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Zplsob pfipravy syntetickych polypeptido-
vych analogli parathyreidniho hormonu nebo
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zbytky /22-31/ tvofi amfipatickou alfa-$rou-
bovici, pfi kterém se a/ nezavisle syntetizuji
prekursorové peptidové fragmenty polypepti-
du roztokovou technikou v pevné fazi, b/
kondenzuji se takové fragmenty navzdjem k
vytvoieni poZadovaného polypeptidového pro-
duktu a ¢/ odstranuji se skupiny chranici
aminokyselinu. Produkty jsou vhodné pro
oSetfovani osteoporosy.




KN

e .

01-1550-97-Ha

Zpisob pripravy syntetického polypeptidového analogu parathy-

roidnfho hormonu nebo =z parathyroidniho hormonu odvozeného
- .

pept.idu a farmaceutickt?n pvost?edﬂ‘; ktery tyto peptidy obsa-

huje

Oblast, techniky

- Vyndlez se tykd zpisobu pF{pravy analogd-parathyroidnfho
hormonu a peptidu p%ibuéného parathyroidnimu hormonu, které

jsou uZite&néd pro oZetPovini osteoporosy.

Dosavadni stav techniky

Osteoporosa je nejb&%n&js{ formou meltabolického onemoc-
nén{ kostf{ a projevuje se stadiem =lomenin v disledku ztraty
kostn{ hmoty (osteopenie). Jakkoliv se osteoporosa mi¥%e vysky-
tovat jako sekunddrn{ p¥i &etnych nemocech, je 90 % vSech pi{-
padid idiopatickd. U postmenopauzilnich 2Zen je =zvli%tn{ nebez-
pel{ pro idiopatickou osteoporosu (osteoporosa postﬁenopauzél?
n{ nebo typu I). Dal%f velkym seskupenim nebezpe&f pro idiopa-
tickou osteoporosu je strénut{ obou pohlavi (seniln{ osteopo-
rosa typu II). Osteoporosa mﬁée také souvisel. s uZividnin kor-
Likosteroidi, se =znehybn&nfm nebo s prodlouZenym setrvavanim
na l1dZku, s alkohcolismem, s diabetes, s gonadotoxickou chemo-
terapif, s hyperprolaktinemif, s anorexn{ nervozou, s primirni
a se sekunddrnf{ amenorrhea .a se stavem po chirurgickém odejmu-

ti vajiéniki.

Z riznych formem osteoporosy dochiz{ nejdast&ji ke =zlome-
nindm kost{, kiteré jsou vysledkem ztrity kostni hmoty a2 do
stupné& mechanického zéslabenf. Postmenopauzdln{ osteoporosa je
qharakterizovéna ‘zlomeninami =24pé&st{ a pitefe, =zatimco zlome-

niny stehenniho kr&ku se =daj{ byt dominantnimi zlomeninami
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v pripad& senilni{ osteoporosy.-

Mechamismus, kterym se kost =trdci{ pri osteoporose, je
pravdépodobné nerovnovidha procesu, kterym se kostra sama obno-
vuje. Tento proces se ozna&uje jako prestavba kosti. Dochaz{

k nému v Fadsd odd&lenych mist aktivity. Tato mista aktivity se

spot.dnn& objevujif v kostni matrici na daném povrchu kosti ja-

koZto mista kostnf resorpce. Osteoclasty (buitky rozpoustdji{ci

nebo resorbujici kost) jsou zodpovédné za resgorpci Sasti kosti

‘v - obecné& konstantnf  mi{rfe. Proces resorpce -je nisledovin vy- -

skyt.em osteoblastd (bufiky vytvadrejici kost), které vypliujf

nové kostn{ dutiny =zanechané osteoclasty.

V p¥ipad® =dravych dospélych jedined je mira, kterou>se
vytvirej! osteoclasty a osteoblasty takova, Ze vytvareni a re-
sorpce kosti Jjsou v rovnovize. V p¥ipads osteoporosy dochdz=1
k nerovnovize v prestavbhd kositi, co2 vede ke zitritd kosti veét-
&1 rychlosti, neZ kterou se kost vytLvari. Jakkoliv k této ne-
rovnovaze dochdz{ u vétEiny jedinci pri jejich starnutf, je
mnohem =4va®2ndj¥f{ a prichazi{ v mladsim vEku v p¥fipadd posime-

nopauzilin{ osteoporosy nebo po chirurgickém odejmutf{ vaj&nika.

Adachi-a kol. (Seminars in Arthritis and Rheumatism, 22:
6, str. 375 a2 384, éerven 19§3) uvadéj{, =Ze pres cetnd kon-
fliktni ﬂdafe, t¥ykajic{ se pathofysiolagie kortikosteroidem'
navozené osteoporosy, je obecnd shoda, Ze dochdz{ k ré]ativni-
mu_'poklesu vyLvéﬁeni kosLi a k relativnimu ,erﬁstu resorce
kosti. Ztrdta kositi, kterd vede ke =zlomenindm a osteonekrosa
jsou Sastym disledkem kortikosteroidni terapie. Je zfejné&, Ze
ke ztradté kosti dochd={ rych]eji v prvnich 6 a2 12 mé&sficich
kort. ikosteroidni terapie. Jevi se také dzky v=ztah mezi rych-
lost{ =ztraty kosti a dAvkou kortikosteroidu. MuZi jsou stejné
citlivi na piscben{ kostikesteroidi. 2ji&Lé&ny vyskyt zlomenin
a osteonekrosy je 30 a% 50 %.




Byly &etné snahy o%el¥ovat osteoporosu s cilem bud zpo-
malit dalé(lztrétu kosti nebo, c¢oZ je vice Z&douci{, dosihnout
&islého vzristu kostn{ hmoty. Zd4 se, Ze urditid &inidla, na-
pi{klad estrogen a bisfosfondly =pomaluj{ dals{ ztritu kostinf

hmoty p¥i osteoporose. Cinidla, kterd =zpomalujf ztritu kostnf

hmoty v diisledku r(zného Lrvan{ resorpce a vytvafen{ kosti se
mohou jevit jako podporujfci vylva¥en{ kostnf hmoty (¥4&dové o
3 az 7 %). Tento zdanlivy vzrist je vSak %asovd omezen, neni

progresivni a je zplsobem poklesem "prostoru prestavby kosti”.

~ Krom& toho v dasledku t&sného vztahu mezi resorpc{ a vytvare-

nim kosti, ofet¥enf branic{ resorpci kosti také brani vytvire-

ni kosti.

Bylo navrZzeno oSet¥ovdn{ parathyroidnim hormonem (PTH),

které by m&lo vést ke varistu obnovy kosti a k pozitivnfi rov-:

novdze vapniku. Av3ak klinické zkouZky na 1lidech ukézaly, 2e
nedochdz{ k %4dnému vzristu tramcovité kosti piri poklesu kor-
tikdin{ kosti, takZe nedochdz{ k 24dnému &istému pFirustku
kostn{ hmoty. '

Hefti a kol. (Clinical Science 62, str. 389 a% 396, 1982)
dvédéji, Z2e denn{ subkutann{ ddvky bud bPTH{1-84) nebo hﬁTH(i-
34) =zvy3uji celkovy vdpnik v L&le a hmotnost popela jednotli-
vych kosti jak u normdlnich tak u osteoporetickych dospé&lych

krysich samic.

Liu a kol. (J. Bone Miner. Res. 6, 10, str. 1071 a% 1080,
1991) uv4dsif, %e odejmutf vajednikd dospslym krys{m samicim
navozuje 47% ztritu tLramcovité kosti v proximilni ristové &Sis-
ti holeni kosti, spojenou s vyraznym varistem po¢tu osteoblas-
td a trdmcovitych osteoclastli. Denn{ subkutann{ vsi¥ikovani
hPTH(1-34) dokonale obraci =ztridtu trdmcovité kosti a vede
k vySZimu vzristu trémcovité kosti neZ u kotrolnfch zkouSek.

Varistd po&et osteoblasti a klesd poZet osteoclasti.

T
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Hock a kol. (J. Bone Min. Res. 7, 1, str. 65 aZz 71, 1992)
uvddéif, Ze denn{ subkutanni vst¥ikovan{ bhPTH(1-34) zdravyn
dospé&lym krysim samciim po dobu 12 dnf zvy3uje obsah vapniku
tramcovité a kortikdln{ kosti a suchou hmotnost. Celkova kost-
nf hmota, objem trémcovité kosti, Lloustka a poCel tramch a

osteoblastickych povréhﬁ vzristajf.

Savé¢i parathyroidni hormony, napriklad 1lidsky (hPTH),
hovéz={ (bPTH), a vefoév? - (pPTH) {jsou jednoduché polypept idové
retézce 84 aminokyselinovych zbytkd, s molekulovou .hmotnosLL
pribliZné 9500. Biologickd aktivita je spojena s N-koncovyn
rodilem se zbytky (1-34) =ddnlivé minimidlné pot¥ebnymi.

N-Koncovy segment lidkého PTH se liZf{ od N-koncového
segnentu hov&ziho a vep¥ového hormonu pouze Lriemi a dvéma ami-

nokysel inavyni zhytky:

hPTH (1-34) : :

Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu
1 5 ' 10 ‘ 15
Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu Gln Asp

20 25 30
Val His Asn Phe (SEQ ID NO:l);
bPTH (1~34) :

Ala Val Ser Glu Ile Gln Phe Met His Asn Leu Gly Lys His Leu
1 5 10 15
Ser Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu Gln Asp

20 , 25 : 30
Val His Asn Phe (SEQ ID NO:2);
pPTH (1-34) :
Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu
i 5 10 15
Ser Ser Leu Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu Gln Asp

20

, 25 . : - 30
Val His Asn Phe (SEQ ID NO:3).

Primdrni funkcf PTH je navodit adaptivni zmé&ny, které
slou®{ k udrZeni konstantni koncentrace vipenatych iontth v ex-
traceluldrn{ kapaliné. PTH pGscbi na ledviny ke zvyZ%eni tubu-

larn{ reabsorpce vdpenatych ionth = mo¥e a ke stimulaci kon-



verze kalcifediolu na kalcitriol, ktdry je =zodpovédny za ab-
sorpci vdpenatych iontl ze stiev. Jednim prominentnim G&inkenm
je podporovat mobilizaci kostnich védpenatych iontti. PTH pdsobi
na kosti ke zvySovini stupn& resorpce vipenatych iont a fos-
fatu. PTH stimuluje miru kostn{ resorpce osteoklasty, =zvy3uje
miru diferenciace mesonchymdlnfch bundk na osteoclasty a pro-
dluZuje polo&as osteoclastdl. S prodlouZenym ptisoben{m PTH po-
et kost vytvadejfcich osteoblastli se rovnd® zvySuje; tudiZ se
podporuje mira obnovy a prestavby kosti. Av3ak individudlnf

osteoblasty- - se jevi jako mén& aktivni ne® normdlné.

Rosenblatt a kol. (americky patentovy spis &islo 4 423037,
4 968669 a 5 001223) popisuj{ PTH antagonisty =z{skané vypuste-
nim N-koncovych (1-6) aminokyselin a selektivni ndhradu Phé7,
Met®:18 5 Gly!2. Uvadf se, Ze Tyr34-NHz =zvySuje aktivitu a

stabilitu t&chto slou&enin.

' Parathyroidn{ peptid odvozeny od hormonu (PTHrp), 140+
protein éminokyseliny a jeho fragmenty reprodukujf{ hlavn[‘bio-
logické plisobenf PTH. PTHrp je elaborovdn &ebnymi lidskymi a
2vifecimi nddory a jinymi tkanémi a md3e hrdl dGlchu p¥i hyper-
kalcemii zhoubného bujen{. Sekvence hPTpr (1-34) je'nasledu-
jici:

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 &:4). '

Sekvence homologie mezi hPTH a hPTHrp je silnd omezena né
13 N-koncovych zbytkd, = nich® 8 je identickych; V HPTHrp je
2zachovdna pouze 1 =2z 10 aminokyselin.ve (25-34) receptorové va-
zebné oblasti hPTH. KonformaZni podobnost miZe podléhat spo-
leéné aktivit&. Cohen a kol. (J. Biol. Chem. 266, 3, str. 1997
az 2004, 1991) uvadf, Ze velkd &4st sekvence PTH(1 - 34) a



PTHrp (1 5‘34) ve zvladstnich oblastech (5-18) a (21-24) zauji-
md Eroubovitou konfiguraci, pfiéemﬁ se uvaddi, Ze dJisou uréité
pochybnosti, =zda tato konfigurace p¥evladid na karbonylovém za-
kon&eni =za fyziologick?éh podminek. Takovd sekunddrni struktu-
ra mb2Ze mit vyznam pro lipidové inlerakce, receptorové intera-

kce a/nebo strukturdlnf stabilizaci.

Analogy PTH a PTHrp se zlepZenymi terapeutickymi vlast-
nostmi z hlediska restaurovdni kostn{ hmoty u savcl, v&etnd
post.iZ2enych osteoporosou jsou ji% popsdny v mezindrodnim pa-
tentovém spise &islo WO 94/01460.

Paodstata vyndle=u

.Zpﬁsob piripravy synteéetickych polypeptidovych analogﬁ
parathyroidnfihe hormonu (PTH) nebo 2 parathyroidnihe hormonu
odvozeného peptidu (PTHrP), nebo jeho soli, kde aminokyselino-
vé 2bytky. (22-31) tvor{ amfipatickou alfa-Sroubovici, pfidems
uvedené zbytky (22-31) jsou voleny =ze (SEQ ID &. 85, 86, 26,
27, 28, 29 a 30), spo&ivi podle vyndlezu v tom, e

a) nezévislé syntetizuj{ prekursorové peplidové fragmenty po-
lypeptidu roztokovou techriikou nebo technikou v pevné fazi

b) kondenzuj{ se takové fragmenty navzdjem k vylvorenf poz2a-
dovaného polypeptidového produkiu a

¢) odstrafiuj{ se skupiny chrinfci aminokyselinu.

_ Podle jednoho proveden{Azp&sobu podle vyndlezu je sled o-

peraci:

a) nezdvisla syntetizace'prekursorov?ch peptidovych fragmeﬁtﬁ
polypeptidu na prysky¥i&nych nosi&ich,

b) odXt&pen{ fragmenti polypeptidu od jejich prislusnych
pryskyfié&nych nosié&a,

¢) nasledné kondenzovani uvedenych fragment k vytvoken{
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-PoéadbvanéhOﬂpolypeptidového'produktu.a e et .
d) odstrané&ni, chrdnfcich aminokysélinov?ch skixf:_imw:.*v;.~ R
R sy T N T M T T L S 7 B |
11 '+ Podle~vyhodného'proveden{! se.vXechny' polypeptidy.a%. na
C-koncovy fragment od3tépi od jejich‘pfisluén?ch prysky¥i&nych
nosi&d, c) tyto fragmenty se néslednd kondenzuji{ s pryskyrict
vazanym C-koncovym !, fragmentem,kuvytvoren! .%idoucf{ho polypep-
tidového produktu, ‘d)» odstran{ "se :skupiny .chrénic{} aminokyse-

Jdinuta bol?pepﬂidov?ﬂbbodukﬂlSerdﬁLépinodLpryskyﬁiéného nosi-

o R T T L T o T s X I L EPTE Y ¥, ¥ IR
1T L, N AT X "ok ] S e
'+ ‘Podleivyhodného proveden{ se zplsob provdd{ se tfemi pre-

kursorovyni peptidovymi fragmenty: s N-koncovym fragmentem, . se

strednin fragmentem ‘a* s:C-koncovynr fraghentem. ;Podle  je&t&: vy-

- hodné&j%fho proveden( maj { fragmenty na svych C-zakon&enfch

zbytek glutamové kyseliny, glycinu nebo leucinu, pokud je kon-
sistentnf se sekvenc{ poZadovaného vysledného rolypeptidu.. Po-

dle nejvyhodn&jsiho proveden{ se polypeptidovy produkt p¥ipra-

-vuje zertP{»prekursorovych peptidovych. fragmentd, =z N-koncové-

ho fragmentu, =ze sL?edpihQ fragmentu a =2 C-koncového fragmen-

tu, kde N-koncovy fragment m& jako C-zakon&en! Gly, st¥edn{

tffragment m4 na svém C-zakon%eni Leu a C-koncovy fragment ma&
Leuw jako své.: N-zakon&en{. Podle alternativniho provedenf mi
stiedninjpeptiaovy fragment C-zakonééﬁi‘ Glu a C-koncovy frag-
-ment' md N-zakon&en{. Leu. , . o
Tyt 7 ¥,
" Zplisob p¥ipravy 14&&iva, spo&ivid podle vyndlezu v tom,
Z2e se provadi. Loy '

i Lo~ ‘ v
a) nezdvisla syntetizace prekursorovych peptidovych fragmentil
.+ polypeptidu roztokovou technikou nebo technikou v pevné

fazi, o Bes -

b) kondensovdni takovych :fragmentll navzdjem k vytvorent poéa-‘
' dovaného polypeptidového produkiu a

¢) odstranén{ chrdnicich skupi aminokyseliny

-d;‘




jako pro pFipravu PTH nebo PTHMrP analogu a z={skany analog PTHM
nebo PTMrP se smisf s jednim nebo s nékolika farmaceuticky
pfijatelnymi p¥isadmi, pri¢emZ =zpisob slouZ{ k p¥fipravé farma-
ceutického prost¥edku pro 1é&enf{ ostecporozy, obzv14ite pro

lé&en{ =zlomenin.

