptida. Tipi¢ne varijacije sekvenci u PTH ili u PTHrP, koje zadrzavaju fiziolosko
djelovanje dobivenih analoga, obznanjene su u U.S. patentnima br. 5,599,792, 5,556,940, 5,607,915 1 5,589,452 iu WO
91/06564, WO 94/02510, WO 95/11697, WO 96/40193 1 WO 97/07815. Dodatne promjene, za koje bi strué¢njak mogao
predvidati da zadrzavaju fiziolosko djelovanje, mogu se uciniti postupcima modeliranja strukture proteina koji su
prihvaéeni u struci. Tipiéne metodologije za izvedbu takovih inaéica opisali su, izmedu ostalog, I. Ladunga i R.F. Smith
u Protein Eng. 3:187-196 (1997) i M.J. Thompson i R.A. Goldstein u Proteins, 1:28-37 (1996).

Supstitucijske inacice su one u kojima je najmanje jedna amino kiselina odstranjena iz izvorne sekvence, a na njeno
mjesto na istom poloZaju ugradena je drugaéija amino kiselina. Te supstitucije mogu biti jednostruke, gdje se zamjenjuje
samo jednu amino kiselinu, ili viSestruke gdje se zamjenjuju dvije ili vise amino kiselina u istoj molekuli. Opcéenito se
predvida da ¢e biti dopustene sve konzervativne supstitucije. Zbog toga se predvida da ¢e analog koji odgovara
supstituciji jedne hidrofilne amino kiseline s drugom hidrofilnom amino kiselinom ili hidrofobne kiseline s drugom
hidrofobnom kiselinom zadrzati slicna svojstava u lijeCenju frakture kao i njegov prekurzor. Supstitucije takoder
uklju¢uju PTHrP analoge u kojima jc C tcrminalni ostatak prisutan kao amid. Dodatnc supstitucijc sc mogu uéiniti na
osnovi amino kiselina koje imaju ili nemaju naboja. Za daljnje olakSavanje supstitucija, svaka od tih skupina moZe se
dalje podijeliti u podskupine.
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Amino kiseline s nabojem:

Kiseli ostaci: aspartinska kiselina, glutaminska kiselina, 2-amino suberinska kiselina.
Bazi¢ni ostaci: lizin, arginin, histidin, ornitin. Amino Kiseline bez naboja:

Hidrofilni ostaci: serin, treonin, asparagin, glutamin, metionin.

Alifatski ostaci: glicin, alanin, valin, leucin, norleucin, izoleucin.

Nepolarni ostaci: cistein, homocistein, metionin, prolin.

Aromatski ostaci: fenilalanin, tirozin, triptofan, histidin.

Alternativno, supstitucije amino kiselina mogu se temeljiti na nacelu bioizosterizna. Takove bioizosteriéne supstitucije
tipiéno minimiraju sve prekidne konformacijske ucinke koji moze stvoriti nasumi¢na supstitucija. Postupak
pretrazivanja alanina moZe se primijeniti za identifikaciju polozaja gdje se ofekuje izostericku supstituciju da se
osiguraju inacice koje zadrzavaju fiziolosko djelovanje. (Vidi, npr. K.H. Pearce Jr., M.H. Ultsch, R.F. Kelly, A M. de
Vos i J.A. Wells, Biochemistry, 35 (32): 10300-10307 (1996) i B. Li, J.Y. Tom, D Oare, R. Yen, W.J. Fairbrother, J.A.
Wells 1 B.C. Cunningham, Science, 270, 1657-1660 (1995)). Tipi¢ne izostericke amino kiseline navedene su u dolnjoj
tablici:

Amino kiselina Izostericka amino kiselina
Ala Ser, Gly
Glu Gln, Asp
Gln Asn, Glu
Asp Asn, Glu
Asn Ala, Asp
Leu Met, Ile
Gly Pro, Ala
Lys Met, Arg
Ser Thr, Ala
Val Ile, Thr
Arg Lys, Met, Asn
Thr Ser, Val
Pro Gly
Tle Met, Leu, Val
Met Ile, Leu
Phe Tyr
Tyr Phe
Cys Ser, Ala
Trp Phe,

His Asn, Gln

Inacice brisanja su one u kojima je iz izvorne sekvence amino kisclina odstranjena jedna ili vi§e amino kiselina.
Redovito, u inaCicama brisanja u doticnom podrué¢ju molekule uklonjena je jedna ili dvije amino kiseline. Prikladno je
da se brisanja vr8e na kraju sekvence, posebno na karboksi zavrietku. Dakle, iako su prednosni fragmenti PTHrP(1-34),
sekvence koje su dalje skrac¢ene na karboksilnom kraju takoder su u¢inkovite u lijeéenje kosti.

Promjene s umetanjem ili dodavanjem su one u kojima je amino kiselina umetnuta neposredno susjedno do amino
kiseline u doti¢nom polozaju izvorne sekvence. Neposredno susjedno do amino kiseline znadi povezano ili na o-
karboksi ili na a-amino skupinu amino kiseline. Promjene dodavanjem ili umetanjem takoder se mogu prikladno izvrsiti
na krajevima sekvenci, i opet najprikladnije na karboksi zavrSetku.

Od gore navedenih modifikacija izvorne sekvence, prednosne su supstitucije, adicije i brisanja na karboksi kraju.

