Csontstimulalé faktor
KIVONAT

A talalmany téargyat csontndvekedést stimuldld polipep-
tidek képezik. A taldlmény targyat kozelebbrdl neutrofil
aktivald peptid (NAP-2) bizonyos mutansai [NAP-2V- (13-
26; gln?®*~-glu®®) és NAP-2V-(15-22)] védett valtozatainak
csontstimuléld aktivitédsu fragmensei képezik.

A taldlmdny szerinti megoldas alkalmas csontnédvekedés

serkentésére alkalmazhatd gyodgydszati készitmények eldalli-

taséara.
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Csontstimulald faktor

A talalmany targyat csontndvekedést stimulald polipep-
tidek képezik. A taldlmény targyat koézelebbrdl neutrofil
aktivalé peptid (NAP-2) Dbizonyos muténsai [NAP-2V- (13-
26; gln®®-glu®®) és NAP-2V-(15-22)] védett valtozatainak
csontstimuldldé aktivitasu fragmensei képezik.

A talalmany szerinti megoldds alkalmas csontnovekedés
serkentésére alkalmazhatdé gydgyaszati készitmények eldalli-
tasara.

A bejelentés igényli az 1999. januar 13-an benyujtott
USSN 09/229,304 sz. bejelentés elsSbbségét, mely bejelentés
az 1998 marcius 26-an benyujtott USSN 09/048,058 sz beje-
lentés részben folytatdélagos bejelentése. E bejelentések
tartalmat a kitanitas részeként kell tekinteni.

A csontndvekedéssel és csonterdsséggel kapcsolatos is-
mereteink évrdl évre novekednek, amelyek Osszefoglaléasa
megtalalhat6é példaul a PCT/CA 94/00144. szami nemzetkédzi
kbzzétételi iratban (kézzétéve 1994. szeptember 15., WO
94/20615. kozzétételi szémon), PCT/CA 96/00653. szamiu nem-
zetkdzi kozzétételi iratban (kozzétéve 1997. aprilis 3., WO
97/12036. kozzétételi szémon), 5,320,970. szama USA-beli
szabadalmi leirasban és a 92 302 446. szamu eurdpai kdzzé-
tételi iratban (kozzétéve 1992. szeptember 23., 505 210.
szamon), amely bejelentések tartalmat a kitanitas részének

tekintjik.

Aktaszamunk: 94874-7584/PA



A talalmany szerinti megoldas hattereként, az alédbbiak-
pan leirtak alapjan a neutrofil aktivalod peptid (NAP-2; 1.
azonositészami szekvencia) és NAP-2 egy variansa, melyet
,NAP-2V”-nek jeltlnek (2. azonositészamia szekvencia), egy
ideje mar ismert volt [Walz, A. és M. Baggiolini, Biochem.
Biophys. Res. Commun. 159, 969 (1989)]. 2 231 872. szamu
brit szabadalmi leirésban (feltalaldk: M. Baggiolini, K. J.
Clemetson és A. Walz, kozzétéve 1990. junius 14.) ismerte-
tik a NAP-2 aminosav-szekvenciajat és harom latszdlag ter-
mészetesen eléforduld varianst, koztik a NAP-2V-t. Két méa-
sik varians tovabbi négy (3. azonositészamu szekvencia) és
harom (4. azonositészamu szekvencia) aminosavval rendelke-
-ik a NAP-2-szevencia N-termindlisanal. A NAP-2 a B-
tromboglobulin (B-TG; 5. azonositészamu szekvencia) alszek-
venciaja, amely tovabbi 11 aminosavval rendelkezik az N-
terminalis végnél. B-TG maga a kotdszoveti aktivald peptid
(CTAP-III; 6. azonositdszami szekvencia) alszekvenciaja,
amely tovabbi 4 aminosavval rendelkezik az N-terminéalis
végnél. CTAP-III a vérlemezke bazikus fehérje (PBP; 7. azo-
nositészamu szekvencia) alszekvenciaja, amely tovébbi 9
aminosavval rendelkezik az N-termindlis végnel.

NAP-2-t az interleukin-8-al (humdn IL-8; 8. azonositd-
szamu szekvencia; sertésbd8l szarmazd IL-8; 9. azonositodsza-
mi szekvencia) és melanoma-ndvekedést stimulald aktivitas-
sal (MGSA) egyutt ahhoz az alcsalddhoz soroltéak, amely oa-
kemokinek néven ismeretes. Az o-kemokinek ko6zosek abban,
hogy négy ciszteinnel rendelkeznek olyan nagymértékben kon-

zervativ  helyzetekben, amelyek a molekuldk  k&zponti



(,core”) régidjat veszik koriil [Brandt és mtsai., J. Biol.
Chem. 270, 6338 (1995)]. Brandt és munkatarsai azt talal-
tak, hogy latszdlag természetesen eléforduld, C-terminalis-
nal roéviditett NAP-2-varians, amelybdl hidnyzik a NAP-2
utolsé négy aminosava, fokozott mértékben képes neutrofil
degranulacidt stimulalni. Brandt és munkatarsai olyan vari-
4nst is szintetizaltak, amelyekbdl hidnyzott a NAP-2 utolsd
egy, kettd, harom, 6t és hat, C-terminalis aminosava. C-
terminalisnal roviditett, valamennyi polipeptid NAP-2-nél
mérsékelten nagyobb hatast volt képes kifejteni, kivéve azt
a szekvenciat, amely NAP-2-nek csak az elsé 64 aminosavéaval
rendelkezett. Brandt és munkatadrsai targyaltak a szekven-
ciamodositasok lehetséges jelent&ségét a NAP-2 szerkezete
és funkciéja vonatkozasaban.

A 4. vérlemezke faktor (PF4; 10. azonositbészamu szek-
vencia) hetven aminosavbol 4116 polipeptid [Hermodson, M.
és mtsai., J. Biol. Chem. 252, 6276 (1977); Morgan, F. J.,
Thromb. Haemost. 42, 1652 (1979)]. Kimutattdk, hogy a PF4
két, Saos-2- és G-292-jeld, oszteoblaszt oszteoszarkdma
sejtvonal proliferaciéjat gatolta [5,304,542. szami USA-
beli szabadalmi leiras, feltal&lék: D. M. Tatakis, megadva:
1994. aprilis 19.]. Indometacin latszélag nem volt hatassal
a sejtproliferacid PF-4-indukalt gatlasara. Feltételezzik,
hogy az alabbi, konkrét fragmensek szintén alkalmazhatok:
PF4 (58-70), PF4(47-70) és monomer, alacsony affinitasu
PF4 (LAPF4), amely 50%-ban homoldég PF4-el és a-helikalis C-
terminalissal rendelkezik. Tehat PF4-rdl és rokon szerkeze-

td polipeptidekrdl leirtak, hogy oszteoblasztok prolifera-



ciéjanak gatléasara szolgalé eljaréasban alkalmazhatdk, tob-
bek k&zott csontritkulasban szenvedS emberekben.

NAP-2V elsd 70 aminosava és a PF4 szekvenciaja mintegy
512-ban homoldg, és a négy cisztein helyzete konzervativ a
két polipeptidben.

Korabban kimutattak, hogy a NAP-2, NAp-2V, valamint a
NAP-2V bizonyos alszekvenciai csontstimulalé hatasokat ké-
pesek kifejteni, mig bizonyos alszekvencidk nem képesek
csontstimulalé hatasokat kifejteni. Azt talaltak, hogy a
NAP-2V- (1-26) (11. azonositbszami szekvencia) és NAP-2V-
(13-26; gln®®>->glu®®) (12. azonositdszamu szekvencia) novel-
te a csont megfigyelt feléptilési sebességét, az utdbbi ha-
tékonyabb volt, mint az elsé. Ugy tdnik, hogy NAP-2V-(10-
26) (13. azonositdészamu szekvencia) kismértékd novekedést
okozott a csont megfigyelt felépililési sebességében, bar a
megfigyelt nodvekedés statisztikail szignifikancidja kérdé-
ses. Azt talaltak, hogy NAP-2V-(11-26) (14. azonositdészamu
szekvencia) és NAP-2V-(12-26) (15. azonositdészami szekven-
cia) nem volt hatassal az &asvanyi anyag csontba vald, meg-
figyelt beépiilési sebességére.

A talalmény szerinti megoldés kidolgozasa soran azt ta-
l1altuk, hogy NAP-2V-(13-26; gln?°-glu®®) (17. azonositdszamu
szekvencia) és NAP-2V-(15-22) (18. azonositdszamu szekven-
cia) védett verzidinak csontstimulald aktivitasa van.

A talalmany targyat képezi tehat polipeptid, amely em-
1&sszervezetekben csontndvekedést elésegitd polipeptid-
fragmenst tartalmaz, a fragmens legfeljebb 13 egymast kove-

t46 aminosavbél 4&ll, a 12., 19. azonositbészamu aminosav-



szekvenciabdl, vagy a 12. vagy 19. azonositdészamu szekven-
cia konzervativ varianséabdél kivalasztva.

A talalmany targya méasik vonatkozasaban olyan polipep-
tid, amely legfeljebb 12 egymast koévetd aminosavbol all, a
12., 19. azonositészamu aminosav-szekvenciabdl, vagy a 12.
vagy 19. azonositdszamu szekvencia konzervativ variansabdl
kivalasztva.

Ezzel alternativ médon, a fragmens legfeljebb 11, 10, 9
vagy 8 egymast kovets aminosavbol &all, a 12., 19. azonosi-
toszamu aminosav-szekvenciabdl, vagy a 12. vagy 19. azono-
sitészamu szekvencia konzervativ variadnsabdél kivalasztva.

Megjegyezzik, hogy a 19. azonositészami aminosav-szek-
vencia l4-tagu szekvencia, amely megfelel a 12. azonositoé-
szamu szekvencianak, de kozvetlenil a természetesen eldé-
forduld szekvenciara, azaz a 2. azonositészamu szekvenciara
~alapul.

Az aminosav-szekvencia, amelybdl a polipeptid aktivita-
sa szarmazik, eldénydsen legalabb 8 aminosav hosszuséagu. A
szekvencia eldénydsen a 12. vagy 19. azonositdszamu szekven-
cia (vagy N- és/vagy C-terminalis védett verzidjénak) al-
szekvenciaja, vagy annak konzervativan szubsztituadlt vari-
ansa. Legeldnyosebben, az alszekvencia a 18. azonositdszami
szekvenciat (a leirasban az aminosav-szekvenciara onmagaban
véve utalunk) vagy konzervativan szubsztitudlt variansat
tartalmazza. S&t, még elényosebben, az alszekvencia a 18.
azonositdészamu szekvencia.

A talalmany targya masik vonatkozasaban polipeptid,

amely emld8sszervezetekben csontnovekedést eldsegitd poli-



peptid-fragmenst tartalmaz, a fragmens legfeljebb 13 egy-
mast kovetd aminosavbol all, a 12. vagy 19. azonositdészama
aminosav-szekvenciabdél kivalasztva.