Zkratky ridznych zndmych nukleotidovych zdsad a aminokyse-
lin jsou podle Pure Appl.Chem. 31, sir.639 az 645 (1972) a. 40,
str. 277 a3 290, (1974) a TUPAC-IUB Biochemical Nomenclature

Commissionr__ddplﬁék_32*_CER_51T822__055_FRH_18245T_4w__kvéten
1990). T#{pismenové symboly a jednopismendvé symboly majifi na-

sledujici vyznam:

Aminokyselina Tripismenovy symbol Jednopismenovy symbol

Alanin ‘ Ala A
Arginin ‘ Arg R
Asparagin. Asn N
Kyselina asparagovd Asp - D
Asn + Asp ) Asx B
Cystein Cys C
Glutamin ' Gln Q
Kyselina glutamovi Glu . E
Gln + Glu Glx z
Glycin : Gly G
Histidin His H
Isoleucin : Ile I
Leucin : Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met y!
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser s
Threonin Thr T
Tryptophan Trp H



[

-

Tyrosin Tyr : Y
Valin Val v

Dals{ aminokyseliny Xaa

Zkratky predstavuij{ L—aminokyseliny, éokud nenf{ uvedeno
jinak jako D- nebo D,L-. N&které aminokyseliny, jak pfirodnf
tak nepfirodnf jsou achirdlnf, nap¥iklad glycin, V3echny pep-
tidové sekvence jsou uvadény s aminokyselinovym N-zakon&enim
na levé strand 'a s aminokyselinovym C-zakon&enim na pravé

stranég,

DalZzimi =zde pou®fvanymi zkratkami pro dalsf aminokysel iny

a slou&eniny jsou:

hSer homoserin
hSerlac homoserinovy lakton
Nle norleucin,

Oznadeni “fy=ziologicky aktivni komoly analog PTH nebo
PTHrp" se vztahuje k polypeptidu majfcimu sekvence zahrnujicf
mén& ne2 plny celek aminokyselin, =zji%t&ny v PTH nebo PTHrp,

.kLerf v3ak vyvolévé podobnou fyziologickou odezvu. Zkomolené

PTH nebo PTHrp nemus{ byt plnd homologické s PTH nebo PTHrp
k vyoldn{ podobné fyziologické odézvy. Prednost se divd PTH
(1-34) a PTHrp {1-34), nikoli wv3ak vyludn&, . reprezentantdm
této skupiny.

Ozna&en{ "amfipatickd alfa-3roubovice" se vztahuje k se-
kunddrni strukture vytvarend uréit?mi polypeptidy, ve které a-
mindkyseliny zaujimaj{ alfa-3roubovicovou konfiguraci maj(éi
protilehld poldrn{ a nepoldrn{ &ela orientovani ve snéru po-
délné osy Sroubovice. Pravd&podobnost alfa-Zroubovicové struk-
tury ve sledovaném polypeptidu miZe byt do jisté miry vysledo-
vana konstrukef “Schiffef-Edmuudsonova kola" (M. Schiffer a A.
B. Edmundson, Biophys.J. 7, str. 121, 1967) se vhodnou rozte&i
a konstatovdnim segregace hydrofilnich' a lipofilnich zbytkt




na protilehlych podstavdch vilce obalujicfho &roubovici. Al-
ternativné miZe byt k disposici empiricky poznatek, jako ije
kruhovy diéhroismus dal rentgenové difrakce, naznadujici p#i-
tomnost alfa-sroubovilé oblasti v daném polypeptidu. Idedlnt
alfa-Sroubovice md na jeden =4vit 3,6 =zbyLkd aminokyselin
s prilehlymi bo&nimi reté&z=ci oddélenymi 100" oblouku. Eisen-
berg a kol. (Rature 299, str. 371 aZ 374, 1982; a Proc. Nat.
Rcad. Sci. USA 81, str. 140 a2 144 (1984) zkombinovali m&ritko
hydrofobicity se Sroubovym kolem ke kvantifikdvén( pojet{ am-
fipatickych %yroubovic, Si¥edni hydrofobni{ moment je definovan
jako vektorovy souZel hydrofohicily sloZ2ky aminokyselin tvori -

cich Sroubovici.

Niasledujici hydrofobicity pro aminokyseliny nazval
Eisenberg (1984) jako "consensus scale” (dohodnuté méritka):
Ile 0,73, Phe 0,61, Val 0,54, Leu 0,53, Trp 0,37, HMHet 0,26,
Ala 0,25, Gly 0,16, Cys 0,04, Tyr 0,02, Pro -0,07, Thr -0, 18,
Ser -0,26, His -0,40, Glu -0,62, Asn -64, Gln -0,69, Asp -0,72
Lys -1,10, Ara -1,76.

Hydrofobni moment 4tx pro idedini Sroubovici majfcf 3,6
zbytkli na z4vit (nebo oblouk 100° (=360-/3,6) mezi bo&nimi

Fetdzei) lze vypo&itat =z rovnice:
By = ( ( L Hysind(N-1) )2 + ( I Hycosd(N-1) )2 |_,

kde Hx  je hodnota hydrofobicity N-Lé amiﬁokyseliny a sougty
jsou provedeny pres N ahinokyselin v sekvenci s periodicitou
J-=100°. Hydrofobni{ moment lze vyjadrit. jako‘étfedni'hydrofob-
ni moment na zbytek pod&lenim 4y &islem N k z{skéanf (ﬁ;H>.
‘Hodnota <mk> pri 100" B 20° pribli%n& 0,20 nebo vELE{ je
uréujici{ pro vytvoreni amfipatické 3Sroubovice. Hodnota < un?
pri 100 pro hPTHrp (22-31) je 0,19 a pro hPTH (22-31) je 0,37,

Cornett a kol. (J. Mol. Biol. 195, str. 659 aZ 685, 1987)




rozEiril ddle studii amfipatickych alfa-%Sroubovic =avedenim
Pojmu "amfipaticky index" jako predvidad anfipacity, - Dbspéli
k z4véru, 3e piriblisns polovina v8ech =znamych alfa-%roubovic
je amfipatickd, a Ze prevlsd4 frekvence 97,5 spife nez 100,
pridemZ po&et zbytklli na =z4vit je bliZe k 3,7 ne% 3,6. I kdy3
jsdu takové jemnosti v&decky zajimavé, - je zdkladnf p#istup
Eisenberga a kol. postaluijifci ke klasifikaci dané sekvence ja-
ko amfipatické, obzvlastd kdys se kresl{ sekvence "ab initio"
k vytvoFfen! amfipatické alfa-Zroubovice.

Substitu&n{ amfipaticks sekvence alfa-3roubovicové amino-
kyselihy postridd4d homologii se sekvenci daného segmentu
Prirodné se vyskytujfciho polypeptidu, ale vyvolava podobnou
sekunddrn{ strukturu, napriklad alfa-Sroubovici majfcf proti-
lehld poldrni a nepoldrn{ &ela ve fyziologickém prostiedi. Ni-
hrada p#irodn& se vyskytujfc{ sekvence aminokyselin alterna-
tivni sekvenc{ miZe priznive ovlivnit fyziologické pPUsobeni, .
stabilitu nebo jine vlastnosti =zamé&fiovaného plvodniho Polypep-
tidu. Vodftkem ke konstruovini a vybé&r takovych sekvencf je
literatura (nap#fklad J.L. Krstenansky a kol. FEBS Letters

242, 2, str. 409 a3 413, 1989) a J.P. Segrest a kol. Proteing:

Structure, Function and Genetics 8, str. 103 a% 117 1990).

Vhodnym zplisobem, jak zjistit, Ze sekvence je dostate&ns
amfipatickd, aby byla sekvenci podle tohoto vynalezu, je
vypolten! sii¥ednfho hydrﬁfobniho momentu uvedeného shora.
JestliZe vrchol stFednf{ho momentu pro =zbytek pfi 100° K 20°
presdhne pribliZn& 0,20, pak sekvence vytvor! amfipatickou
érouboviéi a je sekvenci podle tohato vyndlezu. Naptiklad
st¥edn{ hdrofobn{ monent pro zbytek p#i 100" pro (SEQ ID
&.:26), Xaa = Glu, se vypo&te takto:




i =

- 12 -
B.AL  _Hy 2 (N-1)  H sin dN-1) K cos DIN-1)
E  -,62 0 0 -, 62
L }53 100 ,52 -h17
L 153 200 -,18 ~,50
E  ~,62 300 34 -131
K -1,1 400 -170 185
L ,53 500 ,34 - 41
L ;53 600 - 46 127
E  -,62 700 121 -,58
k -1,1 800 -1, 08 119
L ,53 900 - 0 s

20,81 T=-14,43

ug = [(0,81)2 + (-4,43)2] _ = 4,50

< My > = 4,50/10 = 0,45

Pro tuto sekvenci se

vyskytuje pri 920 a mé hodnotu 0, 48.

st¥edni vrchoiov? hydrofobni moment

Vyndlez se také tykd zpisobu p¥ipravy PTH a PTHrP a fyj

ziologicky aktivnich analogll PTH a PTHrp nebo jejich soli, kde

zhytky aminokyselin (22-31) vytvirej{ amfjpatickouAalfa—érou-

bovici, sekvence uvedenych zbytkd (22-31) je vybrdna z:

a)_Xaa1 Xaa2 Leu Xaa% Xaa5 Leu Xaa’ Xaa8 Xaa9 Xaalo

kde znamend !

s vyhodou Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Xaa Lys Leu
kde znamend&d
Xaa Glu nebo Arg (SEQ ID &.:26)

b) Xaal Xaa? Leu Xaa? Arg Leu Leu Xaa® Arg Leu

kde znamené

Xaal a Xaa4

Xaal a Xaa® na sqbé nezavisle Glu, Clu(OCHs), His nebo Phe,
XaaZ Leu nebo Phe,

Xaa® Lyvs nebo His,

Xaa? a Xaal® na sob& nezdvisle Leu nebo Ile,

- Xaa® Ala, Arg nebo Glu a

Xaa® Lys nebo Glu (SEQ ID &.:85)

na sob& nezdvisle Glu, Glu(OCHz), His nebo Phe,




XaaZ? Leu nebo Phe,
Xaa® Glu nebo Lys (SEQ ID &.:86)

s vyhodou
Glu Leu Leu Glu Arg Leu Leu Xaa Arg Leu
kde znamend

Xaa Glu nebo Lys (SEQ ID &.:27)

c) Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu (SEQ ID NO:28);
d) Ser Leu Leu Ser Ser Leu Leu Ser Ser Leu (SEQ ID NO:29);

e) Ala Phe Tyr Asp Lys Val Ala Glu Lys Leu (SEQ ID NO:30).

Vyndlez se také tykd =zplsobu piripravy PTH, PTHrP a
fyziologicky aktivnich‘analogﬁ PTH, PTHrp nebo jejich soli
\;zorce . '
Xaal Xaa? Xaa3 Xxaal Xaa® Xaab Xaa’ Leu His AspIXaall Gly
xaal3 Ser Ile Gln Asp Leu Xaal9 xaa20 Xaa2l xas22-31 Xaa3?
Xaa33 Xaa34 xXaa35 Xaa36 xag37 xaa38 Term, |
:kde
Xaal chyb{ nebo =znamend Ala,

Xaa2 chyb{ nebo znameni Val,

Xaa® chyb{ nebo =znamend Ser,

Xaa4 chybf{ nebo znamend Glu, Glu(OCH3),

Xaa® chyb{ nebo znamen& His nebo Ala,

Xaa® chyb{ nebo znamend Gln,

Xaa” chyb{ nebo znamend Leu, _

Xaal! . znamend Lys, Arg nebo Leu, |

Xaa!3 znamen& Lys, Arg, Tyr, Cys, Leu, Cys(CHzCONH(CHz)zNH
(biotiny]),‘Lys(?7dimethylamfno-z-oxo—ZH-1-benxopyran~
4-acetyl) nébo Lys(dihydrocinhamoyl),

- Xaa20 . znamend Arg nebo Leu,

Xaal? a Xaa?! znameni na sob& nezivisle Lys, Ala nebo Arg,

Xaa®2-31 jg volen ze (SEQ ID &.: 26, 27, 28, 29 nebo 30V,

Xaa32 znamen4 His, Pro nebo Lys, ,

Xaa33 chybf nebo znatend Pro, Thr, Glu nebo Ala

Xaa34 chybf nebolznamen& Pro,-Arg, Met, Ala, hSer, hSer




1akton, Tyr nebo Leu

Xaa3%® chybi nebo
Xaa3® chyb{ nebo
Xaa37 chyb{ nebo
Xaa3% chyb{ nebo

znamena Pro,
z2namend Ala,

2namend Arg,

Glu, Ser, Ala nebo Gly,
Arg nebo Ile,

Trp nebo 3-(2-naftyll)-L-alanin,

znamend Ala nebo hSer nebo

Xaa38-42 znamend

Thr Arg

Ser Ala Trp a

NRz, kde =znamenid ka%dé R na sobé

_  nezdvisle atom vodiku, alkylovou skupinu s {1 a2 4 atomy

Termn znamend OR nebo
uhliku nebo fenylalkylovou skupinu s 1 aZ 4 atomy uhl{-
ku v alkylovém podilu

a jejich fysiologicky vhodnych sol{.

. Jest& dile se vyndlez Lyks zplsoby ppripravy polypeplido-
vych analogli fysiologicky aktivniho komoléhe homologu hPTHrp
(1 aZ 34) podle vzorce I: ’

Ala Val Ser Glu Xaa” Gln Leu Leu His Asp Xaall Gly Xaal3 ser
Ile Gln Asp Leu Xaal? Arg Xaa2?l Xaa22-31 xaa32? xaa33 xaa34
Term, ’

kde =znamend
XaaS

Xaall a Xaa!3 na sobé nezdvisle Lys,

Xaal® a Xaas1l

His nebo Ala,
Arg nebo Leu,
na sobd nezavisle Ala nebo Arg,

Xaa<2-31 je volen =ze

a) Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Xaa Lys Leujkde Znamen4

Xaa . Glu, Arg (SEQ ID NO:26); .
b} Glu Leu Leu Glu Arg Leu Leu Xaa Arg Leu, kde =znamena

Ala, hSer, Tyr,

Xaa . Glu,.. Lys-(SEQ ID NO:27);
c) Ala Leu Ala Glu ARla Leu Ala Glu Ala Leu (SEQ ID NO:28) ;
d) Ser Leu Leu Ser Ser Leu Leu Ser Ser Leu (SEQ ID NQ:29);
e} Ala Phe Tyr Asp Lys Val Ala Glu Lys Leu (SEQ ID NO:30);
Xaa32 His Lys; -

33 PTI
Xaa34 ! | " Leu;



Term znamend Gly Arg Arg, lakton, OH nebo NRz, kde znamend
kaZzdé R na sobé& nezdvisle atom vodiku, alkylovou skupi-

nu s 1 az 4 atomy uhliku nebo
a jejich fysiologicky vhodnych solf{.

Zvl4steé se vyndlez tykd zplsobu pripravy polypeptidd o-
becného vzorce (I), kde Xaa22-31 je (SEQ ID &.:26), pro které
(AH> pPi 100" pfesahuje 0,45. JeXt& dile se vyndlez tyki
polypeptidd obecného vzorce (1), kde Xaa22-31 5e (SEQ ID
&.:26); Xaal! a ¥Xaal!3 jsou oha Lys, a Xaal® a Xaa2! jsou oba
Arg. Reprezentativni polypeptidy, kiteré mohou byl pfipraveny
zplsobem podle vyndlezu =ahrnujf bez =4m&ru na jakédmkoliv

omezen{:
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 Arg Lys

Leu His Thr Ala OH (SEQ ID NO:5);

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 OH ($SEQ ID NO:6);

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:7);

- 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 hSer NHp (SEQ ID NO:8);

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

Gln Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys

Leu His Thr hSerlac (SEQ ID NO:9); .




o

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 Gly Arg Arg OH (SEQ ID NO:10); a

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 Lys Glu Leu NHy, (SEQ ID NO:11l).

Vynilez se dale LykA zplsobu p¥ipravy polypeplidi obecné
ho vzorce (I), kde Xaa22-3! je (SEQ ID &.: 26); Xaall a Xaal3
jsou oba Lys a jeden = Xaal® a Xaa<! je Arg a druhy ije Ala.
Reprezeiativni polypeptidy tohoto subrodu, které mohou bft
pripraveny zplsobem podle vyndlezu, =zahrnuji bez zéméru na ja-

kémkoliv omezen{: -

Ala Val Ser Glu His 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:12) a

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

Leu His Thr Ala NH; (SEQ ID NO:13).

‘Vyndlez se ddle tyka zpUsobu pfipravy polypeptidd

" obecného vzorce (I), kde Xaa22-31 je (SEQ ID &.: 26); jeden

z Xaal! a Xaa!3 je Leu a druhy je Lys: a Xaal!? a Xaa2! jsou
oba Arg. Reprezetativni polypeptidy tohoto subrodu, kieré
nchou byt pi¥ipraveny zpilsobem podle vyndlezu zahrnuj{ bez =4-

méru na jakémkoliv omezen{:
Ala Val Ser Glu Ala Gln Leu Leu His Asp Leu Gly Lys Ser Ile
Gln Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys

Leu His Ala Leu OH (SEQ ID NO:14).
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Vyndlez se dAdle Lyk& =zpisobu pripravy polypeptidd ocbecné-
ho vzorce (1), kde Xaa22-31 je (SEQ ID &.: 27), pro kitery < g
PFi 100" presahuje 0,50. Dile se vynilez Lyka zpiisobu piipravy
polypept idl obecného vzorce (I), kde Xaa22-31 je (SEQ ID &.:
27): Xaat! a Xaal3 jsou oba Lys nebo oba Arg a Xaal® a Xaa<t
Jsou oba Arg. Reprezetativni Polypeptidy tohoto subrodu, které
mohou byl pripraveny gzplsoben podle vyndlezu =zahrnuji bez =4ns-

ru na jakémkoliv omezent:

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 Arg Leu Leu Glu Arg

Leu His Thr Ala OH (SEQ ID NO:15);
Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Arg Gly Arg Ser Ile -

Gln Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Arg Leu Leu Glu Arg

Leu His Thr Ala OH (SEQ ID NO:16);

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

Leu His Thr Ala OH (SEQ ID NO:17);

Vyndlez se ddle tyks =plsocbu pflpravy Polypeptl.idd obecné-
ho vzorce (I), kde Xaa22-3! je (SEQ ID &.: 28), pro ktery <ym>
PFi 100" je pFibliZn& 0,25. Reprezelativn{ polypeptidy Lohoto’
subrodu, které mohou byt pfipraveny zplscbem podle vyndlezu

zahrnuji bez zdméru na jakémkoliv omezen{:
Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile

Gln Asp Leu Arg Arg Arg Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala

Leu His Thr Ala NHy (SEQ ID NO:20).