Polipeptidni PTHrP analozi, koji se mogu upotrijebiti za lijecenje prijeloma, kako su ovdje opisani, opcenito su opisani
u U.S. patentnu br. 5,589,452 1 WO 97/07815. Dodatni analozi ukljuc¢uju ciklicke analoge N terminalnog hPTHrP(1-32),
hPTHrP(1-34) i hPTHrP (1-38), koji sadrze sekvencu MAP izmedu poloZaja 22 i 31 1 prema potrebi imaju ostatke na
poloZajima 13 i 17 1/ili 26 i 30 povezane preko njihovih funkcionalnih skupina bo¢nog lanca. Stru¢njak ¢e uociti da se
moze izvrsiti mno§tvo supstitucija na polozajima 13 i 17 koje ¢e omoguéiti ciklizaciju izmedu ta dva polozaja.

PTH1P analozi bilo koje vrste sisavaca, npr. ljudski, govedi, svinjski ili ze¢ji mogu se upotrijebiti u ovom izumu, pri
¢emu se prednost daje humanom PTHrP. Struénjak ¢e priznati da su inalice supstitucije, brisanja i umetanja dolje

navedenih prednosnih izvedbi, u skladu s gore opisanim i u struci prihvacenim, nacelima takoder obuhvacene smislom
izuma.

Prednosne izvedbe uklju¢uju upotrebu hPTHrP(1-34) analoga s MAP sekvencom na polozajima 22-31, posebno one

5
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koje na polozaju 26 imaju amino kiselinu s pozitivnim nabojem, npr. lizin. Specifiéne izvedbe unutar tog razreda jesu:

(MAP,_10)"*'hPTHrP(1-34) NH,

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser IleGln Asp Leu Arg
Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr Ala NH, (SEQ ID

NO:3)
i
(MAP,_,0)***'His**hPTHrP(1-34) NH, }
Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser IleGln Asp Leu Arg

Arg Arg Glu Leu Leu Glu His Leu Leu Glu Lys Leu His Thr Ala NH, (SEQID

NO:4).

Druge prednosne izvedbe uklju¢uju upotrebu hPTHrP(1-34) analoga s MAP sekvencom na polozajima 22-31 koji
dodatno sadrze mono- ili bicikli¢ku strukturu nastalu ciklizacijom izmedu funkcionalnih skupina bo¢nog lanca ostataka
amino kiselina, posebno izmedu ostataka 13 i 17 ili izmedu ostataka 26 i 30. Funkcionalne skupine bo¢nog lanca jesu
tipi¢no amino, hidroksi ili karboksilne skupine i do ciklizacije dolazi tvorbom amidne ili esterske veze. Ostaci s amino
funkcionalnom skupinom na bo¢nom lancu uklju¢uju lizin ili ornitin. Ostaci s karboksilnom funkcionalnom skupinom
na bo¢nom lancu ukljucuju aspartinsku kiselinu i glutaminsku kiselinu. Specifi¢ne izvedbe unutar tog razreda ukljucuju:
(MAP,_0)"*'¢[Lys"”,Asp” |nPTHrP(1-34) hSer**lactone

[ !
Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln Asp Leu Arg
Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr hSerlac (SEQ ID
NO:5)
i
(MAP,_0)***'¢[Lys"*, Asp' ThPTHrP(1-34) NH,

r ]
Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Ly_s Gly Lys Ser Ile Gln Asp Leu Arg
Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr Ala NH, (SEQ ID
NO:8).

Drugi hPTHrP analozi, koji sc mogu upotrijcbiti prema ovom izumu, jesu N-terminalne sckvence s 30 do 50 ostataka,
ponajprije s 1-32, 1-33, 1-34, 1-35, 1-36, 1-36 i 1-38 koje sadrze MAP sekvencu na ostacima 22-31 i prema potrebi
imaju jednu ili viSe supstitucija u polozaju 5, 13, 17, 19, 26, 30, 32 ili 34. Specifiéne izvedbe unutar tog razreda
ukljuéuju:

(MAP ), 'le’hPTHrP(1-34) NH,

Ala Val Ser Glu Ile Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser IleGln Asp Leu Arg

Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr Ala NH, (SEQ ID

NO:D),
(MAP,_10)”>*'Ala’hPTHrP(1-34) NH,

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

(MAP_0)***'Pro*hPTHrP(1-32) NH,
Ala Val Ser Glu Ile Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln Asp Leu Ala

Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu Pro NH, (SEQ ID NO:9),
(MAP,.10)*>*'D-Orn**lactam hPTHrP (1-34)

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser lleGln Asp Leu Arg
Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr D-Orn

lactam(SEQ ID NO:10),
(MAP,_;0)"'hPTHrP (1-34) A2bu’*lactam
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Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser IleGln Asp Leu Arg
Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr AZbu lactam(SEQ

IDNO:11)

1
(MAP,_10)***'hScr’*PTHrP(1-34)THIQ NH,

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser IleGln Asp Leu Arg
Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr hSer Thr His Ile
Gln NH, (SEQ ID NO 12).