A taldlmany targya masik vonatkozasaban olyan polipep-
tid, amely legfeljebb 12 egymast kovetd aminosavat tartal-
mazhat a 12. vagy 19. azonositdszamu aminosav-szekvenciabdl
kivalasztva, vagy legfeljebb 11, 10, 9 vagy 8 egymast kove-
t4 aminosavat a 12. vagy 19. azonositészami aminosav-szek-
venciabdél kivalasztva.

A fragmens eldnydsen legalabb 8 aminosav hosszusagu és
a 18. azonositészami szekvenciat vagy konzervativan szub-
sztitualt variansat tartalmazza.

A talalmany targya méasik vonatkozasaban izol4alt poli-
peptid, amely emlésszervezetekben csontnovekedest elésegité
polipeptid-fragmenst tartalmaz, a fragmens olyan aminosav-
szekvenciaval rendelkezik, amely lényegében a 18. azonosi-
toszami szekvenciat vagy konzervativan szubsztitualt vari-
ansat tartalmazza. El8nydsebben az izolalt polipeptid olyan
polipeptid-fragmenst tartalmaz, amely emlésszervezetekben
elésegit csontnovekedést, a fragmens olyan aminosav-szek-
venciaval rendelkezik, amely lényegében a 18. azonositdszéa-
mi szekvenciat vagy konzervativan szubsztitualt variansat
tartalmazza.

A talalmany szerinti polipeptidek N-termindlis vagy C-
terminalis aminosavai ko&zil az egyik vagy a masik vwvagy
mindkettd védécsoporttal lehet elléatva.

A talalmany targyat egy masik vonatkozadsaban egy elsé

polipeptidként definialjuk, amely emldsszervezetekben eld-



segit csontndvekedést, és olyan aminosav-szekvenciaval ren-
delkezik, amely lényegében legfeljebb 13 aminosavbdél 4ll,
és egy masodik polipeptid kielégitd mértékd masolata, a ma-
sodik polipeptid fentebb leirt polipeptid-fragmens, igy az
elsd polipeptidet olyan DNS kédolja, amely sztringens ko-
riilmények kozstt képes hibridizalddni a masodik polipepti-
det k6édold DNS-el.

Egy ilyen elsdé polipeptid dllhat legfeljebb 12, 11, 10,
9 vagy 8 aminosavbol, és elénydsen legaldbb 8 aminosav
hosszusagu.

Elénydsen a taldlmény szerinti polipeptid 1lényegében
tiszta, és a polipeptid molekulatdmege mintegy 1000 és min-
tegy 4000 kozotti, vagy mintegy 1200 és mintegy 3000 kozot-
ti, vagy mintegy 1200 és mintegy 1800 kozotti, vagy mintegy
1200 és mintegy 1800 kozotti tartomanyban van.

A talalmany targya a fentebb leirt, talalmany szerinti
polipeptidet tartalmazd dgens csont leépiilésével kapcsola-
tos betegség prevencidéjara és kezelésére vald alkalmazasra.

A talalmany targyat képezi csontnovekedést elbsegitd
gyogyaszati készitmény, amely talalmany szerinti polipeptid
teradpidsan hatasos mennyiségét tartalmazza.

A talalmany targyat képezi eljaras csontnovekedés mér-
tékének fokozdsara emldsszervezetben, a taldlmany szerinti
polipeptid terapiasan hatasos mennyiségének beadasaval.

A talalmany targyat képezi a talalmany szerinti poli-
peptid alkalmazadsa csontritkulas kezelésére.

A talalmany targyat képezi a talalmany szerinti poli-

peptid alkalmazéisa csontnévekedés elésegitésére emlésszer-



vezetben.

A taldlmany targyat képezi a talalmany szerinti poli-
peptid alkalmazéasa gydgyszer elBallitadsara, csont novekedé-
sének elésegitésére vagy csontritkulads kezelésére torténd
alkalmazéasra.

A taladlmany targyat képezi diagnosztikai reagenskészlet
a talalmany szerinti polipeptid jelenlétének meghatarozasa-
ra, amely a polipeptid ellen termeltetett, riporter-rend-
szerhez kotétt ellenanyagot tartalmaz, ahol a riporter-
rendszer detektalhaté valaszt ad akkor, ha eldre meghataro-
zott mennyiségi polipeptid és az ellenanyag Osszekapcsold-
dik.

A taladlmany targyat képezi izolalt DNS-fragmens, amely
taldlmany szerinti barmilyen polipeptid expressziéjat koé-
dolja, és olyan DNS, amely a genetikai kdéd degeneraltsaga
kdvetkeztében kiilonbdzik a fragmenstdl.

A talalmany targya vektor, amely olyan DNS-szekvenciat
tartalmaz, amely expresszdlhatéan koédolja a taldlmadny sze-
rinti polipeptidet.

A taldlmany targyat képezi eljaras talalmany szerinti
polipeptid el&allitéasara, amelyben

a) eldallitjuk a polipeptidet koédold nukleotid-szekven-
ciat tartalmazd DNS-fragmenst;

b) a DNS-fragmenst beépitjik expresszids vektorba, 1igy
olyan rekombinans DNS-fragmenshez jutunk, amely tartalmazza
a DNS-fragmenst, és képes replikadlédni;

c) gazdasejtet transzformdlunk a rekombinans DNS-frag-

menssel olyan transzformansok izolalasa céljabdl, amelyek



képesek expresszalni a polipeptidet; és

d) ugy tenyésztjik a transzformansokat, hogy lehetdévé
valjon, hogy a transzformansok a polipeptidet termeljék, és
kinyerjik a polipeptidet az eredménytl kapott, tenyésztett
keverékbdl.

A talalmany targyat képezi olyan vegyllet, amely talal-
many szerinti barmilyen polipeptidb8l ,szdrmazik”.

A talalmany targya tehat olyan polipeptid, amelynek
aminosav-szekvenciaja lényegében az aldbbiakbdl all:

(i) a 18. azonositdészadmiu szekvencianak megfeleld amino-
sav-szekvencia;

(i1i) az (1) -pontban emlitett aminosav-szekvenciaval
rendelkez8 polipeptid variansa, amely az aminosav-szekven-
ciadbdl tobbet tartalmaz; vagy

(iii) az (i) vagy (ii) pontban emlitett polipeptid kon-
zervativan szubsztitualt variansa.

Walz és munkatarsai altal kozolt, NAP-2V DNS-szekvenci-
ajat (2 231 872. szamu brit szabadalmi leiras. Feltalaldk:
M. Baggiolini, K. J. Clemetson és A. Walz, kozzétéve: 1990.
junius 14., “Neutrophil-activating peptide-2 and processes
for the production of NAP-2, B-TG, CTAP-III és PBP) a le-
irasban 16. szamu szekvenciaként azonositjuk.

A ,szelektiven hibridiz&lédik” kifejezés a leiréasban
arra utal, hogy nukleinsav-molekulak megfelelden sztringens
hibridizaciés korilmények kozott képesek hibridizalédni,
duplexet képezni vagy lényegében csak egyméshoz koétdédni, ha
elére meghatarozott szekvenciakkal rendelkezé molekulak

(azaz masodik polipeptid) Jelen vannak a DNS- vagy RNS-



‘o ee eceo .
. (X3

X XYY
oo

®s A% Y

-:- ..u o..o o... J'.

preparatumban. Nukleinsavmolekulak tervezése és Osszehibri-
dizalasi korilmények targyalasa céljabol, ladsd példaul
sambrook és munkatarsai, ,Molecular Cloning: A Laboratory
Manual” (2. kiadéas), 1-3. rész, Cold Spring Harbor
Laboratory (1989); vagy ,Current Protocols in Molecular
Biology”, szerk. F. Ausubel és munkatarsai, Greene
Publishing and Wiley-Intrscience, New York (1987).
,Sztringens hibridizacio6s koriilmények” kifejezést a le-
irasban szakember &ltal altalanosan ismert jelentésében al-
kalmazzuk. Szakember altal ismert moédszer szerint, megfele-
16en sztringens koriilmények olyanok, amelyek példaul 6 x
natrium-klorid/natrium-citrat (SSC) oldatban, mintegy 45°C-
on eld&segitenek nukleinsav-hibridizaciét. Az aldbbi példak
megtalalhatdk ,Current Protocols in Molecular Biology” cimi
konyvben [John Wiley & Sons, NY (1989), 6.3.1.-6.3.6.]: 50
ml, elsd alkalmas hibridizacidés oldat elkészitéséhez Ossze-
keveriink 24 ml formaldehidet, 12 ml 20 x SSC-t, 0,5ml 2 M
Tris-HCl pH 7,6, 0,5 ml 100 x Denhardt-féle oldatot, 2,5 ml
ionmentes vizet, 10 ml 50%-os dextran-szulfatot és 0,5 ml
10%-0s SDS-t. Egy masodik alkalmas hibridizacidés oldat 1%
kristalyos BSA-t (V. frakcioét), 1 mM EDTA-t, 0,5 M Na;HPO4—
et (pH 7,2) és 1% spS-t tartalmazhat. A sodkoncentracidt a
mosasi lépésben valaszthatjuk kismértékben sztringens ko-
riilményektdl (mintegy 2 x SSC 50°C-on) nagymértékben
sztringens k&érilményekig (mintegy 0,2 x SSC 50°C-on) . Mind-
két esetben a mosbéoldat 0,1% SDS-t tartalmazhat. Tovabba, a
hémérsékletet a mosasi lépésben meg lehet emelni kismérték-

ben sztringens korilményekrdl (szobahémérséklet, mintegy
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22°C) nagymértékben sztringens korilményekre (mintegy
65°C) . Az idézett hivatkozasok megadnak tobb részletet, de
a megfeleld mosasi sztringencia a homolbégia fokatdl és a
préba hosszatdéol figg. Ha a homoldégia 100%, magas hdémérsék-
letet (65°C-tél 75°C-ig) alkalmazhatunk. Ha a homoldgia
alacsony, alacsony mosasi hdémérsékleteket szabad alkalmaz-
ni. Azonban, ha a prdéba nagyon rovid (<100 bp), alacsony
hémérsékleteket kell alkalmazni, még 100%-os homolégia ese-
tén is. Altalaban alacsony hdémérsékleteken (37°C és 40°C
k6zott) kezdjiik a mosast, és a hémérsékletet 3-5°C-os in-
tervallumonként emeljiik, amig a hattér elég alacsony, hogy
ne zavarja az autoradiografiat.

A talalmany targyat képezi barmennyi kiméra csontstimu-
1416 faktor, amelyeket ugy éallitunk eld, hogy a talalmany
szerinti polipeptidek aminosav-szekvenciait tartalmazzak.

