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DESCRIPCION

Anédlogos de la hormona paratiroidea.
Antecedentes de la invencion

La hormona paratiroidea (parathyroid hormone, “PTH”) es un polipéptido producido por las gldndulas paratiroi-
deas. La forma madura circulante de la hormona estd formada por 84 restos de aminoéacidos. La accién biolégica de
la PTH puede ser reproducida por un fragmento de péptido de su N-terminal (por ejemplo, restos de los aminodcidos
1 hasta 34). La proteina relacionada con la hormona paratiroidea (parathyroid hormone-related protein, “PTHrP”) es
una proteina de 139 a 173 aminoécidos con una homologia N-terminal con la PTH. La PTHrP comparte muchos de
los efectos biolégicos de la PTH, incluyendo su unién a un receptor comtin PTH/PTHrP. Tregear, y col., Endocrinol.,
93: 1349 (1983). Se han caracterizado los péptidos de la PTH de muchos origenes diferentes, por ejemplo, humanos,
bovinos, de rata, de pollo. Nissenson, y col., Receptor, 3: 193 (1993).

Se ha demostrado que la PTH mejora tanto la masa como la calidad 6sea. Dempster, y col., Endocrine Rev., 14: 690
(1993); y Riggs, Amer. J. Med., 91 (Supl. 5B):37S (1991). Se ha observado el efecto anabdlico de la PTH administrada
intermitentemente en hombres y mujeres con osteoporosis con o sin una terapia antirresortiva simultdnea. Slovik, y
col., J. Bone Miner. Res., 1: 377 (1986); Reeve, y col., Br. Med. J., 301: 314 (1990); y Hesch, R-D., y col., Calcif.
Tissue Int’l, 44: 176 (1989).

Las solicitudes de patente WO-A-9401460 y WO-A-9702834 desvelan andlogos de la PTH con una multitud de
posibles sustituciones en dichas posiciones.

Resumen de la invencion

En un aspecto, la invencion presenta péptidos con las siguientes férmulas: [Cha**?*, Glu®, Lys***, Leu®, Aib*]
hPTHrP(1-34)NH,; [Cha®*?, Glu®, Lys**¥, Aib* |hPTHrP(1-34) NH,; [Glu*>%, Cha?, Lys?, Leu®?!, Aib®, Nle*]
hPTHrP (1-34)NH,; [Cha*?*, Glu®, Lys*%, Leu®?'. Aib®]hPTHrP(1-34)NH,; [Glu*, Cha®, Aib*?, Lys**%,
Leu®3'ThPTHrP(1-34)NH,; [Glu??, Cha®, Aib®?%, Lys?, Leu® ]hPTHrP(1-34)NH,; [Glu*>%, Cha*, Lys?*, Leu®?!,
Aib?, N1e*ThPTHrP(1-34)NH,; [Glu***, Cha®, Lys***, Aib®, Leu®' ThPTHrP(1-34)NH,; [Glu***, Cha®*, Lys**%,
Leu?™!, Aib® ]hPTHrP(1-34)NHs; [Glu%, Cha®, Lys?*, Aib® ]hPTHrP(1-34)NHs; 0 [Glu?, Cha®®, Lys**®, Leu®,
Aib®1hPTHrP(1-34)NH,; o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

Con la excepcion del aminodcido N-terminal, todas las abreviaturas (por ejemplo Ala o A;) de aminoacidos en esta
divulgacién representan la estructura -NH-CH(R)-CO-, en la que R es una cadena lateral de un aminoécido (por ejem-
plo, CH; para Ala). Para el aminodcido N-terminal, la abreviatura representa la estructura =N-CH(R)-CO-, en la que
R es una cadena lateral de un aminodcido. 8-Nal, Nle, Dap, Cha, Nva, Amp, Pal, Ahc y Aib son las abreviaturas de los
siguientes @-aminodcidos: [-(2-naftil)alanina, norleucina, 4cido a,8-diaminopropiénico, ciclohexilalanina, norvali-
na, 4-aminofenilalanina, 8-(3-piridinil)alanina, dcido 1-amino-1-ciclo-hexanocarboxilico y 4dcido @-aminoisobutirico,
respectivamente. Lo que se entiende por Acc es un aminodcido elegido del grupo de