Vyndlez se ddle tyk4 zpisobu pripravy polypeptidii obecné-
ho vzorce, kde kde Xaa22-31 je (SEQ ID &.: 29), pPro ktery <yu>
p¥i 100" Je pribli2n& 0,28. Reprezelativnf rolypepl.idy tohoto
subrodu, které mohou byt pripraveny =pisobem podle vynélezu

zahrnuji bez =z4ndru na jakémkoliv omezenf:
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Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile

Gln Asp Leu Arg Arg Arg Ser Leu Leu Ser Ser Leu Leu Ser Ser

Leu His Thr Ala NHp (SEQ ID NO:21).

Yynélez se ddle Lyka zpiisobu pripravy polypeptidd obecné-
ho vzorce, kde kde Xaa?2°3! je (SEQ ID &.: 30), pro ktery
pri 100 je pFibliZn& 0,29, Reprezetativni polypeptidy tohoto
subrodu, kieré mohou byt p#ipraveny zpﬁsdbem podle vyndlezu

zahrnuji bez z4néru na.jakémkoliv omezeni :
Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile

Gln Asp Leu Arg Arg Arg Ala Phe Tyr Asp Lys Val Ala Glu Lys-

Leu His Thr Ala NH, (SEQ ID NO:22).

Vyndlez se ddle tykd zplsobu pripravy polypeptidovych ana-
logl fy=ziologicky aktivnich homologh bPTH(1-34), jak patrno ve

vzorci (TII):

xaal val Ser Glu Ile Gln Xaa’ Xaa® His Asn Leu Gly Lys His
Leu Xaal® Ser Xaal® xaal? Arg Xaa?l xaa22-31 His Asn Xaa34
Term, '

kde znamena ‘

Xaal Ser nebo Ala,
Xaa7. Leu nebo Phe,

Xaa® Met nebo Nle,
Xaal® Asn nebo Ser,
Xaa!'® Leu, Met nebo Nle,

Xaal® Glu nebo Arg,

‘Xaa2! Val nebo Arg,

‘Xaa22-31 je volen ze (SEQ ID &.: 26, 27, 28, 29 nebo 30),

Xaa34 Phe nebo Tyr, .

Tern znamend OH nebo NRz, kde =znameni kaZ*dé R na sob& neza-
nezdvisle atom vodiku nebo alkylovou skupinu s 1 a% 4
atomy uhliku |

a jejich fysiologicky vhodnych solfi.




Reprezetat ivni polypeptidy, které mohou byt pFipraveny

zpisobem vyndlezu zahrnuj{ bez zdméru na jakémkoliv omezeni:
Ala Val Ser Glu Ile Gln Phe Nle His Asn Leu Gly Lys His Leu
Ser Ser Nle Glu Arg Val Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys

Leu His Asn Tyr NHs (SEQ ID NO:23) and

Ala Val Ser Glu Ile Gln Phe Nle His Asn Leu Gly Lys His Leu

Ser Ser Nle Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys

Leu His Asn Tyr NHp (SEQ ID NO:24).

Vynidlez se ddle tyk4& zpslobu. ptfipravy analogl PTH a PTHrP
majicich méné& nes 34 aminokyselin. Tyto slou&eniny maj{ obecny
vZorec:

Ala Val Ser Glu Xaad Gln Leu Leu His Asp Xaall Gly Xaal3 ger

Ile Gln Asp Leu Xaal? Arg Xaa?l Xaa22-31 x2232 x2233 yxaa34
Term,

Reprezetativn{ polypeptidy, které mohou byt pFfipraveny
zplsobem podle vyndlezu zahrnuj{ bez zsméru na jakémkoliv ome-

2Zenfi tyto sloudeniny

Slouéenina 41
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHP-NHj

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 Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys

20 | - 25 | 30
Leu Hjs Pro NHy (SEQ ID NO:55). . .

Slouéenina 42:

AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LP-NH2

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

1 5 10 .15
Gln Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys
20

25 30
Leu Pro NH, (SEQ ID NO:56) . : S
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Pracovnik(m v ochoru je z¥ejmé, Ze lze syntetizovat &etné
rermnutace bolypeptidov?ch analdgﬁ, které budou mit Zadouci vy-
znaky Jjako zde popisovano, za predpokladu, %e sekvence amino-
kyselin majici stfedn{ hydrofobn{ moment na zbytek pri ‘100u ]
20° vEtE{ neZ pribliZn& 0,20 je vloZena v polohich (22-31).

Polypeptidové fragmeniy podle vyndlezu mohou byt pfipra-
vovany zpiisoby, které popsali G. Barany, R.B. Merrifield (The
Peptides, vydavatelé E. Gross a J. Meienhofer, Academic¢ Press,
Nev York, 1979) sv. 2, str. 1 a% 284; J.M. Steward a J.D.
Young, Solid Phase Pebﬁide Synthesis, 2. vydani, Pierce Cheni-
cal Co. Rockford, Illinois, 1984; a J.Meienhofer, Hormonal

Proteins and Peptides, sv. 2 Academic Press, New York, 1973)

. pro syntesu v'pevném stavu a  E. Schroder a K. Lubke (The Pep-

Lides,‘sv. 1, Academic Press, New York, 1965) pro roztokovou
syntesu, Tyto zplsoby zahrnujf{ ocbecné& nésledné priddvani{ chra-
nénych éminokysel@n do rostouciho peptidového Fetézce. Normal-
né s=e chrdn!{ jednak aminoskupina jednak karbonylova skupina
prvn{ aminokyseliny a kaZdd skupina kteréhokoli reaktivniho
bo¢nfho, fet.ézce, Talo chrdnéni aminokysélina se pak bud pripo-
juje k inertnimu pevnému nosi®i, nebo se j{ pouZije v roztoku
a ndsledujic{ aminokyselina v sekvenci, také vhodn& chréanénéi,
se pridava za podminek vhodnych k vytvoren!{ aminové vazby.
KdyzZ byly vZechny poZadované aminokysé]iny spojen? ve sprdavnén
sledu, chrénicf skupiny a veSkeré noside se odstranf k vytvo-
renf surového polypeptidu, Polypeptid se odsolf a vy&islLi,

s vyhodou chromatograficky k zi{skdn{ kone®néhoc produktu.

Pri pfovédéni zplsobu podle vynélezﬁ-se mochou prekursoro-
vé peptidové fragmenty pFipravovat bud roztokovou technikou
nebo technikou v pevné fdzi nebo jakoukoli jejich kombinaci.
Napfiklad mohou byt nékteré fragmanty-pfipraveny' v roztoku a
rak kondenzovdny na pryskytrici s vaébou na C;koncov? fragment.,
nebo miZ%e byt kaZdy fragment zplisobem pevné fidze odité&pen od

pryskytice a kondenzovin v roztoku, nebo lze poqéit sm&Sovaci -



ho protokelu syntesi roztoku a pevné faze.

" Vyhodny zplsob pripravy analogl PTH a PTHrP podle vynéa-
lezu, majicich méné neZ pribliZné 40 aminckyselin, zahrnuje
kondenzaéni_ peptidovou syntesu fragmentl v pevném stavu, PFi
tomto =ptlisobu vznikd kone&ny produkt kondénzaci nékolika pep-
tidovych prekurzorovych fragmentli. Podle Loho,‘jakému zpusobu
ddvd pracovnik v oboru prednost, lze pouZii jakékoli kombinace
fragmentt. Napffklad aminokyselinody .produkt 34 lzé pPipravit
ze dvou prekurzorovych fragmentd aminokyselin 17, t¥{ peptido-
vych prekurzorovych fragmenll rlzné délky, Etyr prekurzorovych
fragmentd (diskusni poiedndni LLoyd;Hilliams a kol. "Conver-
gent. Solid Phase Peptide Synthesis", Tetrahedron 49, str.11065
az 11133, 1933):

Obecné& jsou skupiny alfa-amino (N21fa) 3 kterdékoli reak- -
tivn{ bo&ni relézce chridnény skupinamni citlivymi vi&i =zdsadén
nebo kyselindm. Chrdnici skupina mé byt st4d13d za podminek
tvoreni peptidové  vazby a byt p¥i tLom snadno oddélitelnd bez=
ovlivn&n{ existujiciho polypeptidového Petézce. Vhodné skupiny
k chrénéni{ alfa-aminoskupiny zahrnuj{ bez z&m&ru na jakémkoliv
omezeni; ‘£ -butoxycarbonyl (Bo¢), benzyloxycarbonyl (Cbz),
o-chlorobenzyloxycarbonyl, biphenylisopropyloxycarbonyl,
L-amyloxycarbonyl (Amoc), isobornyloxycarbonyl,
a,a-dimethyl=-3, 5-dimethoxybenzyloxycarbonyl, g-nitrophenylsul-

- fenyl, 2-cyano-t-butoxycarbonyl, =vi1aists 9-fluorenylmethoxy-

carbonyl (Fmoc).

JakoZto vhodné skupiny k chran&ni vedlajsich retdzcl se bez
2zaméru na jakémkoliv omezeni se prikladné uvadsji: acetyl,
benzyl (Bzl), benzyloxymethyl (Bom), t-butyl, cyclohexyl,

‘o-bromobenzyloxycarbonyl, .t-butyldimethylsilyl, 2-

chlorobenzyl (Cl-z), 2,6-dichlorobenzyl, 2,4-dinitrophenyl,
cyclopentyl, isopropyl, pivalyl, tetrahydropyran-2-yi, tosyl
(Tos), trimethylsilyl, methyltrityl, mesitylene sulfonyl
(Mts), 4-methoxy—2,3,6—trimethylbenzenesulfonyl (Mtr),
2,2,4,6,7~pentamethyldihydrobenzofuran—S—sulfonyl (be),
2,2,5,7,B—pentamethylchroman—6—sulfonyl {Pmc),

and trityl
(Trt) .




- 22 -

Pri zﬁﬁsobu p¥ipravy v pevném stavu se napied C-koncova
aminokyselina pripoji k vhodnému pryskydi&nému nosi&i. Vhodnyni
pryskyPidnymi nosi&i Jjsou maLeriély, které ijsou inertnf vi&i
reakénim &inidldm a reak&nim podminkdm postupné kondenzace a
odstrafiopvdni chranicich skupin a jsou nerozpustné v pouZitych
prost¥edfch. Mezi obchodn& dostupné pryskyrice pati#f pryskyfi-
ce styren/divinylbenzenovd modifikovand reaktivn{ skupindu,
napriklad chlormetﬁy]ované kopoly(styrendivinylbenzenova)
pryskyfice, hydroxymethylovand kopoly(st?éendivinylbenzenové)
pPryskyrice a bénzylované, hydroxymethylovand fenylacetamino-
methylova (PAM) pryskyfice. K p¥ipravé kyselych koncovych pep-
tidd lze pouz2it Wangovy prysky#ice. Vyhodnou pryskyrici je p-
metylbenzhydrylaminokopoly(styrendivinylbenzenova) Pryskyrice
(MBHA) .

Podle vyhodného provedeni se pripravuj{ viechny fragmenty,
s v¥jimkou C-koncového fragmentu, na pryskyfici citlivé vidi
ke kyselindm, jako je Sasrin {2-methoxy-4-alkoxybenzylalkohol)
nebo 4-hydroxymethyl-3-methoxyfenoxyméselna kyselina, 4-met-
hylbenzhydrylamin (HMPB-MBHA). Pro karboxyskupinou zakon&ené
peptidy se hod{ také prysky%iée HHMPA-MBHA, HMPB-BHA a HMPA-RHA.
C-Koncovy fragment se priprav{ pomoci Knorrovy obchodn{ prys-
ky¥ice MBHA. Pro aminoskupinou zakon&ené peptidy se hodi prys-
.kyPice Sieber-amidov4, Rink linkerov&-MBHA nebo BHA a Ramage
linkerov&-MBHA nebo BHA. Tyto pryskyfice jsou obehodnd dostup-
né, s prvn{ aminokyselinou u® vdzanou, nebo miZe byt prvni{ a-
minokyselina pfipojena k linkeru. Pryskyifice HMPB-MBHA a Knor-
rovy obchodn{ pryskyvice se dajf{ pﬁipréviﬂ =z pryskyfric HBHA,
jak popsdno v pfikladech 1, 2 a 3. Nisledné& kopuiace zbyvaif-
cich chrénénych aminokyselin maZe byt provedena zplUsoby bé&Zn&
v oboru zndmymi. Ka3da chrdnénd aminokyselina se s vyhodou
zavadf v pribliZné 1,5 a2 2,5 moldrnin nadbytkg a kopulace se
provadi v inertnim, nevodném polérnim rozpoustédle, jako je
napfiklad N-methylpyrrolidon (NMP), dichlormethan, dimethyl-
formaid (DMF), dimethylsulfoxid (DMSO) nebo jejich smés, s vy-
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hodou p¥i teploté okolf. Reprezentativn{ kopula&n{ &inidla
jsou N,N'-dicyklohexylkarhodiimid (DCC), N,N -diisopropylkar-
bodiimid (DIC) nebo jiny karbodiimid, bud samotny neba v pri-
tomnosti 1-hydroxybenzotriazolu (HQBL), o-acylmodoviny, benzo-
triazol-1-yl-oxylris(pyrrolidino) fosfoniunhexafluorfosfat (Py-
Bob), N-hydroxysuccinimid, jiné N-hydroxyimidy nebo oximy. Al-
ternativnd 1ze pouz2i{t chriané&nych aminokyselinovych aktivnich
estert (nab%iklad p-nitrofenyl, pentafluorfenyl a podobné
sloudeniny) nebo symetrickych anhydridii. Postupnd kopulace
Fmoc-chrdnénych aminokyselin prob{hd za pouZit{ roztoku sekun-
ddrnfho aminu, jako je pyridin, k odstran&ni Fmoc-skupin.
K posouzen{ kompletnosti kopulace peplidové pryskyfice se pou-

éivé Kaiserova testu po ka%dém kopulaZnim kroku.

Po ukon&eni syntesy v pevném sLavu se plné& chranény peé-
tid od pryskytice odd&li =za pouZit{ podminek, které nevyvolé;
vajif pred&asné odstrandn{ skupin chrinicich bo&ni Vetézce.
Peptidy mohou byt odit&peny =zmydelné&nim nebo transesterifikacf
nebo za mirng kyselych podminek k odsgtran&ni chrnfcich skupin

2a pouziti naptiklad 1% kyseliny Lrifluorociové (TFA). Chrané&-

- ny peptid se mliZe éistitlchromatografii na silikagelu. -

Roztok miZe b?£ Zzbaven séli (napriklad anexovou prysky-
Fic!{ BioRad AG-3R) a peptid se &ist{ sledem n&kolika chromato-
grafickych krokit zahrnujicich alesponi jeden =z ndsledujicich
zplsobli, kterymi jsou: hydrofobni adsorp&nf chromatografie na -
nederivovaném kopoly(styrendivinylbenzenu), jako 3je nap¥iklad
AmberliteR XAD: adsorp&ni chromatografie na silikagelu, kate-
wovd chrdmatografie na karboxymethylceluldze, rozdélovaci
chromatografie, nap¥i{klad SephadexR G-25, protiprouané rozdeé -
lovdn{, nebo reversn{ fi=z=ova vysokov?knnna_kapalinové chrona-
tografie (HPLC), ob=zv14%t& katexovd HPLC a vreverzni{ fAzovi
HPLC na sloupci s okiylsilyloxidem k¥emi&itym nebo oktadecyl-
silyloxidem k¥emi&itym (ODS).




Podle jednoho proveden{ multifragmentové pripravy se
st¥edn{ a N-koncové fragmenty izolujf a postupné se kondenzuj{
na C-koncovy fragment. Polypeptidovy produkt se zbavi chrinfi-
_¢fch skupin a odSt&pf se od pryskyifice a ddle se &isti{. Cisti-
ci sekvence je obecn& sledem chromatografickych separac{. A-
naT?za HPLC ur&uje sled a volbu &isticich cperaci. Typickym
sledem je katexovad, reverzni{ fi=zovi chrohahografie HPLC a re-
verzni{ fa=zovy koncentra&ni sloupec. Koneé&ny roztok se podrobu-
je lyofilizaci a drogovy produki se uklid4d do jdntarové zbar-
venych lahvi. Chréhici aminokyseliny jsou obchodnim produktem
spole&nosti Genzyme (Cambridge, MA, Sp. st.. a.), Propeptide
(Princeton, HJ, Sp. st. a.), nebo Synthetec (Albany, OR, Sp.

st.. a.).

Vyndlez objasfiujf, nijak vZak neome=zuij{ ndsledujfci pPik—_

lady prakiickdho proveden{.