A taldlmany targya masik vonatkozasaban hatdanyagként
talalmany szerinti barmilyen polipeptidet vagy polipeptide-
ket tartalmazé agens csont leépililésével kapcsolatos beteg-
ség prevenciojara és kezelésére vald alkalmazasra.

A talalmany targyat képezi a polipeptid vagy polipepti-
dek alkalmazasa gydgyszer el8dllitaséra, csonf novekedésé-
nek el&segitésére vagy csontritkulas kezelésére torténdé al-
kalmazasra.

A talalmany targyat képezi ellenanyag, amely a 11., 12.
vagy 13. azonositoszami aminosav-szekvencidbdél vagy konzer-
vativan szubsztitualt varidnsaibdél &llo polipeptid alkalma-

zasaval lett szintetizalva.
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Az 1. &bran grafikusan szemléltetjik az dsvanyi anyag
csontba valdé megfigyelt beépiilési sebességeit (pum/nap)
olyan patkanyokban, amelyeket kémiailag szintetizalt, 17.
(masodik oszlop) és 18. (harmadik oszlop) azonositdészamu
szekvenciaval rendelkezd polipeptiddel oltottunk, kontroll-
hoz (elsé oszlop) viszonyitva. A hibabdél adbédd szdéras + 1
S.E. |

A 2. &bran grafikusan szemléltetjik az dsvanyl anyag
csontba vald beépiilési sebességeinek (um/nap) dézisfiggé-
sét, melyet olyan patkanyokban taladltunk, amelyeket jelolt
mennyiségl, 18. (harmadik oszlop) azonositészamu szekvenci-
4val rendelkezdé polipeptiddel oltottunk. A hibabdél adodo
szbéras + 1 S.E.

A 3. abran bemutatjuk a tesztelt polipeptidek aminosav-
szekvenciajat, a megfeleld aminosavakat egymads ala rendez-
ve, az aktiv peptideket folottiik huzott vonallal jeloltik,
6s azokat a szekvenciakat, amelyekrdl azt taldltuk, hogy
nem stimulalnak csontnovekedést, alattuk huzott vonallal
jelsltik. A megkézelitd molekulatomegeket a szekvenciaazo-
nositd szamok alatt mutatjuk.

Az 1., 2., 11., 12. és 13. azonositészamu szekvenciak-
kal rendelkezd polipeptidekrél korabban azt talaltak, hogy
csontndvekedést stimulalnak.

Kisérleteket végeztiink abbél a célbdl, hogy meghataroz-
zuk, a 17. és 18. azonositdészamu szekvencidkkal rendelkezd
polipeptidek rendelkeznek-e csontstimuldld aktivitassal. A
polipeptideket kémiailag szintetizaltuk szakember altal is-

mert, standard mdbdszerek szerint. A 12. azonositészamu
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szekvenciakkal rendelkezd polipeptid, amelyrdél korabban ki-
mutattak, hogy csontnévekedést stimulald aktivitassal ren-
delkezik, két plazmin-peptidédz hasitdhelyet tartalmaz a
lizin-treonin és lizin-aszparagin ko6zott, sorrendben.

Kilenc, ndéstény, Sprague-Dawley-féle patkanyt (dtlagos
tomegiik mintegy 300 g) harom csoportra osztottunk, amelyek
egyenként 3-3 patkanybol alltak. Az elsd, kontroll csoport-
ban minden patkanyt 400 pl puffer-oldattal (50 mM natrium-
acetat, pH-ja 4,5-re allitva), k6zvetleniil ezutadn 200 pl, 1
M tetraciklin-hidroklorid-oldattal oltottunk. Minden olda-
tot intramuszkuldrisan adtuk be a jobb farizomba. A masodik
csoportban 1évé patkanyokat hasonldéan oltottuk 400 pl puf-
ferrel, amely 100 nmol, 17. azonositdészamu szekvenciaval
rendelkezd, kémiailag szintetizalt polipeptidet tartalma-
zott, kozvetlenil ezutan 200 pul, 1 M tetraciklin-hidroklo-
rid-oldattal oltottunk. A mésodik csoportban 1évé patkanyo-
kat 400 pl pufferrel oltottuk, amely 100 nmol, 18. azonosi-
toszami szekvenciaval rendelkezd, kémiailag szintetizalt
polipeptidet tartalmazott, kozvetlenil ezutédn 200 pl, 1 M
tetraciklin-hidroklorid-oldattal oltottunk.

Mintegy 48 éra muilva egy masodik doézis tetraciklin-
oldatot adtunk be minden egyes patkanynak. Mintegy tovéabbi
24 6ra mulva a patkanyokat szén-dioxidos nekrdzissal el-
pusztitottuk.

A jobb combcsont (femur) also metafizisének metszeteit
alkalmaztuk az asvanyi anyag csontba vald beépiilési sebes-
ségének mérésére. Kozvetlenil a boncolas utan csontmintat

10% formaldehid-oldatban (pH 7,4) fixaltuk. Késébb, ugyane-
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zen a napon a formaldehid-oldatot kicseréltik 1l:l-aranyu
viz-aceton-oldatra. Ezt a kovetkezd napon kétszer cseréltik
acetonra. Ezt a kdvetkezd napon kicseréltiik 1l:l-aranyu ace-
ton/Spurr—-féle téapkdzeg oldatara, melyet késdbb, ugyanezen
a napon kicseréltiink Spurr-féle tapkdzegre. A kovetkezd na-
pon az egyes mintakat frissen cserélt Spurr-féle tapkdzegbe
tettiik, és 60°C-on, 24 Ora hosszaig kezeltiik, azutan 80°C-
on, 24 6ra hosszaig kezeltik.

Az egyes kezelt blokkokat 400 pm vastagsagu szeletekre
vagtuk, flrészes mikrotéma (Leitz) alkalmazasaval, amely
gyémantbetétes vagdlappal volt felszerelve. A viszonylag
vékony szeleteket &rléssel tovabb vékonyitottuk mintegy 10
um végsd vastagsagra, két iiveg orlélap kozott, melyek kar-
borundum-porral voltak eléérdesitve. A vékony szeleteket
megszaritottuk és festés nélkiil Permount-ban (Fisher) mon-
tiroztuk.

A méréseket pasztazd fénymikroszkédpos fotométer (MPV-
cD, Leitz) alkalmazasaval végeztuk, a metszetek 16 X nagyi-
tasaval, a PCT/CR94/00144. szami nemzetkszi kozzétételi

iratban leirtak szerint. Az igy kapott eredményeket bemu-

tatjuk az 1. abran.
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Egy masik kisérletsorozatban az &svanyi anyag csontba
valé, mért beépiilési sebességének dbézisfliggését értékeltiik

ki, a 18. azonositészami  szekvenciaval rendelkezd

polipeptid mennyiségének fliggvényében. Huszonnyolc ndstény,
Sprague-Dawley-patkdnyt (&tlagos testtomegiik mintegy 300 g)

elosztottunk hét csoportra, amelyekbe egyenként 4-4 patkany

kerilt. A patkanyokat az eldzd kisérletsorozatban leirtak

szerint kezeltiik, kivéve azt, hogy a tesztelt polipeptid

mennyisége az alabbiak szerint valtozott: 25, 50, 100, 200,

400 és 800 nmol. Az eredményeket bemutatjuk a 2. tablazat-

ban és a 2. abran.



2. tablazat: Csont felépiilési sebességének (pm/nap) dézisfiiggése

sitbészami polipeptid mennyiségétél

18. azono-

Kontroll | 25 nmol | 50 nmol | 100 nmol | 200 nmol | 400 nmol | 800 nmol
Atlag 1,320 1,686 1,753 1,907 2,209 2,123 2,139
S.E. 0,04 0,08 0,03 0,03 0,08 0,06 0,03
N 4 4 4 4 4 4 4
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Amint grafikusan bemutatjuk az 1. &brédn, védett amino-

és karboxi-termindlissal rendelkez8, NAP-2V-(15-22) (18.
azonositdészami szekvencia) nagyobb mértékd csontstimulaléd

aktivitidssal rendelkezik, mint a hasonldan védett NAP-2V-

(13-26; gln®*—>glu®®) (17. azonositészamu szekvencia).
NAP—2V—(15—22) vagy NAP-2V-(13-26; gln®>—glu®®) szek-
venciak kozul egyikben sem talalhaté cys'® és cys??. Az
6sszes ilyen NAP-2V-alszekvenciabdél hiadnyzik a sziiléi NAP-
2V-ben megtalalhaté cys®® és cys®?. Lehet, hogy NAP-2V- (10-
26), NAP-2V-(11-26) és NAP-2V-(12-26) csoOkkent aktivitasa
spontan intramolekuléaris diszulfid-k&tésre vezethetd visz-

sza, amely megakadalyozza a csontstimuldldé hatdshoz sziiksé-

ges polipeptid-receptor-kdlcsénhatast, de ez még teljes bi-

zonyossaggal nem ismeretes.

A NAP-2V-(13-26; gln%—églu”) szekvencidja eltér a meg-
feleld NAP-2V-alszekvenciatdél a 25. helyzetben, glutaminsav

van glutamin helyett. Természetesen varhatd, hogy a gluta-

mint tartalmazdé alszekvencia, ahogyan NAP-2V-ben eléfordul,

szintén képes csontndvekedést stimuldlni emlésszervezetek-

ben.
Kiinduldsi feltétel, hogy NAP-2 két belsd diszulfid-

kotést tartalmazzon Cys-5 és Cys3l, valamint Cys-7 és Cys-

47 kozdbtt, sorrendben (Baggiolini, M., Clemetson, K. J.,

Walz, A., PCT/EP89/01389. sza&mi nemzetkdzi kozzétételi

irat, kozzétéve 1990. junius 14., W090/06321. szamon). Ta-

gabb értelemben, a talalmdny szerinti szekvencidk és al-

szekvenciak, amelyek tartalmazzdk a megfeleld ciszteineket,

valdszinlileg hasonld kotéseket tartalmaznak.



Természetesen nyilvanvald, anélkil, hogy ezzel barmit
is korlatozni kivannank, hogy sokféle més aminosav-szub-
sztitucidéra van lehetdség, mikdézben megmarad a taldlmany
szerinti, NAP-2V-alszekvencia csontstimuldldé hatéaséaért fe-
lelds struktura. Konzervativ szubsztitucidkat a szabadalmi
irodalomban leirtak, példaul az 5,264,558. szami USA-beli
szabadalmi leirasban. Tehat varakozasok szerint, példaul
apolaros alifads semleges aminosavak, példaul glicin, ala-
nin, prolin, valin és izoleucin kozott lehetséges a csere.
Ehhez hasonldbéan, poldros alifids semleges aminosavak, sze-
rin, treonin, metionin, aszparagin és glutamin ko6zott le-
hetségesek szubsztitucidk. Toltott, savas aminosavak, asz-
paraginsav és glutaminsav koézdtt valdszinlileg lehetségesek
szubsztitucidk, mint ahogyan toltott bazikus amiﬁosavak,
lizin és arginin kozott lehetségesek szubsztitucidk. Aromés
aminosavak kozott, példadul fenilalanin, hisztidin, tripto-
fan és tirozin kozott wvalédszinlileg szintén lehetségesek
szubsztitucidk. Szubsztitucidk és egymas kozotti cserék
ilyen csoportositasa szakember szamara ismert. Mas szubsz-
titucidk szintén lehetségesek. Olyan aminosav-szekvenciat
tartalmazdé peptid, amely a 17. vagy 18. azonositdszamu
szekvencia ald rendezhetd, és azzal 100%-nal kisebb
homoldégidval rendelkezik, legalabb részben megtarthatja an-
nak csontstimuldldé aktivitédsat. Természetesen az 1is varha-
té6, hogy nagyobb szazalékos homoldgia, mondjuk 70%, 80%,
90%, vagy tobb, megndvelheti a megtartott csontstimuléaléd

aktivitas mértékét.