Opcenito, svi polipeptidi koji uglavnom homologni s ovdjc opisanim spcceifi¢nim izvedbama mogu sc upotrijebiti po
metodama prema izumu. Uobi¢ajeno, polipeptidi upotrijebljeni u predlozenom izumu homologni s ovdje obznanjenim
specifiénim izvedbama najmanje pribl. 50%, prednosno vise od pribl. 80% i jo§ bolje vise od pribl. 90%, a najbolje
najmanje pribl. 95%. Duljina polipeptidnih sekvenci usporedenih zbog homologije opéenito je najmanje pribl. 20 amino
kiselina, uobi¢ajeno najmanje pribl. 24 ostatka, tipi¢no najmanje pribl. 30 ostataka, a prednosno izmedu 32 i 40
ostataka.

Spojevi upotrijebljeni u predlozenom izumu mogu se proizvesti metodama opisanim u U.S. patentnu br. 5,589,452, WO
96/40193 1 WO 97/07815. Spojevi se opcenito proizvode sintezom na krutoj fazi, sintezom u otopini i rekombinantnim
metodama koje se provode kloniranjem i ekspresijom gena koji kodira za doti¢ni polipeptid, koje su sve poznate
stru¢njacima. Sinteze na krutoj fazi imaju prednost kod skracenih PTHrP homologa od Cetrdeset ili manje amino
kiselina. Analozi sa cikliziranim bo¢nim lancima opcenito se proizvode spajanjem potpuno zasticenog polipeptida na
smolu, odstranjivanjem zastitnih skupina i provedbom ciklizacije s odgovaraju¢im sredstvom za povezivanje, kao §to je
benzotriazol-1-iloksi-tris-(pirolidino)fosfonijev heksafluorfosfat (PyBOP) neposredno prije oslobadanja polipeptida sa
smole.

Ovdje obznanjene metode lijecenja mogu se primijeniti za lijecenje prijeloma kostiju i osteotomija, ukljuciv oboje,
spojene 1 nespojene prijelome. Tipovi prijeloma koji se mogu lijeiti pomo¢u metoda ovog izuma ukljucuju oboje,
traumatske i osteoporozne frakture, npr. frakture kuka, uskog dijela bedrene kosti, zgloba, kraljeznjaka, kraljeZnice,
rebara, prsne kosti, grkljana i traheje, radius/lakta, cjevanice, zglobne aSice, klju¢ne kosti, zdjelice, nadlaktice” nizeg
dijela noge, prstiju ruku i nogu, lica i gleznja. Ostale upotrebe ukljucuju olakSavanje srad¢ivanja, npr. sra$¢ivanja
kraljeznice, gleznja i stopala, lakta, kuka i artredoze kuka, koljena i ramena. Ovdje opisano lije¢enje s PTHrP analozima
je takoder indikativno zajedno s artroplati¢énim postupcima (ukljuciv reviziju artroplastije) kuka, koljena, ramena/lakta
itd. LijeCenje kosti moze se takoder pospjeSiti kod drugih kirur$kih zahvata, kao S§to je kirurgija lubanje i
maksilofacijalna kirurgija, dentalna kirurgija i bunionektomija. Pokazalo se je da PTHtP analozi ubrzavaju lijeCenje
endokrondralne kosti (primjeri 1 1 2) koje se odvija preko stvaranja hrskavice, kao 1 intramembranozne kosti (primjer 3)
za koju nije potrebna intermedijarna tvorba hrskavice. Lijecenje intramembranozne kosti se prakti¢ki moze primijeniti u
slu¢ajevima gdje je lije¢enje frakture usporeno, npr. kod dijabetesa, pusaca, staraca, anemi¢nih pacijenata i pacijenata
podvrgnutim kortikosteroidima (posebno kod kroni¢nih glukokortikoida), kroni¢nog NSAID-a ili imunosupresivne
terapije.

Pojedina¢no doziranje PTHrP analoga, potrebno za olakSavanje lijeCenja prijeloma prema ovom izumu, ovisit ¢e o
ozbiljnosti stanja, nacinu davanja i sliénim faktorima, o kojima ¢e odluciti nadleZni lije¢nik. Tipi¢no, doziranje se krece
u podruéju od pribl. 0,01 do 10 pg/kg tjelesne tezine dnevno, prednosno od pribl. 0,1 do pribl. 0,5 pg/kg tjclesne tezine
dnevno. Za osobu tesku 50 kg dnevna doza aktivnog sastojka je od pribl. 0,5 do pribl. 100 pg, prednosno od pribl. 5 do
pribl. 10 pg. Ovo doziranje se moze dati u uobi¢ajenom farmaceutskom sastavu u jednostrukoj dozi ili se moze dati u
viSe navrata ili putem kontroliranog oslobadanja, ako se potrebno posti¢i najuc¢inkovitije rezultate. Doziranje se
nastavlja sve dok je medicinski indikativno, $to ovisi o ozbiljnosti povrede i moZe trajati od nekoliko tjedana do
nekoliko mjeseci.