Priklady provedenf vyndle=z=u

Polypeptid SEQ ID NO:7, 34-aminokyselinovy peptid,
AVSEHQLLHDKGSIQDLRRRELLEKLLEKLHTA-NHz se pripravuje z=a pouZiti
t¥*{ fragment.ového kondenza&niha zpusobu. N-Koncovy frament.
sestdvd z aminokyselin 1 aﬁ 12, st¥edn{ frament = aminokyselin
13 a2 23 a C-Koncovy frament sestivd =z aminokyselin 24 a% 34.
Kazdy fragment se pRipravuje zplisobem v pPevné fadzi na zarizenf
Vega 296 Aulomated Peptide Synthetl izer. Automatickéhd zplsobu
se pouZfvd pro od&té&penf N31fa chrinfcfch skupin a pro promytf{
po kopulaci. Kopulaéni &inidla a rozpouit&dla se pﬁidévaji
runé do reak&nf nédohy v kopulaé&nim. stupni. Stredni a koncdvé
fragmenty se &ist{ chromatografii{ HPLC a postupnd se kondenzu-
j{ na C-koncovy fragment. Kone&ny peptit se zbavuje chranfcich

skupin, od5tépuje se od pryskytice a &isLf se.
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Priklad 1
Priprava N-koncového fragmeniu

N-Koncovy fragment, éestévaj{ci =z aminokyselin 1 aZ 12,
AVSEHQLLHDKG se pfipravuje na 250 mmol pryskyfice citlivé ke
kyseling&, na systému 4-hydroxymethyl-3-methoxyfenoxymndselna
kyselina 4-methylbenzhydrylamin (HMPB-MBHA). Pryskyfice se

pripravi =z MBHA pryskyrice (Novabiochem) za téchbLo podminek:

Stuperni Operace : Doba (min) Opakovanf

1. CHClp/DME (1/1)7 60 1
2. 10% Et3N . vCHpClo 5 2
3. CHyCly/DMF (1/1). 5 3
4.  HMPB linker (1,15 eq )/ 300 @40C 1
PyBOP/DIPEA in CHCly/DMF(1/1) 500 @ RT
5. CHyCly ... 1,5 2
6. DME™. . 1,5 2
7. CH2C12"" 1’5 1
8. i-Prog®. ... 1,5 2
9. CHpCly™ 1,5 3

x =znamend vidy (tedy i v ndsledujicf{ch tabulkach) promylLf,

pokud nebude uvedeno'jinak

eq znamend vady (tedy i v nasledujicich tabulkich) ekvivalent

Po alespof jednom promylLi systémem dimethylformamid/di-
chlormethan se provad{ kopulace prvnf{ aminokyseliny (12Gly) =a
pouzst{ Emoc-GlyOH . (1,5 a% 2,2 ekvivalenty), DIC (1,5 a% 2,2
ekvivalenty) a DMAP (0,05 ekvivalenty) podobu pfibliZn& 15 ho-
din pfi teploté mistnosti v systému dimethylformamid/dichlor-
methan {1/1) za podminek:
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Stupefi Operace Daoba (min) . Opakouéhi

1. DMF/CH5Cl9 - (1/1) 60 ‘ 1

2. Fmoc-X-0H (2 eq.)/ 300 1

DIC-DMAP (0,05eq.)
vCHoClp/DMF (1/1)

| 3. CHyCl5" 1,5 2
4. DMET® 1,5 2
. 5. i-Prow® . 1,5 2
m .6‘ DMF/CHoCl2 {1/1) 1,5 2

7. i4PrO§$ 1,5 2
. B. CHpClo™™ l,5 3

Pryskyrice se pak promyie opakovdnim stuphid 3 a2 8 a kopuluje ,

se za nasledujcicih podminek:

Stupef Operace , Doba (min) Opakovan{
9. DMF 15 1
10. PhCOC1(0,18M) / | ‘
pyridin (0,36M) '30-180 1
in DMF/CHzélz
11, CHpC1F* . 1,5 2
12. R 1,5 2
13. i-PrOH - ” 1,5 2
14. _DMF/CHpClp (1/1) 1,5 1
15, CHyClp% 1,5 3

|f.,1

Zbylé aminokyseliny se vdZou na pryskiici postupnymi kopulal-
. nimi cykly v reverzni{m sledu za pouZiti{ nidsledujfcich chr4né-

nych aminokyselin:

aall Na-Fmoc -_Ne_t

. -butyloxy.arbonyl-L—lysin-
aalo

Na—Fmoc—L—asparagové kyselina,
3a%  NO-Fmoc-NiM-trity)-L-nistidin
aas Na-Fmoc~L~leucin

beta-t-butylester

aa’7 Na—Fmoc~L—leucin
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aa6 N%-Fmoc-N9-trityl-L-glutamin

‘aa5 NO®-Fmoc-NiM-trityl-L-histidin. -

aad N%-Fmoc-L-glutamova kyselina, gama--t-butylester
aa3 NY%-Fmoc-O-t-butyl-L-serin
aa2 NO-Fmoc-L-valin:

aal NO®-t-Butyloxykarbonyl-L-alanin:

Kopulace se provddi pri teplot& mistnosti v NMP =a pouZziti 1,5
a3 2,2 ekvivalentd aminokyseliny (0,1 a2 0,25M), HOBt a DIC.
Po 1,5 a2 3 hodindch se pfidd dimethylsulfoxid & kopulace se
providdi po dobu dalZich 1,5 aZ 3 hodin. KaZd4 kopulace zahrnu-
je nidsledujici stupné:

Stupen Operace ' Doba (min) Opakovani

i’

1. 2,5- 30 1
2. 20% piperidin v. NMP 3 1
3. 20% piperidin v NMP 14 1
q. pME® oy 1,5 2
5. CHaClY, 1,5 2
6. 1-PrOH 1,5~ 2,5 2-5
7. DMF/CH»Cls (1/1) 1,5 2- 3
8. kopulace 240 1
9. CHyClo¥ - 1,5 2
10. DME¥ - 1,5 2
11. i-Prom*: .. 1,5 2
12. ~ DMF/CHpC1%* 1,5 2
13. 1~PrOH, 1,5 1
14. CHoCloy 1’5 3

ﬁplnost probé&hnut. i kopulace se posuzuje Kaiserovymn testem:‘éo-
kud jsou. vysledky testu pozitivni, opakuj{ se stupné 8 az 14

pripadé za poulit{ kopula&niho &inidla.

K odst&pen{ chrdn&ného paepltidu od prysky¥ice se suspenze prys-.
kyrice michd v systému 1 % trifluoroctové/dichlormethan (4
ml/g pryskytice) p#i teploté& O °C  nebo pri teploté& mistnosti

po docbu a3 15 minut. Roztok se z=filtruje a extrahuje se 5%
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roztokem hydrogenuhli&itanu sodnéha. Zpracovdni pryskyficé

Lrifluoroctovou kyselinou se opakuje L¥i kr4t. Organické fize

se spoj{ a promyjf se vodou, 5% rozlokem hyd%ogenuhliéitanu
sodného a opét vodou. Organickd fdze se vysufi siranem sodnym
a odpa¥f se. Zbytek. se &ist{ chromatografii HPLC =a t&chto
podminek: _

sloupec: Zorbax Pro-10/150 C8, 6" x 40 cm,

teplota sloupce: teplota okolf, priatok: 2,2 az 3,0 MI/Min.cmz
detektorova vinova délka: 250 nm

Mobilni f4ze: 0,1 % HORc, pH 6 a% 6,2 s Lriethylaminem, aceto-

nitril

Chranény peplid se vnese na sloupec v 65 a2 70% acetonitrilu.

Gradient. necha vzriistat obsah acetonitrilu a% na 85 %. Frakce
se spoji, =zkoncentruji a produki se izoluje extrakci dichlor-
methanem. Organickd faze se pronyje zredénym roztokem hydro-
genuhli&itanuy sodného nebo vodou, vysuZi se sfranem sodnym,

zfiltruje se a odpar{ se.
P¥fklad 2
Priprava st¥fednfho fragmeniu

Strednf fragment, sestivajicf =z aminokyselin 13 a3 23,
KSIQDLRRREL, sa pfipravuje na 230 mmol pryskyrice citlivé ke
kyselind, na systému 4-hydroxymethyl-3-methoxyfenoxymiselni
kyselina 4—methyfbén2hydrylamin (HHPB-HBHA) . Prysky¥Fice se
pripravi z MBHA pryskyfice jak popsdno v prikladu 1. Prvni a-
minokyse]ina (aaZ24) se v&lefiuje © jak  uvedeno =a pouZitf
Fmoc-L-leuc¢inu. Zbylé aminokyseliny se pﬁipojujf na pryskyrici

naslednymi kopul&nimi cykly =zplsobem, popsanym v prikladu 1:

aa23 Na—Fﬁoc—L—glutamové kyselina, gama -iL-butylester
aa22 Na-Fmoc-Ng—é—methoxy-z,3,G-trimethylbenzylsulfonYl-L-
arginin '

aa2l NO-Frmoc-NI-4-methoxy-2, 3, 6-trimethylbenzylsulfonyl-L-
arginin :

2220 N®-Fmoc-N9-4-methoxy-2,3, 6-trimethylbenzylsulfonyl-L-

arginin
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aal9 N%-Fmoc-L-leucin

aals Na;Fmoc—L-aspa:ragové kyselina, beta-t-butylester

aal7 Na-Fmoc-Ng—tfityl-L—glutamin.

aalé N®-Fmoc-L-isoleucin.

aal5 NO-Fmoc-O-t-butyl-L-serin

aal4 Na—Fmoc-NE-t—butyloxykarbonyl—L—lysin

Peptid se od3t&puje od pryskyfice v podob& volné kyseliny,
organicky poail se extrahuje, sus{ a odpa¥{ =plsoben podle
prikladu 1. Zbytek se miZe vysraZet rozpusSténim v dichlormel -
hanu a p#iddnim do terc.-butylmethyletheru (t-BuOHe). Po
zfiltrovdni, promyti L-BuOMe a po vakuovém vysuéeni se produkt
&isti chromatografii HPLC na sloupci Zorbax, jak shora popséno

za pouziti 75 % acetonitrilu. Detektorovd vinova délka je 267.
Priklad 3
Priprava C-koncovéhao fragmentu

C-koncovy fragment, sestivajici z aminokyselin 24 a2 34,
LEKLLEKLHTA, se p#ipravuje na na 130 mmol prysky¥ice MBHA 2a

pouZit { Fmoc-2,4-dimethoxy-4‘-(karboxymethyloxy)benzhydrylami-

nového linkeru =za ndsledujficich podminek:

Stupen Operace Doba (min) Opakovani
1 CHZClé*? ’ 60 1
2. 10% DIPEA in CH»Cl) 5 2
3. CHpClo 5 3
4 DME 3 3
5 Linker/HOBt/DIC (1,5 eq)

- vCHpCl9/DME (1/1) 300- 420 1
6. CHpClo 1,5 2
7. DMF 1,5 2
8 iPrOH 2,5 2
9. CHpClo/DMF 1,5 2
10, iPrOH 2,5 2
11, - CHaCl» 175 3
12, DMF 10 1

YDMF/CH3Clo

13. Acp0, DIPEA 30- 35 1

in DMF/CHyClo
14. CHpCL5 1




* : 2
15. DMF” i-g )
16. i-PrOH » ¥ 1
17. . DMF / CHpClp" . L. 3

Zbylé aminokyseliny se viZou na pryskfici postupnymi kopulaé&-
nimi cykly v reverznim sledu za pouZiti ndsledujicich chrdné-

nych aminokyselin:

"aa34 N®-Fmoc-L-alanin

aa33 Na—Fmoc-O—t-butyl—L-threoniﬁ

aa32 Ne-Fmoc-NiM-trityl-L-histidin

aa3l N%-Fmoc-L-leucin

aa30 N%-Fmoc-Né-t-butyloxykarbonyl-L=lysin

aa?29 N®-Fmoc-L-glutamovd kyselina, gama--t-butylester
aa28 N®-Fmoc-L-~leucin

aa27 N%-Fmoc-L-leucin .

aa26 NO-Fmoc-NE-t-butyloxyharbonyl-L-lysin

aa25 N%-Fmoc~L-glutamov4 kyselina, gama--t-bulylester

aa24 N®-FPmoc-L-leucin:

Kopulace zse provadf{ p¥i teploté mistnosti v NMP =za pouéiti 1,5
a% 2,2 ekvivalentd aminokyseliny (0,1 a% 0,25M), HOBt a DIC
pro aminokyseliny 34 a2 26. Po 1,5 a2 3 hodindch se pouZije
t¥{ ekvivalentl aminokyseliny, HOBt a DIC pro aminokyseliny 24
a 25. Po dalsich 1,5 a2 3 hodindch se pridd 20 % dimethylsulf-
oxidu a kopulace se provddi po dobu dal%ich 1,5 aZ% 3 hodin.
KaZd4d kopulace zahrnuje ndsledujfci{ stupné v&etn& Fmoc St&penf

a pronytL{ po kopulaci:

Stupeii Operace . . Doba (min) Opakovan{
. .

1. DMF~ . 2,5~ 30 1

2, 20% piperidin. v NMP K| 1

3. 20% piperidin. v . NMP 14 1

4, DMEY* 1,5 3

5. CHyC1" . 1,5 2

6. i-pron™ | 1,5- 2,5 2- 6

7. DMF/CHpClp* - 1,5 3
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8. Coupling 240 1
9. CHpC1y* 1,5 2
10. pMFR 1,5 2
11.  i-PrOR"™ | . 1,5- 2,5 2
12. DMF /CH2CL2 1,5 2
13. iPrOH 2,5 2
14. CHyC1 % 1,5 3
Kaiser test

15. DMF | 2,5- 15 1
16. AcpO/DIPEA/ - 30- 35 1

CHoClg/DMF

17. CHyC1o ¥ 1,5 2
18. DM - 1,5 2
19. i-PrOH”™ 1,5 2
20. DMF /CHpCl1p 1,5 1
21. CHoClo%: 1,5 3

ﬂplnost prob&hnut.{ kopulace se posuéuje Kaiserovyn Lestem PO
kaZdém kopula&nim stupni. Pokud jsou vysledky testu pozitivn{
(_ 1,5 % nekopulovino), opakuji{ se stupn& 8 aZ 14. Pokud je

vysledek testu negativn{, pryskyrice se acetyluje.

Péiklad 4
Kondenzace tL¥{ fragment(

Zplisobem podle p¥ikladu 1, 2 a 3 se. pripravi tL¥i fragmen-
ty. Zbyl4d Nalfa.Fmoc skupina C-koncového fragmentu se odstra-
nf ve stupni 1 a2 ? podle prikladu 3.

Sti¥edn{ fragment B (172 g, 61,8'mm01), HOBt (59,2 mmol),
HOAL (3,7‘ mmol) a DIC (61,9 mmol) se pridaji do C-koncového
fragmentu (190 g, 41 mm015 v  NMP (900 ml1) a v dichlormethanu.
Reak&n! sm&s se michi p¥i teplotd mistnosti po dobu 22 hodin.
DIPEA (7 ml) se pridid a v michéni se pokraduje po doﬁu dalsfho
dne. Pryskyfice se promyje zplUsobem, popsanym.v pfik]adu 1

(stupeni 9 a2 13). Kaisertiv text doklidi ménd neZ 2 % nekopulo-




vaného zbytku. PryskyFice se acelyiuje (zpﬁsobem podle p¥ikla-
du 3, stupefi 14 a2 20) a Fmoc skupiny se odstran{ (zplisobem
podle pFikladu 3, stupeni 1 a% 7).

N-Koncovy fragment A, jako sodn& sul, (153 g, 62,4 mmol),
HOBL. (59,2 mmol), HOAtL (3,7 mmol), PyBOP (62,5 mmol) a DIPEA
(125,15 mmol}) se pffdaji do pryskyfice v NMP (900 ml1) a v di-
- chlormethanu. Reak&ni{ smds se michi p¥i teplotd mistnosti po
dobu 24 hodin, =filtruje se a promyje se (=zpi=ohem podle p¥f-
kladu 3, stupel 9 a2 13),. Kaisefﬁu text doklAd4d ménd nex 1 %
nekopulouanéhotzbytku. Prysky¥ice se acetyluje (=zplizobem padle
pri{kladu 3, stupel 14 a% 20), vyjme se = reaktoru a vysuX{ se

ve vakuu.

Pfid4d se roztok fenolu (60,3 g) v thiocanisolu (152,6 ml)
a trifluoroctovd kyselina do systému peptid-pryskyfice (64 g)
v prost¥edf dusfku. Reak®n{ sm3s se ochladf na teplotu -10 .C
a pomalu se pfidd TMSBr. Reak&n{ smés se michd po dobu piil ho-
diny p¥i teplot& -10° ¢ v uzavireném systému a po dobu jedné a2
dvou hodin pri Leplotd mistnosLiZ'Reakéni smés se zkoncentruje
na polovi&ni objem ve vakuu p¥i teploid 50 'C, pryskyi¥ice se
odfiltruje_a promyje se dvakratl, trifluoroctovou kyselinou (250
ml) a ledovou kyselinou octovou (250 ml). Filtrity se vysrazi
p?idéﬁim snési 3:1 t-butylmeth?letheru a Eexahu (6,5 litehl).
Surovy peptia ge odfiltruje, promyje se t-butylmethyletheren,
toluenem a t-butylmethyletherem (vZdy 2 x 250 ml) a vysra3{ se
rozpuéiénim'v methanolu (500 ml) a pfidénim t-butylmethylethe-
ru (7 litrl). Surovy produkt se odfiltruje, promyje se ﬂrbu-
tylmethyletherem a vysu#{ se ve vakuu, &im3 se ziski 33 g pep-
tida.