,Szekvencia azonossag és homolégia” kifejezés a leiras-
ban két polipeptid-molekula kozotti vagy két nukleinsav-
molekula k&zdtti hasonldésag. Ha példaul egy pozicidédt mind-
két, oOsszehasonlitott polipeptid-szekvenciaban ugyanaz az
aminosav foglal el (példaul, ha mindkét polipeptid-moleku-
laban egy poziciéban alanin van), akkor a molekuldk homold-
gok vagy a szekvenciak azonosak ebben a pozicidéban. A két
molekula kozotti szazalékos homoldgia vagy a két szekvencia
k6zottli szazalékos szekvencia-azonossag ilyen, a két szek-
venciaban megegyezd pozicidk szamanak a fliggvénye, elosztva
az O6sszehasonlitott Osszes pozicidé szadmaval x 100. Példaul,
ha a két szekvencidban 10 koziill 6 pozicidé megegyezik, akkor
a két 60%-ban homoldég vagy 60%-ban szekvencia-azonos. Pél-
daul a METLIA és MPTWIF polipeptid-szekvenciak 50%-ban ho-
moldégok vagy szekvencia-azonosak. Altaladban az Osszehason-
litashoz a két szekvenciat ugy rendezziik egymas ala, hogy
az maximadlis homoldégiat adjon.

Szekvenciak dsszehasonlitasat és két szekvencia kozotti
szazalékos homolégia meghatdrozadsat matematikai algoritmus
alkalmazasaval lehet elvégezni. Az egyméds ald rendezést két
nmédszerrel végezhetjilk, a Clustal-médszerrel és a J. Hein-
modszerrel. Ezek k&ziil a Clustal-médszert részesitjik
eldényben.

A Clustal-algoritmus (az itt alkalmazott szoftver ren-
delkezésre &4ll1 a DNASTAR Inc. cégnél, 1228 South Park Stre-
et, Madison, Wisconsin, USA, 1994) alkalmazasa olyan szek-
venciak egymas ald rendezéséhez ajanlott, amelyek hasonlo-

sadga nem szikségszer(ien evolucids. Az algoritmust Higgins,



D. G. és munkatarsai irtak le [CABIOS 5, 151 (1989)]. Ugya-
nilyen szoftver-programot biztosit szekvenciak egymés aléa
rendezésére a Jotun Hein mbédszer, amely nagymértékben ki-
fejlett csalddokhoz tartozd, olyan szekvenciak egymas alé
rendezéséhez ajanlott, amelyek nyilvanvald evolucids rokon-
sdgban vannak. Az algoritmust Hein, J. irta le [Methods I
Enzimology 183, 626 (1990)]. A programot alapbeallitasokkal
(standard paraméterekkel) alkalmazzuk. Aminosavak evolucids
szubsztitlicidés mintazatok, toéltés, strukturdlis és kémiai
hasonldésag alapjan torténd sulyozasa esetén PAM250 alapbe-
4llitast alkalmazunk. Fehérjék egymds ald rendezése esetén,
paronkénti egymds alad rendezésre alkalmazott paraméterek:
,Ktuple” = 1, ,Gap penalty” = 3, ,Window” = 5 és ,Diagonals
Saved” = 5.

Amennyiben egy vagy tobb aminosav delécidjat tekintjuk,
valészinl, hogy barmely szekvencia végeirdl kis szami ami-
nosav delécidéjara van lehetdség, emlékezve arra a megfigye-
lésre, hogy azok a delécidk, amelyekkel a 14. és 15. azono-
sitészamu szekvencidkhoz jutottunk, olyan polipeptideket
eredményeztek, amelyek nem fokoztadk a csontndvekedés mérté-
két.

Nagyon valdészind, hogy lehetséges aminosavak addicidja
a szekvencia végeihez, és a delécidkhoz hasonldan, szimmet-
rikus vagy kozel szimmetrikus addicidkra is van lehetdség
csontstimulald aktivitédssal rendelkezd szekvencia karboxi-
és amino-termindlisahoz.

A taldlmény szerinti polipeptid javithatdé proteadzok je-

lenléte miatt, a testben bekdvetkezd, esetleges lebomlasa-



nak vonatkozdsaban, példaul a polipeptid C-terminaliséanak,
N-termindlisanak, vagy a C-termindlis és N-termindlis egy-
idejl védelmével.

A leiradsban ,védett” termindlis aminocsoport kifejezés
olyan terminédlis (N-termindlis) aminocsoportra utal, amely
peptidszintézisben alkalmazhatd, kiilénféle amino-termindlis
védécsoportok barmelyikéhez kapcsoldédik. Alkalmas csoportok
lehet példaul barmilyen acil-véd&csoport, példaul formil,
acetil, benzoil, trifluoracetil, szukcinil vagy metoxiszuk-
cinil; aroméds uretan-véddécsoportok, példaul benzoiloxi-kar-
bonil; és alifas uretan-védd&csoportok, példaul t-butoxi-
karbonil vagy adamantiloxi-karbonil [szerk. Gross és
Mienhofer, “The Peptides”, 3. rész, 3-88. old., Academic
Press, New York (1981)].

A leiréasban a ,védett” termindlis karboxil-csoport ki-
fejezés olyan termindlis (C-termindlis) aminocsoportra u-
tal, amely peptidszintézisben alkalmazhatd, kilonféle kar-
boxi-termindlis véddcsoportok barmelyikéhez kapcsoléddik.
Szakember szamara nyilvanvald, hogy alkalmas csoportok le-
hetnek példaul t-butil, benzil vagy més elfogadhatd csopor-
tok, amelyek a terminalis karboxilcsoporthoz észter- vagy
éterkotésen keresztiil kapcsolddnak.

A taldlmany targyat képezd vegylileteket kémiailag lehet
szintetizalni, szakember altal ismert mdédszerekkel, példaul
szildrd fézisu peptidszintézissel. A szintézist a peptid
karboxi-terminadlisdndl végénél kezdik a-amino-védett amino-
sav alkalmazdsaval. Terc-butiloxi-karbonil (Boc) védd&cso-

portokat vagy més, alkalmas véd&csoportokat lehet alkalmaz-
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ni [Stewart és mtsai., “Solid-Phase Peptide Synthesis”, W.
H. Freeman Co., San Francisco (1969); Merrifield, J. Am.
Chem. Soc. 85, 2149-2154 (1963); Vale és mtsai., Science

13, 1394-1397 (1981); és Marke és mtsai., J. Am. Chem.

ci. 103, 3178 (1981)]. Leirtak szintetikus mdédszereket 1is

0

[szerk. M. Bodansky, “Principles of Peptide Synthesis”,
Springer-Verlag (1984)]. Ezeket és mas, peptidszintézisre
szolgald példéakat leirnak a 3,862,925, 3,842,067,
3,972,859, 4,105,602, 4,683,291, 4,244,946 és 4,305,872,
szami USA-beli szabadalmi leiréasban.

A vegylleteket manualis vagy automatizalt technikak al-
kalmazasaval is lehet szintetiz&lni, példaul Applied
BioSystems 430A peptiszintetizator (Foster City, Califor-
nia), vagy Biosearch SAM 11 automata peptidszintetizéator
(Biosearch, Inc., San Rafael, California) alkalmazaséaval.

Polipeptidbdl ,szarmazd” vegylleten értink konkrét ami-
nosav-szekvencidval rendelkezd, barmilyen olyan molekularis
entitdst, amely azonos, lényegében homoldg, vagy mas mdédon
funkciondlisan vagy strukturdlisan ekvivalens a polipeptid-
del. Tehat, egy adott polipeptidbd&l szarmazdé molekula ren-
delkezhet a polipeptid, a polipeptid béarmilyen részének,
vagy mas olyan molekularis entitas aminosav-szekvenciaja-
val, amely csontnovekedés stimulatoraként képes mikodni.
Ilyen koétddoménbdl szarmazd molekula mimetizalja azt a
polipeptidet, amelyb8l az szarmazik. Ilyen molekularis en-
titdsok lehetnek peptidmimetikumok és hasonldk.

A ,peptidmimetikumok” olyan strukturdk, amelyek pepti-

dek helyettesitésére szolgalnak akceptormolekulakkal vald
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kdlcsdnhatdasban [lasd példdul Morgan és mtsai., Ann.
Reports Med. Chem. 24, 243-252 (1989), 0sszefoglald iroda-
lom peptidmimetikumokrdél]. A leirdsban peptidmimetikumokon
szintetikus strukturéikat értink, amelyek aminosavakat
és/vagy peptidkotéseket tartalmazhatnak vagy nem tartalmaz-
hatnak, de megtartjadk olyan peptidek strukturalis és funk-
cionadlis tulajdonséagait, amelyekbdl szarmaznak. A ,peptid-
mimetikumok” kifejezésen értink peptoidokat és oligopeptoi-
dokat, amelyek N-szubsztitualt aminosavakbdél szarmazd pep-
tidek vagy oligomerek [Simon és mtsai., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89, 9367-9371 (1972)]. Peptidmimetikumok k&zé tar-
toznak tovabba peptidkonyvtarak, amelyek adott aminosav-
hosszusagi peptidekbdl alléd, tervezett peptid-gylijtemények,
és minden ezeknek megfeleld, elképzelhetd aminosav-szekven-
ciat tartalmaznak.

Két polipeptid-szekvencia ,lényegében homoldég”, ha a
nukleotidok vagy aminosavak legalabb mintegy 85%-a (eldénys-
sen legaldbb mintegy 85%-90%-a, és legeldénybsebben legaldbb
mintegy 95%-a) egyezik egy meghatarozott hosszusagu poli-
peptid-szakaszon. A leiradsban a ,lényegében homoldg” kife-
jezés olyan szekvenciakra is utal, amelyek a specifikalt
polipeptid-szekvenciaval azonossagot mutatnak.