Za razliku od sadasnjih dostupnih metoda za lije¢enje prijeloma, PTHrP analozi se mogu dati sistemski. Tipiéni rezimi
davanja ukljucuju oralno, parenteralno (ukljuéiv subkutano, intramuskularno i intravensko), rektalno, bukalno (ukljuéiv
ispod jezika), transdermalno, pluéno i intranazalno. Tipiéni sistemi za pluéno i respiratorno davanje su opisani u U.S.
patentnu br. 5,607,915. Nazalno davanje PTHrP analoga opisano je u WO 97/07815. U metode lije¢enja prema ovom
izumu takoder je ukljuc¢eno sistemsko davanje PTHrP analoga zajedno s lokalnim lije¢enjem sa sekundarnim sredstvom
za lijeCenje kosti. Tipi¢na sredstva za takovo loklano davanje ukljuc¢uju kostane morfogenetske proteine (BMP-2 i BMP-
7), osteogenske proteine (OP-1), faktore rasta kao TGF-P i citokine kao IFN-B. Ta se sredstva tipi¢no daju lokalno u
razli¢itim nosa¢ima kao §to je hidroksi apatit 1/ili kalcijev karbonat i amilopektin. Sistemsko davanje PTHrP analoga
moze se takoder kombinirati s drugim metodama lijeenja prijelom, kao §to je mehanicka ili biofizicka stimulacija, npr.
elektri¢na ili ultrazvuéna stimulacija.
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PTHrP analozi daju se tipi¢no kao farmaceutski sastavi u mjesavini s farmaceutski prihvatljivim, netoksiénim nosa¢em.
Kako je gore spomenuto, takovi sastavi se mogu pripraviti za parenteralno (subkutano, intramuskularno ili intravensko)
davanje, posebno u obliku tekuéih otopina ili suspenzija; za oralno ili bukalno davanje, posebno u obliku tableta ili
kapsula; za intranazalno davanje, posebno u obliku praska, nazalnih kapljica ili aerosola; i za rektalno ili transdermalno
davanje.

Tekuée formulacije za parenteralno davanje kao pomoéne tvari mogu sadrzavati sterilnu vodu ili otopinu soli, alkilen
glikole kao propilen glikol, polialkilen glikole kao polietilen glikol, vlja biljnog podrijetla, hidrogenirane naftalene i
sliéno. U njima se mogu upotrijebiti slabo kiseli puferi u pH podru¢ju od pribl. 4 do pribl. 6. Prikladni puferi ukljucuju
acetat, askorbat 1 citrat u rasponu koncentracija od pribl. 5 mM do pribl. 50 mM. Za oralno davanje formulaciju se moze
pojacati dodatkom gorke soli ili acilkarnitina. Formulacije za nazalno davanje mogu biti krute i mogu sadrZavati
pomocne tvari na primjer laktozu ili dekstran, ili to mogu biti vodene ili uljne otopine koje se upotrebljavaju u obliku
nazalnih kapljica ili odmjernog spreja. Pojedinacne nazalne formulacije ukljucuju suhi prah prikladan za uobi¢ajene
inhalatore za suhi prah (DPI), tekuce otopine ili suspenzije prikladne za umagljivanje i formulacije s potisnim sredstvom
prikladne za upotrebu u odmjernim dozama inhalatora (MDI). Za bukalno davanje tipiéne pomoc¢ne tvari ukljucéuju
$ecere, kalcijev stearat, magnezijev stearat, prethodno Zelatinirani $krob i sli¢no.

Kog formulacije za nazalno davanje, apsorpciju kroz sluznicu nosne membrane moZze se poboljsati pomocu povrinski
aktivnih kiselina kao §to je, na primjer, glikoholna kiselina, holna kiselina, tauroholna kiselina, etoholna kiselina,
dczoksiholna kisclina, kenodczoksiholna kisclina, dchidroholna kisclina, glikodczoksiholna kisclina, ciklodckstrini i
sli¢no, koli¢inom u rasponu izmedu pribl. 0,2 i 15 masenih postotaka, ponajprije izmedu pribl. 0,5 i 4 mas. %, najbolje
pribl. 2 mas. %.

Davanje spojeva prema izumu subjektu tijekom produljenog vremenskog perioda, na primjer tijekom perioda od jednog
tjedna do jedne godine, moZe se izvrSiti pomocu jednostrukog davanja sistemom za kontrolirano oslobadanje koji sadrzi
dovoljno aktivnog sastojka za Zeljeni period oslobadanja. U tu svrthu mogu se upotrijebiti razni sistemi kontroliranog
oslobadanja, kao $to su monoliti¢ke kapsule ili tip kapsula sa spremnikom, depot implantati, osmotske pumpice, vrecice,
micele, liposomi, transdermalni flasteri, iontoforetski uredaji i drugaciji oblici doziranja koji se mogu ubrizgati.
Lokalizacija na stranu na kojoj se Zeli isporuditi aktivnu tvar je dodatni oblik nekih uredaja za kontrolirano oslobadanje,
koji se mogu pokazati korisnim u lije¢enju odredenih poremecaja.

PRIMJERI

Referentni primjeri

Formulacija za tablete
Slijedei sastojci se temeljito pomijesaju i ispresaju u -jednostruko zarezane tablete.

Koli¢ina
Sastojak Tableta, mg
Spoj prema izumu 400
kukuruzni $krob 50
kroskarmeloza natrij 25
laktoza 120
magnezijev stearat 5

Formulacija za kapsule
Slijedeci sastojci se temeljito pomijes$aju i pune u kapsule od tvrde Zelatine.

Koli¢ina
Sastojak Kapsula, mg
Spoj prema izumu 200
laktoza suSena rasprsivanjem 148
magnezijev stearat 2
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Formulacija za suspenziju
Slijedeci sastojci se pomijesaju tako da se dobije suspenzije za oralno davanje.