acido 1-amino-1-ciclopropanocarboxilico;
acido 1-amino-1-ciclobutanocarboxilico;
dcido 1-amino-1-ciclopentanocarboxilico;
acido 1-amino-1-ciclohexanocarboxilico;
dcido 1-amino-1-cicloheptanocarboxilico;
acido 1-amino-1-ciclooctanocarboxilico; y

dcido 1-amino-1-ciclononanocarboxilico. En la férmula anterior, hidroxialquilo, hidroxifenilalquilo e hidroxinafti-
lalquilo pueden contener 1-4 sustituyentes hidroxi. También, COE, representa -C=0-E,. Algunos ejemplos de -C=0-E,
incluyen, pero no se limitan a, acetilo y fenilpropionilo.

Un péptido de esta invencién también se designa en este documento mediante otro formato, por ejemplo, [Ahc”!!
hPTH(1-34)NH?, con los aminoécidos sustituidos de la secuencia natural colocados en el segundo conjunto de parén-
tesis (por ejemplo, Ahc” para Leu’, y Ahc!! para Leu'! en la hPTH). La abreviatura hPTH representa la PTH humana,
hPTHrP para la PTHrP humana, rPTH para la PTH de rata y bPTH para la PTH bovina. Las cifras entre paréntesis se
refieren al niimero de aminoécidos presente en el péptido (por ejemplo, hPTH(1-34) es los aminoécidos 1 hasta 34 de
la secuencia del péptido para la PTH humana). Las secuencias para hPTH(1-34), hPTHrP(1-34), bPTH(1-34) y rPTH
(1-34) se enumeran en Nissenson, y col., Receptor, 3: 193 (1993). La denominacién “NH,” en PTH(1-34)NH, indica
que el C-terminal del péptido estd amidado. Por otro lado, PTH(1-34), tiene un C-terminal 4cido libre.
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Cada uno de los péptidos de esta invencién es capaz de estimular el crecimiento éseo en un sujeto (es decir, un
mamifero tal como un paciente humano). Por lo tanto, es ttil en el tratamiento de la osteoporosis y las fracturas 6seas
cuando se administra solo o simultdneamente con una terapia antirresortiva, por ejemplo, bisfosfonatos y calcitonina.

Los péptidos de esta invencidon pueden proporcionarse en forma de sales farmacéuticamente aceptables. Algu-
nos ejemplos de dichas sales incluyen, pero no se limitan a, aquellas formadas con dcidos orgédnicos (por ejemplo,
acido acético, lactico, maleico, citrico, malico, ascorbico, succinico, benzoico, metanosulfénico, toluenosulfénico o
pamoico), 4cidos inorganicos (por ejemplo, dcido clorhidrico, dcido sulfiirico o 4cido fosférico), y acidos poliméri-
cos (por ejemplo, acido tanico, carboximetil celulosa, polilactico, poliglicélico o copolimeros de dcidos polil4cticos-
glicdlicos).

Una cantidad terapéuticamente eficaz de un péptido de esta invencién y una sustancia portadora farmacéuticamente
aceptable (por ejemplo, carbonato magnésico, lactosa o un fosfolipido con los que el compuesto terapéutico puede for-
mar una micela) forman conjuntamente una composicién terapéutica (por ejemplo, una pildora, comprimido, cdpsula o
liquido) para su administracién (por ejemplo, por via oral, por via intravenosa, por via transdérmica, por via pulmonar,
por via vaginal, por via subcutdnea, por via nasal, por via iontoforética o por via endotraqueal) a un sujeto. La pildora,
comprimido o cdpsula que va a ser administrada por via oral puede recubrirse con una sustancia para proteger la com-
posicion activa del 4cido géstrico o de las enzimas intestinales del estémago durante un periodo de tiempo suficiente
para permitir que pase sin digerir al intestino delgado. La composicion terapéutica también puede estar en forma de
una formulacion de liberacién sostenida biodegradable o no biodegradable para su administracion por via subcutanea o
intramuscular. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 3.773.919 y 4.767.628 y la solicitud PCT n® W094/15587.
La administracion continua también puede conseguirse usando una bomba de implantacién o externa (por ejem-
plo, bomba INFUSAID™). La administracién también puede realizarse de forma intermitente, por ejemplo, una in-
yeccidn unica diaria, o de forma continua a una dosis baja, por ejemplo, una formulacién de liberacién sostenida.