A taldlmdny szerinti csontstimulator aktivitdssal ren-
delkezd8 polipeptideket strukturdlisan és funkciondlisan mi-
metizdldé peptidmimetikumokat is alkalmazhatjuk a taldlmany
szerinti megoldéasban, és el&allithatjuk azokat az aléabbi
stratégidkat és eljarasokat kovetve., Mimetikumokat &ltala-

ban L-aminosavak D—-aminosavakra vald szisztematikus cseré-
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jével, oldalléncok metil-csoportra vagy eltérd elektronikus
tulajdonsagokkal rendelkezd pszeudoizosztérikus csoportokra
valé cseréjével [lasd Hruby és mtsai., Biochem. J. 268,
249-262 (1990)), és a fentebb leirt peptidinhibitorokban
peptidkotések amidkotésekre vald szisztematikus cseréjével
nyert informdcidék alapjan tervezink. Példaul amidkotést
tartalmazdé helyettesitd analdgokat lehet alkalmazni a pep-
tid szerkezete és funkcidja kozotti Osszefilggések vizsgala-
tara, példaul a véazban 1lévé forgasi szabadsag, intra- és
intermolekuldris hidrogénhid-kotések mintadzatainak, lok&lis
és az egész molekuldt érintd polaritas és hidrofobicitéas
moédositésédnak és ordlis bioldgiai hozzaférhetdség vizsgala-
téra.

Lokalis konformacibs korladtozasokat 1is bevihetiink
csontstimuldtor aktivitassal rendelkezd, potencidlis pep-
tidmimetikum aktivitdsdhoz szilkséges konformacidés igények
meghatarozasa céljabél. Példaul B,B-elhelyezkedésd aminosa-
vakat alkalmazhatunk konformacidés korlatok peptidaktivitéas-
ra kifejtett hatédsainak vizsgalatara [lasd példaul Manning
és mtsai., J. Med. Chem. 25, 408-414 (1982); Mosberg és
mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 106, 506-512 (1983);
Pelton és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 23-239
(1985) 1].

A mimetikumok tartalmazhatnak izosztérikus amidkotése-
ket, példaul Y[CH,S], Y[CH,NH], WI[CNH,], W[NHCO], W[COCH;]
és WI[(E) vagy (Z) CH=CH], Oosszefoglald irodalomként 1lasd
Spatola, “Chemistry and Biochmistry of Amino Acids,

Peptides and Proteins”, VII. kotet (1983), szerk.
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Weinstein, Marcel Dekker, New York, 267-357. old. A szinte-
tikus molekuldk tartalmazhatnak D-aminosavakat visszakanya-
roddé konformacidk stabilizdlasdra vagy eldsegitésére, és a
molekula enzimes lebomlasaval szembeni stabilizadlasanak ki-
segitése céljadbél [lasd példaul Freidinger és mtsai.,
“Peptides: Structure and Function”, szerk. Deber és mtsai.,
Pierce Chem. Co., Rockford, III., 549-552. old.; Sawyer és
mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 5754-5758 (1980);
Torchiana és mtsai., Arch. Int. Pharmacol. Ther. 235, 170-
176 (1978)]. Ciklikus aminosav-analdgokat alkalmazhatunk
annak akadalyozadsa céljabdél, hogy aminosavak felvegyenek
adott konformaciés &llapotokat, példaul oao’- és BB’-szub-
sztitudlt, ciklikus aminosavakat, példadul l-aminociklopen-
tan-karbonsav (cikloleucin) és B,B-ciklopentametilén-fB-mer-
kaptopropionsavat [lasd Hruby és mtsai., mint fent].

A mimetikumok olyan szekunder polipeptid-strukturat/-
strukturakat mimetizalhatnak, amelyek aminosavak 3-dimen-
zidés orientacidjat képesek modellezni ismert szekunder fe-
hérje-konformacidkba, példadul fB-kanyart képesek mimetizal-
ni, ilyen a fenoxatin-gylrlUrendszer, és f-lemezt képesek
mimetiz&alni, ilyenek az epindolidion-struktirdk. Leirtak o-
hélixet indukaldé templat tervezett szintézisét és konforma-
cidés analizisét [Kemp és mtsai., Tetrahedron Lett. 29, 4931
(1988); Kemp és mtsai., Tetrahedron Lett. 29, 4935 (1988)].

Potencidlis mimetikumot tesztelni vagy eld&szkrinelni
lehet potenciédlis aktivitasara mint csontstimulald vegylile-
tet agy, hogy a vegyllet affinitasat mérjuk olyan

polipeptid ellen termeltetett ellenanyag iranyaban, amely-



b1 a mimetikum szarmazott. Fentebb, a polipeptidekre leir-
tak szerint, azok a mimetikumokat, amelyek pozitivan rea-
gdlnak a mar ismert peptid ellen termeltetett ellenanyag-
gal, ezutédn csontstimulalé hatasokra lehet in vivo tesztel-
ni, a leirasban példaul patkanyokra leirt rendszer alkalma-
zdsaval. A 9. azonositdészadmi aminosav-szekvenciaval rendel-
kezd polipeptid ellen termeltetett ellenanyagok kiilondsen
alkalmasak ebben a vonatkozasban.

A leiradsban megtaldlhaté a peptoid kifejezés is. A
peptoidok N-szubsztitualt aminosavak oligomerjei [Simon és
mtsai., mint fent (1972)], és olyan 0uj molekulakat tartal-
mazd, kémiailag sokszind konyvtarak el8adllitasara lehet
azokat alkalmazni motivumként, amelyeket azutdn kotésre
vagy csontstimulald aktivitas tesztelésére lehet alkalmaz-
ni. A monomerek bevihetnek t-butil-alapu oldallancot és 9-
fluorenil-metoxi-karbonil o-amin-védelmet. A peptoid-mono-
merek oligomerizacibéjat végrehajthajuk példaul benzotria-
zol-1l-iloxitris(pirrolidino)-foszfénium vagy brdém-trisz-
(pirrolidino) -foszfédnium-hexafluor-foszfat in situ aktiva-
lasaval. A tobbi lépés megegyezik a szokdsos peptidszinté-
zisben alkalmazott lépésekkel o-(9-fluorenil-metoxi-karbo-
nil)-aminosavak alkalmazasaval. Oligopeptoidokat uUgy lehet
azonositani, hogy Osszemérheté aktivitédsokkal rendelkeznek
a megfeleld polipeptidekhez, és igy potencidlisan csontsti-
mulaldé agensként alkalmazhatodk.

Ilyeneket tartalmazéd, talalmadny szerinti vegyileteket
és készitményeket szamos terdpias és profilaktikus alkalma-

zadsban hasznalhatunk, csont leépiilésével kapcsolatos beteg-
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ség prevencioéjara és kezelésére. A vegyiileteket tehdt csont
novekedését eldsegitd kezelésként barmilyen alkalmas mdédon
beadhatjuk, példaul csontritkulds kezelése soran. Az eld-
nyds beadasi mdédok alkalmasak polipeptid-tipusu vegyliletek
célba juttatasara az alany véraraméaba, szem eldtt tartva a
polipeptidekre eld8irt, megfeleld taroldsi és kezelési ko-
rilményeket, példaul azokat, melyeket a leirasban megemli-
tink.

Tehdt a taldlmény targyat képezik a taldlmany szerinti
vegyiiletek hatdsos mennyiségét tartalmazd készitmények is,
példaul azok nem-toxikus addicidés sé6i, amidjal vagy észte-
rei, amelyek egymagukban a fentebb leirt, joétékony hatéasu
kezelés biztositdsadra szolgalhatnak. Ilyen készitményeket
elallithatunk tgy is, hogy a hatdéanyagot fizioldbgiailag to-
leradlhatdé folyadékkal, géllel vagy szilard higitdészerekkel,
adjuvansokkal vagy segédanyagokkal egyiitt tartalmazzéak.

A fenti példakban, amelyekben NAP-2V-alszekvencidkat
alkalmazunk, mintegy 75 nmél polipeptidet adunk be testto-
meg-kg-ként az allatnak. A gyakorlatban, kiloéndsen, ha az
alany ember, a napi doézis 0,01 és 300 mg/testtomeg-kg ko-
zdtti vagy nagyobb mennyiség. A dbzis eldénydsebben mintegy
0,1 és mintegy 30 mg/testtomeg-kg kozotti mennyiség kozelé-
ben van. A beadas eldnyds gyakorisdga lehet tobb vagy keve-
sebb napi egyszeri alkalomnal, amely a beadas médjatdol, ké-
nyelmi szempontoktdl, a kezelési hatékonysag beadasi gyako-
risagtdl fiiggd valtozasaitdl és a beadasonként alkalmazott
mennyiségtsl fiugg. A beadott dobzis fligg az alanytdl is, és

attdl, hogy a beadas milyen hatast valt ki. Barmelyik vagy
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tobb beadott vegyllet dbdzisa sok faktortdl flgg, példaul az
alkalmazott konkrét vegylilettdl vagy vegyiletek kombindcidé-
jatdl, a beadds médjatdl és a kezelendd emldésszervezettdl.
Egy adott vegyliletet vagy vegylletek kombinacidéjat tartal-
mazd dbdzisokat szokasos megfontolasok alapjan lehet megha-
tarozni; példadul a vizsgalt vegylletek és ismert A&gensek
differencidlis aktivitédsainak szokdsos Osszehasonlitéasaval,
amely megfeleld farmakoldgiai eljérés.alkalmazéséval torté-
nik, amelyben példaul a csontslrliséget mérjik a idé fiuggvé-
nyében.

Gybgyszerkészitmények Dbarmilyen vegyiletet tartalmaz-
hatnak injektadlhatdé oldatként elkészitve, példaul kozvetle-
niil felhasznalds eldétt preparalt, injektdlhatdé oldatot
csontndvekedés eldsegitésére és/vagy csontritkuléds kezelé-
sére. Injektdlhatdé lehet barmilyen folyékony oldat vagy
szuszpenzid; szilard formak is, amelyekbdl folyadékot lehet
preparadlni az injektalas eldtt oldat vagy szuszpenzidé for-
majdban. A készitményt emulgealni is lehet. Az aktiv poli-
peptidet gyakran keverik higitészerekkel és kotdSanyagokkal,
amelyek fizioldgidsan toleralhatdék és kompatibilisek a
polipeptiddel. Alkalmas higitészer és kotdanyag lehet pél-
didul viz, natrium-klorid-oldat, dextrdéz, glicerin és hason-
16k, és ezek kombinacidi. Tovabba, kivant esetben a készit-
mények tartalmazhatnak kisebb mennyiségl segédanyagokat,
példaul nedvesité vagy emulgeald a&agenseket, stabilizald
vagy pH-puffereld agenseket és hasonldkat.