_ Podobnyn =plschem se =iskaj{ PTHrP analogy néhradou.
vhodné prysky¥ice z=a kyseie ukondend peptidy.
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AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRELLEKLLEKLHTA-OH (SEQ ID NO:6)

AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRELLERLLERLHTA-QOH
AVSEHQLLHDRGRSIQDLRRRELLERLLERLHTA-OH
AVSEHQLLHDRGRSIQDLRRRELLERLLKRLHTA-OH

AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRELLEKLLRKLHTA-OH

(SEQ ID NO:15)
(SEQ ID NO:16)
(SEQ ID NO:17)

(SEQ ID NO:5)

AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRELLEKLLEKLHTAGRR*OH.(SEQ ID NO:10)

AVSEAQLLHDLGKSIQDLRRRELLEKLLEKLHAL-OH

AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRELLEKLLELLKEL-NH?
AVSEIQFXHNLGKHLSSXERVELLEKLLEKLHNY-NH)
AVSEIQFXHNLGKHLSSXRRRELLEKLLEKLHNY-NH7

AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRALAEALAEALHTA-NH,

AVSEHQLLHDKGKSIQDLARRELLEKLLEKLHTA~NH)

AVSEHQLLHDKGKS IQDLRRAELLEKLLEKLHTA-NH/

{SEQ ID NOQ:14)
(SEQ ID NO:11)
(X=Nle, SEQ ID No:zsi
(X=Nle, SEQ ID NO:24)
(SEQ ID NO:20)
(SEQ ID NO:12)

(SEQ ID NO:13)

AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRSLLSSLLSSLHTA~-NH, (SEQ ID NO:21)

AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRAFYDKVAEKLHTA-NHg (SEQ ID NO:22)

AVSEIQFLHN LGKHLSSLRR RELLEKLLEK LHNY-NH; (SEQ ID NO:35)

AVSEHQLLHD
AVSEHQLLHD
AVSEHQLLHD

AVSEHQLLHD

AVSEHQLLHD
AVSEHQLLHD
AVSEHQLLHD

AVSEHQLLHD

KGKSIQODLKL
KGKS IQDLRR

KGKSIQDLRR
KGKSIQDLRR

KGKSIQDLRR
KGYSIQDLRR
KGCSIQDLRR

KGXSIQDLRR

KELLEKLLEK
RELLERLLER

RELLERLLER
RELLERLLER
RELLEKLLEK
RELLEKLLEK

RELLEKLLEK

LHTA-NH,
LHTA~NH,

LHTAP-OH

(SEQ ID NO:38)
(SEQ ID NO:39)

(SEQ ID NO:40)

LETAGRR-OH (SEQ ID NO:41)

LHTY-NH,
LHTA-NH»

LHTA-NH;

(SEQ ID NO:43) -
(SEQ ID NO:44)

(SEQ ID NO:495)

RELLEKLLEK LHTA-NHy (SEQ ID NO:46)
(X = Cys(CHpCONH(CHp) oNH (biotinyl)))

AVSEHQLLHD KGXSIQDLRR 'RELLEKLLEK LHTA~NH; (SEQ ID NO:47)
(X = Lys(7-dimethylamino-2-oxo-2H-1-benxopyran-4-acetyl))

AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTAG-OH (SEQ ID NO:48)
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AVSXHQLLHX) KGKSIQXpLRR RXjLLX1KLLX{K LHA-OH (SEQ ID NO:49) -
(X1 = Glu(OCH3); X = Asp(OCH3))

AVSX1HQLLHX7 KGKSIQXpLRR RXjLLX;KLLX;K LHA-OCH3 (SEQ ID
Tgisg)Glu(OCH3); Xp = Asp(OCH3)) |
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTAP-OH (SEQ ID NO:52)
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTP-OH (SEQ ID NO:53)
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTP-NHp (SEQ ID NO:54)
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LEP-NH, (SEQ ID NO:5S)
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LP-NH, (SEQ ID NO:56)
AVSEHQLLED KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTRSAW-OH (SEQ ID NO:57)

AVS?gQLLHD RGRSIQDLRR RELLERLLER LHTAGRRTRSAW-OH (SEQ 1ID
NO:58)

AVSEHQLLHD RGRSIQDLRR RELLERLLER LHTAGRRTRSAW-NHZ (SEQ ID
NQ:59) .

AVSEHQLLHD RGXSIQDLRR RELLERLLER LHTAGRRTRSAW—OH (SEQ ID
N0O:60) (X = Lys{dihydrocinnamoyl))

AVSEIQFXHN LGKHLSSXTR SAWLRKKLQD VHNY-NH2 (SEQ ID NO:61)
(X = norleucin )

AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTMA-NH; (SEQ ID NO:62)
AVSEHQLLED KGKSIQDLRR RFFLEKLLEK LHTA-NH; (SEQ ID NO:64)
AVSEHQLLHD KGKSICDLRR RELLHKLLEK LHTA-NH> (SEQ ID NO:65)
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEHLLEK LHTA-NH, (SEQ ID NO:66)
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLIAK LHTA-NHp (SEQ ID NO:67)
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEE IHTA~NHy {SEQ ID NO:68)
"AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEkLLEK LHTRSAW-NHy (SEQ ID NO:72)

‘AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTRSAX-OH (SEQ ID NO:73)
(X = Nal(2) = 3-(2—-na.¥‘t£yl)-L-alanin!.)

AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTASAW-OH (SEQ ID NO:74)

AVSEHQLLHED KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTAEIRA-OH (SEQ ID NO:753)




list
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AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTAEIR-OH (SEQ ID NO:76)
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK‘LHTAEI-OH (SEQ ID NO:77)
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTAE-OH (SEQ ID NO:78)

SEHQLLED KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTA-NH, (SEQ ID NO:80)

LLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTA-NHy (SEQ ID NO:81)
LHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTA~NH, (SEQ ID NO:82)

SEHQLLHD RGRSIQDLRR RELLERLLER LHAGRRTRSAW-OH (SEQ ID NO:83)

LLHD RGRSIQDLRR RELLERLLER LHAGRRTRSAW-OH (SEQ ID NO:84)

[Met34, Ala35) (SEQ ID NO:25), AVSEHQLLHDKGKSIQDL~
RRRELLEKLLEKLHTMA-NHy, (SEQ ID NO:25), may be prepared and

a ¢istit shora popsanymi zplisoby. Tento polypeplid se mna3e
prevddét na homoserinlaktion ndsledujfcim zplsobem. Vy&iit&ny
polypept id se rozpusti ve 44% kyseling mravenéil Roztok se
spoj{ s predmfSenym roztokem bromkyanu (700 mg) a fenolu (1,6
mg) ve 44% kyselin& mraven®{ pti Leplbté 0 ‘C. Roztok se miché
pri teploté& O e po dobu dvou hodin a pFi teploL& mistnosti ro
dobu rovné&Z dvou hodin. Vytvafen{ produktu se miZe monitorovat
chromatografi{ HPLC (VydacR C-18, 30 nm, 4,6 x 250 mm, rychlot
pritoku 1,2 ml/min, gradient 25 a3 45 ¥ acetonitrilu v 0, 1%

Lrifluoroctové kyseling po dobu 10 minubt). Vzorek se zkoncen-

Ltruje a &istf preparativn{ chromatografi{ RP-HPLC (VydacR C-

18, gradient 25 a% 45 % acelonitrilu v 0,1% trifluoroctové ky-
selin&) =za =z{skian{ SEQ ID NO:9.

AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRELLEKLLEKLHTX (X=hSerlac, SEQ ID NO:9)

Podobné& . (SEQ) ID NO:79) se miiZe ti{mto zplsobem pripravit

AVSEIQFXlHﬁ KGKHLSSX1ER VEWLRKKLQOD VHNXj (SEQ ID NO:79)

(X1 = L-norleucin'.; X» = homoserin” lakton )

Pro pripravu homoserinamidu se surovy hSerolaktonavy
analog, slou&enina 4, zkoncentroje a =zpracovidvia se 25 ml nasy-

ceného roztoku amoniaku v methanolu. Roztok se michd p¥i tep-
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lotd 0 ¢ po dobu dvou hodin a po dobu 16 hodin pri Leplot&
mistnosti. Vytvafen! produkiu se miiZe monitorovat chromatogra-

fi{ HPLC (VydacR C-18, 30 nm, 4,6 x 250 mm, rychlotl priatoku

1,2 m1/min, gradient 20 a% 45 % acetonitrilu v 0,1% trifluor-

oclové kyseling). Rozlok se z2koncentruje a &ist{ preparativnt
chromatografif RP-HPLC (VydacR C-18, gradient 25 a3 45 % ace-
tonitrilu v 0, 1% trifluovoctové kyseliné).'HomoserinamidpepLi~
dové frakce se shromd2df a lyofilizuji se za ={skanf SEQ ID
NO:8.

AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRELLEKLLEKLHTX—NHZ (X=hSexr, SEQ ID NO:8)

Podobné& se timto =zpiisobem mohou pripravit slou&eniny 22, 23 a

28 za pouzit{ methioninu jake C-zakon&enf.

AVSEIQFLHN LGKHLSSLRR RELLEKLLEK LHNX-NHp (SEQ ID NO:36).
(X = homoserin )

RVSEIQFLHN KGKHLSSLRR RELLEKLLEK LHNX-NH» (SEQ ID NQ:37)
(X = homoserin }

AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLERLLER LHTAGRRX~NH, (SEQ ID N0:42y
(X = homoserin )

Podobn& se pFipravuijf homoserinalkylamidy =z homoserin-
laktonu roZpusténfm v dimethylformamidu obsahujicim nadbytek
odpovidajiciho aikylaminu. Reak&éni sm&s se michd p¥i teplolLd
mi{stnosti po dobu n&kolika dnf (postup reakce se miZe menito-
rovat, analytickou chromatoérafii.HPLC), reakén{ smés =e odbaﬁf
k suchu a peptid se &isti preparativn{ chromatografi{ HPLC.

Representativnimi homoserina]kylamidy isou sloudeniny 55 a 56.
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTX-NHCH2CH3 {(SEQ ID NO:69)
(X = homoserin )

AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTX-NHCHQCH2C5H5.(SEQ ID
NO:70} (X = homoserin ) o




Vodny roztok homoserinlaktonu rodobné& jako shora se mO%e
zpravovaval vep¥ovou jaterni esterdzou (Sigma Chemical Compa;
ny, St. Louis, M0O). Hydrolyza laktonu na C-koncovy homoserin

se miZe monitorovat analytickou chromatografif{ HPLC. Jakmile

se hydrolyza povaZuje =a ukon&enou, &ist{ se produkt Prepara-
1t tivni chromatografif HPLC, jak shora uvedeno. '

- AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTX;OH {SEQ ID NO:51)
- (X = homoserin )

Jakkoliv je vyndlez objasné&n p¥f{pravou 34 aminokyselino-
vého polypeptidu ze LR fragmentii, je stejnd dobfe pouZitelny
pro syntézu jinych PTH a PTHrP analogli rizné délky = rﬁzn?ch
fragmentd. Obecn& jsou glutamova kyselina, glycin, leucin a
prolin Z24doucimi fragmenty C-zakon&en{. V rredchozfch p¥ikla-
dech poskytuje leucin-leucinova kopulace nmezi ffagmenLy 2 a3
neolekivatelné vysoké vyt&3ky. Podobn& se Jeucin-leucinové ko-
pulace miZe vyuZfval pFi pripravé rolypeptidu SEQ ID NO:7
2 fragmenth 1-7, 8-23, 24-27 a 28-34. Podle . jiného provedeni
jJestliZe aminokyseliny 24-27 (LEKL) jsou stejné jako 28-31,

mohou se pripravit &ty®i aminokyselinové ‘fragmenty Zplisaobem
v kapalné nebo v pevné fdzi a vzidjemn& se ‘kondenzovat za vy-
tvoreni{ 23-30 fragmentu. Snadné ¢isténi je podporovéno pouéi; 
tim malych fragmenti, které snadno krystalizujf. Av&ak vzris-

tajici po&et. fragmenti také zvyZuje po&et kondenza®nich stuphid.

[ic]




Seznam sekvenc{
(1) Obecné informace
i) PrihlaSovatel: F. Hofffmann-La Roche AGC
11)  Nazev vynalezu: Zplsob pFipravy syntetického polypeptido-
vého analogu parathyroidnfho hormonu nebo
2 parathyraidniho hormonu odvozeného Pep-"
.Lidu a farmaceutického prost¥edku, ktery
tL.yto pepltidy obsahuje o
iii) Poéet sekvenc(: 86
iv) Adresy pro korespondenci
A. Adresat: F. Hofffmann-La Rdche AG
Ulice: Grenzacherstrasse 124
" Mésto: Basle
Stat: RS
Zem&: Svycarsko
ZIP: CH-4070

i - e

v) Forma pro po&itad&
A. Typ média: Floppy disk
B. Po&f{ta&: IBM PC compatibile
C. Operaénf systém: PC-DOS/HS-DOS
D. Software: PatentIn Release # 1,0, Version # 1.25

2. Informace o SEQ ID. NO.1:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ! aminokyselina
D. Topologie: linedrn{:

ii) Typ molekuly: peplid

'iii) Hypotelickd: ne

v} Typ fragmentu: N-koncovy
xi} Popis sekvence:SEQ ID NO:1:

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

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu Gln Agp val His
20 25 3

Asn Phe




]

ey

. Ser Leu Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu Gln Asp Val His

2. Informace o SEQ ID. NO.2:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
-B. Typ!: aminokyselina
D. Topologie: line&rni:
i1i) Typ molekuly: peptid
iii) Hypotetickd: ne

v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:2:

Rla Val Ser Glu'Ile Gln Phe Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Ser
1 5 10 . 15

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu Gln Asp Val His
20 . 25 30

Asn Phe

2. Informace o SEQ ID. NO.:3:

i) Charakteristiky sekvence -
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie: linedrnf:

ii) Typ molekuly: peptid

iii) Hypolelickd: ne

v) Typ fragmentu: N-koncovy

xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:3:

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

20 25 30

Asn Phe

2. Informace o SEQ ID. NO.:4:

i) Charakteristiky‘sekvence




A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
Topologie: linedrnf{:
ii} Typ molekuly: peplid
iii) Hypoletickd: ne _
v} " Typ fragmentu: N-koncovy

xi} Popis sekvence:SEQ ID NO:4:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 5 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Phe Phe Leu His His Leu Ile Ala Glu Ile His
20 . : 25 ‘ 30

Thr Ala

2. Informace o SEQ ID. NO.:5:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ! aminokyselina .
D. Topologiei‘linearnfz

~ii) Typ molekuly: peptid

iii) Hypoletickd: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:5:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 5 10 | 15

Asp Leu Arg Arg'Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Arg Lys Leu His
2 25 - 30

Thr Ala

2. Informace o SEQ ID. NO.:6:

i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
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fl. Topolagie: linedrni:
ii) Typ molekuly: peptid
iii) Hypotetickd: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis sekvence : SEQ iD NO:6:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 5 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
20 25 ‘ 30

Thr Ala

2. Informace o SEQ ID. NO.:7:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie: linedrni:
ii} Typ molekuly: peptid
iii) Hypoletickd: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis sekvence:!SEQ ID NO:7:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser iée Gln
' 10
1 : 5 .

Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu
20 25 30

Thr Ala

2. Informace o SEQ ID. NO.:8:

*1) Charakteristiky sekvence

A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
P. Topolagie: linedrni:
ii) Typ molekuly: peptid
iii) Hypoteticki: ne

v) Typ fragmentu: N-koncovy




ix) CharakterisLiky
(A) jméno/k1{&: madifikované misto
(B) lokace: 34
(D) dalii informace:/ poznamka = "X3334 = homoserin®
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:8:
Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
. 1 5 ' 10 15
Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu géu Lys Leu Leu Glu ggs Leu His
20

. _ Thr_Xaa;nm

ot ek e A e

2. Informace o SEQ iD. HO. 1 9:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D; Topologie: ]ineérni}
ii) Typ molekuly: peptid
jii) Hypotelickd: ne
v) Typ frégmentui N-koncovy
ix) Charakieristiky
(R) jméno/k1{&: modifikovaneé misto

(R) lokace:® 34

(D) dalsi informace:/ poznimka = "Xaa34 = homoserin”
o xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:9:
i ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile GIn
; 1 5 10 15
] Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His

Asp Leu Arg Arg
20

25 30

Thr Xaa

2. Informace o SEQ ID. NO.:10:
i} Charakteristiky sekvence
A. Délkai 34 aminokyselin

B. Typ: aminokyselina
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P. Topologie: linedrni:
ii) Typ-molekulyt poeptid
iii) Hypoteticka: ne
Q) Typ fragmentu: N- koncovy
%i) Popis sekvence:SEQ ID NO:10:
Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His ?gp Lys Gly Lys Ser i;e Gln
1 5

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
20 25 30

Thr_.Ala_Gly Arg Arg

3 - ‘ - S

2 . Informace o SEQ ID. NO.:11:

"{) Charakteristiky sekvence

A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ! aminokyselina
pP. Topologie: linedrni:
ii) Typ molekuly: peptid
iii) Hypotetickd: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
%xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:11:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 5 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu Lys
: 20 25 30

Glu Leu

2. Informace o SEQ ID.‘NQ.=12=
i) Charakteristiky sekvence
A Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
p. Topologie: linedrnf:
ii) Typ molekuly: peptid
iii) Hypoteticki: ne
vy Typ fragmentu: N-koncovy
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xi)} Popis sekvence:SEQ ID NO:12:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser iée Gln
1 . 5 - 10

Asp Leu Ala Arg Arg Glu Leu Leu Glu lys Leu Leu Glu ggs Leu His
20 25 .

