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Kivonat

A talalmadny PTH-szer( aktivitast mutatdé és legalabb egy
médositast magédban foglaldé olyan PTH-vegyliletekre vonatkozik,
ahol a médosulat bizonyos megkdtésekkel az aldbbiak valame-
lyike lehet:

a) a PTH-vegylilet terminadlis aminocsoportjdhoz kapcsolddd
legalabb egy L- vagy D-a-aminosav-csoport, Cy_g alkoxi-
-karbonil-csoport vagy adott esetben szubsztitu&élt Cci_g
alkil-, Cp.g alkenil-, C,_g alkinil-csoport, aralkilcso-
port, aralkenilcsoport vagy Cj.g cikloalkil-Cj.4 alkil-
csoport és/vagy a PTH-vegylilet egy vagy toébb oldallanca-
hoz kapcsolddd legalabb egy Cjp.g alkoxi-karbonil-csoport
vagy adott esetben szubsztitudlt Cy_g alkilcsoport,

C,_g alkenilcsoport, C;_g alkinilcsoport, aralkilcsoport,

aralkenilcsoport vagy C3.g cikloalkil-Cj3_4 alkil-csoport
vagy

b) a természetben eldforduld PTH-szekvencia 1-38. helyzetében
legaldbb egy a-aminosav egység, amely egy természetes
vagy egy nem-természetes aminosavegységgel helyette-
sitve van, ahol az utdébbi aminosav egység adott eset-
ben védett formaban lehet, és igy az l-es és a 2-es hely-

zetben levd aminosavegységek a PTH-szekvencia aminosav-



végcsoportjan egy pszeudo-peptiddel lehetnek helyette-

sitve
vagy az ilyen mdédosulatok kombinécidja,
szabad alakban vagy s alakjaban vagy komplex alakban. A ta-
l41many az ilyen PTH-vegyliletek elBallitéasi eljaréasara is vo-
natkozik.

A talalmany tovabba olyan nukleotid szekvenciara is vo-
natkozik, amely kédol egy olyan fGzidés proteint, amely N-
termindlis T4 bakteriofdg gp55 gén polipeptidet és egy ki-
vant kozepes méretii, annak C-termindlisdhoz kapcsolédd poli-
peptidet tartalmaz. A taldlmany tovabba ilyen DNS-szekvenciét
tartalmazd bakteridlis expresszids vektorra is vonatkozik.

A talalmany szerinti PTH-vegyliletek a csontképzddés javi-

tasat eldsegitd gydgyaszati hatast mutatnak.

-
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A talalmany a paratiroid-hormon (PTH) valtozataira, azok
eldallitasi eljarasara, ilyen vegyilileteket tartalmazdé gydgya-
szati készitményekre és azok gydgyaszati felhaszndlasira vo-
natkozik.

Az itt hasznalt "PTH" kifejezés a paratiroid-hormon gene-
tikusan kédolt barmilyen alakjadra vonatkozik, ideértve az
adott gerinces fajok 84 aminosavat tartalmazé érett PTH-alak-
jait, pl. az ember, a disznd, a patkdny, a szarvasmarha és a
csirke PTH-jat, valamint azok fragmentumait, analdégjait és
PTH-szerl aktivitassal rendelkezd szarmazékait. A PTH-szek-
vencidban az egyes aminosavak helyzetét a nemzetkdzileg elfo-
gadott médszerrel szamozzuk. Egyértelmiiség kedvéért és a kon-
vencid szerint az aldbbi leir&sban ugyanazt a szamozasi méd-
szert alkalmazzuk a PTH-szekvencia aminosavaira, filiggetleniil
a molekula szubsztituenseitdl.

Ko6zelebbrdl a taldlmdny PTH-szerl aktivitast mutatd és
legalabb egy mdédositast magaban foglald PTH-vegyliletre vonat-
kozik, ahol a mbédositas az alabbiak valamelyike lehet:

1. a PTH-vegylilet termindlis aminocsoportjihoz kapcsolddéd
legalabb egy L- vagy D-a-aminosav-csoport, Cp_g alkoxi-
-karbonil-csoport vagy adott esetben szubsztituaélt C;-g
alkil-, Cp_g alkenil-, Cy_g alkinil-csoport, aralkilcso-
port, aralkenilcsoport vagy C3-g cikloalkil-Cq-4 alkil-
csoport és/vagy a PTH-vegylilet egy vagy tobb oldallanca-
hoz kapcsoldédd legaldbb egy Cp-g alkoxi-karbonil-csoport
vagy adott esetben szubsztitualt C;.g alkilcsoport,

C,-g alkenilcsoport, Cy_g alkinilcsoport, aralkilcsoport,

aralkenilcsoport vagy C3.g cikloalkil-Cj-4 alkil-csoport



vagy

2. a természetben eldforduld PTH-szekvencia 1-38. helyzetében
legalébb egy a-aminosav egység, amely egy természetes
vagy egy nem-természetes aminosavegységgel helyette-
sitve van, ahol az utébbi aminosav egység adott eset-
ben védett formadban lehet, és igy az 1-es és a 2-es hely-
zetben levd aminosavegységek a PTH-szekvencia aminosav-
végcsoportjan egy pszeudo-peptiddel lehetnek helyette-
sitve

vagy az ilyen mdédosulatok kombindciéja,

azzal a megkdtéssel, hogy

amikor a PTH-vegyiilet nem tartalmaz az N-végcsoporthoz kap-
cso0ldédd D- vagy L-a-aminosavat vagy Cp_g alkoxi-karbonil-cso-
portot vagy adott esetben szubsztituadlt C;_g alkilcsoportot,
Co-g alkenilcsoportot, Cp.g alkinilcsoportot, aralkilcsopor-
tot, Cp-g alkinilcsoportot, aralkenilcsoportot vagy C3-6 ojk-
loalkil-Cj;-4 alkilcsoportot, nem lehet természetes a-amino-

sav-szekvenciaval rendelkezd PTH-vegyiilet;

vagy a PTH-vegylilet nem lehet olyan (1-34)PTH szarmazék,

amelyben
i. az 1-es helyzetdl a-aminosav Gly, D-Ser, D-Ala vagy
Tyr; vagy
ii. a 2-es helyzetd a-aminosav Ala, D-Val, Lys, Arg vagy

Cit és a 34-es helyzetd aminosav Tyr; vagy a 2-es
helyzetl a-aminosav D-Val és a 34-es helyzetd a-

aminosav D-Tyr és adott esetben a 8-as és a 18-as
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helyzet a-aminosav Nle; vagy

iii. a 3-as és/vagy 6-os és/vagy 9-es helyzetd a-aminosa-
vat egy természetes vagy nem-természetes aminosav
helyettesiti; vagy

iv. a 23-as helyzet@ a-aminosavat Ala, Arg, Asn, Asp,
Cys, Gln, Glu, Gly, His, Ile, Lys, Met, Pro, Ser
vagy Thr helyettesiti; vagy

V. a 25-0s és/vagy 26-as és/vagy 27-es helyzet(l a-amino-
savat Ala, Asn, Asp, Cys, Gln, Glu, Gly, His, Ile,
Leu, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr vagy Val
helyettesiti; vagy

vi. a 8-as és a 18-as helyzetl a-aminosavak mindegyike
Nle vagy Met(0) és adott esetben a 34-es helyzetd
aminosav Tyr; vagy a 8-as és a 18-as helyzetd a-ami-
nosavak mindegyike Nle és a 34-es helyzetd a-aminosav
Tyr és vagy a 12-es helyzetQli a-aminosav L- vagy D-Pro,
L- vagy D-Ala, Aib vagy NMeGly, vagy pedig a 23-as
helyzeti a-aminosav Phe, Leu, Nle, Val, Tyr, a-Nal
vagy B-Nal; vaqgy

vii. a 28-as helyzetd a-aminosav Lys &s a 30-as helyzet(
a—-aminosav Leu; vagy

viii. az l1-es helyzetll a-aminosav Aib; és/vagy a 8-as és/
vagy 18-as helyzetd a-aminosav Leu, Ile, Val, Phe
vagy Trp; és/vagy a 1ll-es helyzetll a-aminosav Ser,
Lys, Phe, B-Nal, Trp vagy Tyr; és/vagy a 1l2-es
helyzet® a-aminosav D-Leu, D-Ile, D-Nle, D-Val, D-
-Ser, D-Ser(Butil), D-Abu, D~Thr, D-Nva, D-Met,

D-B-Nal, D-Trp, D-Lys, D-Tyr, D-Lys(Fmoc), D-Phe
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vagy D-Asn; és/vagy a 13-as helyzetl a-aminosav
Leu; és/vagy a 19-es és/vagy 21-es helyzetd a-
-aminosav Arg, Lys, Asn vagy His; és/vagy a 23-as
helyzet@l a-aminosav 2-(1,3-ditiolan-2-il)Trp;
és/vagy a 25-0s helyzetd és/vagy 26-os helyzetd
a-aminosav His; és/vagy a 27-es helyzetd a-aminosav
Gln vagy Leu; vagy

ix. a 8-as és/vagy a 18-as helyzetd a-aminosav Ala vagy
Ser; vagy a 8-as és/vagy a 18-as helyzetl a-amino-
sav Ala, Val, Leu, Ile, Ser vagy Trp és a 34-es

helyzetQl a-aminosav Tyr; vagy

a PTH-vegylilet nem lehet olyan (1-84)PTH, amelyben

i. az l-es helyzetQ a-aminosav Tyr, Val, Pro, Asp vagy
Cys; vagy

ii. a 2-es helyzetdl a-aminosav Ala, Glu, Leu, Ser vagy
Arqg; vagy

iii. a 3-as és/vagy a 6-os és/vagy a 9-es helyzetl a-
-aminosavat egy természetes vagy nem-természetes
aminosav helyettesiti; vagy

iv. a 23-as helyzetl a-aminosavat Ala, Arg, Asn, Asp,
Cys, Gln, Glu, Gly, His, Ile, Lys, Met, Pro, Ser
vagy Thr helyettesiti; vagy

V. a 25-6s és/vagy a 26-os és/vagy a 27-es helyzetd a-
-aminosavat Ala, Asn, Asp, Cys, Gln, Glu, Gly, His,
Ile, Leu, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr vagy Val
helyettesitit; vagy

vi. a 8-as helyzetQl a-aminosav Met, Met(0), Ala, Val,



-6~

Leu, Ile, Ser, Trp, Asn, Gln, Asp, Glu, Lys, Arg,
Tyr vagy Gly és a 18-as helyzetl a-aminosav Leu;
vagy a 8-as és/vagy a 18-as helyzet( a-aminosav
Ala, Val, Leu, Ile, Ser vagy Trp, és adott eset-
ben a 34-es helyzetll a-aminosav Tyr; vagy a 8-as
és a 18-as helyzetl a-aminosavak mindegyike Met (0) ;
vagy a 8-as helyzet( c-aminosav Leu és a 18-as
helyzetd a-aminosav Met(0); vagy

vii. a 26-os helyzetd a-aminosav Gln;

a vegyiilet nem lehet ProOPTH(1-84) vagy

[(Met0,Leu8,Leul8)PTH(1~-84); vagy

a PTH~vegylilet nem lehet (1-36)hPTH, ahol a 36-o0s helyzetl a-

aminosav Leu;

szabad alakban vagy sé alakjaban vagy komplex alakban.

Amikor a PTH-szekvencia egy PTH-fragmentumbdl szarmazik,
az egy PTH-szer{li aktivitastG PTH-fragmens, amelynek legal&bb
az elsd 27 N-termindlisa, eldnydsen az elsd 38 N-termindlisa
a PTH aminosavegységeinek felel meg, példaul 1-34 - 1-38, igy
1-34 PTH, 1-36 PTH, 1-37 PTH vagy 1-38 PTH, ahol az a-amino-
savak k6zlil legalabb egy a taldlmldny szerinti médon van he-
lyettesitve. A természetben el&forduld PTH-szekvencidban ren-
des korilmények kozott jelenlevd egy vagy tébb a-aminosav-
egység hianyozhat is. El18nydsek a hPTH-fragmensek, kiilén®sen

az (1-34)hPTH és az (1-36)hPTH.
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A PTH-vegyliletek C-végcsoportja lehet -COOH, észterezett
-COOH, pl. -COOR, ahol R, rovid szénlénci alkilcsoport, pél-
ddul Cj;-4 alkilcsoport, -CONHp csoport vagy egy mono- vagy
diszubsztitudlt amidcsoport, pl. -CONRpR. csoport lehet, ahol
az Ry és az Rg csoportok egyikének a jelenetése hidrogénatom,
mig a masik alifés csoport, pl. Cj-¢g alkilcsoport lehet, vagy
pedig mind a kettd alifds csoport lehet, vagy R, és Rg a hoz-
zdjuk kapcsolddd nitrogénatommal egylitt heterociklusos cso-
portot, pl. pirrolidinil- vagy piperidinil-csoportot képez-
nek.

A tovébbiakban ezeket a vegylileteket taladlmény szerinti
vegylilettekként fogjuk emliteni.

A "természetes aminosavak" a szakmdban ilyenként ismert
aminosavakat jelentik, amelyeket szabvidnyos réviditéseikkel
egylitt az Amerikai Egyesiilt Allamok Szabadalmi és Védjegy
Hivataldnak (U.S.P.T.O0.) a hivatalos lapja (Trademark
Official Gazette) 1990. majus 15-én megjelent szadmanak 33-46.
oldalain k6z6lnek. Ezeket az aminosavakat és azok roviditése-
it a jelen bejelentés leirasat kiegészitd referenciaanyagnak
tekintjiik.

A természetes aminosavakat az aladbbiakban soroljuk fel:

A Ala alanin

D Asp aszpartinsav
E Glu glutaminsav
F Phe fenil-alanin
G Gly glicin

H His hisztidin

I Ile izoleucin



-8-

K Lys lizin

L Leu leucin

M Met metionin
N Asn aszparagin
Q Gln glutamin
R Arg arginin

S Ser szerin

T Thr treonin
\Y vVal valin

W Trp triptofan
Y Tyr tirozin

A "nenm-természetes aminosav" egység Kkifejezés genetiku-
san nem Kkédolt aminosav egységet jelent. A nem-természetes
aminosav-egységek példaiként az alébbiakat emlitjiikk meg: a
természetes a-aminosavak fentebb emlitett D-izomerjei, Aib
(amino-izovajsav), bAib (3-amino-izovajsav), Nva (norvalin),
B-Ala, Aad (2-amino-adipinsav), bAad (3-amino-adipinsav), Abu
(2-amino-vajsav), Gaba (K-amino—vajsav), Acp (6-amino-kapron-
sav), Dbu (2,4-diamino-vajsav), TMSA (trimetil-szilil-Ala),
alle (allo-izoleucin), Nle (norleucin), terc-Leu, Cit (cit-
rullin), Orn, Dpm (2,2'-diamino-pimelinsav), Dpr (2,3-di-
amino-propionsav), a- vagy B-Nal, Cha (ciklohexil-Ala), hid-
roxi-prolin, Sar (szarkozin) stb., ciklusos aminosavegységek
és N®-alkilezett aminosavegységek, pl. MeGly (NQ-metil-gli-
cin), EtGly (N®-etil-glicin), EtAsn (N%-etil-aszparagin).

Védett alaki aminosav alatt természetes vagy nem-termé-
szetes olyan aminosavat értiink, amelynek példaul heteroato-

mot, igy oxigén-, kén- vagy nitrogénatomot tartalmazé oldal-
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lanca van, amely védett lehet egy O-, S- vagy N-véddcsoport-
tal. A tal&lmény szerinti PTH-vegyliletek N-végcsoportja vé-
dett forméban is lehet.

Az aminosav-egységek N-véd&csoportjadn vagy oldall&ncot
képezd aminocsoportjain jelenlevd N-véddcsoportok olyanok le-
hetnek, mint amilyeneket példdul T. W. Greene "Protective
Groups in Organic Synthesis" (Véd&csoportok a szerves szinté-
zisben) c. kodnyvének (J. Wiley & Sons, N.Y., 1981) 219-287.
oldalain ismertetnek. E véd&csoportok példaiként az alabbi-
akat soroljuk fel: acilcsoportok, igy formil-, -acetil-, tri-
fluor-acetil-, metoxi-szukcinil-, hidroxi-szukcinil- vagy
benzoil-csoport, amely adott esetben a fenilgydrdn szubszti-
tualva lehet pl. p-metoxi-karbonil-csoporttal, p-metoxi-cso-
porttal, p-nitrocsoporttal vagy p-fenilszulfonamido-karbonil-
-csoporttal; alkoxi-karbonil-csoportok, igy t-butil-oxi-kar-
bonil-csoport, izobutil-oxi-karbonilcsoport vagy metoxi-kar-
bonil-csoport; allil-oxi-karbonil-csoport; tritilcsoport;
2,2,5,7,8-pentametil-kromdn-6-szulfonil-csoport; aril-metoxi-
-karbonil-csoport, igy 9-fluorenil-metoxi-karbonil-csoport
vagy benzil-oxi-karbonil-csoport, amely a fenilgyfirtin adott
esetben szubsztitudlva lehet p-metoxi-csoporttal, p-nitrocso-
porttal, o- vagy p-helyzeti klératommal, m-fenil-csoporttal
vagy 3,4-dimetil-csoporttal; aril-metil-csoport, igy benzil-
csoport, amely adott esetben a benzolgydrin szubsztitualva
lehet p-metoxi-csoporttal, p-nitrocsoporttal vagy p-helyzetQ
klératommal; vagy arilszulfonilcsoport, 1igy fenilszulfonil-
csoport, amely adott esetben a gylGrQn szubsztitudlva lehet p-

-metil- vagy p-metoxicsoporttal; vagy naftilszulfonilcsoport,
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amely adott esetben a gy(rin szubsztitudlva lehet pl. amino-
csoporttal vagy di(Cj.4 alkil)-amino-csoporttal.

Az O-tartalmlG oldallancok O-véddcsoportjai olyanok le-
hetnek, mint amilyeneket pl. az E. Gross és J. Meienhofer
kiadadsdban megjelent (1981) "The Peptides" (A peptidek) c.
kényv 3. oldaladan ismertetnek. Az alifds hidroxil-funkciék
megfeleld O-védd csoportjai olyanok lehetnek, mint amilyene-
ket példaul J. M. Stewart "Protection of Hydroxy Groups"
("Hidroxilcsoportok védése") c. kdnyvének a 169-201. oldalain
ismertetnek, és amelyek példaiként megemlitjiik a benzilcso-
portot, a terc-butilcsoportot és a metilcsoportot. Az aroméas
hidroxilcsoportok sz&mara megfeleld O-véddcsoportok koziil
megemlitjiik a benzilcsoportot, a terc-butilcsoportot, a me-
tilcsoportot, a tozilcsoportot és a benzil-oxi-karbonil~-cso-
portot. Az aminosavak oldallédncainak karboxilcsoportjai sza-
mara O-védd csoportok a j6l ismert észtercsoportok, amelyeket
példéul a fentebb emlitett "The Peptides" c. k&ényv 3. és 101~
135. oldalain ismertetnek (R. W. Roeske: "Carboxyl Protecting
Groups"), és amelyek kozlil a metilcsoportot, az etilcsopor-
tot, a terc-butilcsoportot és a benzilcsoportot emlitjiik meg.
Az aminosavak oldalléncaiban levd tiolcsoportotok S-védd cso-
portjai olyanok lehetnek, mint amilyeneket példdul a fentebb
emlitett "The Peptides" c. kdényv 3. és 137-167. oldalain ir-
nak le (R. G. Hiskey: "Sulfhydryl Group Protection"). Ilyen
csoportok példaiként megemlitjiik a metilcsoportot, a terc-bu-
tilcsoportot, a benzilcsoportot, a p-metoxi-fenil-metilcso-
portot, az etil-amino-karbonil-csoportot és a benzil-oxi-kar-

bonil-csoportot.
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A talalmany szerinti PTH-vegyliletek termin&lis aminocso-
portjukon az aldbbi csoportok k&zlill legal&bb egyet hordozhat-
nak: L- vagy D-a-aminosav-csoport, Cy.g alkoxi-karbonil-cso-
port é&s adott esetben szubsztitualt Cj;-g alkil-csoport,
Cp.g alkenilcsoport, Cy-g alkinilcsoport, aralkilcsoport,
aralkenilcsoport vagy C3-¢ cikloalkil-Cj_4 alkil-csoport
és/vagy egy vagy tobb oldallancbeli aminocsoporton az al&bbi
csoportok k&zlil legaldbb egyet: Cy_g alkoxi-karbonil-csoport
é€s adott esetben szubsztitudlt C;_g alkilcsoport, C,_g alke-
nilcsoport, Cjy.g alkinilcsoport, aralkilcsoport, aralkenil-
csoport vagy C3-.g cikloalkil-Cj.4 alkil-csoport. Amikor ilyen
csoport csatlakozik egy oldallé&ncban levd aminocsoporthoz, az
utdbbi aminocsoport eldnybsen egy Lys egység e-aminocsoport-
ja. Az alkil-, alkenil-, aralkil-, aralkenil- vagy ciklo-
alkil-alkil-csoport eldnyds szubsztituensei a hidroxil- és az
aminocsoport, mig az arilcsoport szubsztituense halogénatom
és/vagy Cj-4 alkoxicsoport lehet. Az alkilcsoport egyenes
vagy eldgazd szénldncd lehet, és adott esetben megszakithatja
egy oxigén-, kén- vagy nitrogénatom. A PTH-vegylilet aminocso-
portjén levd C;_g alkilcsoport, C,_g alkenilcsoport, aralkil-
csoport, aralkenilcsoport vagy C3_g cikloalkil-Cj.4 alkilcso-
port eldnydsen nincs szubsztitudlva. A Cj_g alkilcsoport pél-
daiként megemlitjiik a Cy.g alkilcsoportot, eldnydsen a metil-
csoportot, az etilcsoportot, a propilcsoportot, az izopropil-
csoportot, a butilcsoportot, az izobutilcsoportot é&s a terc-
butil-csoportot; a Cy.g alkenilcsoport példajaként megemlit-
jik a Cy-4 alkenilcsoportot, eldnydsen az allilcsoportot;

a Cy.g alkinilcsoport példajaként megemlitjiik a Co-4 alkinil-
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csoportot, eldnydsen a prop-2-inil-csoportot; az aralkilcso-
port példaiként megemlitjiik a fenilcsoportot vagy a benzil-
csoportot; az aralkenil-csoport példajaként megemlitjiik a
sztirilcsoportot; a C3_g cikloalkil-Cj_4 alkil-csoport példa-
jaként pedig a ciklohexil-metil-csoportot emlitjiik meg. A
Cz-¢ alkoxi-karbonil-csoport eldnybsen formil- vagy acetil-
csoport lehet. Az N-végcsoporthoz kapcsolédé D- vagy L-a-
aminosavak példaiként megemlitjiik a D~ vagy L- Pro- é&s Ala-
csoportot. Az eldnyds szubsztituensek k&ziil megemlitjiik az
alkilcsoportot, az alkinilcsoportot, az alkoxi-karbonil-
csoportot vagy a PTH-vegylilet N-végcsoportjidhoz kapcsolddd D-
vagy L-a-aminosavat és/vagy az egy vagy tdbb oldall&ncbeli
aminocsoporthoz Kkapcsoldédd legaldbb egy alkilcsoportot vagy
alkoxi-karbonil-csoportot.

A talalmény szerinti PTH-vegyliletek k&ziil eldnydsek azok,
amelyek legalédbb egy aminosav-egységet tartalmaznak a PTH-
szekvencia alabbi helyzeteiben: 1, 2, 3, 8-11, 13-19, 21, 22,
29-34, kildndsen a 8-11, 16-19, 33 és/vagy 34 helyzetekben. A
taldalmény szerinti PTH-vegyliletek koziil tovabba azok is eld-
nydsek, amelyek egynél tdbb aminosav-egységet tartalmaznak,
kiilénésen Kkettdnél tobb aminosav-egységet, még eldnydsebben
hdromndl to6bb aminosav-egységet, kiildndsen eldnydsen 5-7
aminosav-egységet tartalmaznak a PTH-szekvencia fentebb fel-
sorolt helyzeteinek barmilyen kombin&ciéjaban.