Gyobgyaszati készitményekben a vegylileteket szokdsos ko-

t&anyagokkal keverve alkalmazzuk, azaz olyan gydégyaszatilag
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elfogadhaté szerves vagy szervetlen hordozé anyagokkal,
amelyek nem reagalnak a vegylletekkel ugy, hogy karositanak
azokat, és amelyek valdszinlleg fokozzadk a vegyliletek taro-
la4si és kezelési stabilitasat. A preparativ eljarasban ste-
rilizadlhatjuk a gydgyaszati készitményeket. A vegylileteket
keverhetjiik segédagensekkel, példaul sikositdszerekkel,
tarto6sitdszerekkel, stabilizédtorokkal, ozmotikus nyomast
befolyasoldé sdkkal, stb., amelyek nem reagalnak a vegylile-
tekkel ugy, hogy karositanak azokat.

A készitményeket szokadsos mbédon parenteralisan injekci-
6val, példaul szubkutdn vagy intravénédsan adjuk be. Tovabbi
gyégyszerformdk, amelyek mas beadasi mdébdszerekben alkalmaz-
haték, példaul kupok, intranazalis aeroszolok, és néhany
esetben oralis formdk. Kupok esetén alkalmazott hagyomanyos
kotéanyagok és segédanyagok lehetnek példaul polialkilén-
glikolok vgy trigliceridek; ilyen kupokat készithetink 0, 5%
és 10% kozotti, eldnydsen 1% és 2% kozotti hatdanyagot tar-
talmazdé keverékb8l. Oralis formékban normédlis esetben al-
kalmazott kotdanyag példaul mannit, laktdz, keményitd, mag-
nézium-sztearat, natrium-saccharin, celluldéz, magnézium-
karbonat és hasonldk. Ezek a formdk lehetnek oldatok,
szuszpenzidk, tablettak, pirulak, kapszuldk, késleltetett
felszabadulast Dbiztositd formak, vagy porok, és 10%-95%,
eldnydsen 25%-70% hatdanyagot tartalmaznak. Ezek az oralis
formak lehetnek olyan formdk, amelyeket ugy terveznek, hogy
a peptid védve legyen, amig abszorbealddik.

A peptidvegylileteket a készitményekben semleges vagy

s6-formadkra lehet hozni. Gybgyadszatilag elfogadhaté nem-
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toxikus soék lehetnek sav-addicidés sdk (szabad aminocsopor-
tokkal képzdédnek), amelyek szervetlen savakkal, példaul sob-
savval vagy foszforsavval képzd&dnek, vagy szerves savakkal,
példaul ecetsavval, oxalsavval, borkésavval, mandulasavval
és hasonldkkal képz&dnek. Szabad karboxicsoporttal rendel-
kez8 sdkat szervetlen bazisokkal, példaul natrium-, kalium-
, ammdénium-, kalcium- vagy vas-hidroxiddal, és szerves ba-
zisokkal, példadul izopropilaminnal, trimetilaminnal, 2-
etil-amino-etanollal, hisztidinnel, prokainnal és hasonlék-
kal lehet szarmaztatni.

A taldlmany szerinti vegytileteket homopolimerizalni le-
het dnmagukkal (azaz peptid,), vagy heteropolimerdz4alni le-
het egy masikkal. A vegylleteket bioldégiailag kompatibilis
polimervegyililetekhez is, példaul BIOPOL™-hoz (WR Grace &
Co., Conn.) lehet konjugalni.

- Ha rekombinadns technikakkal &llitjuk eld azokat, a ta-
ladlmadny szerinti, kivant polipeptidet kédold DNS-szekven-
ciadt standard, automatizalt technikdk alkalmazdsaval lehet
szintetiz4dlni, wvagy a kédold szekvencidkhoz vagy annak
részleteihez cDNS- vagy genomi kdnyvtarakbél lehet hozza-
jutni. Ezt a DNS-t alkalmas expresszids vektorokba ligal-
juk, és ezeket a vektorokat megfeleld gazdaszervezetekbe
transzformaljuk. Kiilonféle expresszids vektor/gazdaszer-
vezet-rendszereket lehet alkalmazni, példaul prokaridta és
eukaridta tenyésztd rendszereket egyarant.

A prokaribtakat leggyakrabban kulonféle E. coli tdrzsek
képviselik. Azonban mas mikroorganizmus-torzseket is lehet

alkalmazni, példaul Bacillus nemzetséghez tartozd torzse-
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ket, példaul Bacillus subtilist, kilénb6z8 Pseudomonas-
fajokat, vagy més baktériumtdrzseket. Ilyen prokaridta-
rendszerekben, replikadcidés origdt és szabalyzd szekvencia-
kat tartalmazé plazmidvektorok olyan fajbdél szarmaznak,
amely kompatibilis az alkalmazott gazdaszervezettel. Példa-
ul E. colit tipikusan pBR322 szarmazékaival transzformd-
lunk, amely E. coli fajokbdl szarmazd plazmid [Bolivar és
mtsai., Gene 2, 95 (1977)]. Altalanosan alkalmazott, pro-
karidéta szabalyzd szekvencidk, amelyeket a leirasban defi-
nidlunk, példaul promdéterek a transzkripcidé inicialéasara,
adott esetben operatorral, riboszdéma-kdtShely szekvencidi-
val, ilyen &ltaldnos alkalmazott prométer példaul f(-lakta-
maz (penicillindz), laktdéz (Ilnc) prométerrendszerek [Chang
és mtsai., Nature 198, 1056 (1977)], triptofan (trp)
prométerrendszer ([Goeddel és mtsai., Nucleic Acids Res. 8,
4057 (1990)] és a lambda-szarmazék Pp,-prombéter és N-génbdl
szadrmaz6é riboszbéma kotdhely [Shimatake és mtsai., Nature
292, 128 (1981)]. Azonban barmilyen rendelkezésre 4&llo,
prokaridtakkal kompatibilis prométerrendszert lehet alkal-
mazni.

A taldlmany szerinti eukaridta rendsierekben alkalmaz-
haté expresszids rendszerek megfeleld eukaridta génekbdl
szarmazb prombétereket tartalmaznak. Eleszt8ben alkalmazhatd
prométerek példdul glikolitikus enzimek szintézisében sze-
repet jatszd prométerek, példidul alkohol dehidrogenéz
prombterei, glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz promote-
re (Holland & Holland, J. Biol. Chem. 25, 2596 (1980)], al-

fa-faktor prométere [Bitter és mtsai., Proc. Natl. Acad.
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Sci. USA 81, 5330 (1984)], gal-prométer [Johnston & David,
Mol. Cell. Biol. 4, 1440 (1984)], 3-foszfoglicerat kinaz
prométere [Hitzeman és mtsai., J. Biol. Chem. 256, 1385
(1980) 1 vagy YEpl3-bdl szarmazd Leu2-gén promdbtere ([Broach,
J. és mtsai., Gene 8, 121 (1978)].

Alkalmas, emlésszervezetben mikodd prombédterek lehetnek
8V40-b&1l szarmazd korai és késbi prombterek [Fiers és
mtsai., Nature 273, 113 (1978)] vagy mas viralis promdéte-
rek, példaul polidmabdl, adenovirus-II-bdl, marhaeredetd
papillomavirusbdél vagy majomeredetd szarkdédmavirusbél szar-
mazdé promdterek. Alkalmas viralis és emldésszervezetbdl
szarmazé enhanszereket fentebb idéztink. Novényi sejtek
esetén alkalmazott expresszidéds rendszerben nopalin szinte-
tdz promdétere megfeleld [Depicker, A. és mtsai., J. Mol.
Appl. Gen. 1, 56 (1982)].

Az expresszids rendszerek replikdcids vektorokban ta-
ldlhatdék, vagy rekombindns gdazdaszervezet kromoszoéméajaba
vannak integralva. Olyan rendszerek esetén, amelyekben a
vektorok replikacidés rendszert tartalmaznak, lehetnek ala-
csony vagy magas kdépiaszamban, rendszerint mintegy 1000-nél
kevesebb kdépiaszamban, bar bizonyos szituacidkban ,runaway”
vektorokat lehet alkalmazni. AkAr integracidéra szant vek-
torban van, akar replikdcidés rendszerben van, a talalmany
szerinti polipeptidet kédold szekvenciat tandem méddon lehet
ligadlni amplifik&ld génnel, példaul dihidrofolat reduktéaz,
metallotioneinek, timidin kindz vagy hasonldk génjével.
Prokaridéta rendszerekben, az amplifikald gént és a célgént

egyarant ugyanazon transzkripcids és transzlacids szabalyzo

Weo-



régidk szabdlyzdsa ala lehet helyezni.

A vektor rendszerint tartalmaz olyan markert, amely le-
hetévé teszi az expresszids rendszert tartalmazdé gazdaszer-
vezet sejtjeinek szelekcidjédt; ezen markerek természete
fiigg a gazdaszervezettdl és szakember szdmédra nyilvanvald.
A sziikséges szabalyzdkon, példaul prombdbtereken kiviil tovab-
bi szekvencidkat, példaul enhanszereket is lehet alkalmazni
a transzkripcidé mértékének fokozadsdra. Ha a polipeptidet
szekretalni kivanjuk, szignédlpeptidet kédold, 5’-végi szek-
venciat lehet alkalmazni, példaul olyanokat, amelyeket le-
irnak a 4,336,336., 4,338,397 és 4,546,082. szamui USA-beli
szabadalmi leirdsokban. A szigndlszekvencia enzimesen leha-
sad, amikor a polipeptid-termék szekretédldédik.

Az alkalmazott gazdasejttél fiiggéen, transzformacidt
standard technikdk végrehajtadséaval lehet végezni, amelyek
alkalmasak ilyen sejtek esetén. Cohen, S. N. &altal leirt
[Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69, 2110 (1972)], kalcium-
kloridot alkalmazé kalciumos kezelést, vagy Maniatis és
munkatarsai altal leirt [“Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (1982), Cold Spring Harbor Press, 254. old.] RbCl-
moédszer alkalmazzuk prokaridtakra vagy olyan sejtekre, ame-
lyek lényegi sejtfal-gatakat tartalmaznak. Agrobacterium
tumefaciens alkalmazasaval fertézink bizonyos novényi sej-
tek esetén [Shaw, C. H. és mtsai., Gene 23, 315 (1938)].
Sejtfalakkal nem rendelkezd emlds sejtek esetén Graham és
van der Eb &4ltal leirt, kalcium-foszfatos kicsapadsi mdédszer
elényds. Elesztébe vald transzforméciot, példaul Van

Solingen, P. és munkatarsai [J. Bacter. 130, 946 (1977)]



valamint Hsiao, C. L. és munkatdrsai [Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 76, 3829 (1979)] altal leirt eljaras szerint vég-
zlnk.