Sastojak Koli¢ina
$poj prema izumu 1.0g
fumarna kiselina 05g
natrijev klorid 20g
metil paraben 0,15¢g
propil paraben 0,05 ¢
granulirani $ecer 255¢
sorbitol (70%-tna otopina) 12,85 ¢g
Veegum K (Vanderbilt Co.) 1,0g
zadini 0,035 ml
bojila 0,5 mg
destilirana voda q.s. do 100 ml

Injekceijske otopine
Slijedeci sastojci se pomijeSaju tako da se dobije injekcijsku formulaciju.

Sastojak Koli¢ina

Spoj prema izumu 02¢g

puferska otopina natrijevog acetata 0,4M,2,0mlL

HC1 (IN) ili NaOH (1N) q.s. do odgovaraju¢eg pH
destilirana voda g.s. do 20 ml

Nazalna formulacija
Slijedeci sastojci se pomijesaju tako da se dobije suspenziju za nazalno davanje.

Sastojak Koli¢ina
PTHrP analog 20 mg/ml
limunska kiselina 0,2 mg/ml
natrijev citrat 2.6 mg/ml
benzalkonijev klorid 0,2 mg/ml
sorbitol 35 mg/ml
natrijev tauroholat ili glikoholat 10 mg/ml
Primjer 1

Lije¢enje defekata segmentiranog prijeloma s PTHrP analozima

Da bi se pokazalo da PTHrP analozi olakSavaju lijeenje kosti i popravak frakture primijenjen je modificirani model
segmentnog femoralnog defekta na stakoru (T.A. Einhorn et al., J. Bone Joint, 66:274-279 (1984)).

Odrasli muzjaci $takora Sprague-Dawley tezine pribl. 300 grama drZani su na laboratorijskoj dijeti Rodent 5001 (PMI
Teeds, St. Luis, MO, USA) s vodom bez ograni¢enja. 12 sati prije kirur§kog zahvata svi $takori su primali samo vodu.
Prije zahvata Zivotinje su anestezirane s IP injekcijom ketamina (80 mg/kg) i ksilazina (5 mg/kg). Za profilaksu protiv
infekcije data je intramuskularno jednostruka doza prokain penicilina.

Primijenjen je lateralni pristup femuru i uzduz prednjeg korteksa femura uévr§cena je probusena plocica od polietilena
visoke gustoce. Tijekom tog stavljanja obilato oguljen periosteum femura. U srednjem dijelu femura napravljen je
segmenti defekt nekriti¢ne veli¢ine od 1 mm. Rana je zatvorena s najlonom i kromnim $avovima.

Postoperativno, §takori su stavljeni u kaveze s pristupom pilulama hrane 48 sati nakon operativnog zahvata. Zivotinje su
promatrane najmanje jednom dnevno i zivotinje koje su pokazivale bilo kakove znakove bolesti su ispitane 1 prema
potrebi data im je odgovarajuca terapija.

Stakori su podijeljeni u skupine prikazane u tablici 1 i dat im je kontroni vehikl (otopina soli) ili PTHrP analog, kao je
ovdje opisan, subkutano dnevno pocevsi prvog dana nakon operacije. Radiograficke analize radene su tjedno. Zivotinje
su zrtvovane nakon 6 tjedana i usporedene radiografski.

Unmireni Stakori stavljeni su portbuse pri ¢emu im je straznji bio ud zakrenut prema van. Svaki tjedan, poc¢evsi od prvog
tjedna nakon opreacije, napravljen je niz radiografa svakog femura (uklju¢iv femur i kontralateralni femur). U svaki
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radiograf zbog bazdarenja je uklju¢en aluminijski fantomski uredaj s poznatim vrijednostima gustoce. Svaki radiograf je
stavljen na transluminacijsku plo¢u i snimljen s digitalnom kamerom Kodak DCS 420. Te slike su zatim prenesene u
IBM kompatibilno radunalo Gateway 2000 i digitalizirane pomocu radunalnog programa (Sigma Scan®) za analizu
slika. Nacrtan je obris defekta i prosje¢na gustoc¢a u podrucju osteonomije izmjerena je u lije¢enim Zivotinjama i
usporedena s kontrolnim zivotinjama. Slika 1 prikazuje povecanje gustoc¢e kosti na mjestu osteotomije u lijeCenih
zivotinja u usporedbi s kontrolnim Zivotinjama u tjednim intervalima kroz prvih pet tjedana lijecenja. Prosjec¢na gustoca
ostetomije takoder je usporedena s prosje¢nom gusto¢om kontralateralnog femura za svaki tjedan oCitavanja. Slika 2
prikazuje radiograci¢ki omjer gustote nakon 6 tjedana. Usporedba tih gustoca kosti pokazuje da PTHrP analozi imaju
ucinak lije¢enja kosti. Nakon zrtvovanja (6 tjedana) femuri (eksperimentalni i kontrolni) su izvadeni iz mekog tkiva. U
lateralnoj ravnini uzeti su sitno zrnati radiogrami. Osteotomija se je smatrala srad¢enom kad je neprekinuta oko§tanost
femura bila ve¢a od 25% promjera popre¢nog presjeka defekta. Usporedba femura kod lije¢enih Zivotinja s kontrolnim
Zivotinjama pokazuje da PTHrP analozi ubrzavaju lijeCenje kosti i popravak prijeloma. Slika 3 prikazuje tipican
radiograf kontrolnih (slika 1A) i lijeCenih (slika 1B) Zivotinja.