A talalmany szerinti PTH-vegyliletek egy el&nyds csoportja
esetén a PTH-szekvencia amino-végcsoportja mellett egyes és
kettes helyzetben az a-aminosavakat egy pszeudo-dipeptid he-

lyettesiti. A ‘'pszeudo-dipeptid" kifejezés olyan dipeptid
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izoszterre vonatkozik, amelyben természetes vagy nem-termé-
szetes két aminosavmaradék kdzotti peptidkétést egy izoszter
csoport, példaul -CH,-NH-, -C(halogén)=CH- vagy -C(alkil)=CH-
csoport helyettesit.

Az olyan, taldlmany szerinti vegyliletek példaiként, ame-
lyekben az 1-es é&s a 2-es helyzetl a-aminosavakat pszeudo-
dipeptid helyettesiti, példdul a (I) 4&ltaldnos képletd
vegyiileteket adjuk meg - ahol
X jelentése (a) &ltalénos képletd csoport vagy (b) &altala-

nos képletd csoport, amely képletekben

Z és Z' jelentése egymédst6l fliggetleniil hidrogénatonm;
adott esetben szubsztituélt C;.g alkilcsoport,

C,.g alkenilcsoport, aralkilcsoport, aralkenil-
csoport vagy C3_g cikloalkil-Cj;.4 alkil-csoport;
vagy véd&csoport, és itt megjegyezziik, hogy Z és 2'
egyike tdbbnyire véddcsoport;

z" jelentése hidrogénatom, Cj_g alkilcsoport vagy
véd&csoport;

Y és Y' jelentése egymastol fiiggetleniil egy természetes
vagy egy nem-természetes a-aminosav adott esetben
védett oldalléanca;

Y, és Yp kozlil az egyiknek a jelentése hidrogénatom,
mig a miasik egy természetes vagy nem-természetes
a-aminosav adott esetben védett oldalléanca, vagy
pedig Y, és Yy, a hozzdjuk csatlakozd szénatom-

mal egylitt C3.g cikloalkilcsoportot képeznek;

W jelentése halogénatom vagy Cj;.4 alkilcsoport,
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vagy
W és Y' azzal a -?=CH-?H- csoporttal egyilitt, amely-
hez kapcsolédnak, adott esetben szubsztitualt
aromds gyQr(t vagy heteroaromis csoportot képeznek;
és
P, egy fentebb meghatdrozott olyan PTH-szekvencia, amelyben
az N-végcsoport melletti l-es és 2-es helyzetd aminosav-egy-
ségek hianyzanak -
szabad alakban vagy sbé alakban vagy komplex alakban.

A (I) altalanos képletl vegyliletekben P, Jjelentése a PTH
(3-2) fragmense lehet, ahol z jelentése 84 vagy egy 27-tdl
38-ig terjedd egész szdm, eldnydsen 34-38, még eldnydsebben
34, 36, 37 vagy 38, kiilondsen eldnydsen 34 vagy 36. A P;
képletdl PTH-szekvencia megfelelhet egy természetes PTH-szek-
venciédnak vagy pedig egy olyan természetes PTH-szekvencianak,
amelyben 1legaldbb az egyik a-aminosav-egységet egy termé-
szetes vagy nem-természetes aminosav helyettesiti adott eset-
ben védett alakban és/vagy amelyben egy vagy t&bb a-aminosav-
egység hianyzik. A P; Kképletd PTH-szekvencia legal&bb egy
olyan, oldallancban 1levd aminosav-csoportot 1is mag&dban
foglalhat, amely a fenti médon van helyettesitve.

A "halogén" megjeldlés jelentése eldnydsen fluoratom vagy
kloératom.

Az (a) &altaléanos képletdl csoportban a kettds kotés eld-
nydsen transz(E) konfiguracidja.

A természetes a-aminosavak a-szénatomjdhoz kapcsolddd Y,
Y', Y5 vagy Y, csoport egy természets a-aminosavban jelenle-~

v3d, fentebb felsorolt oldallanc lehet, példdul olyan oldal-
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la4nc, mint amely a Gly-ben van jelen (vagyis H), vagy amilyen
az Ala, Val, Ser, Leu, Ile, Phe vagy Trp csoportokban van je-
lent. Y, Y', Y, vagy Yp jelentése egy nem-természetes a-ami-
nosav a-szénatomjdhoz kapcsolédé, fentebb jelzett csoport is
lehet, pé&ld&ul olyan csoport, mint amilyen az Nva, Orn, Abu,
Aib vagy Nle csoportokban van jelen. Ha a természetes vagy
nem-természetes aminosavak Y, Y', Y, vagy Y, képletd oldal-
lanca heteroatomot, igy pé&lddul oxigén-, kén- vagy nitrogén-
atomot tartalmaz, az oldallancban 1levd heteroatomok adott
esetben védve lehetnek 0O-, S- vagy N-véddcsoporttal, példaul
a fentebb ilyen vonatkoz&sban emlitett csoportok valamelyiké-
vel.

A Z vagy 2' vagy 2" véddcsoportok a fentebb ismertetett
csoportok lehetnek. Ha a Z vagy 2' vagy 2" szubsztituens je-
lentése Cj_g alkilcsoport, ennek eldnyds jelentése megegyez-
het a fentebb ilyen vonatkozdsban ismertetettekkel.

Z vagy 2' jelentése eldnydsen hidrogénatom vagy Cy-4 al-
kilcsoport, eldnydésen hidrogénatom vagy metilcsoport.

Y jelentése eldnydsen hidrogénatom vagy metilcsoport.

Ha W jelentése Cp_4 alkilcsoport, ez a jelentés eldnydsen
metilcsoport.

Ha W és Y' azzal a csoporttal egylitt, amelyhez kapcsoldd-
nak, adott esetben szubsztitudlt aromds ciklusos vagy hetero-
ciklusos csoport, ez a csoport adott esetben egy vagy két
nitrogén-, kén- vagy oxigénatomot tartalmazé, 5- vagy 6-tagd
aromds gy(r(s csoport lehet, pé&ldadul fenilcsoport, imidazo-
lilcsoport, piridilcsoport, oxazolilcsoport vagy tiazolilcso-

port. Eldnyds szubsztituens a hidroxil- vagy a metoxicsoport,
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kiiléndsen a fenilgyQrdn.

Y' jelentése el®nydsen hidrogénatom, metilcsoport, izo-
propilcsoport vagy benzilcsoport.

Ha 2" jelentése Cj.g alkilcsoport, ez eldnydsen metil-,
etil- vagy izopropilcsoport lehet.

Ha Y és Y}, egylittes jelentése C3_g cikloalkilcsoport,
ez eldnydsen ciklopropil- vagy ciklopentilcsoport lehet.

Amikor 2" jelentése véddcsoport, ez eldnydsen acilcso-
port, kiildndsen acetilcsoport lehet.

A talalmany szerinti PTH-vegyliletek egy eldnyds kiviteli
alakja esetén a PTH-szekvencia N-végcsoportjdnak l-es helyze-
tQ a-aminosav-egységét és/vagy 2-es helyzetd a—aminosav-egy-
ségét egy adott esetben védett természetes vagy nem-

természetes aminosav-csoport helyettesiti, feltéve, hogy

amikor a PTH-vegylilet mentes az N-végcsoporthoz kapcsol6dé D-
vagy L-a-aminosavtdl vagy Cj_g alkoxi-karbonil~csoporttdl
vagy adott esetben szubsztituadlt C;_g alkilcsoporttél,
Ca-g alkenilcsoporttdl, C,_g alkinilcsoporttdl, aralkilcso-
porttdl, aralkenilcsoporttél vagy Ci_g cikloalkil-Cy_4 alkil-
csoporttdl, akkor a PTH-vegyililet nem tartalmaz természetben

eldforduld a-aminosav-szekvenciéat;

vagy a PTH-vegylilet nem lehet olyan (1-34)PTH, amelyben
i. az l-es helyzetdl a-aminosav Aib, Gly, D-Ser, D-Ala
vagy Tyr; vagy
ii. a 2-es helyzetl a-aminosav Ala, D-Val, Lys, Cit vagy

Arg és a 34-es helyzetd a-aminosav Tyr; vagy a 2-es
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helyzetd a-aminosav D-Val és a 34-es helyzetd a-amino-
sav D-Tyr és a 8-as és a 18-as helyzetl aminosavak
mindegyike Nle; vagy

iii. az 1-es helyzetd a-aminosav Aib és legalabb egy
tovabbi a-aminosav-egység éz alabbi mdédon van he-
lyettesitve: a 8-as és/vagy 18-as helyzetd a-ami-
nosav Leu, Ile, Val, Phe vagy Trp és/vagy a ll-es
helyzetdi a-aminosav Ser, Lys, Phe, B8-Nal, Trp vagy
Tyr és/vagy a 12-es helyzetdl a-aminosav D-Leu,
D-Ile, D-Nle, D-Val, D-Ser, D-Ser(butil), D-Abu,
D-Thr, D-Nva, D-Met, D-8-Nal, D-Trp, D-Lys, D-Tyr,
D-Lys (Fmoc), D-Phe vagy D-Asn és/vagy a 13-as hely-
zetd a-aminosav Leu és/vagy a 19-es és/vagy 2l-es
helyzetd a-aminosav Arg, Lys, Asn vagy His és/vagy
a 23-as helyzetd a-aminosav 2-(1,3-ditiolan-2-il)Trp
és/vagy a 25-8s helyzetd és/vagy 26-os helyzetd
a-aminosav His és/vagy a 27-es helyzetd ckaminosav
Gln vagy Leu,

vagy a PTH-vegylilet nem lehet olyan (1-84)PTH vegylilet,

amelyben

i. az l1l-es helyzetd a-aminosav Tyr, Val, Pro, Asp
vagy Cys; vagy

ii. a 2-es helyzetd a-aminosav Ala, Glu, Leu, Ser vagy

Arg.

A taldlmadny szerinti vegyliletek egy tovabbi eldnyds
kiviteli alakja, amelyben az l-es és/vagy a 2-es helyzetl a-

aminosavak a fentebb Jjelzett mdédon vannak helyettesitve,
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magukban foglaljdk példaul a (II) altalénos képletid vegyilile-
teket, ahol
X1a Jelentése adott esetben védett természetes a-aminosav
csoport vagy (IIa) &ltal&nos képletdi csoport, ahol
Z; és Z2'5r Jjelentése egymastdl filiggetleniil hidrogénatom,
Cy1-g alkilcsoport vagy egy véddcsoport, de Z, és Z'y
kozlil csak az egyik lehet véddcsoport, és vagy n jelen-
tése 1 és
i. R; és Ry jelentése egymédstdl fliggetleniil C;_g
alkilcsoport vagy
ii. Ry és Rj kozll az egyik metil- vagy etilcsoportot
jelent, mig a md&sik jelentése egy természetes a-
aminosav a-szénatomjahoz kapcsoldédd, adott esetben
védett csoport, ahol a természetes a-aminosav nem
lehet Ala, Leu, Ile vagy Val, vagy
iii. R; é&s Rj kozilil az egyiknek a jelenetése hidrogén-
atom, metilcsoport vagy etilcsoport, mig a masiknak
a jelentése egy nem-természetes a-aminosav a-szén-
atomjdhoz kapcsolédd, adott esetben védett cso-
port, vagy
iv. R és R; a szomszédos szénatommal egylitt C3_g cik-
loalkilcsoportot jelent, vagy
V. a (c) altaldnos képletll csoport olyan heterociklu-
sos csoportot jelent, amely adott esetben egy ben-
zolgylirivel van kondenzalva,
vagy n jelentése 2, 3, 4 vagy 5, és R;, valamint R, jelen-
tése hidrogénatom vagy metilcsoport,

Yoa Jelentése adott esetben védett természetes a-aminosav vagy
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(IIb) altalénos képlet csoport, amelyben

Zy Jjelentése hidrogénatom vagy Cji_g alkilcsoport és
m jelentése vagy 1 és

i. R3 é&s R4 jelentése egymadstdl fiiggetleniil Cj_¢g alkil-
csoport vagy

ii. R3 é&s Ry koziil az egyiknek a jelentése metilcsoport
vagy etilcsoport, mig a masiknak a jelentése egy ter-
mészetes aq-aminosav a-szénatomjdhoz kapcsolddd,
adott esetben védett csoport, ahol a természetes
a-aminosav nem lehet Ala, Leu, Ile vagy Val, vagy

iii. Ry és R4 kozilil az egyiknek a jelentése hidrogénatom,
metilcsoport vagy etilcsoport, mig a masik egy
nem-természetes a-aminosav a-szénatomjdhoz kapcso-
16d6, adott esetben védett csoport,

vagy m jelentése 2, 3, 4 vagy 5, mig Ry és R, jelentése

hidrogénatom vagy metilcsoport, és

Py egy olyan, fentebb meghatadrozott PTH-szekvencia, amelyben
az N-végcsoport melletti 1-es és/vagy 2-es helyzetd ami-

nosav-egységek hidnyzanak.

Amikor a (c) &ltalanos képlet@l csoport jelentése olyan
heterociklusos csoport, amely egy benzolgyirivel adott eset-
ben kondenzalva van, ez a csoport egy vagy tdbb nitrogén-,
oxigén- vagy kénatomot tartalmazé, telitett vagy telitetlen,
5- vagy 6-tagl heterociklusos csoport lehet. Az ilyen hetero-
ciklusos csoport példaiként megemlitjik a 2-piridil-csopor-
tot, a 3-morfolinil-csoportot, a hexahidropiridazinilcsopor-

tot, valamint a 2- és 3-indolil-csoportot.
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Amikor n vagy m egynél nagyobb szamot jelent, a CR3Rj
vagy CR3Ry4 csoport jelentése -CH(CH3)-CHp- csoport, propil-
csoport, butilcsoport vagy pentilcsoport lehet.

Amikor R; é&s R, jelentése egylitt Cj_g cikloalkilcsoport,
ez eldnybsen ciklopropilcsoport vagy ciklopentilcsoport le-
het.

Egy természetes a-aminosav a-szénatomjdhoz kapcsolddd
csoportként Ry, Ry, Rj vagy Ry egy fentebb felsorolt termé-
szetes a-aminosav oldallanca lehet, példdul amilyen a Gly,
Ser vagy Thr aminosavcsoportokban van jelen. Az Ry és Ry vagy
az R3 és Ry szubsztituensek kozil az egyik metilcsoport vagy
etilcsoport 1lehet, mig a masik metilcsoport, izopropil-
csoport, izobutilcsoport vagy CH3-CH;-CH(CH3)- csoport lehet.
Ry, Ry, R3 vagy Ry egy fentebb felsorolt nem-természetes a-
aminosav a-szénatomjdhoz kapcsoldédd csoport is lehet, példaul
olyan csoport, mint amilyen az Abu, Gaba, Nva, Aib, TMSA vagy
Nle aminosavcsoportokban van Jjelen. Ha a természetes vagy
nem-természetes aminosavak Rj, Rp, R3 vagy Ry oldallénca
heteroatomokat, igy oxigén-, kén- vagy nitrogénatomot foglal
magdban, az oldallancban 1levd heteroatomok adott esetben
védettek lehetnek O-, S- vagy N-véddcsoporttal, példaul a
fentebb felsorolt csoportokkal. A Z5 vagy 2'y véddcsoport a
fentebb felsorolt véddcsoportok valamelyike 1lehet. A 2
szubsztituens C1-¢ alkilcsoport jelentése eldnydsen
metilcsoport vagy etilcsoport. Zp eldnyos jelentése
hidrogénatom. Ha 25 vagy Z'z Jjelentése C;.g alkilcsoport, ez
eldnydsen egyenes vagy elagazdé szénlanci Cj.4 alkilcsoport

lehet. Z5 és Z2'; kozill az egyiknek a jelentése eldnydsen hid-
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rogénatom, mig a mésiknak az eldnyds jelentése hidrogénatom,
C1-4 alkilcsoport vagy véddcsoport, de kiilléndsen eldnyds

jelentés a hidrogénatom.

A talalmany szerinti PTH-vegyliletek egy tovabbi el&nyds
valtozataban az a-aminosav-egységet 8-as helyzetben és/vagy
18-as helyzetben egy adott esetben védett természetes vagy

nem-természetes aminosavcsoport helyettesiti, feltéve, hogy

amikor a PTH-vegylilet mentes az N-végcsoporthoz kapcsolédé D-
vagy L-a-aminosavtdl vagy Cjy_g alkoxi-karbonil-csoporttél
vagy adott esetben szubsztituatl Cj;.g alkilcsoporttél, C,.
g alkenilcsoporttél, Cy.g alkinilcsoporttél, aralkilcsoport-
t61, aralkenilcsoporttdl vagy Cj_g cikloalkil-C;.,4 alkil-cso-
porttél, akkor nem lehet a természetben eldforduld a-amino-

sav-szekvenciaval rendelkezd PTH-vegylilet;

vagy a PTH-vegylilet nem lehet olyan (1-34)PTH, amelyben
i. a 8-as és a 18-as helyzetl a-aminosavak kozil mind-

kettd Nle vagy mindkettd Met (0) és adott esetben
a 34-es helyzetl a-aminosav Tyr; vagy a 8-as és a 18-
as helyzetd aminosavak k&ézlil mindkettd Nle és a
34-es helyzetQl a-aminosav Tyr, és a 12-es helyzetd
a—-aminosav L- vagy D-Pro, L- vagy D-Ala, Aib vagy
NMeGly, vagy pedig a 23-as helyzetd a-aminosav Phe,
Leu, Nle, Val, Tyr, a-Nal vagy B-Nal; vagy a 8-as
és a 18-as helyzetli a-aminosavak k&éziil mindkettd Nle

és a 2-es helyzetd a-aminosav D-Val és a 34-es hely-
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zet a-aminosav D-Tyr; vagy

ii. a 8-as és/vagy 18-as helyzetQi a—aminosav Leu,
Ile, Val, Phe vagy Trp és adott esetben legaléabb egy
tovabbi a-aminosav-egység az alabbi médon van ki-
cserélve: az l-es helyzet(li a-aminosav Aib és/vagy
a 1ll-es helyzet{li a-aminosav Ser, Lys, Phe, B-Nal,
Trp vagy Tyr és/vagy a 12-es helyzetl c-aminosav
D-Leu, D-Ile, D-Nle, D-Val, D-Ser, D-Ser(butil),
D-Abu, D-Thr, D-Nva, D-Met, D-B-Nal, D-Trp, D-Lys,
D-Tyr, D-Lys(Fmoc), D-Phe vagy D-Asn és/vagy a 1l3-as
helyzeti a-aminosav Leu és/vagy a 19-es helyzetfi
és/vagy 21-es helyzetl a—-aminosav Arg, Lys, Asn
vagy His és/vagy a 23-as helyzetl a-aminosav 2-(1,3-
-ditiolan-2-il)Trp és/vagy a 25-6s helyzetl és/vagy
26-0s helyzetli a-aminosav His és/vagy a 27-es
helyzeti a-aminosav Gln vagy Leu; vagy

iii. a 8-as és/vagy 18-as helyzetll a-aminosav Ala vagy
Ser; vagy a 8-as és/vagy 18-as helyzetdl a-amino-
sav Leu és/vagy a 34-es helyzetll a-aminosav Tyr; vagy

a PTH-vegylilet nem lehet olyan (1-84)PTH, amelyben
a 8-as helyzetd a-aminosav Met, Met(0), Ala, Val, Leu,
Ile, Ser, Trp, Asn, Gln, Asp, Glu, Lys, Arg, Tyr vagy
Gly és a 18-as helyzetd a-aminosav Leu; vagy a 8-as
helyzet és a 18-as helyzetd aminosavak mindngike
Met (0); vagy a 8-as helyzetl a~aminosav Leu és a
18-as helyzetli a-aminosav Met(0); vagy

a PTH-vegyiilet nem lehet [Leul8,Tyr34)(1-84)hPTH,

[Leu8,Tyr34](1-84)hPTH, [Iled,Leul8, Tyr34j(1-84)hPTH
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vagy [Leu8,Leul8, Tyr34)(1-84)hPTH.

Amikor a 8-as helyzet@ a-aminosav-egységet nem-természe-
tes aminosav helyettesiti, az utébbi a fentebb ismertetett
nem-természetes aminosavak barmelyike lehet, pé&ldaul Nva, Nle
vagy Cha. El8nydsen ez egy nem-természetes lipofil aminosav,
amely eldnydsen egyenes szénlénclG alkilcsoportot tartalmaz.

Az Nva (norvalin) &s homoldgjai kiildndsen eldnySsek. A
PTH-szekvencia 8-as helyzetében levd nem-természetes aminosav
Ca-metilezett vagy Ca-etilezett természetes a-aminosav is
lehet.

A taldlmany szerinti PTH-vegyliletek olyan példaikeént,
ahol a 18-as helyzetd a-aminosav ki van cserélve, megemlitjik
az olyan PTH-vegylileteket, amelyekben a 18-as helyzetd a-ami-
nosav-maradék természetes aminosavmaradékra van kicserélve,
példaul Gln-, Tyr- vagy Lys-csoportra; ilyen vegyliletek
példdul a [G1lnl8)-PTH, a [Lys18]-PTH és a (Tyrl8)-PTH, kiils-
nésen a [Glnl8® vagy Lysl8 vagy Tyrl8]-(1-x)hPTH, ahol x je-
lentése 84 vagy egy 27-t81 38-ig terjedd egész szém, kiilo-
nésen 34-t81 38-ig terjedd egész szé&m. A 18-as helyzetQ Ala
szintén eldnyds, kiilondsen amikor a PTH-szekvencia egy (1-36)
PTH-fragmentum. Ezekben a vegylletekben a 8-as helyzetd ami-
nosav Met lehet, vagy pedig az alabbi aminosavak: Leu, Ile,
val, Phe, Gln, Trp, Ser és Ala kozil valamelyik helyette-
sitheti, vagy pedig egy nem-természetes lipofil aminosav-ma-
radék, példidul Nva vagy Nle lehet.

A talalmany szerinti ilyen PTH-vegyliletek egy mésik cso-
portjdba példdul azok a PTH-vegyliletek tartoznak, amelyekben

a 8-as helyzetd aminosav-maradékot egy nem-természetes lipo-
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fil aminosav-maradék helyettesiti, példaul Nle vagy eldnyo-
sebben Nva. Ezekben a vegyliletekben a 18-as helyzetli aminosav
Met lehet, vagy pedig azt az aldbbi aminosavak egyike helyet-
tesitheti: Leu, Ile, Val, Phe, Trp, Ser, Ala, Gln, Lys vagy
Tyr, eldnydsen Leu, Gln, Ala vagy Tyr.

A talalmany szerinti ilyen PTH-vegyililetek egy tovéabbi
csoportjdba azok a vegyliletek tartoznak, amelyekben a fennma-
radd helyzetekben, példaul az 1-7-es, 9-17-es és/vagy 19-38-
as helyzetekben egy vagy tobb aminosav-egység vagy hianyzik,
vagy pedig ki van cserélve amellett, hogy a 8-as és/vagy 18-
as helyzetli a-aminosav-egység is ki van cserélve. Ilyen eset-
ben a 8-as helyzetll a-aminosav eldnydsen Leu-csoportra van
kicserélve és a 18-as helyzetd a-aminosav Gln, Leu, Ala vagy
Tyr.

A talalmany vonatkozik tovabba olyan PTH-vegyiiletekre is,
amelyekben a PTH-~szekvencia legaldbb egyik a-aminosav-egysége
olyan a-aminosav-egységre van kicserélve, amely a PTHrP-ben a
megfeleld helyzetében van jelen, feltéve, hogy
amikor a PTH-vegylilet mentes az N-végcsoporthoz kapcsolddd D-
vagy L-a-aminosavtél vagy Cj.g alkoxi-karbonil-csoporttél
vagy adott esetben szubsztitudlt C;_g alkil-, Cy_g alkenil-,
Cp-g alkinil-, aralkil-, aralkenil- vagy C3_g cikloalkil-
-Cy-4 alkil-csoporttdl, nem lehet természetben el&forduld a-
aminosav-szekvenciaval rendelkezd PTH-vegylilet;
vagy a PTH-vegylilet nem lehet olyan (1-34)PTH, amelyben

i. a 8-as és/vagy a 18-as helyzetll a-aminosav Leu;

és/vagy a ll-es helyzetll a-aminosav Lys; és/vagy a

19-es és/vagy 21l-es a-aminosav Arg; és/vagy a
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25-8s és/vagy 26-os helyzetO a-aminosav His; é&s/vagy
a 27-es helyzet@ a-aminosav Leu; vagy
ii. a 25-6s helyzetd a-aminosav Gln és/vagy a 26-o0s
helyzet@ a-aminosav Asn, és a 27-es helyzetl a-
-aminosav adott esetben Leu; vagy
a PTH-vegyililet nem lehet [Leu8,Leul8j](1-84)PTH.