Thr.Ala

2. Informace o SEQ ID. NO.:13:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ:' aminokyselina
'". Topologie! linedrni:
ii) Typ molekuly: peptid
iii) Hvpotetick&: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis sekvence:SE() IDIN0713=

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 5 10 15

Asp Leu Arg Arg Ala Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
20 25 30

Thxr Ala

2. Informace o SEQ ID. NO.:14:
i) Charakteristiky sekvence

A. Délka: 34 aminokyselin

B. Typ: aminokyselina

Topologie: linedrnfi:
ii) Typlmolekuly? peptid
iii) Hypotetickd: ne
v) ;Typ fragmentu: N-koncovy
®i) Popis sekvence:SEQ ID NO:14:
?1a Val Ser Glu gla Gln Leu Leu His ?gp Leu Gly Lys Ser Iée Gln
1

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
: 20 ' 25 r 30

Ala Leu




2. Informace o SEQ ID. NO.:15:
i) Charakteristiky sekvence

A. Délka: 34 aminokyselin

B. Typ: aminokyselina

. Topologie: lineévnff
ii) Typ molekuly: peptid

iii) Hypoteticka:'l® ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:15:

Ala Vval Ser Glu His Gln Léu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 5 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Arg Leu Leu Glu Arg Leu His
20 25 . 30

Thr Ala

2. Informace o SEQ ID. NO.:16:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
P. Topologie: linedrnt:
ii) Typ molekuly: peptid
viii) Hypot.etickd: ne
v) Typ fragmentul N-koncovy
xi) Popis sekvence:!:SEQ) ID NO:16:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Arg Gly Arg Ser Ile Gln
1 5 ' 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Arg Leu Leu Glu Arg Leu His
: 20 25 30

Thr Ala




2. Informace o SEQ ID..NO.:17:
i} Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie: linedrni:
ii) Typ molekuly: peptid
iii) Hypotetickd: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy

xi) Popis sekvence:SE(Q) ID NO:17:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Arg Gly Arg Ser {ée Gln
10 :
1 5 ‘

Asp Leu Arg Arg.Arg Glu Leu Leu Glu Arg Leu Leu Lys ggg Lgu His
20 - 25

Thr Ala

2. Informace o SEQ ID. NO.:18:
i) Charakteristiky sekvence
.A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie: linedrni:
ii) Typ molekuly: peptid
iii) Hypoletickd: ne
v} Typ fragmentu: N-koncovy
i®) Charakteristiky
(A) jméno/kl{&: modifikované misto
{(B) lokace: 29
(D) dalétlinformace:/poznémka = "Xaa29 =
lyzin-(OCCHz(OCHzCH2) 20CH= ) "
xi} Popis sekvence:SEQ ID NO:18:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Arg Gly Arg Ser Iée Gln
1 5 10 1

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Arg Leu Leu Xaa Arg Leu His
2 25 30

Thr Ala




-

2. Informace o SEQ ID. NO, :19:
i) Charakleristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
[?. Topologie: linedrni:
ii) Tvp molekuly: peptlid
iii) Hypotetickd: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
ix) Charakteristiky |
(A) jméno/kli&: modifikované misto -
(B) lokace:! 29
(D). daldf{ informace:/ pozndmka = "Xaal29 =
- lyzin- (OCCH2(OCH2CHz) 1 100CH3) "
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:19: |

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Arg Gly Arg Ser {éelen
1 5 10

Glu Arg Leu Leu Xaa Arg Leu His

lu Leu Leu
Asp Leu Arg Arg Arg G 55 ’ 30

20

Thr Ala

2. Informace o SEQ ID. NO.:20:

i) Charakteristiky sekvence

A. Dédlka: 24 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
- P. Tovologie: linedrni:
ii) Typ molekuly: pepltid N
iii) Hypotetickéf ne
v). Typ fragmentu: N-koncovy
®i) Popis sekvence:SEQ ID NO:20:

Aid val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 5 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu His
: 20 . 25 30

Thr Ala
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2. Informace o SEQ ID. NO.:21:
i) CharakterisLiky sekvence
A, Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
7} Topologie: linedrni:
ii).Typ molekuly: peptid
iii) Hypoteﬂickéi ne

v) Typ fragmentu: N-koncovy

xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:21:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu Bis

1 5

Asp Lys Gly Lys Sex Ile Gln
10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Ser Leu Leu Ser Ser Leu Leu Ser Ser Leu His

20

Thr Ala

2. Informace o SEQ ID.‘N0_=22=
i} Charakteristiky sekvence
A, Délka: 34 aminokyselin
B. Typ'! aminokyselina
ﬂ. Topologie: linedrni:
ii) Typ molekul?i peptid
iii) Hypolelickd: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:22:

1 5

30

‘Ala Val Ser.Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly. Lys Ser IYle Gln
' 10 _ 15

Asp Leu Arg Arg Arqg Ala Phe Tyr Asp Lys Val Ala Glu Lys Leu His
25

20

Thr Ala

2. Informace o SE( ID. NO.:23:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminakyselin

B. Typ: aminckyselina

30




LRl LX) -t .

g Topologiéi linedrni:
ii) Typ molekuly: peptid
iii) Hypoteticka: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
ix) Charakteristiky

(A) jméno/k1i&: modifikované misto

(B} lokace: 8

(D) dal®{ informace:/pozndmka = “Xaa8 = norleucin®
ix) Charakteristiky

(R) jménn/k1i&: modifikované misto

(B) lokace: 18

(D) dal%i informace:!/poznimka = "Xaa18 = norleucin”
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:23:

Ala Val Ser Glu Ile Gln Phe Xaa His Asn Leu Gly Lys His %gu Ser
1 5 10

Ser Xaa Glu Arg Val Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu g%s Leu His
20 25 '

Asn Tyr

2. Informace o SEQ ID. NO. :24:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
P. Topologie: linedrnf:
i) Typ molekuly: peptid
iii) Hypohetickéi ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
ix) Charakteristiky
(A) jméno/k11&: modifikované misto
(B) lokace: 8
(D) dals&i infcrmaceilpoznémka = "¥Xaaf = norleucin®
ix) Charakteristiky
(A) jméno/k1{&: modifikované misto
‘ (B) lokace: 18

(D) dal&{ informace:/poznimka = "Xaai8 = norleucin®




xi) Popis sekvence:SEQ ID N0O:24:

Ala val Ser Glu Ile Gln Phe Xaa His Asn Leu Gly Lys His Leu Ser

1 5 10 15 .
Ser Xaa Arg Arg Axrg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
20 25 30
N Asn Tyr
d 2. Informace o SE(Q ID. NO.:25:

i) Charaktiteristiky sekvence
A. hélka:‘35.aminokyse]in
B. Typ: aminokyselina
P. Tovologie: linedrni:

ii) Typ molekuly: peptid

jii). Hvpotet.ickd: ne

v} Typ fragmentu: N-koncovy
®xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:25:

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

1 5 10 15
 Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
20 25 ‘ 30
Thr Met Ala '
35

-w 2. Informace o SEQ ID. NO.:26:
.. i) Charakteristiky sekvence
2 B. Délka: 10 aminokyselin
v B. Typ: aminokyselina

. Topologie: EZyroubovicova

ii) Typ molekuly: peptid

iii) Hypotetickd:' ne

v) Typ fragmentu: interndlnf

ix) Charakteristiky _
(A) jméno/k1{&: modifikované misto
(B)Y lokace: 8 |

(D) dal®i informace:/poznamka = "Xaa8 = glutamovd kyselina




-

2.
i)

ii)
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Charakteristiky '

(A) jméno/k1{&: oblast

(BY lokace: 1 .. 10

(D) dal%i informace:'/pazndmka = "sekvence 26 je zapuit.éna
v polaze 22 a2 31 sekvence 5, 6, 7, 8

. 10, 11, 12, 13 a 14"
Popis sekvence:SEQ ID NO:26:

Leu Leu Glu Lys Leu Leu Xaa Lys Leu
5 ' 10

>

Informace o SEQ ID. NO.:27:

Charakteristiky sekvence

A. Délka: 10 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
"p. Topologie! Hroubovicova

Typ molekuly: péptid

iii) Hypoleticka: ne

v}

ix)

ix)

®i)

Typ fragmentu: internalnf
Charakteristiky _
(A) iméno/k1{&: modifikované misto
(B)Y lokace: 8 ‘ .

(D) dal&i informace:/poznimka = "Xaa8 = glutamovd kyselina

1yzin neho lyzin-(QCCHz2PEGX"

Charakteristiky
(A) iméno/kl1{&: oblast
(B) lokace: 1 .. 10

(D) dalif{ informace:'/poznimka = "sekvence 27 je =zapusténa
v'poloze 22 a3 31 sekvence 15, 16, 17,
18 a 19"

Popis sekvence:SEQ ID NO:27:

Glu Leu Leu Glu Arg Leu Leu Xaa Arg Leu
1 ‘ 5 10
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2. Informace o SEQ ID. NO.:28:
i) Charakteristiky sekvence '
A. Dé&lka: 10 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
. Topologie: Eroubovicova:
ii) Typ molekuly: peptid
{ii) Hypoteticka'® ne
v) Typ fragmenbu: internalni
i®) Charakteristiky
(A) iméno/kl1i&: peptid
(B) lokace: 1..10
(D) dalii ihfofmaceifpoznémka = "gekvence 28 je =zapusténa
v poloze 22 a% 31" sekvence 20"
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:28:
Ala Leu Ala Glu-Ala Leu Ala Glu Ala Leu
1 5 10
2. Informace o SEQ ID. NO. :29:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 10 aminnkyselin
B. Tyvp: aminokyselina
P. Topologie: Sroubovicova
ii) Typ molekuly: peptid |
iii) Hvpoletickd: ne
v) Typ fragmentu: interndlni:
i®) CharakbLeristiky
(A) jméno/kl1i{&: peptlid
(B) lokace: 1..10
(D) dali!{ informace:/Poznimka = "sekvence 29 je zapusténa

v poloze 22 aZz 31 sekvence 21
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:29:

Ser Leu Leu Ser Ser Leu Leu Ser Ser Leu
1 5 10




2. Informace o SEQ ID. NO.:30:
i) Charakteristiky sekvence
A. Dé&lka: 10 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie: éroﬁbovicové:
ii) Typ molekuly: peptid
iii) Hypoteticka: ne
v} Typ fragmentu: interﬁélnt
i%) Charakteristiky
(A) jméno/kli&: peptid
(B) lokace: 1..10
(D) dal&f informace : / poznéamka = “sekvence 30 je zapust&na
v poloze 22 a% 31 sekvence ‘22"
%i) Popis sekvence:SEQ ID NO:30:

Ala Phe Tyr Asp Lys Val Ala Glu Lys Leu
1 5 10

,2< Informace o SEQ ID. NO.:31:
i) Charakterfstiky sekvence
A. Délka: 88 péiru bizf
B. Typ: nukleovd kyselina
C. ¥etézcovitost: jeden Fel&zec
D. Topologie: linedrni
ii) Typ molekuly: cDNA
iii) Hypotetickd: ne
iv) Antimedidtor: ne
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:31:

CCTCTAGATC TCCGCGGCGC TAGCATGGCT GTTTCTGAAC ATCAGCTGCT TCATGACARA ‘GQ

GGTARATCGA TTCAAGATCT GAGACGTC 88

2. Informace o SEQ ID. NO.:32:
i) Charakteristiky sekvence

A. Délka: 90 péru ba=zi

B. Typ: nukleovd kyselina
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C. Pet&zcovitost: jeden Petdzec
D. Topologie: linedrnf

ii) Typ molekuly: cDNA

iii) Hypoteticka: ne

iv) Antimedidtor: ano

®i) ?opis sekvence:SEQ ID NQ:32:

CCTCGAAGCT TATGCATCAT TATCTAGACA TAGTATGCAG CTTTTCARGC AGTTTCTCCA
GCAGCTCGCG ACGTCTCAGA TCTTGAATCG 90

[ —,

2. Informace o SEQ ID. NO.:33:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 23 piru biz{
B. Typ' nukleovd kyselina
C. Petdzcovitost: jeden Yetézec
D. Topologie: linedrnf
i{i) Typ molekuly: cDNA |
iii) Hypotetickad: ne
iv) Ant imediadtor: ne
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:33:

CCTCTAGATC TCCGCGCGCT AGC 23

2. Informace o SEQ ID. NO.:34:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka:! 24 piru ba=f
B. Typ: nukleov4 kyselina
.C. Fet&zcovitost: jaden Fetézec
D. Topologie: linedrnf
ii) Typ molekuly: cDNA
iii) Hypoteticka: ne
iv) Antimedidbtor: ano
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:34:

CCTCGAAGCT TATGCATCAT TATC 24

60




2. Informace o SEQ ID. NO.:35:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminckyselina
D. Topologie: linedrnf
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypotetickd: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:35:

Ala Val Ser Glu Ile Gln Phe Leu His Asn Leu Gly Lys His Leu Ser
1 ‘ 5 10 15

Ser Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
‘ 20 ' 25 30

Asn Tyr

2. Informace o SEQ ID. NO.:36:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie: linedrn{
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypoleticki: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
ix) Charakteristiky
(A) jméno/k1{&: modifikované misto
(B) lokace: 34
(D) dalsf informace!/poznimka = "Xaa je homoserin®

xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:3é:

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

Ser Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
20 25 30 |

Asn Xaa
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2. Informace o SEQ ID. NO.:37:
i} Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie: linedrnf
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypotetickd: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
ix) Charakteristiky
(A) iméno/kl{&: modifikované misto
{B) lokace: 34

(D) dalsi informace:/pgzndmka = “Xaa je homoserin”

.xi) Popis sekvence:!:SEQ 1D NO:37:

‘ala Val Ser Glu Ile Gln Phe Leu His Asn Lys Gly Lys His Leu Ser

1 5 10 15

Ser Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
20 25 30

Asn Xaa

2. Informace o SEQ ID. NO.:38:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologiet_lineérni
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypoteticka: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:38:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 5 10 : ' 15

Asp'Leu Lys Leu Lys Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His |
.20 . _ 25 30

Thr Ala
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2. Informace o SEQ ID. NO.:39:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminockyselina -
D. Topologie: linedrnf
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypotetickd: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:39:

?la Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
5 10 ‘ 15

Asp Leu Arg ggg Arg Glu Leu Leu Glu Arg Leu Leu Glu Arg Leu HlS
25 30

Thr Ala

2. Informace o SEQ ID. NO.:40:
i) Charakteristiky sekvence

A. Délka: 35 aminokyselin

B. Typ: aminokyselina

. D. Topologie: linedrn{

ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypotetické= ne.
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:40:

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

1 5 10 15
Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Arg Leu Leu Glu Arg Leu His
20 25 _ 30
Thr Ala Pro
35

2. Informace o SEQ ID. NO.:41:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 37 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina




D. Topologie: linedrnf|

ii) Typ molekuly: protein

iii) Hypotetickd: ne '

v) Typ fragmentu: N-koncovy

%i) Popis sekvence:SEQ ID NO:41:

?la Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Glﬁ
: 5 .10 15

Asp Leu Arg ggg Arg Glu Leu Leu géu Arg Leu Leu Glu Arg Leu His

30

Thr Ala Gly Arg Arg
35

2. Informace o SEQ ID. NO.:42:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 38 aminokyselin
B.ITyp: aminokyselina
D. Tepologie: linedrnf
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypotetickd: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
i®) Charakteristiky
(A} jméno/kl{i&: modifikované misto
(B) lokace: 38

(D) dal&i informace:/Pozndmka = "Xaa je homoserin®

xi) Popis sekvence:!SEQ ID RO:42:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 -5 10- 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Arg Leu Leu Glu'Afg Leu‘His
20 a 25 : 30

Thr Ala Gly Arg Arg Xaa
35

2. Informace o SEQ ID. NO.:43:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin

B. Typ: aminokyselina
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D. Topologie: linedrni
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypoteticka: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:43:

Ala val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser

1 : S

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu
20 . 25

Thr Tyr

2. Informace o SEQ ID. NO.:44:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie: linedrnf|
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypotetick4: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
%i) Popis sekvence:SEQ ID NO:44:

10

Ile Gln
15 '

Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His

30

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

1 5

10

15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His

20 25

Thr Ala

2. Informace o SEQ ID. NO.:45:
i} Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ:laminokyselina
D. Topologie: linedrni
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypotetick4d: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy

30




®i) Popis sekvence:SE(Q) ID NO:45:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Cys Sexr Ile Gln
1 5 ' 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
20 . ‘ 25 30

Thr Ala

2. Informace o SEQ ID. NO.:46:
i}, Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Toﬁologie: linedrn{
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypolelicki: ne
v) Typ fragmentu:! N-koncovy
ix) Charakteristiky
(AY jméno/kli&: modifikovand misto
(B) lokace: 13
(D) dalsf{ informace:/pozndmka = *"Xaa je
Cys(CH-2CONH(CH-2) <2NH(biotiny1)"
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:46:

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

1 : 5 10 15
. Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
‘ 20 - 25 30
Thr Ala

2. Informace o SEQ ID. NO.:47:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topoliogie: linedrnf

ii) Typ molekuly: protein




iii) Hypoltetickd: ne
y) Tvp fragmentu: N-kancovy
ix) Charakteristiky
(A) jméno/kl1{%&: modifikovand misto
(B) lokace: 13
‘(D) dal3{ informace:/pozndmka = “Xaa je
Lys{7-dimethylamino~2-oxo-2H-1-benzopyran-4-acetyl}"
®i) Popis sekvence:SEQ ID NG:47:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Xaa Ser Ile Gln
1 ‘ 5 10 : 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu Hié
20 25 30

Thr Ala

2. Informace o SE() ID. NO.:48:
i} Charakteristiky sekwvence
| A. Délka: 35 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie:!: linedrnf
ii} Typ molekuly: protein
iii) Hypotetickd: ne
v) Typ fragmentu: N-kaoncovy
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:48:

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

] 1 ) 10 15
) Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
4 - 20 25 30
Thr Ala Gly
35

2. Informace o SEQ ID. NO.:49:

i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 33 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina

D. Topolagie: linedrnf|




ii)

Typ molekuly: protein

iii) Hypotetickd: ne

v)

ix)

ix)

ix)

ix)

ix)

xi)

Ala

Xaa

Ala

Typ fragmentu: N-koncovy
Charakteristiky

(R) jméno/kli&: modifikované misto

(B) lokace: 4

(D) dal%f informace:/pozndmka = "Xaa je
Charakteristiky

(A) jméno/kl1{&: modifikované misto

(B) lokace: 10

(D) dal3f{ informace:/pozndmka = "Xaa je
Charakteristiky '
{A) jméno/kl1{&: modifikovanéd misto

(B) lokace: 17

(D) dalii informace:/poznémka.= "Xaa je
Charakierigtiky

(A) jméno/kl{&: modifikované misto

(B) lokace: 22

(D) dal%f informace:/pozndmka = "Xaa je
Charakteristiky

(R) jméno/k11&: modifikované misto

(B) lokace: 25

(D) dalsf informace:/pozndmka = "Xaa je

Charakteristiky

(AY jméno/kli&: modifikované misto

(B) lokace: 29 ‘

(D) dalxf informace=/poznémka-= "Xaa je
Popis sekvence:SEQ ID NO:49:

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

5 10 :

Glu(OCH-3)

Asp(0OCH-3}

Asp(0OCH-3)

Glu(OCH-3)

Glu(OCH-3)

Glu(OCH-3)

15

Leu Arg Arg Arg Xaa Leu Leu Xaa Lys Leu Leu Xaa Lys Leu His
20 ‘

25

30




- 2. Informace o SEQ ID. NO.:50:

i) Charakteristiky sekvence
~A. Délka: 33 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
_D. Topologie: linedrnt

ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypoteticka: ne
v) Typ fragmentu: N-koncowvy
ix) Charakteristiky

(A) jméno/kl1i&: modifikovand misto

(B} lokace: 4 | '

(b) dal%{ informace:/pozndmka = "Xaa
ix) Charakteristiky |

(A) jméno/kl11&: modifikovand misto

(B) lokace: 10

(D) dalsf informace!/pozndmka = “"Xaa
ix) Charakteristiky

(R) jméno/klfi&: modifikovanéd misto

(B) lokace: 17

(D) dal3f informace:/pozndmka = "Xaa
ix) Charakteristiky ‘

(A) jméno/kl1&: modifikovanélﬁisto

(B) lokace: 22

(D) dal%{ informace:/poznimka = "Xaa
ix) Charakteristiky

(A) jméno/k1{&: modifikované misto

(B) lokace: 25

(D) dalxi informace}lpoznémka = "Xaa
ix) Charakteristiky .