Tablica 1 v

Skupina Spoj Davanje Broj Zivotinja Zrtvovanje nakon
1 kontrola subkutano 10 6 tjedana

2 PTHrP analog B subkutano 10 6 tjiedana

3 PTHTrP analog C subkutano 10 6 tjiedana

Primjer 2

Lije¢enje kosti s PTHrP analozima u modelu defekta zatvorenog prijeloma

Primijenjen je model zatvorenog prijeloma po Bonnarens/Einhornu (F. Bonnarens i T.A. Einhorn, J. Orthopaedic
Research, 2:97-101 (1984)). Stakori su upotrijebljeni kao u primjeru 1. U tom modelu intramedularna $ipka stavljena je
retrogradno kroz distalni femur pristupom preko srediS$njeg oslonca. Zatim je artrotomija zatvorena $avom koji se ne
moze resorbirati i intramedularna Sipka je stavljena na mjesto. Zatim je, na uobi¢ajen na¢in, pomocu stezne naprave u tri
tocke, napravljen zatvoren popreéni prijelom. Zivotinje su promatrane i analiza radiografa ué¢injena je kao u primjeru 1.
U ovom modelu, kod lije¢enih Zivotinja usporedenih s kontrolnim Zivotinjama, PTHrP analozi ubrzavaju lije¢enje kosti
i popravak prijeloma.

Primjer 3

Intramembranozno lije¢enje kosti s PTHrP analozima

Zeéevima su bili pod opéom anestezijom i podvrgnuti kirur§kom zahvati kojim su napravljena ¢etiri povriinska defekta,
po jedan u svakom distalnom femuru i po jedan u svakoj proksimalnoj cjevanici. Bo¢ni rez nakon kirur§kog zahvata,
veli¢ine pribl. 3 cm, ucinjen je tako da otkriva distalnu lateralnu femoralnu kondilu. Kost blizu spoja u koljenu otkrivena
je ispod pokosnice i probusena je rupica od 5 mm, pri ¢emu se je ostrica svrdla hladila stalnim kvaSenjem. Rana je
zalijevana s normalnom otopinom soli. Duboko tkivo je zatvoreno s neprekinutim 3-0 trajnim $avom i zatim
zatvaranjem subtikularnog sloja s neprekinutim 3-0 najlonskim Savom i tri do Cetiri puta s prekinutim $avom od
nerdajuéeg ¢elika. Drugi rez od 3 cm udinjen je iznad sredine proksimalne cjevanice i rupica od 5 mm probusena je u
proksimalnoj medijalnoj cjevanici. Rana je zatvorena kako je prethodno opisano. Ovaj postupak ponovljen je na
kontralateralnom limbu.

Zalihe otopina PTHrP analoga C,

(MAP,_0)"*'His**hPTHrP(1-34) NH,, i PTHrP analoga D,

(MAP,_0)"*'hPTHrP(1-34)NH,, koncentracije 800 pg/ml, pripravljene su sterilnom filtracijom kroz filter od 0,22
mikrona i neposredno prije davanja razrijedene su s vehiklom na 20 pg/ml i na 100 pg/ml. Vehikl je bio 30 mg/ml
manitola, 30 mg/ml saharoze, 0,12 mg/ml Tweena™ 80, 0,17 mg/ml octene kiseline i 2,33 mg/ml natrijevog acetat
trihidrata. PTHrP analozi dati su kirur$ki obradenim zivotinjama potkoZnom injekcijom koli¢inom od 2 ng/kg/dnevno ili
10 pg/ml dnevno.

Tijekom prouc¢avanja Zivotinje su svaki tjedan snimane pomoc¢u X zraka. Denzitometrijska mjerenja provedena su
pomocu transiluminacijskog pretraznog urcdaja i radunalnog programa MctaMorf™ (Universal Imaging, West Chester,
PA). Radiografi nizih ekstremiteta napravljeni su u unutarnjoj i vanjskoj rotaciji desetog i dvadesetprvog dana nakon
operacije. Zivotinje su rtvovane tridesetog dana nakon operacije. Na kraju proucavanja Zivotinje su usmréene
prekomjernom dozom pentabarbitola, tkivo je skinuto s lijevog i desnog femura, a goljenice su analizirane pomocu X
zraka 1 histoloskom analizom.

Zivotinje lije¢ene s PTHrP analogom C i D pokazale su ubrzano stvaranje intramembranozne kosti u usporedbi sa
zivotinjama koje su lijeene s vehiklom. Rezultati za PTHrP analog D prikazani su na slikama 4A i 4B za femur i
cjevanicu. Dvadesetprvog dana izlje€enje nije bilo potpuno za femoralni, niti za defekt cjevanice kod kontrolno lijeenih
zivotinja, dok je 40% femoralnih i defekata cjevanice bilo izlije¢eno u skupini koja je primila nisku dozu. Istovremeno,
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75% defekata goljenice i 50% femoralnih defekata izlijeceno je u skupini visoke doze. Nakon Zrtvovanja, radiogratska
analiza potvrdila je pobolj$ano lijeéenje kod Zivotinja lije¢enih s PTHrP analozima, pri ¢emu je vise od 85% defekata
goljenice kod visoke doze bilo ispunjeno s mineraliziranim tkivom, dok je manje od 10% kontrolnih defekata goljenice
bilo ispunjeno kod Zrtvovanih kontrolnih Zivotinja (p<0,01). Sli¢no, znacajno veci postotak popunjenosti bio je kod
femoralnih defekata lijecenih s PTHrP nego kod kontrolno lijeCenih femoralnih defekata (p<0,01).