A "PTHrP" kifejezés a PTHrP genetikusan kédolt barmilyen
alakjara, példaul az emberi, a csirke-, a patkany- vagy az
egér-PTHrP-re vonatkozik. Egyértelmliség kedvéért és a nemzet-
k6zi szokdsnak megfelelden az aldbbi leirasban ugyanazt a
sz&mozasi rendszert fogjuk alkalmazni a PTHrP-szekvencia ami-
nosavaira, ahol az l-es helyzetben Ala és a 38-as helyzetben
példaul Ala van.

A talalmény szerinti vegylileteknek ebbe a csoportjaba a
PTH és a homoldg PTHrP-szekvencidk ko&z6tti hibridek tartoznak
(amelyeket a tovabbiakban "PTH-rP hibridek"-ként fogunk
emliteni). Az az aminosav-szekvencia, amelyben a talalmany
szerinti szubsztitGcié végbemegy, az 1l-es helyzettdl a 38-as
helyzetig, Kkiiléntsen az 1l-es helyzettdl a 36-os helyzetigq,
eldnydsen az l-es helyzettdl a.34—es helyzetig terjed.

A talalmany szerinti PTH-vegylletek kd&zlil eldnySsek az
olyan PTH-rP hibridek, amelyekben a PTH-szekvencia egynél
t8bb a-aminosav-egységét, példiul legaldbb két, eldnydsen 3-5
a-aminosav-egységét a taldlmany szerint kicseréljiik.

A taldlmany szerinti PTH-rP hibridek egy eldnyds csoport-
jaba olyan PTH-vegyliletek tartoznak, amelyekben a 8-11-es
helyzetd PTH a-aminosav-szekvencia legaldbb egy a-aminosav-

egységét, vagyis a Met8, His?, AsnlO vagy Leull egységét a
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PTHrP megfeleld szekvenciidjanak megfeleld a-aminosav-egysége,
vagyis Leu8, His?, Aspl0 vagy Lysll helyettesiti. Eldnyds a
8-as és/vagy 10-es helyzet@ helyettesités, kiiléndsen a 8-as
és a 10-es helyzetd helyettesités. Még eldnydsebb, amikor a
PTH-szekvencia 8-as, 10-es é&s 1ll-es helyzetU a-aminosavai
vannak helyettesitve Leud, Aspl0, ill. Lysll csoportokkal.

A tal&lmény szerinti PTH-rP hibridek egy masik eldny&s
csoportjdban a 16-19-es helyzetl PTH a-aminosav-szekvencia
legaldbb egy a-aminosav egysége a PTHrP megfeleld szekven-
cidjanak megfeleld a-aminosav-egységére, vagyis Glnl6, Aspl7,
Leul8, Argl9 csoportra van kicserélve. Eldnydsen az emlitett
szekvencia harom a-aminosav-egysége vagy mind a négy ilyen
egysége ki van cserélve. Kiilénésen eldnydsek az olyan PTH-
vegyiiletek, amelyekben a 16-os helyzetd a-aminosav Gln, a 18-
as helyzetd ce-aminosav Leu é&s a 19-es helyzetd a-aminosav
Arqg.

A taldlmény szerinti PTH-rP hibridek egy tovabbi eldnyds
csoportjaba olyan vegyliletek tartoznak, amelyekben a 33-as és
34-es helyzeti PTH a-aminosav-szekvencia legalabb egy a-
aminosav-egysége a PTHrP megfeleld szekvencidjanak megfeleld
a-aminosav-egységére, vagyis THR33 és Ala34 egységre van
kicserélve. El18nyds, ha mindkét a-aminosav ki van cserélve.

A talalmany szerinti PTH-rP hibridek egy tovabbi eldnyds
csoportjaba olyan PTH-vegyliletek tartoznak, amelyek a fentebb
emlitett a-aminosav-szubsztiticidék barmilyen kombindciéjat
(8-11, 16-19, 33-34) tartalmazzak; kiildndsen eldnydés a 8-11
és a 33-34 szubsztitlcidék kombinacidja.

A taladlmany szerinti PTH-rP hibridekben az 1-38-helyzetd
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a-aminosavak tovadbb 1lehetnek helyettesitve egy vagy t&ébb
fentebb emlitett természetes vagy nem-természetes aminosav-
egységgel, de koziilik egy vagy tdébb hianyozhat is. A 10-es
helyzetben az aldbbi csoportba tartozé a-aminosav lehet: Gly,
Gln, Glu, His, Ser, Thr vagy Tyr. A 13-as helyzetben Arg-tél
eltérd D- vagy L-a-aminosav lehet, példaul Ala, Cys, Gln,
Ile, Asn, Trp, Asp, Val, Ser, Thr, Tyr, Met Leu vagy Gly; a
16-0s helyzetben D- vagy L-a-aminosav 1lehet, példaul Lys,
Ser, Leu, Ala, Gln vagy Gly; a 17-es helyzetben Ala vagy Ser
vagy eldnydsen olyan aminosav lehet, amelynek nagyobb az
oldallanca, mint az Ala vagy a Ser, példdaul Glu, Gln, Phe,
His, Ile vagy Lys; a 18-as helyzetben Gln vagy Tyr lehet; a
19-es helyzetben Ala, Arg, Val, Tyr, Ser, Lys, Met, His, Gly,
Pro, Asn vagy Ile 1lehet; a 26-os helyzetben Gln vagy Arg
lehet; és/vagy a 33-as helyzetben egy D- vagy L-a-aminosav
lehet, példaul Ser, Thr, Leu, Gly, Gln, Arg, Pro, Asp, Ile,
Lys vagy Thr. A taldlmdny szerinti PTH-rP hibridek az N-
végcsoporton vagy egy oldalladnc-aminosavon a fentebbi mdédon
szubsztitudlva is lehetnek. Kivant esetben a taldlmadny sze-
rinti PTH-rP hibridek kénatomot vagy oxigénatomot tartalmazéd
oldallancai a fentebbi mdédon védettek is lehetnek.

A taldlmdny szerinti PTH-rP hibridek példaiként az aldb-
biakat emlitjiik meg: [Leu8, G1nl8, Thr33, Ala34)PTH, [Leu8,
Alal6é, Gi1nl8, Thr33, Al1a34)PTH, [Leud, Aspl0, Lysll, Aa1al6,
G1lnl8, Thr33, Ala34)]PTH, [Leu8, AsplO, Lysll, alals,
G1nl8)pPTH, [Leu8, Alal6, G1nl8, A1al®jpPTH, [Leu8, AsplO,
Lysll, G1nl8)PTH, [Leu8, AsplO, Lysll, A1al6, G1nl8,

Alal9)pTH, [Leu8, Alal6é, G1nl8, Al1al®, Thr33, Ala34)PTH és
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[Leud, AsplO, Lysll, G1nl8, Thr33, Ala34)PTH.

A talalmany szerinti PTH-rP hibridek eldnyds képviseldi
k6zé tartoznak azok az (1-x')PTH vegyliletek, amelyekben x'
jelentése 34-t&l1 38-ig terjedd egész sz&m, eldnydsen 34, 36,
37 vagy 38, kildéndsen az olyan (1-x')hPTH vegyiiletek,
amelyekben egy vagy tdbb aminosavat a PTH-rP megfeleld hely-
zeteiben levd a-aminosav(ak) helyettesit(enek), eldnybsen a
fentebb ismertetett aminosavak. Amikor a 33-as és a 34-es
helyzetet a PTH-rP megfeleld a-aminosav-szekvencidja helyet-
tesiti, a PTH-vegylilet eldnydsen olyan hPTH-fragmentum, amely
34 a-aminosav-egységet tartalmaz. Eldnydsek a karboxil-vég-
csoporttal rendelkezd PTH-rP hibridek.

A PTHrP eldnydsen hPTHrP.

A taldlmadny szerinti vegyililetek példadul szabad alakban,
sbé-alakban vagy komplexek alakjdban létezhetnek. Savaddiciés
sbkat példaul szerves savakkal, polimer savakkal és szervet-
len savakkal képezhetiink. Ilyen savaddicidés s6k lehetnek pél-
ddul a hidrokloridok és az acetdtok. Komplexeket példaul udgy
képezhetiink a taldlmdny szerinti vegyliletekbdl, hogy szervet-
len anyagokat, példaul szervetlen sdkat vagy hidroxidokat,
igy kalcium- és cinksdékat és/vagy polimer szerves anyagokat
adunk hozzajuk.

A taladlmany kiterjed a taldlmany szerinti vegyliletek eld-
dllitasara is. A vegylileteket eldallithatjuk lépésenként vagy
oldatban, vagy pedig a szildrd fazisG szintézis mddszerét
vagy géntechnolégiai médszert alkalmazva.

A talalmany szerinti vegylileteket példaul az aldbbi médon

dallithatjuk eld:
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a) a védett formaban levd, taldlmany szerinti vegyiiletnek
legalabb egy véddcsoportjat eltavolitjuk; vagy

b) két peptid-fragmentumot egy amidkdétéssel Ssszekapcsolunk,
ahol a peptid-fragmentumok olyanok, hogy a kivant ve-
gyllet kivant aminosav-szekvencidjat kapjuk, majd adott
esetben végrehajtjuk az a) lépést;

c) olyan PTH-vegyiilet el&allitdsa céljibdl, amelyben az
amino-végcsoport melletti l-es és 2-es helyzetben az a-
aminosav-egységeket pszeudo-dipeptid helyettesiti, egy
védett vagy nem-védett pszeudo-dipeptidet egy vé-
dett vagy nem-védett formadban levd olyan PTH-peptiddel
reagdltatunk, amelyben hidnyzik az l-es és a 2-es
helyzetd aminosav-maradék, és kivant esetben végrehajtjuk
az a) lépést; vagy

d) olyan PTH-vegylilet eldallitasa céljabél, amely legalébb
egyet tartalmaz az alabbi csoportok k&ziil: az N-vég-
csoporthoz kapcsolddé D- vagy L-a-aminosav-csoport,
C2-¢ alkoxi-karbonil-csoport és az amino végcsoporthoz
kapcsol6dd, adott esetben szubsztitualt Cy.g alkil-,
Cy-g-alkenil-, Cp_g alkinil-, aralkil-, aralkenil- vagy
C3-g cikloalkil-C;_4 alkil-csoport és/vagy az oldall&nc-
ban levd aminocsoporthoz kapcsolddd D- vagy L-a-aminosav,
egy ilyen csoportot bevezetiink egy PTH-vegyiiletbe, amely
mentes az ilyen csoporttdl és amely . védett vagy nem-
védett alakban lehet, és kivant esetben lefolytatjuk az
a) lépeést;

és az 1gy kapott vegyliletet szabad alakban, sé alakjaban vagy

komplex alakban elkiilénitjiik.
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Az a), b) és c) eljarasi lépéseket az ismert mdédszerekhez
hasonlbéan folytathatjuk le, példdul a peptidkémi&dban ismert
mbédon, vagy pedig az aldbbi példdkban ismertetett médon. Ha
kivanatos, ezekben a reakcidékban a peptidkémidban szokésos
olyan védd&csoportokat haszndlhatunk, amelyek a reakcidban
részt nem vevd funkcids csoportok esetén hasznidlhatdk. A "vé-
d&csoport" kifejezés funkcids csoportokkal rendelkezd polimer
gyantdkat is magdban foglal.

A b) eljarasi lépésben, ha olyan PTH-vegyliletet &l1litunk
eld, amelyben az amino végcsoport melletti 1-es és 2-es hely-
zetd «a-aminosav-egységeket pszeudo-dipeptid helyettesiti, a
kiindulasi anyagként haszn&lt peptid-fragmentum magdban fog-
lalhatja a pszeudo-dipeptidet a vegylilet N-végcsoportjanal.
Ezt a kiinduldsi anyagot a c) eljarasi lépés szerint &11it-
hatjuk eléd.

A c) eljaréasi lépésben a kiindulasi vegyililetként hasznilt
pszeudo-dipeptid egy (IIaa) vagy (IIbb) &ltaldnos képletd
vegyllet lehet, ahol Y, Y', Y5, Y, 2, 2', 2" és W jelentése
a fenti, de felhaszndlhatjuk e vegyliletek funkcibés szar-
mazékait, példiul észterét, savhalogenidjét vagy szimmetrikus
vagy aszimmetrikus anhidridjélt is. Az olyan (IIaa) &altalénos
képletd vegyliletek, amelyekben W é&s Y' a hozzajuk kapcsolddd
-?=CH—€H-‘molekularésszel egylitt egy adott esetben szubsz-
titudalt aromds vagy heterociklusos gylr{it képeznek, tovabba
az olyan (IIbb) &ltaldnos képletll vegyliletek, amelyekben 2"
jelentése alkilcsoport vagy véddcsoport, példaul acetil-
csoport, vagy ahol -CY,Y), jelentése C3_g cikloalkilcsoport és

Z" jelentése hidrogénatom, Gjak é&s a taldlmény részét képe-
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zik.

A d) eljarasi 1lépést ismert mddszerekkel analdég mdédon,
példaul alkilezési mddszerekkel folytathatjuk le. A talalmany
szerinti eljaras egy eldnyds foganatositisi médja szerint az
alkilezést reduk&lé koriilmények koézdtt folytatjuk le, példaul
megfeleld aldehidet vagy ketont haszndlva. Lefolytathatjuk
példaul NaBH3CN jelenlétében, eldnydsen savas pH mellett,
példaul 5 és 7 koz6tti pH-n. A reakciébhdmérséklet példsul -20
°C és 100 °C kdzdtt lehet. E1dnyds lehet a reakcidét semleges
olddszerben, példaul vizben, egy alkoholban, dioxadnban vagy
dimetil-formamidban vagy ezeknek az oldészereknek valamilyen
elegyében lefolytatni. A D- vagy L-a-aminosav -~ &sszhangban
az ismert eljarédsokkal - az N-végcsoporthoz is kapcsolédhat.

A b) eljarasi 1épésben kiinduldsi anyagként haszn&alt pep-
tid-fragmentum egy vagy tdbb nem-természetes aminosav-egysé-
get is tartalmazhat; N-végcsoportjan és/vagy egy oldallanc-
ban levé aminocsoportjan szubsztitudlva is lehet C,_g alkoxi-
-karbonil-csoporttal vagy adott esetben szubsztituilt
Cp-g alkil-, Cp_g-alkenil-, Cy_g alkinil-, aralkil- aralkenil
vagy C3-g cikloalkil-Cj.4 alkil-csoporttal. A kiinduléasi
peptid-fragmentum az N-végcsoportjadn D- vagy L-a-aminosavat
is hordozhat.

A természetes a-aminosav-egységeket tartalmazd, taldlmany
szerinti vegyliletek vagy azok fragmentumai rekombinans tech-
noldégidval is elBallithaték.

A talalmany szerinti eljards egy eldnyds valtozataval
kézepes méretll polipetid is eldallithaté olyan eljarassal,

amelyben baktériumsejtekben expresszalunk olyan fiziés
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proteint, amely magdban foglal egy N-termindlis T4 bakte-
riofdg 55-PTH-polipeptidet, ahol a kivant polipeptid a bak-
teriofag C-termindlisdhoz kapcsolddik.

Az 55-PTH-polipeptid a T4 bakteriofag teljes gp55 prote-
injét (188 aminosav-maradék) magaban foglalhatja, amelyet
Gram H. és Riger R. irtak le [The EMBO Journal 4, 257-264
(1985) ). Egy masik megoldasként a gp55 protein egy fragmentu-
mat, eldnydsen N-termindlis fragmentumit lehet hasznalni. Igy
példdul felhaszndlhatdé a protein elsd 112 N-termindlis amino-
sav-maradékat magadban foglald gp55 protein-fragmentum. Az 55-
PTH-polipeptid azonban tipikusan magdban foglalja a gps5s
proteinnek legaldbb az elsd 25 N-termindlis aminosav-maradé-
kat.

A kOzepes méreti polipeptid koriilbeliil 20-100, példaul
150, eldnydsen azonban korililbeliil 20 - 50 aminosav hossz(sa-
gG. A kOzepes méretl polipeptidek példaiként megemlitjiik a
kalcitoninokat, az endorfinokat, a gyomor gatld peptidjét,
ill. peptidjeit, a glukagont, az Y neuropeptidet, a ndve-
kedési hormont felszabaditdé faktort (GHRF), az amiloid-B-pro-
tein-fragmentumokat, a hirudint, az inzulint, a szomatoszta-
tint, az epidermdlis novekedési faktort, az idegndvekedési
faktort és a PTH-t vagy ezeknek a fragmentumait. A talalmany
szerinti eljar&ssal el8allithatd kozepes mérettd, kiildndsen
eldnyds polipeptidek az olyan taldlmény szerinti vegyililetek
vagy azok fragmentumai, amelyek természetes aminosav-
szubsztitlcidkkal rendelkeznek.

Az 55-PTH génterméket tartalmazd fizids protein eldnydsen

egy felhasithaté linkert is tartalmaz az 55-PTH-polipeptid és
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a kivant polipeptid k&zdtt. A hasithatd 1linker eldnydsen
kémiai iton hasithatd, &s még eldnydsebb, ha Asp-Pro-Pro vagy
Asn-Gly-Pro aminosav-szekvencidkat tartalmaz.

A taldlminy oltalmi kdre eldnydsen kiterjed egy olyan
nukleotid-szekvencidra is, amely egy N-termindlis T4-bakte-
riof4ag 55-PTH-polipeptidet és a szekvencia C-termindlisé&hoz
kapcsolddd, Kkivant kdzepes méretd polipeptidet tartalmazé
fizidés proteint kédol.

A nukleotid-szekvencia eldnydsen olyan DNS-szekvencia,
amely alkalmas baktériumokban vald expresszilddasra. A szek-
vencia jellegzetesen olyan nukleotidokat tartalmaz, amelyek
az 55-PTH-gén és a kivant polipeptidet kédoldé szekvencidk
k6z6tt egy hasithatd linkert kédolnak.

A taldlmdny olyan bakteridlis expresszids vektorra is vo-
natkozik, amely egy a fGzids proteint kédold DNS-szekvenciat
is magaban foglal.

Az expresszids vektor a fizidés proteint kdédold szekvenci-
a4n kiviil jellegzetesen tartalmaz még megfeleld, expresszidét
szabdlyozd6 szekvencidkat, ideértve egy megfeleld promdtert,
egy operatort és egy riboszoma-k6td helyet is, tovabba egyéb
megfeleld szabalyozd szekvencidkat. Rendszerint az ex-
presszidés vektor 1is tartalmaz eqgy vagy tobb szelektalhatd
markert.

Barmilyen megfeleld prombétert hasznalhatunk, igy a TrpE,
APl1, APr, lac vagy Tac promdtert. A promdter eldnydsen T7
bakteriofag-prométer, mig az expresszibés vektor egy plazmid.
E. coli expresszdaldsdhoz egy Rl vagy Col-El1 plazmidbél

szadrmazd vektor haszndlhatdé fel. Példaul a Novagen-tdl kapott
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PET 17B expresszids vektor vagy hasonlé expressziés vektorok
haszndlhatdok fel.

A taladlmény fGzids proteint kédold szekvencidval vagy egy
fentebb leirt expresszidés vektorral transzformilt bakteridlis
gazdasejtekre is vonatkozik. Barmilyen megfeleld bakteridlis
gazdasejtet felhaszndlhatunk, bar eldnyds az E. coli gazda-
sejt felhaszndladsa. Igy példdul felhasznalhatdédk a BL21 (DE3)
Lys E E. coli tdrzs és hasonld toérzsek.

A fGzids protein eldnydsen oldhatatlan fehérjezarvanyok
alakjdban gylilemlik fel a gazdasejtekben, és ezdltal meg-
konnyiti a fGzids protein terméknek a sejtekbdl vald kinyeré-
sét. A kivant polipeptid-terméknek a £fGzidés proteinbdl valéd
kinyerése céljabdél a fehérjezarvanyok proteinjét stabili-
zadljuk, és a kivant polipeptid-terméket lehasitjuk a fGziés
proteinrdl. Barmilyen szolubiliz&lé kezelést hasznalhatunk,
ideértve a savas kezelést, példdul koriilbeliil 2-4-es pH-érté-
ken, eldnydsen savval Kkorililbelil 2,5-6s pH-értéken végzett
kezelést, vagy egy denaturdlészerrel, példdul enyhe denaturéa-
loszerrel, igy guanidin-hidrokloriddal végzett Kkezelést.
Emellett sziikség lehet egy vagy t6bb olyan nemkivant N-termi-
ndlis aminosav-maradék eltdvolitdsara a termékbsl, amely
visszamaradt a hasitas utén.

A talalmany vonatkozik tovabba olyan eljaréasra is, amely-
nek a segitségével egy kivant kozepes méretd polipeptidet &l1-
litunk eld bakteridlis gazdasejtben. Az eljaras soran fentebb
meghatéfozott transzformdlt bakteridlis gazdasejtekkel fzids
proteint expressz&ltatunk fehérjezarvadnyok alakjaban; ezuté&n

elkiiloénitjlik a fehérjezarvéanyokat, majd szolubiliz&ljuk
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azokat, és végiil lehasitjuk a kivant polipeptidet a fGziés
proteinrdl.

Egyes kOzepes méretli polipeptidek, igy a PTH-vegyiiletek
esetében rendes korililmények ko&zdtt nincs sziikség arra, hogy
gondosan ellendrzoétt denaturdlési és renaturélisi eljaréast
folytassunk le PTH-termékek aktiv alakban valé eld4allit&s4-
hoz, példidul PTH-szerl aktivitadssal rendelkezd termékek eld-
4l11itasdhoz. A kdzepes méretll polipetid-termékek aktiv alak-
ban &allithatdék eld egyszerilien olyan mdédon, hogy a szolubili-
z8lashoz hasznalt savas korililményeket semlegesitijiik. A szo-
lubilizdlds és a fGzids protein lehasitésa egyetlen lépésben
is lefolytathatéo.

A taladlmany olyan fGzids proteinre is vonatkozik, amely
N-termindlis T4 bakteriofdg 55-PTH-polipeptidet tartalmaz,
amely annak C-termin&lis&hoz kapcsoldédik; ez egy kivant
kb6zepes méretld polipeptid.

Azt talaltuk, hogy ha a talalmé&ny szerinti eljarasokat és
vektorokat haszndljuk, a kézepes méretd polipeptideket, kiild-
nésen a PTH-termékeket magas szinten allithatjuk eld. Az E.
coli-ban azt taldltuk, hogy az expresszalt Osszes proteinnek
mintegy 50%-a a kivant fGzids protein lehet. A fazids protein
is képezhet fehérjezarvanyokat, amelyeket kdnnyd elkiildniteni
a sejtek tobbi anyagdtdl. Emellett a fehérjezarvanyok gyakran
legaldbb 90%-ban a kivant fdzidés proteinbdl &llnak, aminek
kovetkeztében jelentds mértékben cstkkenthetd a sziikséges
tisztitas mértéke. A PTH-termék fGzids protein alakjdban valé
expresszalasa lényegesen csdkkentheti a baktériumsejtben a

polipeptid endogén feldolgozisat, aminek kdvetkeztében homo-
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gén termékeket kaphatunk.

A hasithaté linker egy eldnypds kiviteli alakja vegyileg
hasithaté aminosavakat tartalmaz a kivant polipeptid N-vég-
csoportja mellett, ami lehetdvé teszi a kivant polipeptidnek
a fGzids proteinrdl vald lehasitasat egyszer kémiai moéd-
szerekkel. A kivant polipeptid eldnydsen nem tartalmaz vegyi-
leg lehasithaté csoportokat.