La dosis de un péptido de la presente invencidn para tratar las enfermedades o alteraciones anteriormente mencio-
nadas varia dependiendo de la forma de administracién, la edad y el peso corporal del sujeto, y del estado del sujeto
que se va a tratar, y finalmente serd decidido por el médico o veterinario.

En el 4mbito de esta invencién también se contempla un péptido recubierto por la anterior férmula genérica para su
uso en el tratamiento de enfermedades o alteraciones asociadas con una deficiencia en el crecimiento 6seo o similares,
por ejemplo, osteoporosis o fracturas.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion serdn apreciables a partir de la descripcién detallada y las
reivindicaciones.

Descripcion detallada de la invencion

Segtn la descripcién del presente documento, la presente invencioén puede utilizarse en su mas amplia extension.
Los siguientes ejemplos especificos deben interpretarse como meramente ilustrativos, y no limitantes en absoluto del
resto de la divulgacién en forma alguna.

Estructura

Se ha referido que la PTH(1-34) y la PTHrP(1-34) tienen dos dominios anfifilicos en hélice alfa. Véase, por
ejemplo, Barden, y col., Biochem., 32: 7126 (1992). La primera a-hélice se forma entre los restos de aminodcidos 4 a
13, mientras que la segunda a-hélice se forma entre los restos de aminodcidos 21 a 29.

Sintesis

Los péptidos de la invencion pueden prepararse mediante sintesis en fase sdlida estindar. Véase, por ejemplo,
Stewart, J. M., y col., Solid Phase Synthesis (Pierce Chemical Co., 2* ed. 1984). Lo siguiente es una descripcioén de
c6mo se preparé [Glu*?, Leu®?, Lys®* Aib*, Ahc* ThPTH(1-34)NH, (no es parte de la invencién). El experto
habitual en la materia podra preparar otros péptidos de la invencién de una forma andloga.

Se sintetiz6 acido 1-[N-terc-butoxicarbonilamino]-1-ciclohexanocarboxilico (Boc-Ahc-OH) como sigue:

se disolvieron 19,1 g (0,133 mol) de 4cido 1-amino-1-ciclohexanocarboxilico (Acros Organics, Fisher Scien-
tific, Pittsburgh, PA) en 200 ml de dioxano y 100 ml de agua. A esto se afiadieron 67 mg de NaOH 2 N. La
disolucién se enfrié en un bafio de hielo-agua. A esta disolucién se afiadieron 32,0 g (0,147 mol) de dicarbonato
de di-terc-butilo. La mezcla de reaccidn se agité hasta el dia siguiente a temperatura ambiente. Entonces se eli-
miné el dioxano a presion reducida. Se afiadieron 200 ml de acetato de etilo a la disolucién acuosa remanente.
La mezcla se enfri6é en un bafio de hielo-agua. El pH de la capa acuosa se ajusté hasta aproximadamente 3
afiadiendo HCl1 4 N. La capa orgédnica se separd. La capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (1 x 100 ml).
Se combinaron dos capas orgdnicas y se lavaron con agua (2 x 150 ml), se secaron sobre MgSO, anhidro, se
filtraron y se concentraron a sequedad a presion reducida. El residuo se recristaliz6 en acetato de etilo/hexanos.
Se obtuvieron 9,2 g de un producto puro. Rendimiento del 29%. Una persona o experto habitual en la materia
puede preparar de una forma analoga otros aminoécidos Acc protegidos.
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El péptido se sintetizé en un sintetizador de péptidos Applied Biosystems (Foster City, CA) modelo 430A que se
modificé para realizar una sintesis peptidica en fase sélida acelerada de quimica Boc. Véase Schnoize, y col., Int. J.
Peptide Protein Res., 90: 180 (1992). Se us6 resina de 4-metilbenzhidrilamina (MBHA) (Peninsula, Belmont, CA)
con la sustitucién de 0,93 mmol/g. Los aminodcidos Boc (Bachem, CA, Torrance, CA; Nova Biochem., LaJolla, CA)
se usaron con la siguiente proteccién de cadena lateral: Boc-Ala-OH, Boc-Arg(Tos)-OH, Boc-Asp(OcHex)-OH, Boc-
Glu(OcHex)-OH, Boc-His(DNP)-OH, Boc-Val-OH,Boc-Leu-OH, Boc-Gly-OH,Boc-GIn-OH, Boc-Ile-OH, Boc-Lys
(2C1Z)-OH, Boc-Ahc-OH, Boc-Thr(Bzl)-OH, Boc-Ser(Bzl)-OH; y Boc-Aib-OH. La sintesis se llev6 a cabo a una
escala de 0,14 mmol. Los grupos Boc se eliminaron mediante un tratamiento con TFA al 100% durante 2 x 1 min.
Los aminodcidos Boc (2,5 mmol) fueron pre-activados con HBTU (2,0 mmol) y DIEA (1,0 ml) en 4 ml de DMF y
fueron acoplados sin una neutralizacién previa de la sal péptido-resina TFA. Los tiempos de acoplamiento fueron de 5
min excepto para Boc-Aib-OH, y su siguiente residuo Boc-Leu-OH, y Boc-Ahc-OH, y su siguiente residuo Boc-Lys
(2Clz)-OH, en los que los tiempos de acoplamiento para estos otros restos fueron de 2 h.

Al final del ensamblaje de la cadena peptidica, la resina se traté con una disolucién de mercaptoetanol al 20%/DIEA
al 10% en DMF durante 2 x 30 min para eliminar el grupo DNP de la cadena lateral de His. El grupo Boc N-terminal
se elimind entonces mediante un tratamiento con TFA al 100% durante 2 x 2 min. El péptido-resina parcialmente
desprotegido se lavé con DMF y DCM y se sec6 a presién reducida. La escision final se realizé agitando el péptido-
resina en 10 ml de HF que contenia 1 ml de anisol y ditiotreitol (24 mg) a 0°C durante 75 min. El HF se elimind
mediante una corriente de nitrégeno. El residuo se lavé con éter (6 x 10 ml) y se extrajo con HOAc 4 N (6 x 10 ml).

La mezcla peptidica del extracto acuoso se purificé con una cromatografia liquida de alta presion preparativa
en fase inversa (HPLC) usando una columna de fase invertida Vydac™ C18 (Nest Group, Southborough, MA). La
columna se eluy6 con un gradiente lineal (del 10% al 45% de disolucién B durante 130 min) a una tasa de flujo
de 10 ml/min (disoluciéon A = 0,1% de TFA acuoso; disolucién B = acetonitrilo que contiene un 0,1% de TFA).
Las fracciones se recogieron y se verificaron con una HPLC analitica. Aquellas que contenian el producto puro se
combinaron y se liofilizaron a sequedad. Se obtuvieron 85 mg de un sélido blanco. La pureza era > 99% segin un
analisis mediante HPLC analitica. El andlisis por electropulverizacién con un espectrémetro de masas dio un peso
molecular de 3972,4 (en concordancia con el peso molecular calculado de 3972,7).

La sintesis y purificacién de [Cha??, Leu®3! Glu®, Lys®**, Ahc¥, Aib®hPTHrP(1-34)NH, (no es parte de
la invencién) se llevé a cabo de la misma forma que la anterior sintesis de [Glu*?®, Leu®?, Lys?**, Aib*, Ahc®']
hPTHrP(1-34)NH,. El amino4cido protegido Boc-Cha-OH se adquiri6 de Bachem, CA. La pureza del producto final
era > 99%, y el andlisis por electropulverizacién con un espectrémetro de masas dio un peso molecular de 3997,2 (el
peso molecular calculado es de 3996,8).