Primjer 4

Poboljsano lijeéenje kosti u modelu osteotomije lakatne kosti

Svrha ovog pokusa bila je pokazati da PTHrP analozi mogu povecati biomehanic¢ku ¢vrstoéu (I dio) 1 kinetiku lijecenja
(IT dio) u kontekstu sistemske terapije s kortikosteroidima u modelu osteotomije na ze¢evima.

U svim pokusima kori$teni su odrasli muzjaci zeCeva New Zeland White. U 1 dijelu deset zeCeva je podijeljeno u dvije
jednake skupine, a u II dijelu jednako je podijeljeno dvadeset zeceva. Defekti velicine, koja nije bila kriticna (1 mm),
napravljeni su bilateralno na svakom zecu. Dva mjeseca prije kirurSkog zahvata, pa sve do $est tjedana nakon operacije,
svi zeCevi su dobivali potkozne injekeije prednisona (0,15 mg/kg) u sterilnoj vodi (eksperimentalna skupina) ili sterilnu
otopinu soli (kontrolna skupina). Po¢evsi od prvog dana nakon operacije, pokusna skupina je primala dnevno potkoZne
injekcije PTHrP analoga D (0,01 mg/kg), dok je kontrolna skupina primala injekcije normalne otopine soli. U I dijelu
Zivotinje su Zrtvovane Sest tjedana nakon stvaranja osteotomije. U II dijelu Zivotinje su Zrtvovane kad je radiografski
spoj dosegao obje strane, ili u sluc¢aju nesras¢ivanjam deset tjedana nakon operacije.

u objc skupinc pokusa, radioloski intcnzitct 1 podrucje izljcenja analizirano je svaki drugi tjicdan poéevsi dva tjcdna (I
dio) ili ¢etiri tjedna (II dio) nakon operacije. Napravljeni su nizovi radiografa prednjeg limba i digitalizirani, a podrucje
kosti kvantificirano je pomoc¢u ra¢unalnog programa za analizu slike (Sigma Scan Pro). Fotodenzitometrija je koriStena
za kvantifikaciju sadrzaja minerala u novo nastaloj kosti na stranama osteopatije i u nastalom kalusu. Nakon Zrtvovanja
napravljeni su faksitronski radiografi visoke rezolucije za obadva limba u anteroposteriornoj i lateralnoj ravnini, koja
omogucuje analizu dimenzija i veli¢ine kalusa prijeloma.

Rezultati (I dio)

Za Sest tjedana srad¢ivanje limba je postignuto u devet od deset zivotinja lije¢enih s PTHrP analogom D, dok su kod
kontrolnih Zivotinja lijeCenih s vehiklom postignuta sra¢ivanja samo kod dvije od deset zivotinja. Ti rezultati su
prikazani na slici 5. Nakon Sest tjedana anteroposterorni i lateralni faksitroni otkrili su znacajno vece intenzitete na
stranama osteotomije lije¢enih u usporedbi s kontrolnim limbovima. Sli¢no, intenzitet proksimalnih i distalnih lakatnih
diafiza bili su znac¢ajno vec¢i kod lijecenih limbova. Lateralno, intenzitet vanjskih kalusa takoder je bio veti kod lijeCenih
limbova. Biomehanicki, torziona ¢vrstoca lije¢enih limbova bila je znacajno ve¢a nego kod kontrolnih limbova lije¢enih
vehiklom i to kako izrazena ¢vrstoc¢om, tako takoder i prema maksimalnoj torziji. Rezultati (II dio)

Nakon 4 tjedna lijeceni limbovi pokazali su vec¢i radiograficki intenzitet nego kontrolni limbovi na strani osteopatije
(p<0,01) kao i u vanjskom kalusu i lakatnim diafizama. Podrucja srascenih kalusa lijecenih limbova bila su veca
(p<0,05) 1 tu je opazen trend koji je pokazivao da se je smanjivala veli¢ina strane osteotomije. Nakon Sest tjedana,
radiografija in vivo pokazala je trend povefanog intenziteta na strani osteotomije lije¢enih limbova u usporedbi s
kontrolnim limbovima, iako nikakve razlike nisu opazenc u intenzitetu ili podrucju kalusa. Radiografski, svi limbovi
lije¢eni s PTHrP analogom bili su obradeni kao sra$¢eni i sve su te Zivotinje Zrtvovane nakon 6 tjedana. Nakon 8 tjedana
¢etiri dodatna limba (dvije Zivotinje) dosegle su radiografsko spajanje i bile su Zzrtvovane. Nakon 10 tjedana Zrtvovane
su preostale Zivotinje, jer su ti limbovi pokazali da nema progresije $to se tice lije¢enja po isteku perioda od 4 tjedna i
stoga su bili klasificirani kao nesra$¢eni. Limbovi lije¢eni s PTHrP analogom pokazali su ve¢i radiografski intenzitet na
strani osteotomije (p<0,05) kao 1 na lakatnoj diafizi i podrucju oziljka. Podrucje osteotimije bilo je znacajno manje u
limbovima lije¢enim s PTHrP analogom nego u kontrolnim limbovima lije¢enim s vehiklom. Stoga dakle u ovom
modelu usporenog lije¢enja induciranog s kortikosteroidom, lije¢enje s PTHrP analogom ima za posljedicu potpuno
sra§éivanje 7a 6 tjedana, dok nakon 10 tjedana 75% nelije¢enih limbova ne pokazuje nikakvu tendenciju sra§éivanja.