A vegyileg hasithaté linkerek el&nydsen Asp-Pro-Pro vagy
Asn-Gly-Pro aminosavakat tartalmaznak. Az Asp-Pro vagy az
Asn-Gly kotések vegyileg lehasithaték savas koériilmények mel-
lett, példaul hangyasav jelenlétében (rendes koriilmények ko-
zott kb. 2,5-es pH-értéknél) vagy hidroxil-amin jelenlétében.
A kivant polipeptid N-végcsoportjén megmaradd Pro-Pro vagy
Gly-Pro dipeptidek azutédn megfeleld dipeptil-peptidaz haszna-
lataval eltavolithaték. Igy példaul haszndlhatjuk az L.
lactis X-Pro EC 3.4.14.5 dipeptil-peptid&zat. Ezt a pepti-
dazt Nardi és munkatarsai irt&dk le [Applied and Enviromental
Microbiology, 57, 45-50 (1991)].

A kivant polipetidet a f4zidés proteinrdl valdé lehasitast
kévetden tisztithatjuk. Nagy teljesitményd folyadékkromatog-
rafids technika alkalmazhatdé erre a célra. A tisztit&st bar-
milyen nemkivénatos N-termindlis aminosav-maradék eltéavoli-
tésa eldtt hajthatjuk végre.

A taldlmadny szerinti eljadrds tovabbi szemléltetésére
szolgdlnak a 306-312. példak, amelyek a jelen leirashoz csa-
tolt szekvencialistédban megadott szekvencidkra utalnak. Ezek-
ben a szekvencidkban az 1. azonositdsz&ml szekvencia a pET17B

plazmidba Kklénozott, csonkolt gp55-Asp-Pro-Pro-(1-38)hPTH-OH
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fGziés protein aminosavszekvenciijat é&s megfeleld DNS-
szekvencidjat mutatja, mig a 3. azonositdészamG szekvencia a
PET17B plazmidba kldénozott teljes hosszisagi gp55-Asn-Gly-
Pro-(1-38)hPTH~-OH fGzidés protein aminosav-szekvenciajat és
megfeleld DNS-szekvencidjat mutatja.

Az aldbbi példakban az Osszes hdmérsékletet °C-ban adjuk

meg és az aldbbi rovitéseket hasznaljuk:

BOC = terc.-butil-oxi-karbonil

DMF = dimetil-formamid

DCM = dikloér-metéan

Fmoc = 9-fluorenil-metoxi-karbonil

HOBt = 1-hidroxi-benzotriazol

TFA = trifluor-ecetsav

Trt = tritil = trifenil-metil

RP-HPLC = forditott fazisG nagy teljesitményq

folyadékkromatografia

r.t. = szobahdmérséklet

DNP = dinitro-fenil

Tos = tozil

DIPC = diizopropil-karbodiimid

Pmc = 2,2,5,7,8-pentametil-kromédn-6-szulfonil
Ip = izopropil

For = formil

Cpe = l1-amino-ciklopentén-l-karbonsav
Cpp = l-amino-ciklopropan-l-karbonsav
Cha = ciklohexil-alanin

tBu = terc-butil

A 11. azonositdészami szekvencia az (1-34)hPTH aminosav-
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szekvencidjat mutatja; a 12. azonositbészamG szekvencia az
(1-36) hPTH aminosav-szekvencidjat mutatja. A 13. azonosité-
szami szekvencia az (1-38)hPTH aminosav-szekvencidjat mutat-
ja. Az 1., 2., 5., 6., 11., 20-24., 27-30., 36., 37., 40.,
41., 47., 49., 51., 53., S54., 57., 58., 61., 76-80., 82.,
179., 185., 187., 191-193., 226., 230., 237., 239., 256. és
289. példak a 11. azonositészamG szekvencién alapszanak, ahol
a megvaltozott aminosav-egységeket és azok helyzetét a
szbgletes zardjelekben mutatjuk. A 12., 13., 18., 19., 31-
35., 38., 39., 42-46., 48., 50., 52., 55., 59., 60., 62-71.,
81., 83-85., 165-178., 180-184., 186., 188-190., 194-225.,
227-229., 231-236., 238., 240-255., 257-266., 268-279., 282-
288., 290-300. és 302-304. példadk a 12. azonositdészamd szek-
vencidn alapszanak, ahol a megvaltozott aminosav-egységeket
és azok helyzetét a szdgletes zardjelekben adjuk meg. A 3.,
4., 7-10., 14-17., 25., 26., 56., 72-75., 81., 86-164., 267.,
280. és 281. példdk a 13. azonositdészamld szekvencian alapsza-
nak, ahol a megvaltozott aminosav-egységeket és azok hely-

zetét a szdgletes zardjelekben adjuk meg.

1. példa

N@-Izopropil-(1-34) hPTH-NH,

Ezt a peptidet polisztirolgyanta alapG hordozén 1lépésen-
ként épitjiik fel. A Boc-csoportot az a-aminosav-csoport vé-
désére haszndljuk, és az oldalléancban levd funkcidés csoporto-
kat a kovetkezd mdébdokon védjiik: Lys(2-klér-benzil-oxi-karbo-
nil), Ser(benzil), Thr(benzil), Glu(benzil), Asp(benzil),

Met (0), His(DNP), Arg(Tos) és Trp(HCO). A tObbi csoportot nem
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védjlk.

Amino-4-metil-fenil-metil-ko(polistirol-divinil-benzol =
MBHA-gyanta) kiinduldsi anyagot 0,7 mmol/g mennyiségben az
alsdbbi, (1)-t8l (7)-ig terjedd lépésekben ciklusos kezelésnek
vetiink ala:

(1) DCM

(2) 50%-os trifluor-ecetsav DCM-ben

(3) DCM

(4) 10%-os diizopropil-etil-amin DMF-ben

(5) DMF

(6) Boc-aminosav preformdlt szimmetrikus anhidridje

(1,4 mmol per 1 g kiindulasi gyanta) DMF-ben

(7) DMF

A moséfolyadékok és a reagensek térfogata 1 gramm kiindu-
lasi gyantara szamitva 5-20 ml. Minden egyes lépést annyiszor
ismétliink meg, ahanyszor ez szilikséges vagy a gyanta reak-
cidéjanak teljessé tételéhez (2., 4. és 6. 1lépés) vagy az
eld28 reagensnek a gyantardl vald teljes eltavolitasahoz (1.,
3., 5. és 7. lépés). Minden egyes ciklus utan gyantamintat
vesziink és azt ellendrizziik a kapcsolasi reakcid teljességére
kolorimetri&s prébaval, ninhidrint haszndlva a megmaradd ami-
nocsoportok kimutatésara.

A Boc-aminosavak szimmetrikus anihidridjeit ko&zvetleniil
felhasznalas eldtt 4llitjuk eld olyan médon, hogy 1 g gyanté-
ra szamitva 2,8 mmol Boc-aminosavat és 1,4 mmol DCCI-t re-
agaltatunk olyan diklér-metédnban, amely DMF-et a Boc-aminosav
teljes oldddédsédhoz elegendd mennyiségben tartalmaz. Az ele-

gyet szlrjik, tovabbi dimetil-formamidot adunk a szfrlethez,
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amelyet illékony komponensek lehajtésaval 15 °C-ot meg nem
haladé hdmérsékleten betdményitiink, majd a kapott oldatot a
(6) lépésben haszndljuk fel.

Az (1)-(7) reakcidkbél &116 ciklust minden egyes amino-
sav-maradékkal kapcsolatban megismételjiik Ggy, hogy a cimben
megadott vegylilet szekvencidjat kapjuk, kivéve a Boc-Gln-OH
és a Boc-Arg(Tos)-OH csoportokat, amelyeket dimetil-forma-
midban eldformdlt 1-hidroxi-benzotriazol-észtereikként kap-
csolunk a (6) lépésben.

A teljesen Osszedllitott peptidgyantat kétszer kezeljiik
szobahdmérsékleten 20 ml 5% tiofenolt tartalmazdé dimetil-for-
mamiddal 1 &ra&n keresztiil, majd dimetil-formamiddal, metanol-
lal és diklér-metdnnal mossuk. A peptidgyantat ismét alavet-
jiik az (1)-(5) lépéseknek, ami utédn 1 g gyantéra szamitva 0,5
ml acetont, 84 mg natrium-ciano-bdér-hidridet és 0,2 ml ecet-
savat adunk hozzd 20 ml dimetil-formamidban. A gyantat 16
éran 4t szobah®mérsékleten tartjuk, majd dimetil-formamiddal
és dikldér-metannal mossuk, végil megszaritjuk.

A peptidgyantat folyékony hidrogén-fluoriddal, dimetil-
szulfiddal, p-krezollal és etan-1,2-ditiollal kezeljik "low-
high" eljarassal, amelyet példaul az International Journal of
Peptide and Protein Research-ben 1irtak 1le [26, 262-273
(1985)). Az illékony komponensek eltdvolitédsa és etil-acetat-
tal vald mosds utdn a maradékot tobbszor mossuk 1%-os etil-
acetattal, majd szUrjik és a szlrletet liofilizaljuk. A 1li-
ofilizalt terméket forditott f&zisd kromatogrdfidval tdbbszor
tisztitjuk; a kromatografdlast oktadecil-szilicium-dioxid

oszlopon végezziik, 2%-os foszforsavban vagy 20 mmM-os tetra-
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metil-amménium-foszfatban acetonitril-gradienst hasznalva. A
tiszta vegyliletet tartalmazdé frakcidkat egyesitjiik, gyengén
bazikus, acetit-formdjG ioncseréld gyantén szGrjuik és a
szlirletet 1liofilizaljuk. Igy a cim szerinti vegylilethez
jutunk.

MS (ionpermet): 4160.

2. példa

[Lys (N€-Izopropil)26,27)(1-34)hPTH-NH,

A peptidet az 1. példaban ismertetett mdédon 4&llitjuk
®ssze, azonban a 13-as helyzethez Lys(Fmoc)-t és az 1l-es
véghelyzetben Fmoc-Ser (tBu)-t hasznalunk.

A teljesen osszedllitott peptidgyantat kétszer kezeljik
20 ml 5% tiofenolt tartalmazé dimetil-formamiddal szobahdmér-
sékleten 1 6ran &t, majd dimetil-formamiddal, metanollal és
diklér-meténnal mossuk. A szdraz gyantat folyékony hidrogén-
-fluoriddal kezeljlik az 1. példaban ismertetett médon. A le-
hasitds ut&n kapott 350 mg terméket 5 ml metanol, 5 ml 5,0
pH-ja foszfat-puffer, 48 mg natrium-ciano-bdér-hidrid és 0,28
ml aceton elegyében szuszpenddljuk. Az elegyet 16 Orén A&t
szobahdmérsékleten tartjuk, majd szlrjiikk, és a szlirletet be-
paroljuk. A maradékot 20% piperidint tartalmazdé dimetil-for-
mamidban 15 perc alatt szuszpenddljuk, majd hiasszoros
térfogati dietil-éterrel higitjuk és leszlrjliik. A maradékot
100 ml vizben oldjuk, majd ecetsvat adunk hozzad mindaddig,
amig el nem érjiik a 3-as pH-értéket. Ezutdn az elegyet
szUrjilik és a szfirletet liofiliz&ljuk. A liofilizatumot fordi-

tott fazistG kromatografidval tisztitjuk. A kromatografdlast
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oktadecil-szilicium-dioxid oszlopon végezziik, 2%-os foszfor-
savban acetonitril-gradienst haszn&lva. A tiszta vegyliletet
tartalmazd frakcibékat egyesitjiik, gyengén béazikus, acetat-
alakG ioncseréld oszlopon szlrjiik és a szlirletet liofilizal-
juk. fgy a cim szerinti vegylilethez jutunk.

MS (ionpermet): 4205,6.

3. példa

NO-Izopropil [Lys (N€-izopropil)13,26,27](1-38)hPTH-OH

a) Sziladrd fazishG peptidszintézis

A peptidet 1lépésenként szintetizaljuk polisztirol alapt
gyantahordozén. Az a-aminocsoportot Fmoc-val védjik, mig az
oldallancban levd funkcids csoportokat az aldbbiak szerint
védjiik: Asp(OtBu), Glu(OtBu), His(Trt), Lys(Boc), Asn(Trt),
Gln(Trt), Arg(Pmc) és Ser(tBu). A t6bbi aminosavat nem véd-
Jjik.

A lépésenkénti szildrd fazisad szintézishez 0,5 mmol/g
mennyiségben 4-hidroxi-metil-fenoxi-metil-ko(polistirol-1%
divinilbenzol)-14 észterezett Fmoc-Gly-t haszndlunk kiindula-
si anyagként. A szintézist Ggy hajtjuk végre, hogy ismételten
elvégezziik az a-amino-véddcsoport eltdvolitdsabdl, moséasbdl,
az Gj aminosav kapcsolasdbdl és mosadsbdl &al116 ciklust. Az
Fmoc-aminosavak haromszoros-dtszdrds feleslegét kapcsoljuk
eldformalt HOBt-észterekként, diizopropil-karbodiimidet hasz-
nalva. Fmoc-Arg(Pmc)-t, Fmoc-Asn(Trt)-t és Fmoc-Gln(Trt)-t
kapcsolunk szimmetrikus anhidridekként, diizopropil-karbodi-
imidet haszndlva. A peptidlanc teljes Osszedllitasa utan a

serl Fmoc véddcsoportjat 20% piperidint tartalmazé dimetil-
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formamiddal tavolitjuk el. A peptidnek a polisztirolgyant&arél
valdé lehasitasat és az Osszes oldallancbeli véd&csoport eltéa-
volitasat olyan médon végezziik, hogy a peptidgyantat h&rom
6radn at kezeljik szobahdmérsékleten 10% etan-ditiol, tioani-
zol, tio-krezol és viz, valamint 90% trifluor-ecetsav elegyé-
vel. A gyantarészecskékek leszlirjiik és kevés trifluor-ecet-
savval mossuk. A terméket az egyesitett szlirletekbdl etil-
éter hozzaadasaval kicsapjuk, majd szOrjilk és szaritjuk. A
terméket C-18 szilicium-dioxid oszlopon kromatografaljuk, 2%
foszforsavat tartalmazé vizben acetonitril-gradienst haszn&l-
va. A tiszta vegyliletet tartalmazdé frakcidkat OsszegyGjtjiik,
anioncseréld gyant&n (Biorad, AG 4-X4, 100-200 lyukb&ségd
acetat-forma) szlrjliik és 1liofiliz&ljuk. Ilyen médon
(1-38)hPTH-OH terméket kapunk.

b) Alkilezés

40 mg (9 pumol) (1-38)hPTH-OH kiindulasi anyagot (ami
4458,2 g/mol mennyiségnek felel meg) oldunk 1,2 ml metanol-
ban, 1,2 ml foszfat-pufferben (Merck No. 9887, 5,0 pH-ra be-
allitva), 45 mg (716 mmol) NaBH3CN-ben (62,84 g/mol) és 0,8
ml (11 mmol) acetonban (73,52 ml/mol). A reakciét C-18 szili-
cium-dioxid-oszlopon forditott f&zisG nagy teljesitményd
folyadékkromatografidval ellendrizziik és 15 éra eltelte utan
szobahdmérsékleten fejezziik be. A reackibelegyet vizzel
higitjuk és C-18 szilicium-dioxid-oszlopon kromatografaljuk,
2% foszforsavat tartalmazdé vizben acetonitril-gradienst hasz-
nalva. A tiszta terméket tartalmazd frakcidkat Osszegyljtjiik,
anioncseréld gyantadn (acetat-alak) sz@rjik és liofilizaljuk.

Igy poliacetat, polihidrat alakban kapjuk a cim szerinti
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vegyliletet.
[“]20D = -5,7° (c = 0,317 95%-0s ecetsavban)

MS (ionpermet): 4626.

4. példa

N®-Metil [Alal)(1-38)PTH-OH

A peptidlancot a 3.a) példdban ismertetett médon &llitjuk
Ossze, ézonban az l1-es helyzetben Fmoc-Ser (tBu)-OH helyett az
Fmoc-N2-metil-Ala-OH nem-természetes aminosavat kapcsoljuk a
peptidgyantdhoz. A hasitést, a véddcsoportok eltavolitéasat és
a tisztitast a 3.a) példa szerinti mdébdon végezziik.

MS (ionpermet) = 4455,91.

5. példa

(Alal,Ala3,Leu8,G1n13,A1a16,G1n18,A1a19,pPhe23,His25 ,His26,

Leu27,Thr33,a1a34])(1-34) hPTH-OHE

Ezt a peptidet a 3.a) példa szerinti eljardssal allitjuk
eld, azonban 4-hidroxi-metil-fenoxi-metil-ko(polistirol-divi-
nil-benzol)~-1a észterezett Fmoc-Gly helyett a megfeleld Fmoc-
aminosavat, példaul Fmoc-Ala-t, Fmoc-Phe-t, Fmoc-D-Ala-t,
Fmoc-D-Phe-t stb.-t haszndlunk. Ezenkiviil az oldalléancban
levd funkcids csoportokat a kdvetkezSképpen védjik: Thr(terc-
butil), Trp(Boc) és (Tyr(terc-butil).

A 3. és az 5. példakban ismertetett eljarast ismételve,
de a megfeleld kiinduldasi anyagokat haszndlva az al&bbi ve-

gyliletek allithatdék eld.
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példa: [Leu',Asp1°.A1a1‘,Gln1°,Tn:33]h9m(1-34)ou
példa: [1lel)hPTH(1-38)OH (IS-MS: 4484)

. példa: (Alal,Abu?}hPTH(1-38)OH (IS-HS: 4428)

. példa: [Alal,NvaZ]hPTH(1-38)0d (IS-M5: 4442)
példa: (Alal,Ile2]hPTH(1-38)OH (IS-MS: 4456)

. példa: [Alal,Ala’,Leu',Glnu,Alal‘,Gln“,Alal’,Hisz‘,Leu27,
Th:33,Ala3‘]hPTH(1-34)OH

12.
13.

14.
15.

16.
17.

18.
19.

20.
21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.
31.

példa: (N-MeAlal]hPTH(1-36)OH (1S-MS: 4286)

példa: (Alal,Ala?,Leu®,Glnl8]hPTH(1-36) OH (IS-MS: 4239)

példa: (Thzl]-hPTE-(1-38)O0H (1S-MS: 4472)

példa: [Leul]-hPTE-(1-38)OH (IS-MS: 4484)

példa: [Abul]-heTH-(1-38)OH (IS-MS: 4456)

példa: [Gabal]-hPTH-(1-38)OH (IS-S: 4456)

példa: [Leu‘,Lysu,Gln“]hPTﬂ(l-BB)OH

példa: (Leu°,Gln“,hspl",l.eu“,Arg”,ArgzZ]hPTH(l-BG)OH
(15-MS: 4347)

példa: [Leu°,Gln“,'rh:”,hla“]-hPTH(l-34)OH (IS-MS: 4007)

példa: [Leu°,Ala”,Gln”,Ala”,'l‘hr”,Ala“]hPTH(1-34)OH
(15-MS: 3906)

példa: {Le:‘,Ala”,Gln“,Gln”,Phez’,Th:”,
Al234]noTH(1-34)OH

példa: Zp-[Leu‘,Lys(Ip)”,Gln“,Lys(Ip)25'27,’1‘hr33,
a1234]RoTH(1-34)OH (IS-MS: 4175)

példa: Ip-[Leu",Alal3,Gln1°,Gln2‘,Phez",‘l‘hr”,
K1a34)hPTH(1-34)OH

példa: {31216}hPTH(1-38) OH

példa: (Serl4]hPTH(1-38)0H

példa: [Alal,Ala3,Leu°,Gln13,Ala1‘,Gln1°,Ala”,Hiszs,His“,
Teu??,Thr33,Ala34)hPTH(1-34)0R

példa: [Alal,AlaB,Leuﬂ,Glnn,Alalﬁ,clnls,A1a19,eln26,p'ne27,
Th-33,A1a34]hPTH(1-34)OH

példa: (Leuﬂ,A1a16,01n18,Th:”,ALa“]hPTH(1-34)0H
(15-MS: 3965)

példa: [Leua,Gln“,Ala”,qu”,Ile31]h9TH(1-34)OH

példa: [Leu®,Aspl®,Lysll,Gln!®]hPTH(1-36)0H



32.

33.
34.

35.

36.

37.

38.
39.
40.

41.

42.

43.

44,

45.
46.

47.

48.
49.

50.

51.

52.

53.

példa:

példa:
példa:

példa:
példaz:
példas
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:

példa:

példa:
példa:

példa:

példa:
példa:

példa:
példa:
példa:

példa:
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[Leu',Aspl°,Ly511,Serl‘,Ile‘5,Gln1‘,Asp1’,Leu1',
Arg}?)hPTH(1-36)OH
[Leu“,Asp1°,Lysll,Leul‘)hPTH(1-36)0H
(Leu‘,Glnl‘,Aspl’,Leu1',Arg19]hPTﬁ(1-36)OH
[Leue,Asp1°,Lys11,Alal’,Leul*]hprh(l-asxon (15-MS:
4252)
(Leu‘,clnI‘,Aspl’,Leulﬂ,Axgl9,rnz33,A1a34]
hPTH (1-34) OH
[Leu‘,Asp1°,Ly511,Gln1°,Thr33,hla3‘]hPTﬂ(1-34)OH
(15-MS: 4022)
[Leuﬂ,Alals,Asp17,Leu1°,A1a19]hpTﬁ(1-3s)ou
(Leu°,Asp1°,Ala16,Asp17,Leulﬂ,A1a19]hPTH(1-36)oa
[Leu‘,Gln1°,Ar922,Thr33,Ala3‘]hPTH(1-34)0H
[Leu‘,Asp‘°,Lysll,Glnl‘,Aspl’,Leu1°,Arg19,Thr33,
Ala34]hPTH(1-34)O0H (IS-MS: 4077)
[Leuﬂ,Asp1°,Lysll,A1a16,Gln1°,A1a19]hPTH(1-36)OH
(IS-MS: 4181)
(LeuB,A1a16,Asp1’,Glnlﬂ,A1a19]hpTH(1-36)0H (IS-MS:
4193)
[Leu°,Ala1‘,Ala1’,Gln1°,Ala19]hPTH(l-36)OH {1S-MS:

4149)
(Leu“,Ala17,Gln1°,Alal9]hPTH(l-36)0H

(LeuB,Alal’,Gln1°,A1a19,Argz21nPTﬂ(1-36)0H (15-MS:

4219)
ILeu“,A1a17,Glnla,Ala19,Argzz,Thr33,Ala3‘]
hOTH(1-34)OH (IS-MS: 3960)
[Leus,GlnlsthTH(1-36)OH
{Leuﬂ,AspIO,Lysll,AlalS,Glnla,Th:33,A1a3‘]
hPTH(1-34)OH (IS-M3: 3980)
[LeuB,Asp1°,Lysll,A1a16,Gln18]hPTH(1-36)on
(15-MS: 4240)
[Leu‘,Asp1°,Ly511,Ala1‘,Gln15,Ala19,Thr33,Ala34]
hPTH(1-34)OH (15-MS: 3923)
[Leu‘,Aspl°,AlalG,GlnlsthTH(1-36)OH
(I1S-MS: 4225)
[Leue,Aspl°,Lysll,Alals,Glnla,Ala19,Thr33]
hPTE (1-34)OH (15-MS: 3999)
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55.
56.
57.

58.

59.
60.

61.

62.
63.

64.

65.

66 .

67.
68,

69.

70.

71.
72.
73.
74.