Los nombres completos de las abreviaturas usadas anteriormente son los siguientes: Boc para t-butiloxicarbonilo,
HF para fluoruro de hidrégeno, Fm para formilo, Xan para xantilo, Bzl para bencilo, Tos para tosilo, DNP para
2.,4-dinitrofenilo, DMF para dimetilformamida, DCM para diclorometano, HBTU para hexafluorofosfato de 2-(1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametil uronio, DIEA para diisopropiletilamina, HOAc para dcido acético, TFA para dcido
trifluoroacético, 2CIZ para 2-clorobenciloxicarbonilo y Ocex para O-ciclohexilo.

Una persona experta habitual en la materia puede preparar otros péptidos de esta invencién de una forma analoga.
Ensayos funcionales
A. Union al receptor de la PTH

Se ensay6 la capacidad de los péptidos de la invencién para unirse al receptor de la PTH presente en SaOS-2
(células de osteosarcoma humano). Las células SaOS-2 (American Type Culture Collection, Rockville, MD; ATCC
#HTB 85) se mantuvieron en medio RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO) complementado con suero bovino fetal (fetal
bovine serum, FBS) al 10% y glutamina 2 mM a 37°C en una atmésfera humidificada de CO, al 5% en aire. El medio
se cambiaba cada tres o cuatro dias, y las células se subcultivaron cada semana mediante tripsinizacion.

Las células SaOS-2 se mantuvieron durante cuatro dias hasta que alcanzaron confluencia. El medio se sustituy6
por FBS al 5% en medio RPMI 1640 y se incub6 durante 2 h a temperatura ambiente con 10 x 10* cpm de mono-
I5[-[N1e®!8, Tyr**(3-'>1)]bPTH(1-34)NH, en presencia de un péptido competidor de la invencién a diversas concen-
traciones entre 107" M y 10™* M. Las células se lavaron cuatro veces con PBS enfriado con hielo y se lisaron con
NaOH 0,1 M, y se midi¢ la radioactividad asociada a las células con un contador de centelleo. La sintesis de mono-
15T-[N1e®!8, Tyr**(3-'*T)]bPTH(1-34)NH, se llev6 a cabo segin se describe en Goldman, M. E., y col., Endocrinol.,
123: 1468 (1988).

El ensayo de unioén se realizé con varios péptidos de la invencidn, y se calculd el valor de Kd (inhibicién semimé-
xima de la unién de mono-'#I-[Nle®'®, Tyr34(3-'*1)]bPTH(1-34)NH,) para cada péptido.

Segtn se muestra en la Tabla I, todos los péptidos ensayados tenian una alta afinidad de unidn por el receptor de la
PTH de la célula SaOS-2.
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B. Estimulacion de la actividad de la adenilato ciclasa

Se midi6 la capacidad de los péptidos de la invencién para inducir una respuesta bioldgica en células SaOS-2. Mds
especificamente, se determiné cualquier estimulacién de la adenilato ciclasa midiendo el nivel de sintesis de AMPc
(3’,5’-monofosfato de adenosina) segin se describié previamente en Rodan, y col., J. Clin. Invest. 72: 1511 (1983) y
Goldman, y col., Endocrinol., 123: 1468 (1988). Se incubaron células confluyentes SAOS-2 en placas de 24 pocillos
con 0,5 uCi de [*H]adenina (26,9 Ci/mmol, New England Nuclear, Boston, MA) en medio nuevo a 37°C durante 2
h, y se lav6 dos veces con disolucién salina equilibrada de Hank (Gibco, Gaithersburg, MD). Las células se trataron
con IBMX [isobutilmetilxantina, Sigma, St. Louis, MO] 1 mM en medio nuevo durante 15 min, y se afiadieron al
medio los péptidos de la invencién para incubarlos durante 5 min. La reaccién se detuvo mediante la adicién de acido
tricloroacético 1,2 M (TCA) (Sigma, St. Louis, MO) seguido por una neutralizacién de la muestra con KOH 4 N. El
AMPc se aisla mediante el método cromatografico de dos columnas (Salmon, y col., 1974, Anal. Biochem. 58, 541).
La radioactividad se midié con un contador de centelleo (Liquid Scintillation Counter 2200CA, PACKARD, Downers
Grove, IL).