(A) jméno/k1{&: modifikované misto

(B) lokace: 29

(D) dalZx{ informace:/pozndmka = "Xaa
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:50:

-

je

jé

je

je

je

je

Glu(QCH-3)

Asp(OCH-3)

Asp(QCH-3)

Glu(OCH-3)

Glu(OCH-3)

.G1lu(OCH-3)




Ala Val Ser Xaa His Gln Leu Leu His Xaa Lys Gly Lys Ser Ile Glin

1 5 10

15

Xaa Leu Arg Arg Arg Xaa Leu Leu Xaa
20 25
Ala

‘2. Informace o SEQ ID. NO.:51:
i) Charakleristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie: linedrnf
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypotetickd: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
ix) Charakteristiky

Lys Leu Leu Xaa LysILeu His
30

(R) jméno/kl1{i&: modifikovanéd misto

(B) lokace: 34

(D) dalst inforﬁaceilpoznamka = "Xaa je homoserin®

xi) Popis sekvence:!:SEQ ID NO:51:

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

1 )

10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu.Glu Lys Leu His-
20

25

Thr Xaa

2. Informace o SEQ ID. NO.:52:

i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 35 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie:! 1inedrnf
ii} Tﬁp molekuly: protein
iii) Hypoletickd: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis sekvence:SEQ ID RO:52:°

30
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Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln

1 5 10 15
Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lyé Leu His
20 25 30
Thr Ala Pro
35

2. Informace o SEQ ID. NO.:53:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typﬁ aninokyselina
D. Topologie: linedrnt
ii) Typ'molekulyt protein
iii) Hypotelickd: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:53:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 5 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
20 25 : 30

Thr Pro

2. Informace o SEQ ID. N0.=54=
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyse]ina
D. Topologie: linedrn{
ii) Typ molekuly: pratein
iii) Hypotetick&: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
%i) Popis sekvence:SEQ ID NO:54:
- Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 | 5 10 15
Asp ieu Arg grg Arg Glu_Leu Leu géu Lys Leu Leu Glu ggs Leu His

Thr Pro
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2. Informace o SEQ ID. NO.:55:
i) Charakteristiky sekvence |
A. Délka: 33 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie: linedrnfi
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypotetickd: ne
v} Typ fragmentu: N-koncovy
®i) Popis sekvence:SEQ ID NO:55:

‘Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 ' 5 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
_ 20 25 30

Pro

2. Informace o SE() ID. NO.:56:
i) Charakterigtiky sekvence
A. Délka: 32 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie: linedrnf
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypoteticki: ne
vy Typ fragmentu: N-koncovy
x1) Popis sekvence:SEQ ID NO:56:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser iée Gln
1 5 i 10

' Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu ggs Leu Pro
20 ‘ .25

2. Informace o SEQ ID. NO.:57:
i) Charakterist.iky sekvence
A. Délka: 37 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
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D.-Tupolngie= linedrnf{
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypolteticki: ne
v} Typ fragmentu: N-koncovy
®i) Popis sekvence:SEQ ID NO:57:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 5 , 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
20 ‘ 25 30

Thr Arg Ser Ala Trp
35

2. Informace o SE(Q) ID. . NO.:58:
i) Charakteristiky sékvence
' A. Délka: 42 aminoky=elin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie:!: linedrni
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypotetickd: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:58:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Arg Gly Arg Ser Ile Gln
1 5 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Arg Leu Leu Glu Arg Leu His
, 20 25 30

Thr Ala Gly Arg Arg Thr Arg Ser Ala Trp
‘ 35 40.
2. Informace o SEQQ ID. NO.:59:

i) Charakteristiky'sekvénce
A. Délka: 42 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie: linedrnf
ii) Typr molekuly: prolein
iii) Hypotetickd: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis mekvence:SE} ID NO:59:
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Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Arg Gly Arg Ser Ile Gln

1 5 10

15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Arg Leu Leu Glu Arg Leu His

20 25 30

Thr Arg Gly Arg Arg Thr Arg Ser Ala Trp
35 40
2. Informace o SEQ ID. NO.:60:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 42 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie: 1inedrni
ii) Typ molekuly: protein -
iii) Hypolteticka: ne
v) Typ fragmenilu: N-koncovy
ix) Charakteristiky
(A) jméno/kli&: modifikovand misto
(B) lokace: 13
(D) daléi.informace=/poznamka = *sekvence 13 je
Lys{(dihydrocinnamaoyl}"”
xi) Popis sakvence:SE() ID NO:&0:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Arg Gly Xaa Se
1 5 10

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Arg Leu Leu Glu Ar
20 - : 25 30

Thr Arg Gly Arg Arg Thr Arg Ser Ala Trp
35 40

2. Informace o SEQ ID. NO.:61:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
. D. Topologie: lingérni
ii} Typ molekuly: pratein
iii1) Hypotetickd: ne

r Ile Gln
15

g Leu His
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v) Typ fragmentu: N-koncovy
ix) Charakteristiky

(A) jméno/kli&: modifikované misto

(B) lokace: 8

(D) dals{ informace:/poznamka = "Leu8 je norleucin”
ix)‘CharakLeriSLiky

(A)Y jméno/kl1{&: modifikovanéd misto

(B) lokace: 18

(D) dal&{ informace:/pozndmka = "Leul8 je norleuciﬁ"

xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:61:

Ala Val Ser Glu Ile Gln Phe Leu His Asn Leu Gly Lys His Leu Ser
1 ‘ 5 10 15

Ser Leu Thr Arg Ser Ala Trp Leu Arg Lys Lys Leu Gln Asp Val His
20 25 30

Asn Tyr

2. Informace o SEQ ID. NO.:62:
i) CharakterisblLiky sekvence
A. Délka!.BS aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie:! linedrni
ii) Typ molekuly: protein
iii) HypoLeLické: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popié sekvence :SEQ ID NO:62:

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

1 5 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys'Leu Leu Glu Lys Leu His
. 20 - 25 30

Thr Met Ala

35

2. Informace o SEQ ID. NO. :63:

i) Charakteristikyhsekvence




A. Délka: 33 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
' D. Topologie: Iineéfni

ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypotetickd: ne
v) .Typ fragmentu: N-koncaovy
ix) Charakteristiky

(R} jméno/kl1{&: modifikované misto

(B) lokace: 33 '

(D) dald{ informace:/pozndmka = "“Xaa je Thr

1,4-diaminobutyryllaktam

xi} Popis sekvence:SEQ ID NO:63:

~Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 5 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
20 25 30

Xaa

2. Informace o SEQ ID. NO.:&64:

i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyseliné
. D. Topologie: linedrni
ii) Typ molekuly: protein
. iii) HypoteLick4: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy

xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:64:
?la Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
5 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Phe Phe Leu Glu.Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
20 25 30

Thr Ala
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2. Informace o SEQ ID. HNO. :65:
i) CharakterisiLiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie: 1linedrnf
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypotetickid: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy

%i) Popis sekvence:SEQ ID NO:65:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 5 10 : 15

Asp Leu Arg.Arg Arg Glu Leu Leu Hié_Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
20 - 25 30

Thr Ala

2. Informace o SEQ ID. NO.:66:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D: Topolagie: linedrni
ii) Typ molekuly: protein .
iii) Hypotetickad: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
®i) Popis sekvence€SEQIID NO:66:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys.Gly Lys Ser Ile Gln
1 : 5 10 ‘ 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu His Leu Leu Glu Lys Leu His
20 ‘ 25 : 30 '

- Thr Ala

2. Informace o SEQ ID. NO.:67:
i} Charakteristiky sekvence

A. Délka: 34 aminokyselin
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B. Typ: aminokvselina
D. Topologie: linedyni
ii} Typ moleku]yi protein
iii) HypolLetickd: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis sekvence:SE(Q) TID NO:67:
Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln

1 5 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Ile Ala Lys Leu. His
20 _ . - 25 30

Thr Ala

2. Informace o SEQ ID. NQ.=68=
i) Charakteristiky sekvence
" A. Dé&lka: 34 aminokyselin

B. Typ: aminokyselina

D. Topoloéie: linedrni
ii) Typ molekuly: protein
ii1) Hypoteticka: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:68:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 5 : v 10 , 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Glu Ile His
20 25 30

Thr Ala

2. Informace o SEQ ID. NO. : 69:
i) Charakteristiky sekvence
A. Déilka: 34 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topolagie: linedrnt
ii) Typ molekuly: protein
1ii) Hypoteticka: ne
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v) Typ fragmentu: N-koncovy
ix) Charakteristiky

(A) jméno/kli&: modifikované misto

{B) lokace: 34

(D) dalsg informace:/pozniamka = "Xaa je homoserin”

Xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:69:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 5 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
: 20 25 30

Thr Xaa

2. Informace o SEQ ID. NO.:70:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 34 aminokysgelin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie: linesrni
ii) Typ molekuly: pProtein
iii) Hypoteticka: ne
v) Typ fragmentu= N-koncovy
ix) Charakteristiky
(A) jméno/kl{&: modif ikované misio
(B) lokace: 34
(D) dalsf informace:/poznimka - "Xaa je homoserin®
¥i) Popis sekvence:SEQ ID NO:70:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln -
1 ' 5 10 : 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
20 ' 25 30
Thr Xaa

2. Informace o SEQ ID. NO.:71:
i) Charakteristiky sekvence

A, Délka: 34 aminokyselin
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B. Typ: amipokyselina
D. Topologie: oboif
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypoteticki: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
%i) Popis sekvence:SEQ ID NO:7t:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 3 10 15 ‘

'Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His

- - 20~ - " 25 : T30

Thr Ala

2. Informace o SEQ fD. NO. :72:
i) Charakteristiky sekvence

A. Délka: 37 aminokyselin

B. Typ: aminokyselina |

D. Torologie!: linedrnt
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypoteticka: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:72:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser iée Gln
1 5 .10 o

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Glu ggs Leu His
20 25 _

Thr Arg Ser_AIa Trp
35
2. Informace o SEQ 1ID. NQ. :73:
i) CharakterisLiky sekvence
A. Délka: 36 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina |
D. Topologie: line&rnf
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypoteticki: ne
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v) Typ fragmentu: N-koncovy
ix) Charakteristiky
(A) jméno/klfé; modifikovang misto
(B) lokace: 36
(D) daisig informace:/poznémka = "Xaa je Ala

_ 3—(2-naftyl)—L~alanin"
xi) Popis sekvence:SEQ ID No:73:

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser {ée Gln
' ‘ 10 : :
1 5 '

25 30

Thr Arg Ser Xaa
35

2. Informaée [a) SEQ ID. NO.:74: ,
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 37 aminokyselin
B. Typ: aminockyselina
D, Topologie: linedrnt
i) Typ molekuly: proltein
iii) Hypoteticks: ne
v) Typ fragmentuy: N-koncov?
xi) Popis sekvence!SEQ ID NO£?4=

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 5 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leuy Glu Lys Leu Leu Gly Lys Leu His
20 25 30

Thr Ala Ser Ala Trp
35

2. Informace o SEQ 1D, NO. :7s5:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 38 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina

D. Topologie: linedrn{

Asp Leu ArgmArg_Arg.Glu.Leu"Leu_Glu-Lys-Leu-meu'qu"LYS"Léu”H1§ '
- e w me R 20




ii) Typ molekuly: Protein
1ii) Hypotelicki: ne
v) Typ fragmentuy: N-koncovy

xi) Popis sekvence:SEQ ID No:75;

Ala Val Ser Glu His Gln Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gin
1 : 5 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Ley Glu Lys Leu Leu Glu Lys Leu His
20 25 30

Thr Ala Glu Ile Arg Ala
35

2. Informace o SEQ ID. NO.:7g:

i) Charakteristiky sekvence
.A. Délka: 37 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topo!ogie{ linedrnt

ii) Typ molekuly: Protl.ein

iii) Hypoteticks: ne

v) Typ fragmentuy: N~koncov?

xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:7g:

- Thr Ala Glu Ile Arg
35

2. Informace 0 SEQ'ID. NO._ :77:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 3¢ aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie= linedrni
ii) Typ molekuly: Protein
iii) Hypotétické: ne

v) Typ fragmentuy: N-koncov?




Xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:77:

Ala Val Ser Glu His Glp Leu Le
1

u His Asp Lys Gly Lys ser Ile Gln
5 10

Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Leu Glu Lys Leu Leu Gly Lys Leu His
20 25 30

Thr Ala Glu Ile
35

2. Informace 0 SEQ ID._NO.:?8=
i) CharakLeristiky sekvence ‘
A. Délka: 35 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie: linedrni
ii) Typ molekuly: Protein
iii) Hypotetlicks: ne
v) Typ fragmentu: N-kancovy
®xi) Popis sekvencerSEQ ID NO:78:

15
Asp Leu Arg Arg Arg Glu Leu Ley Glu Lys Leu Leu Glu Lys leu His
30
Thr Ala Gilu
35

2. Informace o SEQ Ip. No :7o.
i) Charakteristiky sékvence
A. Délka: 34 aminckyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie: linearni
ii) Typ molekuly: pept.id
iii) Hypoteticks: ne
v) Typ fragmentu: N-koncovy
ix) Charakteristiky
{(n Iméno/kli&: modif i kovands misto
(B) lokace: g

(D) dalsg informace!/poznémka = "Leug je norleucin”
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ix) Charakteristiky
(A) Iméno/k11%: modifikovans m{sto
(B) lokace: 18 .
(D) dalxg informace:/pbznémka = "Leu18 je norleucin"
ix) Charakteristiky
R (A) jménaskifs: modifikované misto
. (B) lokace: 34 |
R (Df dalgf informace:/poznémka = "Xaa je homoserinlakton"

xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:79:

2. Informace o SEQ ID. NO.:80:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 32 aminokyseliﬁ
B. Typ: aminokyseling
D. Topolagie: linedrni
1i) Typ molekuly: Protein
iii) Hypoteticks: ne
v) Typ fragmentu= internding
3 %¥i) Popig sekvence:SEQ ID NO:g80:

2. Informace o SEQ 1D. NO.:81:
i} Charakteristiky sekvence
R. Délka: 28 aminokysel in

B. Typ: aminokyselina




D.,Topologie: ocboj{
ii) Typ molekuly: Protein
iii) Hypoteticks: he
v}  Typ fragmentuy: interniin{

Xi) Popis sekvence=SEQlID No:81:

2. Informace o SEQ ID, NO.:82:

i) Charakteristiky sekvence '
A. Déika: 27 aminokyselin
B. Typ: aminokyselina
D. Topologie: linedrn{

ii) Typ molekuly: protein

iji) Hypateticka= ne

v) Typ fragmentu: interndlng

xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:g2:

2, Informace o SEQ ID. NO. :83:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 41 aminokyselin
B. Typ: aminokyseiina
D. Topologie: line4rng
ii) Typ molekuly: protein
iii) Hypoteticks: ne

v) Typ fragmentu: fnternélnf
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xXi) Popis sekvence=SEQ ID NO:g83:

Ser Glu His Gln Leu Ley His Asp arg Gly Arg Ser Ile Gln.?gp Leu
1 5 10

Arg Arg Arg Glu Ley Leu Glu Arg Leu Leu Glu Arg Ley gis Leu His
20 25 0

Arg Gly Arg Arg Thr Arg Ser Ala Trp
35 40

2. Informnace o SEQ ID. NO. :84:
i) Charakteristiky sekvence
~ A. Ddika: 35 aminckyselin
B. Typ: aminockyseling
D. Topologie= linedrnt
ii) Typ.molekulyi Protein
iiif Hypotet icks: ne
v) 'Typ fragmentuy: interndint
%i) Popisg sekvence=SEQ ID NO:g84:

15
Leu Leu Glu Arg Leu Ley Glu Arg Ley His Ala Gly Arg Arg Thr Arg
20 25
Ser Ala Trp
35

2. Informace o SEQ Ip. NO. :85:
i) Charakteristiky sekvence
A. Délka: 10 aminokyselin
B. Typ: aminokyseling
D. Topologie: Sroubovicovs
i) Typ molekuly: peptid
iii) Hypoteticks: ne
v) Typ fragmentuyu: N-koncovy
ix) Charakteristiky
(R Jméno/k11&: modifikovan misto
(B) lokace: 1 a 4
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(D) dalixg informace:/poznémka = *Xaaf a Xaaqd = Glu,
| Glu(QCHB), His nebo Phe"
ix) Charakteristiky
(A) jméno/klf&: modifikovanéd misto
(B) lokace: 2
. (D) dalxf informace:/pozndmka = “Xaa2 = Glu nebo Phe",
. ix) Charakteristiky
I (A) jméno/kli&: modifikované misto
. (B) lokace: 5
(D) dailsg informace:/poznimka = "Xaa5 = Lys nebo Hig"
ix) Charakteristiky
(A) jméno/kli&: modifikované misto
(B) lokace:~7 a 10
(D} dalxt informace:/pozndmka = "Xaa7 a Xaal10 = Leu nebo
Tle
ix) CharakLerisLiky '
(A) jméno/kl{&: modifikovanéd misto
(B) lokace: 8
(D) dalst informace:/poznimka = "Xaa® = Ala, Arg nebo Glu",
ix) Charakteristiky |
(R) jméno/klf&: modifikovand m{sto
(R) ldkace: 9

(D) dalsg informace:/poznimka = "Xaa9

Lys nebo Glu®
xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:85:

. Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa

2. Informace o SEQ ID. NO.:86:
i) Charakteristiky sekvence -
A. Délka: 10 aminokyselin

B. Typ: amninokyselina




D; Topologie: Eroubovicovs
i) Typ molekuly: rept.id
iii) Hypotetické= ne
- V)Y Typ fragment: internilni
ix) Charakteristiky _
. (R) jméno/k1ix: modi f ikovang misto
(B) lokace: f a 4

. (D) dal3f informace:/pozninka - "Xaal a Xaa4 = @Iy,
. Glu(OCHB), His nebo Phe"
ix) CharakLerisLiky
(R) jménos/k]fx: nodifikované mfsto
(B) lokace: 2 ‘
(D) dalsxg jnformace=/poznémka = "Xaa2 = @Qlu nabo Pha*
i%) Charakteristiky '

ca) iméno/k1t&: modifikovang misto

(B) lokace: g

(D) dalxg informace:/poznémka = "Xaa8 = Gluy, Lys nebo Hig"
ix) Charakteristiky ‘

(R) jméno/kl{x: modifikovang-m{sto

(B) lokace: 7 a 10 '

D) dal2f informace:/poznanka - "Xaa? a  Xaa10 = Leu nebo

Lys(COCHZPEGX"
¥i) Popisg sekuence:SEQ ID NO:86: '

« . Xaa Xaa Leu Xaa Arg Leu Leu Xaa Arqg Ley
o 1 ' 5 10

Pramysigouy vzgﬁitelnosﬂ
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob p#{pravy syntetickych polypeptidovych analogt
rarat.hyroidnfho hormonu nebho = parathyroidn{ho hormonu odvoze-
ného reptidu, nebo jeho soli, kde aminokysel inové. zbytky (22-
31) tvori amfipatickdu alfa-Sroubovici, pri&ens uvedend zbytky .
(22-31) jsou voleny ze SEQ ID &. 85, 86, 26, 27, 28, 29 a 30V,

vyznad&uijfolf s e t {f m, Ze se

. a) nezdvisle syntetizuji prekursorové peplidové fragmenty po-
lypeptidu roztokovou technikeou nebo technikou v pevné faz=i,
. b) kondenzuj{ se takové fragmehty navz4jem k vybtvoren{ po3a-
dovaného polypeptidovéha prodpktu a |

¢) odstratuj{ se skupiny chrinicf aminokyselinu,

2. Zpisob podle ndroku 1, v y2naé& ﬁ 3 fef .85 e

t f m£ e se

a) nezdvisle syntetizujf prekursorové peplidové fragmenty po-
lypeptidu na prysky#i&nych nosi&{ch,

b) odit¥pujf se fragmenty polypeptidu od jeho prisluinych
Pryskyri&nych nosi&h, _ ' .

¢) néslednd se kondenzuj{ uvedené fragmenty k vytvoren{ poZa-
dovaného polypeptidového produktu a

d) odstranuji{ se skupiny chrdnicf aminokyselinavé skupiny.

3. Zptisob podle ndroku 1 nebo 2, vynad&uijifci

s e L {fm 30 se

a) nezdvisle syntetizuj{ prekursorové péptidové fragmenty po-
lypeptidu na pevnénm prysky¥i&ném nosi&i,

b) odSt&pujf se vSechny frqgnenty a2 na zéhérné posledni C-
koncovy prekurorovy peptidovy fragment 3Adaného polypeptidu
od svych p¥risluinych Pryskyfi&nych nosi&n,

¢) ndsledn¥ se kondenzuji od&tépens peptidové fragmenty

| s pryskyric{ vizanym C-koncovyn peptidovym frgmentem k vy-
tvoreni pdéadovaného polypeptidového produktu,

d) odstrafuj{ se skupiny chrénfci aminokysel inové skupiny a




sane

e) odité&puje Se polypeptidovy produkt od prysky#i&ného noside.

4. - Zplisob podle nidroku 1 33 3, vynaé&u i fed s e
t {fm % se polypeptidov? praodukt. pfipravuje =e t¥{ prekurso-
rovych peptidov?ch'fragmentﬁ, totiz = N-koncového, 2e stPedni-

ho a = C-koncového fragmentu.

5. - Zpfisob podle n&roku 4, Vynaa&u i f et s e
L im, %3 ge pPolypeptidovy Produkt. ptipravuje = N-koncového
fragmentu, ktery m4 C-koncovy glycin, =ze stfednfho fragmentu,
ktery mé_C-konovcy leucin, a = C-koncového fragmentu,‘ktery mi

N-koncovy leucin.

6. Zplisob podle ndroku 1 a3 5 vynae&u ife i s e
Lt I m %6 se PPipravuje kone&ny polypeptidovy produkt, kterym
je po]ypeptidovy analog parathyroidniho hormonu neba = para-

thyroidnfiho hormenu odvozeny peptid vzorce

kde

Xaal chybf nebo Znameni Ala
‘Xaaz chyb{ nebo znamens& Va]
Xaa3 chybf nebo znamen4 Ser
Xaa? chybi nebo 2namend Glu nebo Glu(OCH3),

Xaa® c¢hybf neho Znamend His nebo Ala,

Xaa® chybf ﬁebo Znamen4 Gln,

Xaa? chyb{ nebo Znamend Leu,

Xaal!l znameng Lys, Arg nebo Leu,

Xaal3 znamens Lys, Arg, Tyr, Cys, Leu,
.Cys(CHzCONH(CHz)zNH(biQtiny]), Lys(?-dimethylamino-2-oxo-2H-
1-benzopyran-4-acetyl) nebo Lys(dihydrocinnamoyl),

XaaZ% znamens Arg nebo Leu,

Xaal%® 5 ¥a321 Znamen4 nezavisle Lys, Ala nebo Arg,

Xaa22-31 jo yglen zg SEQ ID NO: 85, 86, 26, 27, 28, 29 neho 30,




.

Xaa32 snamens His, Pro nebo Lys,

Xaa33 chybh{ nebo Znamena Pro, Thy, Glu nebo Ala,

Xag34 chyb{ nebo Znamend Pro, Arg, Met, Ala! hSer, hSer]akton,
Tyr nebo Leu,

Xaa3% chyht nebo znamens Pro, Glu, Ser, Ala neho Gly,

Xaa36 chyhf nebo Znameni Ala, Arg nebo Ile,

Xaa3? chyb{ nebo Znamend Arg, Trp nebo 3-(2-nafty])-L~alanin,
Xaa3® chybf nebo znamens Ala nebo hSer nebo Xaa38-42 snamens
Thr Arg Ser Ala TRp,

a zakon&en{ je OR nebe NRz, kde .znamené R na sobs nezdvisle
atom vodiku, alkylovou skupinu s 1 a3 4 atony uhlfkﬁ, neho fe-
ny¥lalkylovou skupinu s 1 3% 4 atomy uhiiku v alkylovém podf{1lu,

a jeho farmaceuticky vhodnd =111, -

7. Zpisobh podle ndroku 1 a3 5, vynag Uujifcifi gae
t {fnm 3¢ ge pripravuje koheén? polypeptidov? " produkt,, kterym
je polypeptidov? analog Parathyroidniha hormonu nebo =z pars-
thyroidn{ho hormonu oduqzeny peptid-vzorce

Xaal Val Ser Giu Ile éln Xaa/ Xaa8 His Asn xaall Gly Lys His

Leu Xaal€ gser yxa,18 Xaald Arg xaa21 Xaa22-31 gy 7 Xaa34
Term,

kde

Xaa! znamens Ser nebo Ala,
Xaa? Z2namend Leu nebo Phe,
Xaa® znamens Leu, Met neho Nle,
Xaall znamens Leyu nebo Lys,
Xaal® znamens Asn nebo Sep,
Xaal® zpamang Leu, Het‘nebo Nle,

Xaal® znamens Glu, Thr nebo Arg,

Xaa21 énamené Val, Ser nebho Arg,

XaaZ2-31 44 vaolen ze SEQ ID No: 26, 27, 28, =29 nebo 30,

Xaa34 znameng Phe, hSer nebo Tyr,

4 =zakon&enf{ je OR neho NRz, kde Znamend R na sgobs nez&visle
atom vadfku, alkylavouy skupinu s 1 53 4 éLomy uhl fku,

a jeho farmaceuticky vhodn4 sl .
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8. Zplisch podle nirokuy 1 az 5, vy Ynaéuij{ e g s e

t I m 32 se PYripravuje kone&ny polypeptidovy produkt,, kierym

je polypeptidovy analog parathyroidnfho hormonu nebo 2 para-

Jiciho

AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRELLEKLLEKLHTAhNHz (SEQ 1D NO:7)

AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRBLLEKLLEKLHTA—OH {SEQ ID NO:6)
AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRELLERLLERLHTA-OH (SEQ IDp NO:15)
AVSEHQLLHDRGRSIQDLRRRELLERLLERLHTA-OH {SEQ 1D NO:16)

AVSEHQLiHDRGRSIQDLRRRELLERLLKRLH?A—OH (SEQ ID NO:17)
AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRELLEKLLRKLHTA—OH (SEQ ID NO:5)
AVSEHQLLﬁDKGKSIQDLRRRELLEKLLEKLHTAGRR-OH (SEQ ID NO:10)
AVSEAQLLHDLGKSIQDLRRRELLEKLLEKLHAL—OH (SEQ ID NO:14)y

AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRELLEKLLELLKEL—NH2 (SEQ ID No:11)
AVSEIQFXHNLGKHLSSXERVELLEKLLEKLHNY—NHZ (X=Nle, SEQ ID No:23)
AVSEIQFXHNLGKHLSSXRRRELLEKLLEKLHNY~NH2 (X=Nle, séQ ID NO:24)
_AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRALAEALAEALHTA—NHQ (SEQ ID NO:20)
AVSEHQLLHDKGKSIQDLARRELLEKLLEKLHTA—Nﬂz (SEQ ID NO:12)
AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRAELLEKLLEKLHTA-NHg (SEQ 1D NO:13)
AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRS#LSSLLSSLHTA*NHZ-(SEQ ID NO:21)
AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRAFYDKVAEKLHTA—NHg (SEQ ID‘NO:22)
AVSEIQFLHN LGKHLSSLRR RELLEKLLEK LHNY-NH, (SEQ ID NO:33)
AVSEHQLLHD KGKSIQDLKL KELLEKLLEK LHTA-NH, (SEQ Ip NO:38)
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLERLLER LHTA-NHy (SEQ ID NO:39)

AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLERLLER LHTAP-OH (SEQ ID NO:40)

AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLERLLER LHTAGRR-OH (SEQ ID NO:41)
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AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTY—NHZ (SEQ ID NO:43)
AVSEHQLLHD KGYSIQDLRR RELLEKLLEK LHTA“NHQ (SEQ ID NO:44)
AVSEHQLLHD KGCSIQDLRR RELLEKLLEK LHTA—NH2 {SEQ 1D NO:45)

AVSEHQLLHD KGXSIQDLRR RELLEKLLEK LHTA-NH, (SEQ 1p NO:46)
(X'= Cys (CHyCONH (CH,) 2NH(biotinyl)))

AVSEHQLLHD KGXSIQDLRR RELLEKLLEK LHTA-NH2 (SEQ 1D NO:47)
(X = Lys(7—dimethylamino—2-oxo—ZH—l—benxopyran—4—acetyl))

AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTAG-OH (SEQ ID NO:48)

AVSX]_HQLLHXZ KGKSIQXzLRR RleLleLLXIK LHA-OH (SEQ 1D NO:49)
{X] = Glu(OCH3) ; Xo = Asp (OCH3) )

AVSX1HQLLEXy KGKSIQX,LRR RX1LLX1KLLX{ K LHA—OCH;, (SEQ 1D
NO:50)

(X7 = Glu(OCH3) ; X2 = Asp (OCH3) )

AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTAP-OH (SEQ 1D NO:52)
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTP-0H (SEQ ID NO:53)
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTP-NH2 (SEQ 1D NO:54)
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHP-NH2 (SEQ Ib NO:55)
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LP-NHz (SEQ ID NO:56)
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTRSAW-0H (SEQ 1D NO:57)

AVSEHQLLHD RGRSIQDLRR RELLERLLER LHTAGRRTRSAW—OH (SEQ 1ID
NO:58) '

AVSEHQLLHD RGRSIQDLRR RELLERLLER‘LHTAGRRTRSAW-NHz (SEQ 1D
AVSEHQLLHD RGXSIQDLRR RELLERLLER LHTAGRRTRSAW-OH (SEQ 1D
NO:60) (X = Lys(dihydrocinnamoyl)) '

AVSEIQFXHN LGKHLSSXTR SAWLRKKLQD VHNY*NHz (SEQ 1D NO:61)
(X = norleucin )
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AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLIAK LHTA—NHZ (SEQ ID NO:67)
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEE IHTA-NH2 (SEQ 1D NO:68)
AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTRSAW-NHQ (SEQ ID NO:72)

AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTRSAX-0H (SEQ 1D NO:73) .

SEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTA—NHZ (SEQ 1D NO:80)
LLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTA—NHQ (SEQ 1D NO:81)
LHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTA*NHZ (SEQ 1D NO:82)

SEHQLLHD RGRSIQDLRR RELLERLLER LHAGRRTRSAW-OH (SEQ 1D NO:83)
LLHD RGRSIQDLRR RELLERLLER LHAGRRTRSAW*OH (SEQ ID NO:84)
AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRELLEKLLEKLHTX (X=hSerlac, SEQ ID NO:9)

AVSEIQFXlHN KGKHLSSXIER VEWLRKKLQD VHNXQ (SEQ 1D NO:79)
(X1 = L-norleucin ; X2 = homoserin lacton :)

AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRELLEKLLEKLHTX—NH2 (X=hSer, SEQ 1D NO:8)

AVSEIQFLHN LGKHLSSLRR RELLEKLLEK LHNX-NH2 (SEQ ID NO:36)
(X = homoserin;) '

(X = homoserin‘)

AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLERLLER LHTAGRRX-NH2 (SEQ 1D NO:42)
(X = homoserin») '

AVSEHQLLHD KGKSIQDLRR RELLEKLLEK LHTX-NHCH20H3 (SEQ 1D NO:69)
(X = homoserin.) o
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9, Zpliseh podle niroku 1 ax 5 vyna G u i { 1 S e
t fm 3 ga pf:pravuje koneény polypeptidov? Produkt,, kterym
je polypeptldovy analog parathyroldnfho hormonu nebo Z pars-
Lhyroidniho hormony odvozeny peptid SEQ 1D NO:7,
AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRELLEKLLEKLHTA NH: .

10. Zpisob podle nidroku 9, vy ¥Ynadéuijifeq ‘s e
t 1 m, e g pﬁipravuje koneény polypeptid, jeho% prynin

fragmentemn je AVSEHQLLHDKG druhym fragmenten KSIQDLRRREL a
Lfetfim fragmentep je LEKLLEKLHTA ‘

11. Zpﬁsdb podle niroky 9, vynasg uj {f ¢ g 2 e
t i m, Ze ge pr:pravu;e kone&ny poiypeptid JehoZ tiet1
fragment je pripravlte]ny kondenzac{ LEKL, LEKL a HTA.

12.‘ Syntetick? Polypeptid sekvence AVSEHQLLHDKG.

13. Syntetick? Polypeptid sékvence KSIQDLRRREL,

14. Syntetick? Polypept. id sekvence LEKLLEKLHTA.

15. Zpusob Podle néroky 9, vy nNaduijfaqg | s e

L 1 m, Ze ge pripravu;e' kone&ny polypeptid, jeho® prunin
fragmentem je AVSEHQLLHDKG druhym fragmenten KSIQDLRRRE_a
tFetim fraqmentem je LLEKLLEKLH

i6. Zplsob podle ndrokuy 15, v y n a ¢uijfeq s e

b om 3 se prlpraVUJe kone&ny polypeptid Jeho3 i3etf
- fragment je p?:prav1telny kondenzaci LLEK, LLEK a LHTA,

17. Syntetick? Polypeptid sekveance KSIQDLRRE .
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18, SynLetlcky Polypeptiqg sekvencea LLEKLLEKLHTA

19, Zplisoh Pr{prayy farmaceutlckého prostiedku, VY=2na-
& u iy g o f S e t fm ;28 ga Providi

koliy 2 ndrokf 1t

2plsob podle kterdho

2iskany Produki, gg mis{ .
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