75.
76.

példa:
példa:
példa:
példa:

példa:

példa:
példa:

példa:

példa:
példa:

példa:

példa:

példa:

példa:
példa:
példa:

példa:

példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
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[Leu‘,Gln13,Alai‘,Gln1‘,Ala19,Bisz‘,Leuz’,Thr33]
hPTH(1-34) OH
[Leu',Alal‘,Glni‘,Ala19,ArgzzthTB(1-36)OH
(I11e1S)hPTH(1-38)0H
[Leu°,Gln13,Ala15,Gln1°,Ala19,Axg22;Bisz‘,Leu27,
Thr33,A1a34)hPTH(1-34)OH
[Leu’,Gln13,Ala15,Gln1°,Arg19,ﬂisz‘,Leu2’,Th:33,
Ala34)hPTH(1-34)CH
[Leu®,Ser:3,Alal6,Glnl8, Alal®%, Arg22)hPTH(1-36) OH
[Leua,Alal3,Alal5,Gln1°,A1a19,Axgz‘,Argz7]
hPTH(1-36)OH
[Leu9,Gln13,Ala15,Gln13,Ala19,H152‘,Leu27,Arg33,
Ala34)hPTH(1-34)CH ’
(Leue,Ala15-17'1°'19]hPTH(l-36)0H
(Leu®,Alal3,Alalé,Ginl8,Alal?,G1ln26,Phe??]
hPTH(1-36)OH (IS-MS: 4127)
Ip-[Leu‘,Ala13,Ala1‘,G1n19,Ala19,Gln2‘,Phe27]
hPTH(1i-36)0H
Ip-[Leu‘,Lys(Ip)13,Ala15,Gln1°,Ala19,
Lys(Ip)26-27)hPTH(1-36)OH
(Leu®,Alal®,G1ln18,Alal9 ) hPTH (1-36)0H (IS-MS: 4166)
Ip-[Leu’,Lys(Ip)13,Ala1‘,Ala17,Ala1°,Ala19,

Lys (Ip)26-27]hPTH(1-36) OH
{Aib3,Glnl8 ) hPTH(1-36)0H (IS-MS: 4283)
Ip-(Leu®,Aspl®,Lys (Ip)11.13.26.27,Glnl8]
hPTH(1-36)OH
Ip-(Leus,Se:13,Ala15,Glnla,Ala19,Argzz,

Lys (Ip)26- 27 JhPTH(1-36) OH

[Leu®, Tyr}8JhPTH(1-36) O

{Ser33)-hPTH-(1-38)-OH

[Thz33]-hPTH- (1-38) -OH

(Leu33)-hPTH-(1-38)-OH

[Gly33]-hPTH-(1-38)'OH

[Leu®,uist0,Glnl®8, Arg?2,Thr33,A1a34hPTH(1-34)OH



77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.

84.

85.

86.
87.

88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.
99.
100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.

példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:

példa:
példa:

példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
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(Leu8,Glyl%,G1n18,Arg22, Thr33,A1a34] hPTH (1~34) OH
(Leu®,Glul9,Glnl8,Arg22, Thr33, Ala34)hPTH(1-34) OH
(Leu®, Thr19,G1ln18, Arg22, Thr33,Ala3¢]hPTH(1-34) OH
{Leu®,Gln1%,G1ln18, Arg22, Thr33,Al234]hPTH(1-34) OH
{Gln33)-hPTH~-(1~38) -OH

(Leu®, Tyz19,G1lnl8,Arg22,Thr33,Ala34]hPTH (1-34) OH
(1-aminociklopentdrl-karbon-
sav},leu8,Alalé,Glnl®, Alal®)hPTH(1-36)OH
H—uﬁn&ciklopentén-1—karbonsav ,Leu”,
Alal3.16,G1n18,A1al%,Arg26.27)hPTH (1-36) OH
(1-amino-ciklopentdn-1l-karbonsav ,Gln
hPTH(1-36)OH (IS-MS: 4309)
(Argl2)-hPTH-(1-38)-OH

{Serl2)-hPTH-(1-38)-0H

(Cys!3]-hPTH-(1~-38)-0H

(11e13}-hPTH-(1-38)-OH

[Asni3}-hPTH-(1-38)-OH

(Tro!3)-hPTH-(1-38)-OH

[Asp!3]-hPTH-(1-38)-0H

(vall3)-hPTH-(1-38)-OH

(Thr13)-hPTH-(1-38)-OH

(Seri3)-hPTH-(1-38)-0H

[Tyr}3)-hPTH-(1-38) -OH

(Met13]-hPTH~(1-38)-OH

[Gin!3)-hPTH-(1~38)-0OH

(Leul3)}-hPTH-(1-38)-OR

[Alal3)-hPTH-(1-38)-0H

{Glyl3)-hPTH~(1-38)-0H

[Vall4}-hPTH-(1-38)-OH

(Alal']-hprﬂ-(1-38i-0H

[Lys14]-hPTH-(1-38)-OH

(Argl4)-hPTH-(1-38)-OH

(Trc1¢1-hPTE- (1-38) -OH

{Tlel4]-hPTH~-(1-38)-OH
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108. példa: [Tyr!4)-hPTH-(1-38)-0K
109. példa: [Tyr3)-hPTH-(1-38)-OR
110. példa: (ArglS)-hPTH-(1-38)-OH
111. példa: [valiS)-hPTE-(1-38)-0K
112. példa: [Lys!®)-hPTH-(1-38)-04
113. példa: [Ser1€)-hpTH-(1-38)-0H
114. példa: {Lew16)-hPTH~-(1-38)-0H
115. példa: [Al216)-hPTH-(1-38)-OH
116. példa:  [Glyl€)-nPTH-(1-38)-0H
117. példa:  [Al2}7)-hPTE~-(i-38)-04
118. példa:  [Me=17)-hPTH-(1-38)-OH
119. példa: [Ile!?}-hPTH-(1-38)-OH
120. példa:  [Sez!9)-hPTH-(1-38)-OH
121. példa:  {Lys*®)-hPTH-(1-38)-CH
122. példa:  [Leu!%)-hoTH-(1-38)-OK
123. példa:  {Alal?9)-hPTH-(1-38)-OH
124. példa: Tvz19)-h2TE~(1-38)-0H
125. példa: [Met19)-hDTU-(1-38)-0H

126. példa: (Higl9]-hDTE-(1-39)-08
127. példa:  [vall9)-npTH-(3-38)-CK
128. példa: (Gly!9)-hDTE~-(:-38)-0K

129. példa:  [Prol?]-hPTH-(1-38)-0H
130. példa: {Asp!?)-hPTH~(1-38)-OH
131. példa:  [ilel9}-hPTH-(1-38)-0d
132. példa:  [va1l9,G1n24)-hPTH-(1-38)-OH
133. példa:  [Arg!9)-hPTH- (1-38)-0Y
134. példa:  (Phe?Cl-hPTE-(1-38)-0k
135. példa:  [Al22-1-hPTE-(1-28)-0%
136. példa: - {Gly2+)-hPTh-(1-38)-CE
137. példa: (Pne21-hDTE-(1-38)-0F
138. példa: ilew221-hDTH-(1-29)-0%
139. példa: {Pen211-n2TE-(1-39)-03
140. példa:  [8in?1}-hPTE-(1-38)-03%

141. példa:  :Serili-nPTH-(1-31§)-0Z
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142. példa: [Gly22)-hPTH-(1-38)-OR
143. példa: [Leu??)-hPTH-(1-38)-OH
144. példa: [His22}-hPTH-(1-38)-OH
145. példa: [Ala?2])-hPTH-(1-38)-OH
146. példa: (Ile22}-hPTH-(1-38)-OH
147. példa: (Val22)-hPTH~-(1-38) -OH
148. példa: [Ser??)-hPTH-(1-38)-OH
149. példa: [Arg?2)-hPTH-(1-38)-OH
150. példa: [Arg26)-hPTH=-(1-38)-OH
151. példa: (Val2?)-hPTH-(1-38)-OH
152. példa: [Ile?7)-hPTH-(1-38)-OH
153. példa: [Leu2?)-hPTH-(1-38)-OH
154. példa: (Arg27)-hPTH-(1-38) -OH
155. példa: ([Ala??)-hPTH-(1-38)-OH
156. példa: (Val28)-hPTH-(1-38) -OH
157. példa: (Ile28)-hPTH-(1-38)-OH
158. példa: ([pPro3,Thz33)-hPTH-(1-38)-OH
159. példa: [Arg33)-hPTH-(1-38)-OH
160. példa: (Pro33}-hPTH-(1-38)-OH
161. példa: (Asp?3]-hPTH-(1-38)-OR
162. példa: (Ile33)-hPTH-(1-38)-OH
163. példa: [Lys33)-hPTH-(1-38)-OH
164. példa: [Ile31,Arg33)-hPTH-(1-38)-OH

165. példa

[1-Amino-ciklopent&n-1-karbonsavl]-(1-36)hPTH-NH;

A peptidet 1lépésenként 411itjuk Ossze polistirol-alapt
gyantahordozdén. Az FmocC csoportot haszndljuk az a-aminocso-
portok védésére.

Az oldalléncban levd funkcidés csoportokat az aldbbi for-
maban Vvédjik: Arg(Pmc), Asn(Trt), Asp(OtBu), Gln(Trt),
Glu(OtBu), His(Trt), Lys(Boc), Ser(tBu), Thr(tBu), Trp(Boc)
és Tyr(tBu). A tobbi aminosavat nem védjik.

0,4 mmol/g 4—(2',4'—dimetoxi-fenil-Fmoc—amino—metil)-fe-
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noxi-ko(polistirol-divinil-benzol)-t - amelyet példaul a
Tetrahedron Letters-ben (28, 3787-3790 (1987)) ismertetett
médon &llithatunk eld - az (1)-(5) lépésekbdl 4116 ciklusos
kezelésnek vetiink ala:

(1) DMF

(2) 20%-os piperidin dimetil-formamidban

(3) DMF

(4) HOBt, diizopropil-karbodiimid és Fmoc-alanin

elegye (mindegyikbdl a kiindulasi gyanta 1 g-
jara vonatkoztatva 0,8 mmol)

(5) DMF

A mosdéfolyadékok és a reagensek térfogata 5-20 ml a kiin-
dulasi gyanta 1 g-jara szamitva.

Az (1)-(5) 1lépésekbdl &116 kovetkezd kezelési ciklusban
az Fmoc-alanint Fmoc-valinnal helyettesitjiik, és ugyanezt a
keveréket haszndljuk a tovabbi ciklusokban is mindaddig, amig
a gyantan a cim szerinti vegyliletnek megfeleld helyes amino-
sav-szekvenciat nem kapjuk.

Mindegyik 1épést annyiszor ismételjlik meg, ahanyszor ez
sziikséges ahhoz, hogy a gyantadn teljessé tegylk a reakcioét
(2. és 4. lépés) vagy teljessé tegylik a gyantardl az eldzd
reagens(ek) eltavolitasat. Az egyes ciklusok utan gyantamin-
takat vesziink és azokkal ellendrizziik a kapcsoldsi reakciéd
teljességét, kolorimetrids proébat hasznalva ninhidrinnel a
maradék aminocsoportok kimutatéasara.

A szintézis végén csak az (1)-(3) lépésekbdl 4116 ciklust
hajtjuk végre, és a peptidgyantat 2-propanollal, majd meta-

nol és metilén-klorid 1:1 térfogataranyd elegyével mossuk,
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véglll vakuum-deszikk&torban alaposan megszaritjuk .

1 g peptidgyant&t szuszpenddlunk trifluor-ecetsav, viz és
1,2-etédn~-ditiol 90:5:5 térfogatarédnyld elegyének 20 ml-jében 2
6ran Xkeresztlill szobahdmérsékleten, majd a gyantarészeket
szUrjiik és kevés trifluor-ecetsavval mossuk. A terméket az
egyesitett szlirletbdl hilsszoros térfogatl dietil-éter hozz&-
adasaval kicsapjuk, majd szfrjiik, éterrel mossuk és szarit-
juk. A maradékot 2%-os ecetsavban oldjuk és az oldatot szo-
bah&mérsékleten 8 ér&n &t &llni hagyjuk, majd liofiliz&ljuk.
A liofilizatumot C-18 szilicium-dioxid-oszlopon kromatogra-
faljuk, 2%-os foszforsavban acetonitril-gradienst hasznilva.
A frakcidkat analitikai nagyteljesitményd folyadékkromatog-
rafidval ellendrizziik, és a tiszta vegyliletet tartalmazé ré-
szeket Osszegyljtjik, acetdt-formaja anioncseréld gyantan ke-
resztlil szGrjik és liofiliz&ljuk. Igy poliacetat, polihidrat
alakjaban kapjuk a cim szerinti vegyiiletet.

A peptidgyanta kodzbensd termékének eldallitdsihoz hasz-
nalt Fmoc-l-amino-ciklopentén-l-karbonsavat példdul a G.
Valle és munkatdrsai &altal leirt médon &llithatjuk eld ([Can.
J. Chem. 66, 2575-2582 (1988)].

MS (ionpermet): 4312.

166. példa

[1-(1-Amino-ciklopropén-l-karbonsav)]-(1—36)hPTH-NBz

Ezt a peptidet a 165. példaban ismertetett médon &11itjuk
elS. A peptidgyanta kézbensd termék eldallitidsa soran hasz-
nalt Fmoc-l-amino-ciklopropan-l-karbonsavat példdul az M.

Crisma és munkat&rsai &altal ismertetett médon ([Int. J. Biol.
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Macromol. 11, 345-352 (1989)] &allithatjuk elS8.

MS (ionpermet): 4283.

A 165. példdban ismertetett eljaras megismétlésével, de a

megfeleld kiindul&si anyagok felhaszn&ilasival az alabbi ve-

gylileteket allithatjuk eld:

167.
168.
169.
170.
171.
172.
173.
174.

175.
176.
177.
178.
179.
180.
181.
182.
183.
184.
185.
186.
187.

188.
189.
190.
191.
192.

példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:

példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:

példa

e

példa
példa:

példa:

példa:
példa:
példa:
példa:
példa:

(D-Pro! JhPTH(1-36) NH;

[Nval )hPTH (1-36) NH;
[N-Me-Serd JhPTH (1-36) NH,
[Indol-2-karbonsavl]hPTH(1-36)NH;

[Indol-3-karbonsavl]hPTH (1-36)NHy
(Piridin-3-karbonsavl)hPTH(1-36)NH,
[Piridin-z—karbonsavl]hPTH(1-36)NH2
[Hexahidropiridazin-3-karbonsavl]
hPTH(1-36)NH;
[Morfolin-2-karbonsavl]hPTH(1-36)NH;
[Prol JhPTH (1-36) NH,

{Leul JhPTH (1-36) NH,

(1le! JhPTH (1-36)NH,
[Thr33,A1a34)hPTH(1-34)NH,

[Nva® JhPTH (1-36) NH,

(G1n® JhPTH(1-36)NK,

(Tyr18)hPTH(1-36)NH,

(Lys!® JhPTH(1-36) NH,

[Alal8 ) hPTH(1-36) NH,

[Phe?3 ,His25 His2€,Lev??)-hPTH(1-34)NK,
[Phe23)-hPTH(1-36)NH, (IS-MS: 4247)

(Phe23,His25,His?6,Leu??, 11e28,A1a29,G1ul30, I1e3!,

Thr33,Ala34}-hPTH(1-34)NH,; (IS5-MS:3934)
[Ala29)-hPTH(1-36)NH, (I5-MS: 4248)
[Rla34)-hPTH({1-36)NH; (IS-MS: 4210)
[G1n25)hPTH(1-36)NH,

[Leu®, Aspl®, Lys}?, Thr33,Ala34JhPTH(1-34)NH;
{Alad,His®,ieu8,Aspl®, Lysi, Thr33, Ala34)
hPTH (1-34) NH,



193.

194.
195.
196.

197.
198.
199.
200.
201.
202.
203.
204.
205.
206.

207.
208.
209.
210.
211.
212.
213.
- 214,
215.
216.
217.

218.
219.

220.
221.
222.
223.
224.
225.
226.

példa:

példa:
példa:
példa:

példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:

példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
példa:
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[Se:l‘,Ile‘s,Glnl‘,Aspl7,Leu",Argl’,Thr33,Ala3‘]

hPTH (1-34) NH,

(D-Phe34, D-Al23€¢]hPTH(1-36)-NH; {MS(1S): 4290]

{Ala3)hPTH(1-36)NE;

[MS (15):4271 )

[D-Sez3}hPTH (1-36)NE; (S (1S5):4290]

(D-Glu!}hPTH(1-36)NH2 [MS (1S5):4280]
(D-His%)hPTH(1-36)NH; [MS (IS):4286)

[Ala310)hPTH(1-36) NH;

[MS(IS):4243)

(D-AsniO)JhPTH(1-36)NHy [MS(IS): 4288)

[Ala}2]hPTH(1-36) NH;
[G1n!3)hPTH (1-36) NH;
[His!3)hPTH(1-36) NK;
[Leul3]hPTH (1-36) NK;
(Alal3]hPTH(1-36)NH,

[Ala13,Gan°,Phez’,D-Phe3‘,D-Ala3‘]hPTH(1-36)NH2

[MS(IS): 4249)
(Alal*)hPTH(1-36)NH;

[MS(IS): 4299)
(MS(IS): 4287]
(MS(1IS): 4296]
(MS(IS): 4371)
(MS(IS): 4228)

[MS(IS): 4219)

(D-His}4JhPTR(1-36)NH, [MS(IS): 4288]
(D-Asn}6]hPTH(1-36)NH, [MS(IS): 4284]
(AlalThPTH(i-36)NHy [MS(IS): 4270]

(D-Serl7JhPTH(1-36)NHy [MS(IS): 4288)

(Ala}9]hPTH(:-36)NH,

[MS(IS): 4228)

(D-Glul9)hPTH (1-36)NH, [MS(IS): 4288)

[Al22} JhPTH (1-36)NH;
[Al222]hPTH(1-36)NH;
(G1n28JhPTH (1-36)NH;
(N1e26 JhPTH (1-36)NR;

[MS(IS): 4257)
[MS(IS): 4227)
[MS(IS): 4287)
[MS(1IS): 4271)

(D-Lys26)hPTH(1-36)NH, [MS(IS): 4288)
(Nie® 18.27)nPTH(1-36) NK;

[His27JhPTH(1-36)NK;
[Phe2?)hPTH (1-36)NK;
[N1e27]hPTH (:-36)NK;
[Asn27)hPTY (1-36)NH;
[A1a2? JhPTH (1-36) NH2

[MS(1S):4294)
[MS(IS): 4304)
[MS(1S): 4271)
[MS(IS): 4271}
[MS(IS): 4228]

(D-G1n29)hOTH(1-36)NH, [MS(IS): 4289)
[D-Asp30 hPTH(1-34)NH, [MS(IS): 4118]
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227. példa: [Ala30)hPTH(:-36)NH; (MS(IS): 4241)
228. példa: (D-Val3})hPTH(1-36)Nd; [MS(IS): 4290]
229. példa: [A1232)hPTH (:-36)NH; [MS(IS): 4258)

230. példa: [Lys32]hPTH(1-34)mz (MS(1S): 3832)

231. példa: [D-His32]hPTH(1-36)NHz [MS (IS): 4288)

232. példa: [Ala32)hPTH(1-36)NK; (MS (IS): 4219)

233. példa: (D-Asn33]hPTH(1-36)NH; [MS(IS): 4288)

234. példa: (Ala33)hPTH (1-36)NE, [MS(IS): 4210)

235. példa: (NMePhe 34 ] hPTH (1-36)NH2 {MS (15): 4301)

236. példa: (D-Asp30)hPTH (1-36)NH, [ MS(IS): 4290)

237. példa: Ip-[Nle’,”,Lys(Ip)”-2"27,D-Asn33,D-Phe3‘]
hPTH (1-34) NH;

238. példa: ';p-[Nle°'19'27,Lys(lp)13'2‘]hPTH(1-36)NH;

239. példa: [Nles'19,D-Asn33,D-Phe3‘]hPTH(l-BA)NHz
[MS(IS): 4080)

240. példa: [Lys(Ip)13]hPTH(1-36)NH2 [MS(1S): 4331]

241. példa: Propargil-[All-hPTB-(1-36)-NH2

242 . példa: [Ala°]-h?TH-(1-36)-NH2

243. példa: [Pro®)-RPTH- (1-36)-NH;

244 . példa: Acetyl-hPTH= (1-36)-NH2

245. példa: (HyProl]-hPTH-(1-36)-NH;

246. példa: N-Dimetil -(Alal]-hPTH=(1-36) -NH;

247. példa: (D-Serlj-hPTH-(1-36) -NK2 [M5(IS): 4288)

248 . példa: [Lys(For)ll-hPTH-(l-BG)-NHZ [MS (IS): 4356)

249. példa: (D-glicerinsav’)-hpT8- (1-36) -NH;

250. példa: (Asnl]-hPTH=-(1-36) -NH;

251. példa: [A-Aminobenzoesavll-hPTH-(1-36)-N}iz

252. példa: [4—Aminoszalicilsavl)'m’m"(1’35)'N32

253. példa: (TMSA? -hPTH- (1-36) -NHp [MS(IS): 4343)

254 . példa: [Phell-hPTH-(l—%)-NHz

255. példa: {P:opa:gilglicinll-hPTH-(1-36)—NH2

256. példa: [Ala1,HisS,Leue,AspU,Lys“,Gln”,Phen,Phe23,Hi525,Hi525,
Leuz’,Tn:”,AlaN]—hp':ﬁ-(1—34)-Nﬁz

257. példa: (Abu2 ) -RPTH- (1-36) -NH;

258. példa: (D-ValZ)-hPTH- (1-36) -NH (MS(IS): 4288)

259. példa: [te:c-LeuZ]-hPTH-(1-36)-NH2

250. példa: (Alall-h2TH- (1-36)-NH;
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(D-11e5)-hPTH=(1-36) -NHz [MS(IS): 4288)
(D-G1n®)-hPTH=(1-36) -NHz [MS(IS): 4288)
(D-Leu? ) -hPTH-(1-36) -NH, [MS(IS): 4288)
{N1e®)-hPTH-(1-36) -NH2 [MS(IS): 4268)
[Phe®)-hPTH-(1-36) -NHz [MS(IS): 4303)
(Cha®)-hPTH- (1-36) -NH, [MS(IS): 4309]
[Leu®)-hPTH- (1-38) -NH
(D-Leul1)-hPTH-(1-36) -NHz [MS(IS): 4287)
[Alall])-hPTH-(1-36)-NHz [MS(IS): 4244)
(D-Lys?3)-hPTH- (1-36) -NEz [MS(IS): 4288)
(D-Leu!®)-hPTH-(1-36) -NH, [MS(IS): 4288)
(Alal5)-hPTH- (1-36) -NHz [MS(I5): 4243)
[Alal6)-hPTH-(1-36)-NHy [MS(IS): 4243)
[Met (0)18)-hPTH-(1-36) -NH; (MS(IS): 4320])
(Nlel®]-hPTH-(1-36) -NH, [MS(IS): 4268]
(D-Met18)-hPTH-(1-36) -NHz [MS(IS): 4288)
[Lys2©)-hPTH-(1-36) -NH; (MS(1S): 4259)
(D-Arg20)-hPTH- (1-36) -NHy [MS(IS): 4288
(D-Val21)-hPTH-(1-36) -NH, [MS(IS): 4288)

(Trp (SO,Pme) 23]} -hPTH-(1-38) -Nd, [MS(IS): 4723)

[Trp(Pmc)23) -hPTH-(1-38) -NH, [MS(IS): 4660)
(D-Trp?3)-hPTH-(1-36) -NH, [MS(IS): 4288)
[hla23)-hPTH=-(1-36)-NHy [MS(IS): 4171)
(D-Leu24)-hPTH-(1-36) -NHz [MS(IS): 4288)
[Phe25)-hPTH- (1-36) -NKp [MS(IS): 4277}
(Lys2%)-hPTH-(1-36) -NH; [MS(IS): 4258)
[R1a25)-hPTH=(1-36)-NHz [MS(IS): 4201)
[Al226]-hPTE- (1-36) -NKy [MS(IS): 4229)
[Lys26/27 (For) ) -hPTH=- (1-34) -NH;
(D-Lys27]-hPTE- (1-36) -NH ([MS(IS): 4288)
(D-Leu28]-hPTE- (1-36) -NH, ([MS(IS): 4288)
(D-Phe34)-hPTH- (1-36) -NHz [MS(IS): 4288)
[D-Val35)-hPTH-(1-36) -NH;
[Al235]-hPTH-(1-36) -NH;
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295. példa: [Pro35]-hPTH-(l-36)"Nﬂz

296. példa: [NMeVa135]-hPTB-(1-36)-NH;
297. példa: [Thr35,hla3‘]-hPTH-(1-36)-Nﬁz
298. példa:  [D-Ala36]-hPTH-(1-36)-NHs
299. példa: (NMeAla3‘]-hPTH-(1-36)-NHz

300. példa

(5-Amino-4-fluor-2-izopropil) -hex-3-enoil-(3-36) hPTH-

-NH,

a) A (3-36)hPTH-NH-gyanta eldallitasa

Ezt a kdzbensd terméket a 165. példdban ismertetett médon
allitjuk eld.

b) [(5-Amino—4—fluor—z—izopropil)-hex-3-enoi1](3-36)hPTH-

-amid eldallitéasa

A fentebbi a) lépésben kapott 204,6 mg Fmoc-(3-36)hPTH-
NH-gyantadt 5 percen at dimetil-formamiddal kezeliink, majd
tS5bbszdr mossuk izopropanollal és dimetil-formamiddal. Az
Fmoc-védd csoportot dimetil-formamid és piperidin 8:2 térfo-
gatardnyi elegyével 10 percen at végzett kezeléssel tavolit-
juk el. A védScsoport nélkiili PTH-fragmentumot 80 percen at
0,7 ml dimetil-formamidban razzuk 38,1 mg 4-fluor-2-izopro-
pi1-S-terc—butoxi—karbonil—amino-hex-B-énsavval, 68,7 mg ben-
sotriazol-1-il-oxi-trisz(pirrolidino)-foszfénium-hexafluor-
foszfattal (PyBOP) és 26,6 mg 4-metil-morfolinnal egyiitt.
Izopropanollal és dimetil-formamiddal végzett tobbszdri mosas
utan a szilard maradékot 55 percen &t kezeljik 4,5 ml tri-

fluor-ecetsav, 0,25 ml viz és 0,25 ml etdn-ditiol elegyével.
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Az igy kapott reakcidelegyet azut&n sztrjiik, majd dietil-éter
hozz&adasaval a cim szerinti vegyliletet kicsapjuk a megmaradé
oldatbdl. A terméket preparativ nagyteljesitmény folyadék-
kromatografidval tisztitjuk, Vydac-oszlopot hasznalva; az A
gradienst vizzel, a B gradienst acetonitril, viz és foszfor-
sav 7:3:0,2 térfogataranya elegyével elualjuk.