Se calcularon los respectivos valores de CEs, (estimulacién semiméaxima de la adenilato ciclasa) para los péptidos
ensayados, y se muestran en la Tabla I. Se encontré que todos los péptidos ensayados eran potentes estimulantes de la

actividad de la adenilato ciclasa, que es una ruta bioquimica indicativa de una sefal proximal para la proliferacion de
osteoblastos (por ejemplo, crecimiento 6seo).

TABLA I

Con proposito comparativo

PEPTTIDO Kd CEs,

(pM) (M}

[elu®® **, Leu®®, Lys®®*°, aib®°, Ahc®*]hPTHrP(1-34}NH,; 6,200 3.7
[G1u”™ *°, Bbe®®, Lys™® *°, Lew?® ', Aib?) hDTHrD(1-34)NH; 6,070 3,9
(G1u®® ) peu®™ *® *Y, Lys®™ *°, Anc®, Aib®°)hPTHrP(1-34)NH; 6,230 | 3,0
[Giu?® 0 2 Leu®™ 28 3 1y6® Ahc ) hPTHrP (1-34) NHy; 0,230 20

fcha®® Leu® 2% 1 glu®®, Lys®® *°, abe®’, Aib**]hPTHrP(i-34)NH,; 0,060 | 2,0

[Glu®? %%, peu®™ 2 1, anc™, Lys%’ 3 Aip**] hPTHYD (1-34) NHs ; C,008 0,5
[Glu® 2, Leu®™ % 3 Aip®®, Lys®™® ", Ahc™1hPTHYP (1-34) N, 5
[Glu®, neu *% * Aib®® %%, Lys®™ ', aho® | hPTHrP {1-34)NH;; 2
{ahce®, peu® 2% 2% Glu™, Lys®™ *°, Aib*° I hPTHrP(1-24)NH; 0,3
[Glu®™ **, Leu® **, Lys®® % ahe®, AibL Y} hPTHrD{1-34)NH, 0,5
[Cha®, ahe™, @lu®®, bys®™™ %, Leu™ ¥, Aib™ IhPTHrP{1-34)NH; 0,4

Referencias citadas en la descripcién

Esta lista de referencias citada por el solicitante es iinicamente para la comodidad del lector. No forma parte del
documento de patente europea. Aunque se ha tenido gran cuidado al recopilar las referencias, no pueden excluirse
errores u omisiones, y la OEP renuncia a cualquier obligacion a este respecto.
Documentos patentes citados en la descripcion

e W09401460 A [0003] e US4767628 A [0008]

e W09702834 A [0003] e W09415587 A [0008]

¢ US3773919 A [0008].
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REIVINDICACIONES
1. Un péptido de férmula

[Cha®2, GIu®, Lys®®, Leu®®, Aib®] hPTHrP(1-34)NH,; [Cha®%, GIu®, Lys®, Aib®|hPTHrP(1-34) NH.;
[Glu*>?, Cha?®, Lysz(’, Leu®?', Aib®, N1e**1hPTHrP (1-34)NH,; [Cha?**, Glu®, Ly826’30, Leu®3!, Aib® 1hPTHrP(1-34)
NH,; [Glu??, Cha?*, Aib>%, Ly526’30, Leu?3'ThPTHrP(1-34)NH,; [Glu®, Cha®, Aib>?%, Lys%, Leu?hPTHrP(1-34)
NH,; [Glu®*?®, Cha®, Lys?*, Leu®®3!, Aib®, Nle**]hPTHrP(1-34)NH,; [Glu?**, Cha®, Lys***, Aib*, Leu®' ThPTHrP
(1-34)NH,; [Glu***, Cha®, LySZ(”30, Leu?3!, Aib®hPTHrP(1-34)NH,; [Glu?***, Cha®, Lys26’30, Aib¥®hPTHrP(1-34)
NH,; o [Glu®?, Cha?, Lys*°, Leu®, Aib®]hPTHrP(1-34)NH,; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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