Alkalmas expresszidés rendszer o©sszeallitdsa utan, a
rendszert A&altaldban megfeleld gazdaszervezetbe transzfek-
tdljuk, és sikeres transzformansokat szelektdlunk az ex-
presszibs vektorok altal tartalmazott markerek felhasznila-
sdval. A sikeresen transzformdlt koldénidkat azutédn abbdl a
célbdl tenyésztjuk, hogy a kivant polipeptidet termeljék.
Néha eldnyds olyan promdtert alkalmazni, amelyet kdrnyezeti
koriilmények szabdlyzédsaval lehet kontrolldlni, igy a sejte-
ket olyan kortlmények kozott lehet noveszteni, amelyben a
taldlmédny szerinti, kivant polipeptidet k&édoldé gén nem
expresszalodik, és azutan a korulmények megfeleld manipula-
lasaval lehet indukdlni a polipeptid termelddését. Példaul,
ha trp-prométert alkalmazunk E. coliban, a sejteket tripto-
fan Jjelenlétében novesztjik, és azutdn az expresszidt a
triptofadn-koncentracidé csodkkentésével vagy triptofan-ana-
16g, példaul indolil-ecetsav hozzdadasaval indukaljuk. Ha a
gén PL-prométer szabalyzasa alatt van, a sejteket viszony-
lag alacsony hémérsékleten novesztjik, példidul mintegy
35°C-on, megfeleld sejtslirliségig, és azutédn a hémérsékletet
megemeljiik a promdéter aktivalasa céljadbdl. Ha bakteridlis
gazdaszervezetben termeltetiink érett, intracellulédris poli-
peptidet, az N-terminalis metionin lehasadhat vagy nem ha-
sadhat le. Emlés rendszerekben példidul metallotionein-
promoéter alkalmazasa lehetdvé teszi az indukcidt nehézfémek

vagy glikokortikoidok hozzaadasaval. Ezt a mbdszert akkor



részesitjik eldényben, ha a polipeptid érés eldtti felhalmo-
zbdadsat akarjuk megakadalyozni, amely karos lehet a sejt
noévekedésére.

A polipeptidet termeltethetjik intracellularisan, vagy
szekretalt forméaban olyan vektorok elddllitaséaval, amelyek-
ben a peptidet megeldzi a megfeleld gazdaszervezetben miiko-
déképes szignalpeptid.

A polipeptidet kinyerjik a tapkozegbdl vagy a séjtek—
b&l, szakember &altal &ltalanosan ismert, megfeleld techni-
kdk alkalmazasaval, és tisztithatjuk példaul ioncseréls§
kromatografiaval, amménium-szulfatos kicsapadssal, gélper-
meacids kromatogréafiadval, és igy tovabb.

A taldlmany szerinti eljardsok eredményeként rendelke-
zésre A4ll16 polipeptideket elleniik termeltetett antiszérumok
elSadllitdsara lehet alkalmazni (Stites, D. P. és A. 1.
Terr., “Basic & Clinical Immunology”, 7. kiadas (1991),
Appleton and Lange, Norwalk, Connecticut és San Matea,
California]. Mdbdszereket és termékeket lehet kifejleszteni
polipeptid ellen termeltetett ellenanyag alkalmazasaval a
polipeptid detektalasara, amelyet az ellenanyag képes kot-
ni. Ezt megoldottak legalabb arra a polipeptidre, amely a
CTAP-III szekvencidjéval rendelkezik (3. azonositbdszamu
szekvencia; Baggiolini, M, Clemetson, K. J., Walz, A.,
PCT/EP89/01389. szamu kozzétételi irat, kézzétéve:
W090/06321. szamu nemzetkdzi kozzétételi irat, 1990. junius
14.).

Ellenanyagot példaul kapcsolni vagy konjugalni lehet

riporterrendszerrel, amelyet ugy allitunk Ossze, hogy pozi-



tivan detektdlja a polipeptid ellenanyaghoz vald kotdédését.
Jo61 ismert riporterrendszerek példiul radioaktiv immunold-
giai vizsgdlati eljarasok (RIA) vagy immunoradiometrikus
vizsgdlati eljarasok (IRMA). Mas mddszerként enzimkapcsolt
immunoldégiai vizsgalati eljarast (ELISA) alkalmazhatunk,
amely a RIA-val és IRMA-val k&z6s abbdél a szempontbdl, hogy
viszonylag nagyfoku érzékenységet lehet elérni, de &altaléa-
ban nem radioaktiv izotdépokat alkalmazadsara épiil. Vizuali-
san detektadlhatd anyagokat lehet el&allitani vagy legalédb-
bis olyanokat, amelyeket spektrofotométerben lehet detek-
tadlni. Az enzim altal megkdtdtt, vizsgalt anyagok fluoresz-
cencidjara alapuld vizsgdlati eljarast is lehet alkalmazni.
Nyilvanvald, hogy szamos riporterrendszer létezik egy adott
polipeptid jelenlétéhek detektilaséara, amelyeket alkalmazni
lehet a taldlmadny szerinti megoldasban. Standardizalt min-
tavétellel és mintakezeléssel j61 meghatdrozhatdé egy poli-
peptid kiiszobérték feletti mennyiségben vald jelenléte vér-
szérumban.

Ilyen ellenanyag-kapcsolt riporterrendszert 1lehet al-
kalmazni annak meghatarozasara szolgaldé eljarasokban, hogy
vajon egy alany vérszéruma alacsony mennyiségben tartalmaz-
za-e a polipeptidet. Ilyen polipeptid adott tipusu alany
vérszérumaban l1évéd norméal kiiszobérték-koncentracidjat véve,
teszt-reagenskészleteket lehet kifejleszteni.

Tovabbi eldényokhoz juthatunk a fehérje kiméra forméainak
alkalmazasaval, melyek szakember szamara ismertek. Az egész
fehérjét vagy a fehérje egy részletét kdédold DNS-szekvenci-

at kapcsolni lehet példaul E. colibdl szarmazé B-galaktozi-



daz C-terminélis részét kédold szekvenciaval, fuzids fehér-
jét eldallitva. Példaul humédn, respirédcidés szincitialis vi-
rusbb6l szarmazd glikoprotein-F és glikoprotein-G expressza-
lasdra szolgadld expresszids rendszert leirtak az 5,288,630.
szami USA-beli szabadalmi leirdsban (megadva 1994. februdar
22.) és a benne idézett hivatkozasokban.

A leirasban idézett valamennyi hivatkozdst a kitanitas
részének tekintink, beleértve a 004,314. sorozatszamu USA-

beli szabadalmi bejelentést (benyujtva 1995. szeptember

26.) .
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<221> moédositott hely
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Polipeptid, amely emldsdkben csontndvekedést eldése-
gité polipeptid-fragmenst tartalmaz, amely fragmens a 12.
vagy 19. azonositdészamu aminosav-szekvencia vagy a 12. vagy
19. azonositészamu szekvencia konzervativ variansa legfel-
jebb 13 egymast koévetd aminosavabdol all.

2. Az 1. igénypont szerinti polipeptid, amely olyan
polipeptid-fragmenst tartalmaz, mely a 12. vagy 19. azono-
sitészaml aminosav-szekvencia vagy a 12. vagy 19. azonosi-
toszamu szekvencia konzervativ varidnsa legfeljebb 12 egy-
mast kovetd aminosavabdl all.

3. A 2. igénypont szerinti polipeptid, amely olyan po-
lipeptid-fragmenst tartalmaz, mely a 12. vagy 19. azonosi-
tészamu aminosav-szekvencia vagy a 12. vagy 19. azonosité-
szami szekvencia konzervativ variadnsa legfeljebb 11 egyméast
kovetd aminosavabdol all.

4. A 3. igénypont szerinti polipeptid, amely olyan po-
lipeptid-fragmenst tartalmaz, mely a 12. vagy 19. azonosi-
té6szami aminosav-szekvencia vagy a 12. vagy 19. azonosité-
szami szekvencia konzervativ variansa legfeljebb 10 egymast
kovetd aminosavabol all.

5. A 4. igénypont szerinti polipeptid, amely olyan
polipeptid-fragmenst tartalmaz, mely a 12. vagy 19. azono-
sitbészamu aminosav-szekvencia vagy a 12. vagy 19. azonosi-
toészamu szekvencia konzervativ variansa legfeljebb 9 egy-

mast kovetd aminosavabol all.



6. Az 5. igénypont szerinti polipeptid, amely, a 12.
azonositdszami aminosav-szekvencia vagy konzervativ varian-
sa legfeljebb 8 egymast kovetd aminosavabdl &lld fragmenst
tartalmaz.

7. Az 1., 2., 3., 4., 5. vagy 6. igénypontok barmelyike
szerinti polipeptid, amely legaldbb 8 aminosav hosszusagu
fragmenst tartalmaz, amely fragmens a 18. azonositdszamu
szekvenciat vagy konzervativ varidnsat tartalmazza.

8. Polipeptid, amely emldésszervezetekben csontndveke-
dést eldsegitd polipeptid-fragmenst tartalmaz, amely frag-
mens a 12. vagy 19. azonositdészami aminosav-szekvencia leg-
feljebb 13 egymdst kovetd aminosavabdél all.

9. A 8. 1igénypont szerinti polipeptid, amely olyan
fragmenst tartalmaz, mely a 12. vagy 19. azonositdészému
aminosav-szekvencia legfeljebb 12 egyméast kodvetd aminosava-
bél all.

10. A 9. igénypont szerinti polipeptid, amely olyan
fragmenst tartalmaz, mely a 12. vagy 19. azonositészamu
aminosav-szekvencia legfeljebb 11 egymast kovetd aminosava-
bél 4ll.

11. A 10. igénypont szerinti polipeptid, amely olyan
fragmenst tartalmaz, mely a 12. vagy 19. azonositdszamu
aminosav-szekvencia legfeljebb 10 egymdst kovetd aminosava-
b6l all.

12. A 11. igénypont szerinti polipeptid, amely olyan
fragmenst tartalmaz, mely a 12. vagy 19. azonositdészamu

aminosav-szekvencia legfeljebb 9 egymast koévetd aminosava-

bé1 all.



13. A 12. igénypont szerinti polipeptid, amely olyan
fragmenst tartalmaz, mely a 12. vagy 19. azonositédszéamu
aminosav-szekvencia legfeljebb 8 egymdst kévetd aminosava-
b6l all.

14. A 8., 9., 10., 11., 12. vagy 13. igénypont barme-
lyike szerinti polipeptid, amely legaldbb 8 aminosav hosz-
szusagl fragmenst tartalmaz, amely fragmens a 18. azonosi-
t6szami szekvenciat vagy konzervativ variansat tartalmazza.

15. Izolalt ©polipeptid, amely emlésszervezetekben
csontnévekedést eldsegitd polipeptid-fragmenst tartalmaz,
amely fragmens lényegében a 18. azonositdészamu szekvenciéat
vagy annak konzervativan szubsztitualt variansat tartalmazo
aminosav-szekvenciaval bir.

16. Izolalt ©polipeptid, amely emldsszervezetekben
csontnovekedést el&segitd polipeptid-fragmenst tartalmaz,
amely fragmens lényegében a 18. azonositdszamu szekvenciat
tartalmazé aminosav-szekvenciaval bir.