MS (ionpermet): 4272.

(a)H9345 nn = -66,8° (c = 0,25 95%-0s ecetsavban).

301. példa

4-Fluor-2-izopropil-5-terc-butoxi-karbonil-amino-

-hex-3-enoat

a) (S)-3-[1-Oxo-(4-fluor-3-hidroxi-2-izopropil)-hex-4-
-enil)-4-fenil-metil-2-oxazolidinon
A cim szerinti vegyliletet olyan mbédon &llitjuk el®d,
ahogyan ezt D. A. Evans é&s munkatarsai irtdk le (Org. Synth.
68, 1990), (S)-3-(l1-oxo-izobutil)-4-fenil-metil-2-oxazolidi-
nonbdl és 2-fluor-but-2-endlbdl kiindulva.

MS (FAB): MH' 350.

b) (S)-3-[1-O0x0(4-fluor-3-0-(2,2,2-triklér-etan-imino) -
-2-izopropil]-hex-4-enil)-4-fenil-metil-2-oxazolidinon
A 30l1.a) példa szerinti vegyliletbdl 1,5 g-ot oldunk 6 ml
diklér-metanban, majd 0 °C hOmérsékleten hozzdadunk 0,0958 ml
1,8-diaza-biciklo(5,4,0)undec-7-én-t (DBU). Ehhez az oldathoz
cseppenként hozzdadunk 0 °C hdémérsékleten 0,475 ml triklér-
acetonitrilt 2 ml diklér-metanban. Egy déra eltelte utan a re-

akcidelegyet bepdroljuk és a maradékot szilikagélen oszlop-
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kromatografidval tisztitjuk, oldészerként hexan és dietil-
éter 2:1 térfogataranya elegyét hasznalva.

MS (FAB): MH' 493.

c) (S)-3-[{1-0x0(4-fluor-5-N-2,2,2-triklér-acetil-amino-
-2-izopropil)-hex-3-enil]-4-fenil-metil-2-oxazolidinon
A 301.b) példa szerinti vegyliletb8l 2 g-ot oldunk 150 ml
o-xilolban, majd a reakcidelegyet 3 6rén &t 160 °C hdémérsék-
leten visszafolyatdé htid alatt forraljuk. Ezutdn az o-xilolt
eltavolitjuk és a maradékot szilikagélen végzett oszlopkroma-
tografiaval tisztitjuk, oldészerként toluol és etil-acetat
98:2 térfogataranyi elegyét hasznéalva.

MS (FAB): MHt 493,

d) 4-F1uor-5-N-2,2,2-trik16r-acetil-amino-2-izopropil-
-hex-3-énsav
A cim szerinti vegyliletet olyan mdédon allitjuk eld, ahogy
ezt D. A. Evans és munkatarsai leirtdk (Org. Synth. 68,
1990), de kiindulasi vegyililetként a 301.c) példa szerinti ve-~
gyliletet hasznaljuk.

MS (FAB): MHt 335.

e) 5-Amino-4-fluor-2-izopropil-hex-3-énsav

A 301.d) példa szerinti vegyliletbdl 899 mg-ot oldunk 20
ml etanolban, majd 13,5 ml 6N natrium-hidroxid-oldatot adunk
hozza. Az igy kapott reakcidelegyet 20 6ran keverjiik szobah&-
mérsékleten, majd az etanolt eltdvolitjuk, és a visszamaradd

vizes frakcidét 2N sdésavoldattal pH = 2 eléréséig megsavanyit-
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juk. Ezutdn az oldatot n-butanollal extrahdljuk, az extrak-
tumot beparoljuk és a maradékot szilikagél oszlopon szfirjiik,
oldbészerként dikldér-metdn és metanol 1:1 térfogatardnylG ele-
gyét hasznalva. Igy tisztan kapjuk a cim szerinti vegyiiletet.

MS (FAB): MHt 190.

f) 4-Fluor-2-izopropil-5-terc-butoxi-karbonil-amino-
-hex-3-énsav

A 30l1l.e) példa szerinti vegyliletbdl 0,56 g-ot feloldunk
12 ml vizben, majd 1,5 g natrium-karbondtot adunk hozza. Az
igy kapott oldathoz 12 ml tetrahidrofuranban oldott 0,4 g di-
terc-butil-karbondtot adunk. A kapott elegyet 18 6&éran at
szobahdmérsékleten keverjiik, majd 50 ml n-butanolt és 50 ml
vizet adunk hozza, és élénk keverés kozben 1N sdsavoldattal
2-es pH-érték eléréséig megsavanyitjuk. A szerves frakcidt
leparoljuk és a maradékot szilikagélen végzett oszlopkroma-
tografiaval tisztitjuk, olddészerként hexan és aceton 1:2 tér-
fogataranyid elegyét hasznalva.
MS (FAB): MHt 290.

[a]p = -61,3° (1% metanolban).

A fentebbi eljardsokat megismételve, de a megfeleld kiin-
dulasi anyagokat haszndlva az aldbbi vegyliletek Aallithaték
eld:
4-fluor-2-metil-5-terc-butoxi-karbonil-amino-hex-3-énsav,
4-klé6r-2-metil-5-terc-butoxi-karbonil-amino-hex-3-énsav,
4-fluor-2-benzil-5-terc-butoxi-karbonil-amino-hex-3-énsav,

4-k1lé6r-2-izopropil-5-terc-butoxi-karbonil-amino-hex-3-énsav,
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4-metil-2~izopropil-5-terc-butoxi-karbonil-amino-hex-3-énsav.

302. példa

A 300. példaban ismertetett eljarast kdvetve, de a megfe-
leld kiindulasi anyagokat haszndlva az aldbbi vegyliletek &l-
lithatdék eld:

- (5-amino-4-fluor-2-metil)-hex-3-enoil-(3-36)hPTH-amid

MS (ionpermet): tdmeg 4245;

- (5-amino-4-klér-2-metil)-hex-3-enoil-(3-36)hPTH-amid

MS (ionpermet): tdmeg 4260;

- (5-amino-4-fluor-2-benzil)-hex-3-enoil-(3-36)hPTH-amid

MS (ionpermet): tdmeg 4320;

- (5-amino-4-klér-2-izopropil)-hex-3-enoil-(3-36)hPTH~-amid

MS (ionpermet): témeg 4289;

- (5-amino-4-metil-2-izopropil)-hex-3-enoil-(3-36)hPTH-amid

MS (ionpermet): tdmeg 4269.

303. példa
A 300. példaban ismertett eljdrast kdvetve, de a megfele-
18 kiindulasi anyagokat haszndlva a k&vetkezd vegyliletek &l-
lithatdék el?d:
a) (5-amino-3-aza-2-izopropil)-hexanoil-(3-36)hPTH-amidot
[MS (ionpermet): 4257] hasznalva kiindulasi anyagként:

(4-aza-2-terc-butoxi-karbonil-amino-5-izopropil) -
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-hexansav;
(5-amino-3-aza-3-N-acetil-2-izopropil)-hexanoil-
-(3-36)hPTH-amidot [MS (ionpermet): 4299] hasznalva
kiindulasi anyagként:
(4-aza-4-N-acetil-2-terc-butoxi-karbonil-amino-5-
-izopropil)-hexansav;
(5-amino-3-aza-3-N-acetil)~-hexanoil-(3-36) hPTH~-amidot
[MS (ionpermet): 4257] hasznalva kiinduldsi anyagként:
(4-aza-4-N-acetil-2-terc-butoxi~karbonil-amino) -
~hexansav;
(5-metil-amino-3-aza-2-izopropil)-hexanoil-(3-36)hPTH-
-amidot [MS (ionpermet): 4271] haszndlva kiinduléasi
anyagként:
(4-aza-2-(N-terc-butoxi-karbonil,N-metil-amino)-5-
-izopropil) -hexéansav;
(5-metil-amino-3-aza-3-N-metil-2-izopropil)-hexanoil-
-(3-36)hPTH-amidot [MS (ionpermet): 4285)] haszndlva
kiindulasi anyagként:
(4-aza-4-N-metil-2-(N-terc-butoxi-~karbonil-amino,N-
-metil-amino)-5-izopropil)-hexansav;
(5-amino-3-aza-3-N-metil-2-izopropil)-hexanoil-
-(3-36)hPTH-amidot [MS (ionpermet): 4271] hasznéalva
kiindulasi anyagként:
(4-aza-4-N-metil-2-terc-butoxi-karbonil-amino-5-izo-
propil) -hexansav;
(5-amino-3-aza-3-N-izopropil)-hexanoil-(3-36)hPTH-
-amidot [MS (ionpermet): 4257]) hasznalva kiinduléasi

anyagként:
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(4-aza-4-N-izopropil-2-terc-butoxi-karbonil~amino-5-
-izopropil)-hexansav;

h) [1-ciklopentdn-1-amino-l-karbonsav(psi CH;-NH)-
-Val2}-(3-36)hPTH-amidot haszndlva kiindulési
anyagként:
1-ciklopentan-1-terc-butoxi-karbonil-amino-l-karbonsav

(psi CH,-NH)-Val-OH.

304. példa

A 3.a) példa szerinti eljarast kovetve, de a megfeleld
kiindulasi anyagot haszndlva az alabbi vegyiiletet lehet eld-
dllitani:

(5-amino-3-aza-2-izopropil)-hexanoil-

-[{Leu8,A1al6,G61n18 ,A1al9)(3-36) hPTH-OH-t [MS (ion-

permet): 4135] haszndlva kiindulasi anyagként:

(4-aza-2-terc-butoxi-karbonil-amino)-hexansav

305. példa

(4-Aza-4-N-acetil-2-terc-butoxi-karbonil-amino-5-

-izopropil]~-hexansav

a) Metil-(4-aza-2-terc-butoxi-karbonil-amino-5-izopro-

pil) -hexansav

Boc-Ala-Val-OMe-t Lawesson-reagenssel Kkezeliink ([S.-0.
Lawesson és munkatarsai, Tetrahedron 37, 3635 (1981) ). Ezutéan
az igy kapott endotiopeptidet Guziec F. S. és munkatarsai
nédszerével (THL, 1990, 23-26) redukaljuk.

MS (EI): MH* 289.



-64~-

b) Metil-(4-aza-4-N-acetil-2-terc-butoxi-karbonil-amino-
-5-izopropil) -hexano4t

A 305.a) vegyliletbdl 264 mg-ot oldunk 5 ml diklér-metan-
ban, majd 0,14 ml trietil-amint és 0,072 ml acetil-kloridot
adunk hozza. Az elegyet 24 6ran &t 40 °C hdomérsékleten kever-
jlik. 50 ml diklér-metdn hozzdadasa utan az oldatot vizzel
kétszer mossuk. A szerves frakciét szaritjuk és beparoljuk.
Az igy kapott, cim szerinti vegyliletet oszlopkromatografiaval
tisztitjuk, olddszerként hexadn és etil-acetat 4:1 térfogat-
aranya elegyét hasznalva.

MS (EI): Mt 330.

Cc) (4-aza-4-N-acetil-2-terc-butoxi-karbonil-amino-5-
-izopropil)-hexansav

A 305.b) példa szerinti vegyililetbdl 356 mg-ot oldunk me-
tanol és viz 3:1 térfogataranyG elegyének 4 ml-ében, majd 53
mg litium-hidroxidot adunk hozza. Az elegyet 60 °C hémérsék-
leten 2 6ran at keverjiik, majd 25 ml diklér-metant, tovabba
€lénk keverés kozben 2-es pH-érték eléréséig 1N sbésavoldatot
adunk hozza. A szerves frakcidt elkiildnitjiik, szaritjuk és
beparoljuk. Ilyen médon tiszta alakban kapjuk a cim szerinti
vegyiletet.

MS (FAB): MH* 317.

Ezt az eljarast megismételve, de a megfeleld kiindulasi
anyagokat hasznalva az alabbi vegylileteket &allithatjuk eld:
(4-aza-4-N-acetil-2-terc-butoxi-karbonil-amino)-hexéansav,
(4-aza-2-terc-butoxi-karbonil-amino-5-izopropil)-hexansav,

[4-aza-2~-(N-terc-butoxi-karbonil,N-metil-amino)-5-izopropil]-
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-hexansav,
(4-aza—4-N—meti1-2-terc—butoxi-karbonil-amino-s-izopropil)-
~hexéansav,
(4—aza—4-N—izopropi1-2-terc-butoxi-karbonil-amino-S—izo-
propil)-hexénsav,
(4-aza-2-terc-butoxi-karbonil-amino) -hexansav.

Az 1-300. és 302-304. példdk szerinti vegyliletek mennyi-
ségi aminosavelemzés soran a helyes aminosavaranyokat mutat-
jak.

A talalmany szerinti rekombinadns eljarast szemléltetd
alabbi példakban - ha mast nem adunk meg - az Ausubel és
munkatarsai 4altal leirt (Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, New York, 1991) szokasos modsze-

reket hasznaljuk.

306. példa

A T4 bakteriofag gp55 génjének klénozasa

Tisztitott T4 DNS-t templatként haszndlva, polimeraz
lancreakcié (PCR) utjan két kilonbdézd DNS fragmentumot
amplifikalunk, melyek koézil az egyik a T4 bakteriofag gpS5
génjének teljes koédold régidjat, a méasik pedig a koédold régi-
énak egy részletét tartalmazza. Lancinditéként olyan oligo-
nukleotidokat hasznalunk, melyek tartalmazzak az NdeI, illet-
ve a BamHI endonukleaz felismerd helyének szekvenciajat. A
teljes gén amplifikalasadhoz a PCR reakcidkat (25 ciklus, cik-
lusonként: 30”7 94 °c, 30”7 50 °C, 30”7 75 °C) 1 ng templaton 100

pmol/l 5 vég feldli lancinditdé oligonukleotid (szekvencia
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azonositdészéam: 5, az Ndel felismerd helyet a 7-12.
nukleotidok koédoljak) és 100 pmol/l 3’ vég feldli lancinditd
oligonukleotid (szekvencia azonositészam: 6, a BamHlI felisme-
ré helyet az 5-10. nukleotidok kédoljak) jelenlétében, 100 pl
reakciépufferben végezziik, amely a kovetkezd dsszetevdket
tartalmazza: 10 mmol/l Tris-HCl; 50 mmol/l KCl; 1,5 mmol/l
MgCl,; 0,2 mmol/l dATP; 0,2 mmol/l dCTP; 0,2 mmol/1l dGTP;
0,2 mmol/l dTTP; 0,1 % Triton X 100; pH 9,0. Egy 0,6 kb
(kilobazis) hosszusagu amplifikalédott fragmentumot kapunk.

A gp55 gén rdviditett valtozatat is PCR alkalmazéasaval, a
teljes gén esetében leirtak szerint &allitjuk eld, azzal a ki-
16nbséggel, hogy 3’ vég feldli lancinditéként mas oligonukle-
otidot alkalmazunk (szekvencia azonositészam: 7, a BamHI fel-
ismerd helyet az 5-10. nukleotidok kédoljéak). Ily mddon egy
0,35 kb hosszusagi amplifikalédott fragmentumot kapunk.

Mind a 0,6, mind a 0,35 kb-os fragmentumot megemésztjuk
NdeI és BamHI restrikcidés endonukleazokkal, és Ndel/BamHI
emésztett pET17B expresszids vektorba (Novagen-tdl beszerez-
ve) klénozzuk &8ket. A 0,6 kb DNS fragmentum tartalmazza a
gp55 fehérje teljes koédold régidjat (188 aminosav, léasd:
szekvencia azonositészam: 1), mig a 0,35 kb fragmentum a gp55
fehérje 12 kD molekulatémegd amino-termindlis részletét koé-

dolja (112 aminosav, lasd: szekvencia azonositészéam: 3).

307. példa
Az (1-38)hPTH-OH-t k6doldé DNS eldallitasa és klénozasa
PCR alkalmazasaval eldallitunk a) egy az 1. szekvencia

azonositészam alatti szekvencia 110-115. aminosavainak megfe-
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leld linker peptidet és az (1-38)hPTH-t kédoldé DNS fragmentu-
mot vagy b) egy a 3. szekvencia azonositdszam alatti szekven-
cia 186-191. aminosavainak megfeleld linker peptidet és az
(1-38) hPTH-t kédold DNS fragmentumot, egy klénozott szinteti-
kus (1-38)PTH kédold szekvenciat hasznalva templatként.
Lancinditéként az 5 vég feldl az a) linkert (szekvencia azo-
nositdészam: 8) vagy a b) linkert (szekvencia azonositédszam:
9) kédold oligonukleotidokat hasznidlunk. A 3 vég feldli
lancindité oligonukleotid szekvenciajat a 10. szekvencia azo-
nositészam alatt taldlhatjuk. Az 5 vég feldli 1léancinditédk
BamHI klénozdé helyet tartalmaznak, a 3’ vég feldéli pedig Xhol
helyet tartalmaz (a hasitdéhelyeket mindegyik szekvenciaban az
5-10. nukleotidok kédoljak). A PCR reakcidkat a 306. példaban
leirtak szerint hajtjuk végre.

A kapott 0,23 kb méretd PCR termékeket BamHI/Xhol hasités
utédn a 306. példa alapjan eldallitott, BamHI/Xhol emésztett
gp55-pET17B plazmidba inszertaljuk.

A fuzids fehérjék expresszalédsa céljabdél a kialakitott
plazmid konstrukcidkat E. coli BL21 (DE3) LysE sejtekbe
transzformaljuk, és a tenyésztést kilonallé transzformalt
kloénokbdél kiindulva végezziik. A fuzids proteinek termelése
céljabdl eldszor kiindulasi tenyészetet készitink, amit rota-
ciés razdégépen egy éjszakan keresztiul, 37 °C-on, sejtszaporo-
dast eldsegitd téptalajban (Bio 101) inkubalunk. A termeld
tenyészetet 1-5 térfogat % kiindulédsi tenyészettel oltjuk be.
A termeld tenyészetet a kdévetkezdé paramétereket betartva fer-
mentaljuk: 37 °C; pH 6,9-7,1; levegdztetés: 10 l/perc; raza-

tas: 200-400 ford/perc. A fuzids fehérje termelddését
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1 mmol/l IPTG hozzaadasaval indukaljuk, mihelyt a tenyészet
eléri a koérilbelil 1,0 és 5,0 kdzdtti ODssq értéket. Az induk-
cié utan a fermentaciét még 5 éran at folytatjuk, majd az E.
coli sejteket begydjtjik, anélkil, hogy megélnénk JSket. A
sejteket centrifugédlédssal lellepitjik, majd minta pufferben
felszuszpendaljuk &8ket. Az expresszid megtdrténtét SDS-PAGE
eljarassal ellendrizzik. A leiilepitett sejteket ezutan a fe-
hérje izolalasaig fagyasztva taroljuk. Az alkalmazott médsze-
rek és a gazdasejt leirdsa megtaldlhaté a kdvetkezd publika-
ciéban: Studier és munkatarsai, Use of T7 RNA Polymerase to
Direct Expression of Cloned Genes, Methods in Enzymology,

Academic Press, 60-89. o., 1990.

308. példa

Fehérjezarvanyok (inclusion bodies) eldallitasa

A 307. példa alapjan eldallitott, fagyasztott E. coli
sejtekb8l 25 vegyes %-os szuszpenzidt készitink A pufferben
(50 mmol/1 Tris pH 8,0; 2 mmol/1 DTT; 5 mmol/1
benzamidin-HCl; 1,5 mmol/l MgCl,; 1,0 mmol/l MnCl,; 10 pg/ml
DN-az I; 2 mg/ml lizozim) és a szuszpenzidét egy oéran keresz-
tiil szobahdmérsékleten razatédssal kevertetjik. A felszuszpen-
dalt sejteket ezutan Manton-Gaulin homogenizatorral homogeni-
zadljuk (két atnyomas, 1200 bar nyomason), és a keletkezd
lizatumot jégen taroljuk. A lizatumot jéghideg B pufferrel
(50 mmol/1 Tris pH 8,0; 2 mmol/1 DTT; 5 mmol/1
benzamidin-HCl; 4 mmol/l EDTA) kétszeresére higitjuk, majd 30

percig 27 500 g-vel centrifugaljuk.



A feliiluszét a centrifugalds utén o6vatosan leszivjuk és
eldntjiik. A csapadékbél B pufferben 25 vegyes %-os szuszpen-
ziét készitink, ismételten adtnyomjuk a Manton-Gaulin
homogenizadtoron, majd a fentiek szerint centrifugaljuk. Ezt
az eljarast kétszer megismételjik, elészér B puffert, majd
vizet hasznalva. A kapott fehérjezarvany csapadékot lemerjuk

és felhasznalasig -20 oC-on fagyasztva téaroljuk.

309. példa

A gp55-Asp-Pro-Pro-(1-38)hPTH-OH faziésfehérje-zarvanyok
szolubilizalasa és hasitasa

A 308. példa alapjan eld&allitott, gp55-Asp-Pro-Pro-
-(1-38)hPTH tartalmya, fagyasztott fehérjezarvanyokat
10 mmol/l HCl (analitikai tisztaséagl) oldatban, 6 vegyes %
koncentracidéban felszuszpendaljuk. Az elegyet 24 4ran at
50 °C-on inkubaljuk, majd a reakciét azonos térfogaty,
100 mmol/l vizes NaOAc oldat hozziadasaval leallitjuk. A hi-
gitott feliiluszét 30 percig 27 500 g-vel végzett centrifuga-

lassal kitisztitjuk, majd tvegszal szlrdn atszlrjuk.

310. példa

A gp55-Asn-Gly-Pro-(1-38) hPTH fuzibésfehérje-zarvanyok
szolubilizalasa és hasitasa

A 308. példa alapjan eldallitott, gpb55-Asp-Pro-Pro-
—(1-38)hPTH tartalma, fagyasztott fehérjezarvanyokat 6 mol/1
guanidin-HCl-ban (amely tartalmaz 2 mol/l hidroxilamin-HCl-ot
és a pH-jat LiOH hozzaadasaval 9,0-re allitjuk be) feloldjuk

ugy, hogy fehérjére hozzavetdleg 5 mg/l-es oldatot kapjunk. A
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pH-t ezutan tovabbi LiOH hozzdadasaval ismételten 9,0-re al-
litjuk be, majd az oldatot 4 éran at 45 °C-on inkubaljuk. A
reakciét hangyasav pH 4-ig toérténd hozzaadasaval allitjuk le,
majd a reakcidelegyet a 309. példaban megadott médon centri-

fugaljuk és szirjik.