PATENTNI ZAHTJEVI

1. Metoda za lijeCenje kostiju i popravak prijelom, naznacen time, da uklju¢uju davanje ucéinkovite koli¢ine
polipeptidnog analoga paratiroidnom hormonu srodnog peptida (PTHrP) i njegovih soli pacijentu kojem je to
potrebno, u kojem polipeptidu ostaci amino kiselina.22-31 oblikuju amfipatsku a-uzvojnicu.

2. Upotreba polipeptidnog analoga paratiroidnom hormonu srodnog peptida (PTHrP) i njegovih soli u, pri ¢emu ostaci

amino kiselina 22-31 spomenutog PTHrP analoga oblikuju amfipatsku a-uzvojnicu, naznacena time, da se on

koristi za proizvodnju lijeka za lijeCenje kostiju 1 popravak prijeloma.

Metoda prema zahtjevu 1 ili upotreba prema zahtjevu 2, naznacena time, da se PTHrP analog daje nazalno.

4. Metoda prema zahtjevu 1 ili upotreba prema zahtjevu 2, naznaéena time, da nadalje ukljucuje lokalnu aplikaciju
drugog sredstva na frakturu za lijecenje kosti.

(98]
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Metoda prema zahtjevu 1 ili upotreba prema zahtjevu 2, naznafema time, da se radi o prijelomu u
intramembranoznoj kosti.

Metoda prema zahtjevu 1 ili upotreba prema zahtjevu 2, naznacena time, da se PTHrP analog daje sistemski.
Metoda prema bilo kojem zahtjevu od 1 ili 3 do 6 ili upotreba prema zahtjevu 2 ili bilo kojem zahtjevu 3 do 6,
naznacena time, da je amfipatska a-uzvojnica

Glu Leu Leu Glu Xaa Leu Leu Glu Lys Leu

pri ¢emu Xaa je ostatak amino kiseline s pozitivnim nabojem.
Metoda ili upotreba prema zahtjevu 7, naznacena time, da Xaa je lizin ili histidin.
Metoda ili upotreba prema zahtjevu 8, naznacena time, da je PTHrP analog

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser IleGln Asp Leu
Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr Ala NH
(SEQ ID NO:3) ‘
ili
Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser IleGin Asp Leu
Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu His Leu Leu Glu Lyys Leu His Thr Ala NH, (SEQ
ID NO:4).

Metoda ili upotreba prema zahtjevu 7, naznacena time, da PTHrP analog ima najmanje dva ostatka amino kiselina
medusobno povezane preko njihovih bo¢nih lanaca.

Mctoda ili upotrcba prema zahtjcvu 10, naznacena time, da sc povczani ostaci amino kisclina nalaze u polozajima
131 17 ili u polozajima 26 1 30.

Metoda ili upotreba prema zahtjevu 11, naznadena time, da je ostatak amino kiseline u polozaju 17 aspartinska
kiselina.

Metoda ili upotreba prema zahtjevu 12, nazna¢ena time, da PTHrP analozi jesu

I l
Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln Asp Leu

Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr hSerlac (SEQ
ID NO:5)

ili

f 1
Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln Asp Leu

Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr Ala NH,
(SEQ ID NO:6).

Metoda prema bilo kojem zahtjevu od 1 ili 3 do 6 ili upotreba prema zahtjevu 2 ili bilo kojem zahtjevu od 3 do 6,
naznacena time, da je PTHrP analog N-terminalno skrac¢eni analog od 30 do 50 ostataka amino kiselina
proizvoljno supstituiranih na polozajima 5, 13, 17, 19, 26, 30, 32 i/ili 34.

Metoda ili upotreba prema zahtjevu 14, naznacena time, da je PTHrP analog:

Ala Val Ser Glu Ile GIn Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser IleGln 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 [le Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln 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 [le Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile 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 Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser IleGln Asp Leu Arg
Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr D-Om
lactam(SEQ ID NO:10),

12



HR P20000109A

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser IleGln Asp Leu Arg
Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr hSer lactam(SEQ
ID NO:11)
ili
Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser IleGln Asp Leu Arg
Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His Thr hSer Thr His Ile
Gln NH, (SEQ ID NO 12).

SAZETAK

Predlozenim izumom date su metode za lijeCenje kostiju i popravak prijeloma koje ukljucuju davanje ucinkovite
koli¢ine polipeptidnog analoga paratiroidnom hormonu srodnog peptida (PTHrP) i njegovih soli pacijentu kojem je to

10 potrebno, u kojem polipeptidu ostaci amino kiselina 22-31 oblikuju amfipatsku o-uzvojnicu, ili upotrebu takovih
polipeptida za pripravljanje lijeka za lije¢enje kostiju i popravak prijeloma.
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