17. Az 1-16. igénypontok barmelyike szerinti polipep-
tid, melynek N-terminadlis vagy C-terminalis aminosava -
vagy mindkettd - védécsoporttal van ellatva.

18. Emldsszervezetekben csontndvekedést el8segitd, elsé
polipeptid, amely olyan aminosav-szekvenciaval rendelkezik,
amely lényegében legfeljebb 13 aminosavb6l 4ll, és amely
egy masodik polipeptid kielégitd mértékd masclata, amely
masodik polipeptid az 1. igénypont szerinti polipeptid-
fragmens, és az elsé polipeptidet olyan DNS kédolja, amely
sztringens koriilmények kozott képes hibridizalddni a maso-

dik polipeptidet kédold DNS-el.
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19. Emlé&sszervezetekben csontndvekedést eldsegitd, elsd
polipeptid, amely olyan aminosav-szekvenciaval rendelkezik,
amely lényegében legfeljebb 12 aminosavbdél all, és egy ma-
sodik polipeptid kielégitd mértékii masolata, amely masodik
polipeptid a 2. igénypont szerinti polipeptid-fragmens, és
az elsdé polipeptidet olyan DNS kédolja, amely sztringens
koriilmények kozdtt képes hibridizaldéddni a masodik polipep-
tidet kédold DNS-el.

20. Emldsszervezetekben csontnovekedést elbsegitd, elss
polipeptid, amely olyan aminosav-szekvenciaval rendelkezik,
amely lényegében legfeljebb 11 aminosavboél all, és egy ma-
sodik polipeptid kielégité mértékd masolata, amely masodik
polipeptid a 3. igénypont szerinti polipeptid-fragmens, és
az elsd polipeptidet olyan DNS kdédolja, amely sztringens
koriilmények kozott képes hibridizaldéddni a masodik polipep-
tidet kédold DNS-el.

21. Emlésszervezetekben csontndvekedést el8segitd, elsd
polipeptid, amely olyan aminosav-szekvenciadval rendelkezik,
amely lényegében legfeljebb 10 aminosavbél all, és egy ma-
sodik polipeptid kielégité mértékd masolata, amely masodik
polipeptid a 4. igénypont szerinti polipeptid-fragmens, és
az els8 polipeptidet olyan DNS kédolja, amely sztringens
koriilmények kozodtt képes hibridizalédni a masodik polipep-
tidet kédold DNS-el.

22. Emlé8sszervezetekben csontndvekedést eldsegitd, elsd
polipeptid, amely olyan aminosav-szekvenciaval rendelkezik,
amely lényegében legfeljebb 9 aminosavbol all, és egy maso-

dik polipeptid kielégité mértékl masolata, amely masodik



polipeptid az 5. igénypont szerinti polipeptid-fragmens, és
az elsbé polipeptidet olyan DNS kédolja, amely sztringens
kbriilmények kozott képes hibridizalédni a masodik polipep-
tidet kbédold DNS-el.

23. Emlésszervezetekben csontnovekedést eldsegitd, elsd
polipeptid, amely olyan aminosav-szekvenciaval rendelkezik,
amely lényegében legfeljebb 8 aminosavbél &all, és egy méaso-
dik polipeptid kielégitdé mértékl masolata, amely masodik
polipeptid a 6. igénypont szerinti polipeptid-fragmens, és
az els8 polipeptidet olyan DNS kédolja, amely sztringens
kérilmények kozott képes hibridizaldédni a masodik polipep-
tidet kbédold DNS-el.

24. A 18-23. igénypontok barmelyike szerinti elsé poli-
peptid, amely legalabb 8 aminosav hosszusagu.

25. Emldsszervezetekben csontndvekedést eldsegits, elsd
polipeptid, amely olyan aminosav-szekvencidval rendelkezik,
amely lényegében legfeljebb 13 aminosavbél all, és egy ma-
sodik polipeptid kielégitdé mértékd masolata, amely masodik
polipeptid a 8. igénypont szerinti polipeptid-fragmens, és
az els8 polipeptidet olyan DNS kbédolja, amely sztringens
koérilmények kozott képes hibridizaldédni a masodik polipep-
tidet kédold DNS-el.

26. Emlésszervezetekben csontnovekedést eldsegitd, elsd
polipeptid, amely olyan aminosav-szekvenciaval rendelkezik,
amely lényegében legfeljebb 12 aminosavbél all, és egy ma-
sodik polipeptid kielégitd mértékd masolata, amely masodik
polipeptid a 9. igénypont szerinti polipeptid-fragmens, és

az elsé polipeptidet olyan DNS kédolja, amely sztringens
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koériilmények kozott képes hibridizaldéddni a masodik polipep-
tidet kbédold DNS-el.

27 . Emldsszervezetekben csontnovekedést eldsegitd, elsd
polipeptid, amely olyan aminosav-szekvencidval rendelkezik,
amely lényegében legfeljebb 11 aminosavbél all, és egy ma-
sodik polipeptid kielégité mértékd masolata, amely méasodik
polipeptid a 10. igénypont szerinti polipeptid-fragmens, és
az elsé polipeptidet olyan DNS kédolja, amely sztringens
koriilmények kozott képes hibridizalddni a masodik polipep-
tidet kédold DNS-el.

28. Eml&sszervezetekben csontnovekedést eldsegitd, elséd
polipeptid, amely olyan aminosav-szekvenciaval rendelkezik,
amely lényegében legfeljebb 10 aminosavbdél all, és egy ma-
sodik polipeptid kielégité mértékd masolata, amely masodik
polipeptid a 11. igénypont szerinti polipeptid-fragmens, és
az elsd polipeptidet olyan DNS kédolja, amely sztringens
kérilmények kozott képes hibridizaléddni a masodik poli-
peptidet kédold DNS-el.

29. Emld&sszervezetekben csontnodvekedést elbsegitd, elsd
polipeptid, amely olyan aminosav-szekvenciaval rendelkezik,
amely lényegében legfeljebb 9 aminosavbol all, és egy maso-
dik polipeptid kielégité mértékd masolata, amely masodik
polipeptid a 12. igénypont szerinti polipeptid-fragmens, és
az elsd polipeptidet olyan DNS kédolja, amely sztringens
korilmények kozott képes hibridizalédni a masodik polipep-
tidet kédold DNS-el.

30. Emldsszervezetekben csontnévekedést elbsegitd, elsé

polipeptid, amely olyan aminosav-szekvenciaval rendelkezik,
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amely lényegében legfeljebb 8 aminosavbol all, és egy maso-
dik polipeptid kielégité mértékd masolata, amely mésodik
polipeptid a 13. igénypont szerinti polipeptid-fragmens, és
az elsd polipeptidet olyan DNS kdédolja, amely sztringens
kérilmények kozott képes hibridizaldédni a méasodik polipep-
tidet kédold DNS-el.

31. Az 1-30. igénypontok barmelyike szerinti polipep-
tid, amely lényegében tiszta és molekulatdmege mintegy 1000
és mintegy 4000 ko6zotti, vagy mintegy 1200 és mintegy 3000
kozotti, vagy mintegy 1200 és mintegy 1800 ko6zotti, vagy
mintegy 1200 és mintegy 1800 ko&zotti tartomédnyban van.

32. Az 1-31. igénypontok barmelyike szerinti polipepti-
det hatdanyagként tartalmazd &dgens csontleépiiléssel kapcso-
latos betegség prevencidjara és kezelésére vald alkalmazas-
ra.

33. Csontnodvekedést eldésegitd gydgyaszati készitmény,
amely 1-31. igénypontok barmelyike szerinti polipeptid te-
rapidsan hatdsos mennyiségét tartalmazza.

34. Eljaréas csontndvekedés mértékének fokozasadra emlbs-
szervezetben, azzal jéllemezve, hogy az 1-31. igénypontok
barmelyike szerinti polipeptid terdpiadsan hatadsos mennyisé-
gét beadjuk.

35. Az 1-31. igénypontok barmelyike szerinti polipeptid
alkalmazasa csontritkulds kezelésére.

36. Az 1-31. igénypontok barmelyike szerinti polipeptid
alkalmazasa csontndovekedés eldsegitésére emldésszervezetben.

37. Az 1-31. igénypontok barmelyike szerinti polipeptid

alkalmazasa csont novekedésének elésegitésére vagy csont-

:
.
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ritkulads kezelésére alkalmas gydégyszer eldallitéasara.

38. Diagnosztikai reagenskészlet 1-31. igénypontok bar-
melyike szerinti polipeptid Jjelenlétének meghatarozasara,
amely a polipeptid ellen termeltetett, riporter-rendszerhez
k6tott ellenanyagot tartalmaz, ahol a riporter-rendszer de-
tektalhatd valaszt ad akkor, ha eldre meghatdrozott mennyi-
ség polipeptid és az ellenanyag &sszekapcsolédik.

39. Izolalt DNS-fragmens, amely 1-31. igénypontok bar-
melyike szerinti polipeptid expresszidjat kddolja, valamint
olyan DNS, amely a genetikai kéd degeneraltsaga kovetkezté-
ben tér el a fragmenstdl.

40. Vektor, amely 1-31. igénypontok barmelyike szerinti
polipeptid expresszi6jat koédold DNS-szekvenciat tartalmaz.

41. Vektor, amely 39. igénypont szerinti DNS-fragmenst
tartalmazd, heteroldg DNS-szekvenciat tartalmaz.

42. Eljaras az 1-31 igénypontok barmelyike szerinti
polipeptid el&allitasara, azzal jellemezve, hogy

a) eldallitjuk a polipeptidet kdédold nukleotid-szekven-
ciat tartalmazd DNS-fragmenst;

b) a DNS-fragmenst beépitjiik expresszids vektorba, 1igy
olyan rekombinans DNS-fragmenshez jutunk, amely tartalmazza
a DNS-fragmenst, és képes replikalddni;

c) gazdasejtet transzformalunk a rekombinans DNS-frag-
menssel olyan transzformansok izolalasa céljabdl, amelyek
képesek expresszalni a polipeptidet; és

d) ugy tenyésztjik a transzformansokat, hogy lehetdévé
valjon, hogy a transzformansok a polipeptidet termeljék, és

kinyerjilk a polipeptidet az eredményul kapott, tenyésztett
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43, Izolalt polipeptid, amely a 18. azonositdészamu ami-
nosav-szekvenciabdél &ll.

44 . Csontnovekedést elbsegitd gydgyaszati készitmény,
amely 43. igénypont szerint polipeptid terapiasan hatasos
mennyiségét tartalmazza.

45. A 43. igénypont szerint polipeptid alkalmazasa
csontritkulds kezelésére.

46. A 43. igénypont szerint polipeptid alkalmazasa
csontnévekedés eldsegitésére emldésszervezetben.

47. A 43. igénypont szerint polipeptid alkalmazéasa
csontndvekedés eldsegitésére vagy csontritkulas kezelésére

alkalmas gyégyszer eldallitéasara.

A meghatalmazott:
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