311. példa

A Gly-Pro-(1-38)hPTH és a Pro-Pro-(1-38)hPTH tisztitasa
preparativ HPLC eljarassal

A hasitdsi termékeket tartalmazd szlrt feliiliszdékat ana-
litikai forditott fazisu HPLC eljarassal vizsgaljuk (Orpogen
HD-Gel-RP-7s-300; 4x150 mm-es oszlop), a koncentracidét ismert
mennyiségd (1-38)PTH standarddal (Bachem) valé &sszehasonli-
tas utjan hatarozzuk meg. Az oszlopot 85 % HPLC A puffer
(90 % viz; 10 % acetonitril; 0,1 % TFA) és 15 % HPLC B puffer
(10 % viz; 90 % acetonitril; 0,1 % TFA) elegyével
ekvilibraljuk, az eluciét pedig 15 percen keresztil, 15 %
HPLC B puffertél 100 % HPLC B pufferig tartdé gradienssel ve-
gezzik, 0,75 ml/perc folyasi sebességgel.

A feliiluszé6t a tisztitanddé anyag mennyiségétdl fuggden
vagy 1,0x25 cm-es, vagy pedig 2,2x25 cm-es C4 Vydac oszlopra
visszuk. Az oszlopokat 85 % HPLC A puffer és 15 % HPLC B puf-
fer elegyével ekvilibréaljuk, sorrendben 4 ml/perc, illetve
10 ml/perc folyasi sebességgel. Az eldcidét sorrendben 15 % B
puffertél 85 % B pufferig, illetve 15 % B puffertél 55 % B
pufferig térté gradienssel végezzik, 80 ml, 1illetve 300 ml

oldattérfogattal.



- 71 -

A Gly-Pro-(1-38)hPTH vagy a Pro-Pro-(1-38)hPTH csicsokat
manualisan szedjiik, és az acetonitrilt kés8bb vakuum alatt
eltavolitjuk. A peptidkoncentracié meghatarozasara mind a ha-
sitas utan, mind pedig az dsszegyljtott frakcidkban analiti-
kai HPLC eljarast alkalmazunk. Az oldészermentes peptidolda-
tokat azonos térfogatd, 100 mmol/l-es natrium-acetat oldattal
higitjuk, majd a pH-t sziikseg esetén‘5,4-re allitjuk. A ka-
pott oldatot szlrés utéan (pérusméret: 0,2 um) kationcseréld
oszlopra visszlk (vagy Mono S, vagy SP-Sepharose High
Performance tdltetet hasznalunk, HR10/10-es vagy XK16/10-es
oszlopba toéltve), melyet elézéleg 50 mmol/l-es, pH 5,4-es
natrium-acetat pufferrel (C puffer) ekvilibralunk. Az elucidt
7,5 oszloptérfogat, 0 - 500 mmol/l-es NaCl gradienssel végez-
ziik C pufferben. 10 ml-es frakcidkat szedlnk, és az
X-X-(1-38)hPTH frakcidkat osszedntjik. A peptidkoncentracidt
az eldz8ek szerint, HPLC segitségével hatarozzuk meg.

Ez a tisztitasi lépés egyrészt azt a célt szolgalja, hogy
peptideken a puffert a fizioldégids kdérilményeket jobban utér-
zéra cseréljik, masrészt pedig azoknak a szennyezd peptidek-
nek az eltavolitasat, melyek maganak a fuzidés proteinnek az

elhasadasaval keletkeznek.

312. példa

Az X-X dipeptid enzimatikus eltavolitasa az X-X-
-(1-38) hPTH-OH-rol

A 311. példa alapjan el8allitott, Osszedntott peptidfrak-
ciék pH-jat (koncentréacié: 1,5-2,0 mg/ml) szilard Tris hozza-

adasaval 8,0-ra allitjuk. A kapott oldathoz 1:1000 higitasban
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tisztitott X-prolil dipeptidazt (0,5 mg/ml, pH 7,2-es PBS-
ben) adunk [Nardi és munkatédrsai, Appl. Env. Microbiol. 57,

[e]

(No. 1) 45-50 (1991)], majd az oldatot 24 éran &t 37 "C-on

inkubadljuk. A reakcidét TFA 0,2 %$-ig torténd hozzaadasaval al-
litjuk le (pH = 5,0), majd a keletkezett (1-38)PTH-t a 6.
példaban ismertetett preparativ HPLC eljarassal izolaljuk. Az
olddészer eltavolitasa utan alikvotokat veszliink N-terminéalis
szekvenciaanalizishez és tomegspektrometriads elemzéshez, majd
a terméket liofilizaljuk.

A kovetkezdkben a fenti két fuzids protein eljarassal el-
érhetd kitermelés jellemzd példait mutatjuk be.

Az elsé kitermelési példaban a gp55-Asp-Pro-Pro-
-(1-38) hPTH-OH médszer jellemzé eredményeit mutatjuk be (itt
a gp55 gén “roviditett” valtozatat hasznaljuk).

Részlegesen optimalizalt fermentéciés korilmények kozétt
egy 10 l-es fermentacidbdl 215 g nedves sejt Ulepithetd ki
centrifugalassal. A fazids fehérje mennyisége a sejt teljes
fehérjemennyiségének korilbeldl 37 %$-4t teszi ki. A kapott
215 g nedves sejtbdl 31 g fehérjezarvany izoladlhaté. A fehér-
je zarvanyok 61 % fazids fehérjét tartalmaznak.
Szolubilizélas, hasitas és centrifugdléas/szlirés utan korilbe-
141 620 mg Pro-Pro-PTH detektalhaté. A C4 Vydac HPLC 1lépés
utan 580 mg Pro-Pro-PTH marad. Higitéds, Mono S oszlopon vég-
zett kationcserélés és X-prolil-dipeptidazos emésztés (a
Pro-Pro-PTH koncentracidét 2 mg/ml-re 4&llitjuk be), HPLC és
liofilizaléas utéan 440 mg, teljes bioldgiai aktivitdssal ren-

delkezd tiszta terméket kapunk. Az itt koézdlt adatokbdl a le-
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4llitott hasitasi lépés és a végtermék kozott 71 %-os kiter-
melés szamithaté.

A masodik kitermelési példaban a gp55-Asn-Gly-Pro-
- (1-38)hPTH-OH médszer jellemzd eredményeit mutatjuk be (itt
a gp55 gén “hosszu” valtozatat hasznaljuk).

Nem optimalizalt fermentdciés kérilmények kozott egy
20 l-es fermentaciébdél 78 g, a teljes fehérjemennyiseg 50 %-
4ban fehérjezarvanyt tartalmazé nedves sejt Ulepithetd ki
centrifugalassal. Lizis és centrifugalas utan 18 g, “90 %-os
tisztasagl” fehérjezarvany izolalhaté. A savas leallitasi le-
pés és a centrifugéléas/szlrés utén koérulbeldl 470 mg
Gly-Pro-PTH detektalhaté. A C4 Vydac HPLC lépés utan 355 mg
peptid marad, amely mennyiség az SP-Sepharose oszlopon vég-
zett kationcserélés utan 321 mg-ra csokken. A Gly és a Pro
aminosavak enzimatikus eltavolitasat 2 mg/ml koncentraciodnal
végezziik. A végsd HPLC lépés és a liofilizalas utan 244 mg,
teljes bioldégiai aktivitéassal rendelkezd tiszta
(1-38)hPTH-OH-t kapunk, ami a leallitott hasitasi lépés és a

végtermék kozdtt 52 %-os kitermelésnek felel meg.

A 25., 26., 56. &s 86-164. példak szerinti vegylileteket a
306-312. példak szerinti eljarast haszndlva is eld lehet &al-
litani.

A taldlmany szerinti vegyliletek szabad alakban vagy gyoé-
gyaszatilag elfogadhatd soék és komplexek alakjaban értékes

farmakolégiai tulajdonsdgokat mutatnak, amit &llatkisérletek
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igazolnak. Ezért a taldlmény szerinti vegylileteket a gybgya-
szatban fel lehet hasznélni.

A talalmany szerinti vegyiiletek biolégiai hatékonysagat
in vitro kisérletekkel bizonyithatjuk, Marcus és Aurbach méd-
szerével [Endocrinology 85, 801-810 (1969)]) mérve ciklusos
AMP szintézisét stimuldlé képességiiket patkany-oszteoszarkdéma
UMR 106-06 sejtekben é&s Sa0S-2 humén oszteoszarkéma-sejtek-
ben. A patkany-oszteoszarkéma UMR 106 sejteket egybefolyasig
tenyésztjilk Eagle-féle téaptalajon (Minimum Essential Medium)
(10% FCS 12 mélyedést tartalmazdé lemezeken), mig az SaO0S-2
oszteoszarkéma-sejteket McCoy-féle 5A kodzegen tenyésztjik
(10% FCS). Ezutdn a kozeget 2% FCS-t tartalmazé kozegre
cseréljiik, és mélyedésenként 1-5 uCi ([3H]-adenint adagolunk.
Két o6raval késdbb a sejteket kétszer mossuk szérummentes Ko-
zeggel és DMEM-ben inkubaljuk (1 mM 3-izobutil-l-metil-
xantint tartalmazé 1% BSA), hogy kizarjuk a foszfodiésztera-
zokra gyakorolt hatasokat. 20 perccel késdbb beadagoljuk a
vizsgalati anyagokat. A reakciét 15 perc eltelte utdn hideg
5%-0s triklér-ecetsav hozzaadasaval ledllitjuk és a cAMP-t
extrahaljuk. A hozam meghatdrozdsa céljaboél hozzdadunk mélye-
désenként 0,5 ml olyan hordozéoldatot, amely 5 mM jelzetlen
adenint, adenozint, AMP-t, ADP-t, ATP-t é&s cAMP-t, valamint
0,4 uCi [l4C]-adenozint tartalmaz. A ([3H]-cAMP-t 200-400
lyukb8ségl rendes Dowex 50W-X4 gyantaval és aluminium-oxidos
kromatografiaval elkiilénitjiik, majd mérjik az izotdép mennyi-
ségét. Az eredményeket kontroll olddszer%-ban szamoljuk, és
az ECgg-értékeket DRC-gdrbékbsl hatarozozzuk meg. A talalmany

szerinti vegyiiletek az UMR 106-06 patkany- és az Sa0OS-2 human
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oszteoszarkéma-sejtekben 10-11-10"6¢ M koncentraciék mellett
stimulaljak a cAMP-termelést.

A talalmany szerinti vegyliletek k&étddési hajlamot mutat-
nak PTH-receptorokhoz is, amit az alabbi kisérletek igazol-
nak.

Csirke [Tyr36](1-36)PTHrP-amidot 2200 Ci/mmol specifikus
aktivitasig jédozunk, a laktoperoxiddzos mbédszert hasznalva
(Anawa Lab. AG, Wangen). Oposszum-vesesejtekbdl készitett mo-
norétegeket mosunk 200 pl 1% BSA-t tartalmazé, 1:1 térfogat-
aranyG DMEM:HAM's F12 oldattal, majd 16 °C hdmérsékleten in-
kubaljuk mélyedésenként 50 000 cpm [125I-Tyr36j(1-36)chPTHrP-
amiddal, 1 puM [Tyr36](1-36)chPTHrP-amid jelenlétében vagy ta-
vollétében. Inkubdalas utan a sejteket 0,5 ml 4 °C hdOmérsékle-
td kdzeggel mossuk, 0,5 ml 1N natrium-hidroxid-oldattal fel-
tarjuk és a radioaktivitédst meghatarozzuk. A fajlagos koétést
Ggy hatdrozzuk meg, hogy a teljes kotésbdl levonjuk a nem-
fajlagos kotést. A versengés-gdorbéket SCTFIT hasznalataval
elemezziik, nem-linedris regresszids szamitdégépprogramot hasz-
nalva [Feyen és munkatarsai, Biochem. Biophys. Res. Commun.
187, 8-13 (1992)], és az adatokat atlagos pKp értékekként (n
= 2-3) adjuk meg. A talalmdny szerinti vegyliletek ebben a
vizsgdlatban olyan kotddési affinitast mutatnak, amely
atlagos pKp-ként kifejezve 7-t81 10-ig terjedd értékeket ad.

A talalmany szerinti vegyliletek folytonos szubkutéan
infdzié utan noévelik a plazma kalciumszintjét is példaul
pajzsmirigyiikt8l megfosztott, 140-170 g silyG him Wistar-
patkanyokban 5 nappal a pajzsmirigy eltavolitasa utan, ahol a

patkanyok nyakdba Alzet-miniszivattytkat implantaltunk, és a
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kisérleti vegylileteket 0,3-30 pug/nap/patké&ny sebességgel
inftziéval vittiik be az allatokba. Ezt kévetden az 1., a 2.,
a 3. és a 6. nap reggelén az allatokbdl retroorbitalis punga-
lassal vettiink vért, és a plazma kalcium-koncentrécié_it foto-
metrikusan hatdroztuk meg. Ebben a vizsgalatban a taldlmany
szerinti vegyliletek névelték a plazma kalciumszintjét.

Ennek megfelelden a taldlmdny szerinti vegyiiletek fel-
hasznalhatdk a csontrendszerrel kapcsolatos minden olyan pa-
nasz megeldzésére és kezelésére, amely fokozott kalcium-ki-
lirliléssel vagy reszorpcidval fiigg Ossze, vagy amelyben kiva-
natos a csontban a kalcium megkdtése; ilyen betegség példaul
a klilénbozd koéroki oszteoporédzis (példaul a Jjuvenilis, a
menopauzalis, a poszt-menopauzdlis, a trauma utani, az idds
kor altal vagy kortikoszteroid-terdpia &dltal vagy inaktivitas
dltal okozott oszteopordézis) a torések, az oszteopatia, a
csontrendszer &svanyvesztésével tarsuldé akut és krénikus
dllapotokat is ideértve, az oszteomalacia, a periodontédlis
csontvesztés, vagy az iziileti gyulladas vagy oszteoartritisz
altal okozott csontvesztés vagy a pajzsmirigy csékkent
miik6dése kovetkeztében fellépd csontvesztés.

A talalmany szerinti vegyliletek kiilondsen alkalmasak a
kiil6nb6z8d szarmazdsl oszteopordzisok megeldzésére vagy keze-
lésére.

A fentebb felsorolt felhaszndldsok esetén az ajanlott na-
pi dézis koriilbeliil 0,003-10 mg, eldnydsen 0,003-3 mg, még
eldnybsebben 0,01-1 mg taldlmény szerinti vegylilet. A tal&l-
many szerinti vegyililetek naponta egyszer vagy hetente leg-

alabb kétszer adagolanddk.
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A talalmény szerinti vegylileteket szabad alakban vagy
gybgyaszatilag elfogadhatd s6é alakjdban vagy komplexekként
lehet adagolni. Az ilyen s6k és komplexek a szokdsos médon
allithatdék eld, és a szabad vegyiiletekhez hasonld nagysagren-
dd aktivitast mutatnak.

A talalmany oltalmi kore kiterjed olyan gydgyaszati kom-
pozicidkra is, amelyek a talalmany szerinti vegyliletet szabad
bazis alakjdban vagy gydgyaszatilag elfogadhatd sé alakjaban
vagy komplex alakjdban tartalmazzdk gydégyaszatilag elfogadha-
t6 higitészerrel vagy hordozdéval egylitt. Az ilyen kompozi-
cidékat a szokadsos mdbdon allithatjuk eld.

A taldlmany szerinti vegyliletek barmilyen szokédsos Gton
adagolhatdék, példaul parenterdlisan injektalhatd oldatok vagy
szuszpenzidk alakjdban, enterdlisan, példaul orédlisan, igy
tablettak vagy kapszuldk alakjaban, vagy transzdermalisan,
nazalisan vagy végbélkidp alakjaban.

Az elmondottak alapjdn a talalmany oltalmi kdére még az
alabbiakra is kiterjed:

a) gyogyszerként valdé felhaszndladsra szolgald taldlmany
szerinti vegyliletre vagy annak gybégyaszatilag elfogadhatd
sb6jara vagy komplexére;

b) csontképzddés javitasdra szolgaldé mddszerre, példaul
minden olyan csontallapot megel&zésére vagy kezelésére, amely
fokozott mértékd kalcium-kilirliiléssel vagy -reszorpciéval jar,
vagy amelyben kivadnatos a csontban a kalcium megkétése; ilyen
betegségek példdul a kiilonbdzd eredetll oszteopordzisok
(példaul a juvenilis, a menopauzilis, a poszt-menopauzilis, a

trauma uténi, az idds kor &ltal vagy Kkortikoszteroid-terépia
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4ltal vagy inaktivitas &ltal okozott oszteopordzis), a toré-
sek, az oszteopadtia - ideértve a csontrendszer mineralizéa-
ciéjaval tarsuld akut és krdénikus allapotokat -, az oszteoma-
lacia, a periodontdlis csontvesztés vagy az izlileti gyulla-
dasnak vagy oszteoartritisnek tulajdonithatd csontvesztés; e
mddszer felhasznalhatd az ilyen kezelésre raszoruld egyének-
ben a pajzsmirigy cso6kkent mkédésének javitasara; ez a mdd-
szer abban 4l1ll1, hogy a raszoruld betegnek a taldlmény szerin-
ti vegyiilet vagy e vegylilet gybégyaszatilag elfogadhatd séja-
nak vagy komplexének hatdsos mennyiségét adagoljuk;

c) egy talalmany szerinti vegyliletnek vagy e vegyiilet
gybgyaszatilag elfogadhatd séjdnak vagy komplexének felhasz-
nalasara a fentebbi b) pont szerinti médszerben felhasznal-
hatd gydgyaszati kompozicid eldallitaséra.

A talalmany szerinti vegyliletek felhaszndlhatdk més tera-
pia kiegészitésére vagy eredményesebbé tételére, 1igy példaul
csontreszorpcibé-inhibitort felhaszndldé teradpiaban, 1gy osz-
teoporbzis-terapiaban, kiilonésen kalciumot, kalcitonint vagy
azok analdégjait vagy szarmazékait alkalmazdé terépidban, igy
példaul lazac-, angolna- vagy emberi kalcitonint, szteroid-
hormont, példaul egy O&sztrogént alkalmazdé terdpidban vagy
olyan terdpiaban, amely parcidlis Osztrogén-agonistat vagy
Osztrogén és gesztogén kombindcidéjat, bifoszfonatot, D-vita-
mint vagy azok analdégjait vagy kombindcidit alkalmazza.

Amikor a taldlmany szerinti vegylileteket példdul csont-
felszivbédast gatld terdpidban adjuvansként alkalmazzuk, az
egylittesen adagolt inhibitorra vonatkoztatott dézisok termé-

szetesen fliggenek az alkalmazott inhibitor gydgyszer tipusa-
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t61, példaul attél, hogy ez a gydgyszer szteroid vagy kalci-
tonin, tovabba a kezelendd beteg &llapotatél, attdl, hogy
gydgyitd vagy megeldzd terdpiardl van-e szd, a beteg étrend-
jétdl és igy tovabb.

Az elmondottakkal &sszhangban a talalmany még

d) médszert szolgdltat a csontképzddés javitasara, példa-
ul a kalcium-kiliriilés megeldzésére vagy kezelésére, 1igy a
fentebb felsorolt sajidtos &allapotok vagy betegségek megelSzé-
sére vagy kezelésére olyan egyénekben, akik raszorulnak az
ilyen kezelésre; ez a mddszer abban &all, hogy az emlitett
egyénnek a) a taldlmdny szerinti vegyliletbdl é&s b) egy maso-
dik gyégyszerb8l hatasos mennyiséget adagolunk, ahol a maso-
dik gydégyszer egy csontreszorpcidé-inhibitor, példaul a fen-

tebb ilyen vonatkozasban emlitett anyagok barmelyike.

Ilyen célra eldnydsen alkalmazhatjuk a 20., a 29., a 37.,

a 49. és az 50. példak szerinti vegylileket.
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Szekvencialista

(1) Altalanos informacié:

(i) Bejelentd:

(A)
(B)
(C)
(D)
(E)
(F)
(G)
(H)
(1)

Név: SANDOZ LTD

Utca: postafidk

Varos: Bazel

Allam: BS

Orszag: Svajc
Irdnyitészam: CH 4002
Tavbeszé&l1l4d: 061 324 1111
Telefax: 061 322 7572

Telex: 965 050 55

(ii) A taldlmany cime: Szerves vegyliletek

(iii) A szekvencidk szama: 12

(iv) Szamitégéppel olvashatd forma:

(&)
(B)
(€)
(D)

(2) Informédcidék az 1. azonositdszadmi szekvencidhoz:

A hordozd tipusa: hajlékony lemez
Szamitdégép: IBM PC kompatibilis
Operator rendszer: PC-DOS/MS-DOS
Szoftver: PatentIn Release 1.0,

1.25 (EPO)

(i) Szekvencia-jellemzdk:

()

Hossz: 717 béazispar

(B) Tipus: nukleinsav

(C)

Szdlszam: egyes

Version



(D) Topolégia: lineéris
(ii) Molekulatipus: cDNS
(iii) Hipotetikus: nem
(iv) Antiszensz: nem
(v) Fragmentum-tipus: belsd
(vi) Eredeti forrés:
(A) Organizmus: T4 bakteriofag/Homo sapiens
(ix) Tulajdonsag:
(A) Név/kulcs: CDS
(B) Elhelyezkedés: 101...559

(xi) A szekvencia leirédsa: szekvencia azonositészam: 1

AGATCTCGAT CCCGCGAAAT TAATACGACT CACTATAGGG AGACCACAAC GGTTTCCCTC 60

~AGAAATAAT TTTIGTTTAAC TTTAAGAAGS AGATATACAT ATG TCA GAA ACT AAG 115
Met Ser Glu Thr Lys
1 S

CCT RARA TA = TAC GTA AAC AAT AAA GAG CTT TTA CAA GCT ATT ATT 163
Pro Lys Tyr Asn Tyr Val Asn Asn Lys Glu Leu Leu Gln Ala Ile Ile

10 15 20

GAT TGG AAA ACA GAA TTA GCA AAT AAT AAA GAC CCA AAT AAA GTA GT7T 211

Asp Trp Lys Tnz Glu leu Ala Asn Asn Lys Asp Pro Asn Llys val Vval
25 30 35

CGT CAG ART GAT ACT ATC GGA TTA GCC ATT ATG CTT ATT GCA GAA GGC 253

Arg Gln Asn Asp Thr Ile Gly Leu Ala Ile Met Leu Ile Ala Giu Gly
40 45 50

TTA TCT AAA CGT TTC AAC TTT TCA GGA TAC ACC CAG TCT TGG AAA CAA 307

Leu Ser Lys Arg Phe Asn Phe Ser Gly Tyr Thr Gln Ser Trp Lys Gln
S 60 65

GAA ATG ATT GCA GAT GGT ATA GAA GCT TCT ATT AAG GGG CTT CAC AAT 355
Glu Met Ile Ala Asp Gly Ile Glu Ala Ser Ile Lys Gly Leu His Asn
70 75 80 85

TTT GAT GAA ACG AAA TAT AAA ARC CCA CAT GCG TAT ATA ACT CAA GCT 403
Phe Asp Glu Thr Lys Tyr Lys Asn Pro His Ala Tyr Ile Thr Gln Ala

90 95 100

TGT TTT AAT GCA TTC GTC CAA CGT GGA TCC ATC GAT CCA CCA TCC GTA 451

Cys Phe Asn Ala Phe Val Gln Arg Gly Ser Ile Asp Pro Pro Ser Val
105 110 115
TCA GAA ATA CAA CTA ATG CAT AAT CTG GGT AAA CAT CTG AAT TCA ATG 499

Ser Glu Ile Gin Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn Ser Met
120 125 130
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GAA CGT GTA GAA TGG CTG CGT AAA AAA CTG CAG GAT GTA CAT AAT TIT 547
Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg lys Lys Leu Gln Asp Val His Asn Phe

135 140 145
GTA GCT CTG GGT TAACTCGAGC AGATCCGGCT GCTAACAAAG CCCGAAAGGA 599
Val Ala Leu Gly
150
AGCTGAGTTG GCTGCTGCCA CCGCTGAGCA ATAACTAGCA TAACCCCTTG GGGCCTTTGG 659
GGCCTCTAAA CGGGTCTTGA GGGGTTTTTT GCTGAAAGGA GGAACTATAT CCGGATAR 717

(2) Inform&cidék a 2. azonositészami szekvencidhoz:
(1) Szekvencia-jellemzdk:
(A) Hossz: 153 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: lineélris
(ii) Molekulatipus: protein

(xi) A szekvencia leirésa: szekvencia azonositdészam: 2

Ser Glu Thr lys Pro Lys Tyr Asn Tyr Val Asn Asn lys Glu Lleu
5 10 15

[ENAl

Leu Gln Ala Iie Ile Asp Trp Lys Thr Glu Leu Ala Asn Asn Lys Asp
20 25 30

Pro Asn Lys Val Val Arg Gln Asn Asp Thr Ile Gly Leu Ala Ile Met
35 40 45

Leu Ile Ala Glu Gly Leu Ser Lys Arg Phe Asn Phe Ser Gly Tyr Thr
50 55 . 60

Gln Ser Trp Lys Gln Glu Met Ile Ala Asp Gly Ile Glu Ala Ser Ile
65 70 75 80

Lys Gly Leu Eis Asn Phe Asp Glu Thr Lys Tyr Lys Asn Pro His Ala
85 90 95

Ty:z Ile Thr Gla Ala Cys Phe Asn Ala Phe Val Gin Arg Gly Ser lle
100 103 110

Asp Pro Pro Ser Val Ser Gilu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys
115 12C 12%

His Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu Gln
130 135 140

Asp Val His Asn Phe Val Ala Leu Gly
145 150
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(2) Inform&cidk a 3. azonositész&mG szekvencidhoz:
(1) Szekvencia-jellemzdk:
(A) Hossz: 945 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szalszéam: egyes
(D) Topoldégia: lineéris
(ii) Molekulatipus: DNS (gendm)
(iii) Hipotetikus: nem
(iv) Antiszensz: nem
(v) Fragmentum-tipus: belsd
(vi) Eredeti forras:
(A) Organizmus: T4 bakteriofdg/Homo sapiens
(ix) Tulajdonsé&g:
(A) Név/kulcs: CDS
(B) Elhelyezkedés: 101...787

(xi) A szekvencia leirésa: szekvencia azonositdészam: 3

AGATCTCGAT CCCGCGAAAT TAATACGACT CACTATAGSG AGACCACAAC GGTTTCCCTC 60

TAGAAATAAT TTTSTTTAAC TTTAAGAAGG AGATATACAT ATG TCA GAA ACT AAG 115
Met Ser Glu Thr Lys
1 5

o7 AAA TAT AAT TAC GTA AAC AAT AAA GAG CTT TTA CAA GCT ATT ATT 163
Pro Lys Tyr Asn Tyr Val Asn Asn Lys Giu Leu Leu Gln Ala Ile Ile

e 13 20

GAT TGS AAA ACA GAA TTA GCA AAT AAT AARA GAC CCA AAT AAA GTA GTT 211

Asp Trp Lys Thr Glu leu Ala Asn Asn Lys Asp Pro Asn lys Val Val
25 30 35

CGT CAG ART GAT ACT ATC GGA TTA GCT AIT ATG CIT ATT GCA GAR GGC 259

Arg Gln Asn Asp Thr Ile Gly leu Ala Iie Met Leu Ile Ala Glu Gly
40 45 50

—=p TCT AAA C3T TTC AAC TTT TCA GGA TAT ACC CAG TCT TGG AAA CAA 307

Leu Ser Lys Arg Phe Asn Phe Ser Gly Tyr Thr Gln Ser Trp Lys Gln
S5 60 65

GAA ATSG ATT GCA GAT GGT ATA GAA GCT TCT ATIT AAG GGG CTT CAC AAT 353

Glu Me= Ile Ala Asp Gly Ile Glu A.a Ser Ile Lys Gly Leu His Asn

70



GAT
Asp

GAT
Asp
135

GAC
Asp

GAT
Asp
150

AAA
Lys

GAA
Glu

AAG
Lys

~em
-

Ala

GAG
Glu

ATG
Met

CZG
p Leu
215

TAACTCGAGC AGATCCGGCT GCTAACAAAG CCCGAAAGGA AGCTGAGTTG GCTGCTGCCA
CCGCTGAGCA ATAACTAGCA TAACCCCTTG GGGCCCTTGG GGCCTCTAAA CGGGTCTTGA

GGGGTTTTTT

G CAT

G ACS

G"'. Mm-
- essem

55

GCA
Ala
1038

>

s

TAT
Lys Tyr

120

GTT
Val

ATG
Met

ACG
Thr

ATG
Met

AGT
Ser

AAA
Lys

GAT
Asp
185

AAC
Asn

AAT
His Asn
200

CGT
Arg

AAA
Lys

Lys
92

—rr

- - w

Phe

AGT
Ser

GCG
Ala

CAT
His

Caladd
- 4

Val
170

GGA
Gly

CTG
Leu

AAA
Lys

AAAR AAC
lLys Asn

cca
Pro

=)
3]

-~
-\

Vai

CAA CGT
Gin Azg

ATT
Iie
110
Val
125

TTC
Phe

TAC

Tyr His

GAT
Asp

TTA
Leu

GTA
val
140

Glu

GAA
Glu

TCA
Ser

TAC
Tyr
155

GAA
Glu

GAT
Asp

TCT
Ser

GTA
Val

GAT
Asp

GGT
Gly
190

GTT
Val

AAC
Asn

TCC
Ser

CTG
Leu

CAT
His
2058

GGT

Gly

AAA
Lys

GTA
val

CTG
Leu

CAG
Gln
220

GAT
Asp

CAC’

AAT
Asn

ACT
Thr

ACC
Thr

CCT
Pro
175

CCa
Pro

AAT
Asn

CAT
His

GCG
Ala

AAA
Lys

GTC TAT
Val Tyr

TTT
Phe

ATT
Ile
145

TAT
Tyr
160

AGA
Arg

AGT
Ser

TTG
Leu

TCC
Ser

GTA
Val

TCA
Ser

ATG
Met

AAT
Asn

TTT
Phe
225

GCTGAAAGGA GGAACTATAT CCGGATAA

GAC
Asp
130

CAA
Gln

ACA
Thr

GAT
Asp

TCA
Ser

GAA
Glu
210

GTA
Val

AGC
Ser

GAC
Asp

CCG
Pro

TTT
Phe

GAAR
Glu
195

CGT
Arg

GCT
Ala

CGT
Arg

e
Ile

GGG
Gly

TTA
Leu

TAT ATA ACT CAA GCT
Tyr Ile Thr Gln Ala
100

GAA CGT AAG GAA GTT
Glu Arg Lys Glu Val
115

GAC
Asp

TAT
Tyr

GCT
Ala
165

TAT
Tyr

180

ATA
Ile

GTA
val

CTG
Leu

CAA
Gln

GAA
Glu

GGT
Gly

(2) InformaAcidk a 4. azonositészamG szekvencidhoz:

-

(i) Szekvencia-jellemzdk:

(A) Hossz:

(B) Tipus:

229 aminosav

aminosav

(D) Topoldgia: lineéris

(ii) Molekulatipus: protein

(xi) A szekvencia leirésa: szekvencia azonositdszam:

Mez Ser Glu Thr lys Pro Lys Tyr Asn T
: 5

10

15

yr Val Asn Asn lys Glu lLeu

Leu Gln Ala Ile Ile Asp Trp lLys Thr Glu Leu Ala Asn Asn Lys Asp
25

20

30

403

451

493

547

643

691

739

787

847

907
945



Leu
Gln
65
Lys
Tyr
Glu
Tyr
Ile
145
Arg
Leu
Val

Met

Phe
225

Asn lys Val
lle Ala Glu
Ser Trp lys
Gly Leu His
Ile Thr Gln

100

Arg Lys Glu
115

Asp Ser Arg
130

Gln Asp Ile
Thr Pro Gly
Asp Phe Leu

180

Ser Glu Ile
195

Glu Arg Val
210

Val Ala Leu

- 85

Val Arg Gln Asn Asp
40

Gly lLeu Ser Lys Arg

55

Gln Glu Me: Ile Ala

Asn Phe Asp Glu Thr

Ala Cys Phe Asn Ala

Val Ala Lys Lys Ty:
120

Asp Asp Asp Met Val

135

Tyr Asp Lys Met Thr

150

Ala Glu Lys Lys Ser

165

Tyr Glu Ala Asn Asp

185

Gln Leu Met His Asn
200

Glu Trp Leu Arg Llys

215
Gly

Thr
Phe
Asp
Lys

90

Phe

Ala
His
Val
170
Gly

Leu

Lys

Ile
Asn

Gly

Tyr
155
val
Ser

Gly

Leu

Gly
Phe

60
Ile
Lys
Gln
Phe
Val
140
Glu
Asp
vVal

Lys

Gln
220

(2) Informécidék az 5. azonositdszami

(i) Szekvencia-jellemzdk:

(ii)
(iii)
(iv)

(v)

(xi) A szekvencia leirésa: szekvencia azonositészam:

(A) Hossz:

(B) Tipus:

(C) Sz&alszam:

27 bézispar

nukleinsav

(D) Topolégia:

egyes

lineé&ris

Molekulatipus: cDNS

Hipotetikus:

Antiszensz:

nem

nem

Fragmentum-tipus: belsd

GAGGTGCATA TGTCAGAAAC TAAGCCT

Leu
45
Ser

Glu

Arg

Val #

125

Asp

Glu

Asp

Asn

His

205

Asp

szekvenciahoz:

Pro

Ile
110

Lea

Ile

Tyr

Ser

(Ve i 54
we

Lys

Asn

Thr

Thr

Pro

Asn

His

Met

Thr

Ile

80

Lys

val

Phe

Tyr

160

Ser

Ser

Ser

Asn

5

27



- 86 -

(2) Informacidék a 6. azonositbészamG szekvencidhoz:
(i) Szekvencia-jellemzdk:
(A) Hossz: 40 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szélszém: egyes
(D) Topolégia: lineéris
(ii) Molekulatipus: cDNS
(iii) Hipotetikus: nem
(iv) Antiszensz: nem
(v) Fragmentum-tipus: belsd
(xi) A szekvencia leir&sa: szekvencia azonositészam: 6

GGTCGGATCC ATCGTTAGCG TTAGCCTCAT ATAAAAAATC 40

(2) Informacidék a 7. azonositdszami szekvenciahoz:
(i) szekvencia-jellemzdk:
(A) Hossz: 28 b&azispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Sz&lszam: egyes
(D) Topolégia: lineéaris
(ii) Molekulatipus: cDNS
(1ii) Hipotetikus: nem
(iv) Antiszensz: nem
(v) Fragmentum-tipus: belsd
(xi) A szekvencia leirdsa: szekvencia azonositészam: 7

GGTCGGATCC TACGTTGGAC GAATGCAT 28
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(2) Informédcidk a 8. azonositészamG szekvenciahoz:
(1) Szekvencia-jellemzdk:
(A) Hossz: 42 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szalszam: egyes
(D) Topolégia: lineéris
(ii) Molekulatipus: cDNS
(iii) Hipotetikus: nem
(iv) Antiszensz: nem
(V) Fragmentum-tipus: belsd
(xi) A szekvencia leirésa: szekvencia azonositészam: 8

GAGTGGATCC ATCGATCCAC CATCCGTATC AGAAATACAA CT 42

(2) Informacidk a 9. azonositészamG szekvencidhoz:
(i) Szekvencia-jellemzdk:
(A) Hossz: 42 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szalszam: egyes
(D) Topolégia: lineéris
(ii) Molekulatipus: cDNS
(iii) Hipotetikus: nem
(iv) Antiszensz: nem
(v) Fragmentum-tipus: belsd
(xi) A szekvencia leirésa: szekvencia azonositdészém: 9

GAGTGGATCC GTTAACGGTC CATCCGTATC AGAAATACAA CT 42
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(2) Inform&cidk a 10. azonositésza&mlG szekvencidhoz:

(i) Szekvencia-jellemzdk:
(A) Hossz: 34 bazispéar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) SzAlszéam: egyes
(D) Topoldégia: linearis

(ii) Molekulatipus: cDNS

(iii) Hipotetikus: nem
(iv) Antiszensz: nem

(v) Fragmentum-tipus: belsd

(xi) A szekvencia leirédsa: szekvencia azonositészam:

TCTACTCGAG TTAACCCAGA GCTACAAAAT TATG

(2) Informaciék a 11. azonositdsza&mG szekvencidhoz:
(i) Szekvencia-jellemzdk:
(A) Hossz: 34 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Szalszam: egyes
(D) Topoldégia: ismeretlen
(ii) Molekulatipus: protein
(iii) Hipotetikus: nem
(iv) Antiszensz: nem
(vi) Eredeti forrés:

(A) Organizmus: Homo sapiens

(xi) A szekvencia leirdsa: szekvencia azonositdszam:

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

Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu Gln Asp Val His
2C 25 30

Asn. Phe

10

34

11
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(2) Informdciék a 12. azonositészamlG szekvencidhoz:
(i) Szekvencia-jellemzdk:
(A) Hossz: 36 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Szalszam: egyes
(D) Topoldégia: ismeretlen
(ii) Molekulatipus: protein
(iii) Hipotetikus: nem
(iv) Antiszensz: nem
(vi) Eredeti forrés:
(A) Organizmus: Homo sapiens
(xi) A szekvencia leirédsa: szekvencia azonositdészam:

Ser Val Ser Giu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly Llys His Leu Asn
1 5 10 15

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

Asn Phe Val Ala
35

(2) Informdciék a 13. azonositdszami szekvencidhoz:
(i) Szekvencia-jellemzdk:
(A) Hossz: 38 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Szélszam: egyes
(D) Topoldégia: ismeretlen
(ii) Molekulatipus: protein
(iii) Hipotetikus: nem
(iv) Antiszensz: nem
(vi) Eredeti forréas:
(A) Organizmus: Homo sapiens

(xi) A szekvencia leirédsa: szekvencia azonositészam:

12

13



Asn

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

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

Phe Val Ala Leu Gly
35

His Leu Asn
15

Asp Val His
30
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Szabadalmi igénypontok

1. 34-38 aminosavegységet tartalmazé human PTH-vegyiilet
N-termindlis fragmentuma, amelyben a hPTH-szekvencia 8-as,
9-es, 10-es, ll-es, 16-0s, l17-es, 18-as, 19-es, 33-as és/
/vagy 34-es helyzetll a-—aminosav-egységei kozil legalabb egy
ki van cserélve egy olyan a-aminosav-egységre, amely a
hPTHrP megfeleld helyzetében van jelen, és a 10-es helyze-
ti o¢-aminosav adott esetben Gly, Gln, Glu, His, Ser, Thr
vagy Tyr lehet és/vagy a 13-as helyzetd a-aminosav Arg-toél
eltérd D- vagy L-a-aminosav lehet és/vagy a 16-o0os helyzetd
a-aminosav adott esetben egy D- vagy L-a-aminosav lehet és/
/vagy a 17-es helyzetli a—-aminosav Ala, Ser, Glu, Gln, Phe,
His, Ile vagy Lys is lehet és/vagy a 18-as helyzetd a-amino-
sav adott esetben Gln vagy Tyr is lehet és/vagy a 19-es
helyzetd a-aminosav adott esetben Ala, Val, Tyr, Ser, Lys,
Met, His, Gly, Pro, Asn vagy Ile is lehet és/vagy a 26-o0s
helyzetd a-aminosav adott esetben Gln vagy Arg is lehet és/
/vagy a 33-as helyzetl a-aminosav adott esetben egy D- vagy
L-a-aminosav is lehet, és adott esetben a vegylilet a termi-
nalis aminocsoportjahoz kapcsoldédva legalabb egy L- vagy D-
-a-aminosav-csoportot, C,_g alkoxi-karbonil-csoportot vagy
adott esetben szubsztitualt Cy_g alkil-csoportot, C;.g alke-
nilcsoportot, Cy_g alkinilcsoportot, aralkilcsoportot, aral-
kenilcsoportot vagy C3-¢g cikloalkil-Cy_4 alkil-csoportot és/
/vagy egy vagy toébb oldallancbeli aminocsoportjdhoz kapcso-

lédva legalabb egy C,_g alkoxi-karbonil-csoportot vagy adott
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esetben szubsztitudlt Cq_g alkilcsoportot, Cy_.g alkenilcso-
portot, C,_g alkinilcsoportot, aralkilcsoportot, aralkenil-
csoportot vagy C3_g cikloalkil-Cj_4 alkil-csoportot tartal-
maz, azzal a megkotéssel, hogy

a vegylilet eltérd az olyan (1-34)hPTH-vegyiilettdl, amelyben
a 8-as és/vagy a 18-as helyzetl a-aminosav Leu; és/vagy a
ll-es helyzetd a-aminosav Lys; és/vagy a 19-es helyzetll a-
-aminosav Arg; és adott esetben legaldbb egy tovabbi a-ami-
nosav-egység ki van cserélve az alabbi mddon: a 13-as hely-
zetll a-aminosav Leu és/vagy a 19-es helyzetd c-aminosav Lys,

Asn vagy His,

szabad alakban vagy s® alakjaban vagy komplex alakban.

2. Az 1. igénypont szerinti vegyililet, amelyben a hPTH-
szekvencia 8-as, 1l0-es, 1ll-es, 33-as és/vagy 34-es helyzete-
iben levd a-aminosav-egységek koéziil legaldbb az egyik Leu$,
AsplO, Lysll Thr33 vagy Ala34.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti vegylilet, amelyben
a 13-as helyzetli ¢-aminosav D- vagy L-Ala, -Cys, -Gln, -Ile,
-Asn, -Trp, =-Asp, -Val, -Ser, -Thr, -Tyr, -Met, -Leu vagy
-Gly; és/vagy a 16-os helyzetl a-aminosav D- vagy L-Lys,
-Ser, =-Leu, -Ala, -Gln vagy -Gly; és/vagy a 33-as helyzetd a-
-aminosav D- vagy L-Ser, -Leu, -Gly, -Gln, -Arg, -Pro, -Asp,
-Ile vagy -Lys.

4. Az eldz8 igénypontok barmelyike szerinti alabbi
PTH-vegyililetek: [Leug, G1lnl8, Thr33, Ala34]hPTH,

[Leu8, Alal6, G1nl8, Thr33, Al1a34]hPTH,
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[Leud, AsplO, Lysll, A1al®, G1nl8, Thr33, Ala34]hPTH,

[Leu8, AsplO, pLysll, Al1al6, G1nl8jhPTH,

[Leu8, Alal6, g1nl8, A1al9jnPTH,

(Leud, AsplO, Lysll, c1nl81hPTH,

[Leu8, AsplO, Lysll, a1al6, G1nl8, Ala19]hPTH,

[Leud, Alal6, G1nl8, Alal®, Thr33, Ala34]hPTH és

[Leu®, AsplO, Lysll, Ginl8, Thr33, Al1a34]hPTH,

amely adott esetben tartalmaz az amino-végcsoportjidhoz kap-
csoldédva legaldbb egyet az alabbi csoportok koziil: L- vagy
D-a-aminosav, C,_g alkoxi-karbonil-csoport és adott esetben
szubsztitualt Cq_g alkilcsoport, C,_g alkenilcsoport, Cp_g
alkinilcsoport, aralkilcsoport, aralkenilcsoport vagy Cj_g
cikloalkil-Cq.4 alkil-csoport és/vagy egy vagy tobb oldal-
lancbeli aminocsoportjahoz kapcsoldédva legaldbb egyet az
alabbi csoportok koziil: Cy_g alkoxi-karbonil-csoport és
adott esetben szubsztitualt Cj_g alkilcsoport, C,_g alkenil-
csoport, C,_g alkinilcsoport, aralkilcsoport, aralkenilcso-
port vagy Ci_g cikloalkil-Cj_4 alkilcsoport.

5. Az el®6zd igénypontok barmelyike szerinti vegyi-
let, amelyben a C-termindlis csoport -COOH, észterezett
-COOH, -CONH, vagy mono- vagy diszubsztitudlt -CONH,.

6. Az eldz8 igénypontok barmelyike szerinti alabbi
vegyliletek:

[Leu8, G1nl8, Thr33, Ala34)(1-34)hPTH-OH,
[Leu8, Alal6, c1nl8, Al1al®, Thr33, Ala34](1-34)hPTH-OH,
[Leu8, Alal®, G1nl8, Thr33, Ala34)(1-34)hPTH-OH,

[Leud, AsplO, Lysll, G1nl8)(1-36)hPTH-OH,
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[Leud, Aspl0, Lysll, G1nl8, Thr33, Ala34)(1-34)hPTH-OH,

[Leud, AsplQ, Lysll, Al1al6, G1nl8, A1al®](1-36)hPTH-OH,

[Leud, AsplO, Lysll, alal6, ¢inl8, Thr33, Ala34](1-34)hPTH-OH
[Leud, Aspl0, Lysll, a1al®é, G1nl8)(1-36)hPTH-OH és

[Leu8, Alal6, c1nl8, Al1al9j](1-36)hPTH-OH

szabad alakban vagy sé vagy komplex alakjaban.

7. Eljaras egy 1. igénypont szerinti vegyiilet eldalli-
tasara, azzal jellemezve, hogy egy olyan fazids proteint,
amely a C-termindlishoz kapcsolva a kivant polipeptidet tar-
talmazd N-terminalis T4 bakteriofag gp55 polipeptidet tar-
talmazza, baktériumsejtekben expresszalunk, és kivant eset-
ben egy Cp_g alkoxi-karbonil-csoportot vagy egy az amino
végcsoporthoz kapcsolddd, adott esetben szubsztitualt Cjp_g
alkil-, Cp_g-alkenil-, Cy_g alkinil-, aralkil-, aralkenil-
vagy C3_g cikloalkil-Cy_, alkil-csoportot bevezetiink a ve-
gyliletbe, amely védett vagy nem-védett alakban lehet, és ki-
vant esetben eltavolitjuk a véddcsoportot a védett alakrol.

8. Az 1. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy két peptidfragmentumot amidkotéssel Osszekapcsolunk,
ahol a peptidfragmentumokat Ggy valasztjuk meg, hogy a ki-
vant vegyiilet kivant aminosavszekvenci&jat kapjuk, és kivant
esetben a védett vagy nem-védett alakban levd vegylilet ter-
mindlis és/vagy oldallancbeli aminosavcsoportjaba Cp_g alk-
oxi-karbonil-csoportot vagy adott esetben szubsztitualt C;_g
alkilcsoportot, C,_g alkenilcsoportot, Cy_g alkinilcsopor-
tot, aralkilcsoportot, aralkenilcsoportot vagy C3-g cikloal-

kil-Cq-4 alkil-csoportot visziink be, és kivant esetben a vé-
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dett alakban levd vegyliletb8l eltavolitjuk a jelenlevd védo-
csoportot.

9. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a faziés protein a gp55 és az Asp-Pro-Pro vagy Asn-Gly-
Pro aminosav-szekvenciakat tartalmazd kivant polipeptidek
kozdtt kémiailag hasithatd linkert tartalmaz.

10. Gyégyaszati kompozicid, amely az 1-6. igénypontok
barmelyike szerinti vegyliletet tartalmazza szabad alakban
vagy gydgyaszatilag elfogadhatdé sé vagy komplex alakjaban,
gybdgyaszatilag elfogadhatd higitdszerrel vagy hordozdval
egyiitt.

11. A 10. igénypont szerinti gyégyaszati kompozicid

csontreszorpcidés inhibitorral egylitt.

SANDOZ A.G. helyett

a meghatalmazott:

DANUBIA
Sﬂﬂmdmﬂﬂé$V§%?§y"QdaKn
70D



PI00NT KOZZETETELE et R
FELDANY 171

X—Pq Xiq—Y2¢—P2
(1) (1)
R

|
Zq—N—[C] —Co0—

Z'qa Ry (lla)

ZZ'N—CHY—CW=CH—CHY'—COOH

(Il aa)
fl?3
e
Zy Ry (1l b)

ZZ'N—~ CYqYp— CHy—NZ"— CHY'— COOH

(11 bb)
Y
Z— N—-(IZH—C=CH—CH—CO—-
éi ‘}V \l(' (a)
Po7 i
Z—N—C—CHy—N—CH-CO— Zqg—N—C—




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

