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DESCRIZIONE

CAMPO TECNICO

La presente invenzione si riferisce general-
mente alla somministrazione di farmaco per elettro-
trasporto. Pil particolarmente, 1’invenzione si ri-
ferisce ad un procedimento per aumentare il flusso
di elettrotrasporto di un polipeptide riducendo il
potenziale del polipeptide per formare segmenti ad
elica @ o foglio PB. L’invenzione si riferisce pure
a molecole che sono state modificate in tal modo.

SFONDO DELLA TECNICA

La somministrazione transdermica (cioé& attra-
verso la pelle) di agenti terapeutici costituisce
una tecnica confortevole, conveniente e non invasi-
va per la somministrazione di farmaci. Il procedi-

mento assicura vari vantaggi rispetto ai modi con-
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venzicnali di somministrazione -del farmaco. Per
esempio, vengono evitate velocita variabili di as-
sorbimento ed il metabolisme (per esempio epatico)
incontrato nel trattamento orale, & vengono elimi-
nati altri inconvenienti specifici, come irritazio-
ne gastrointestinale e simili., La somministrazione
transdermica consente pure un elevato grado di con-
trollo sulle concentrazioni nel sangue di un parti-
colare farmaco ed é& una via di somministrazione
particolarmente attraente per farmaci con ristretti
indici terapeutici, semivita breve ed attivita po-
tente.

La somministrazione transdermica pud essere
passiva o attiva. Melti farmaci non sono adatti per
la somministrazione transdermica passiva per la lo-
ro dimensione, caratteristiche di carica ionica e
idrofobicitda. Un procedimentc per superare guesta
limitazione consiste nell’uso di bassi valori di
corrente elettrica per trasportare attivamente 1
farmacli nel corpc attraverso la pelle intatta. Que-
sta tecnica e nota come somministrazione del farma-
co per ‘“elettrotrasporto” o “iontoforetica”. La
tecnica provvede un procedimento piu controcllabile
della somministrazione transdermica passiva di far-

maco poiché la grandezza, il tempo e la polarita
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della corrente elettrica applicata vengonc regolate
facilmente impiegando componenti elettrici stan-
dard. Sotto questo aspetto, il flusso di farmaco
per elettrotrasporto pud essere dal 50% a vari or-
dini di grandezza maggiore del flusso transdermico
passivo dellec stesso farmaco.

I dispositivi per elettrotrasporto utilizzano
generalmente almeno due elettrodi. Ambedue gquesti
elettrodi sono disposti‘in contatto elettrico inti-
mo con una parte della pelle del corpo. Un elettro-
do, chiamato elettrodo donatore ¢ attivo, e
1'elettrodoc dal quale 1'agente terapeutico viene
somministrato nel corpo. L'altro elettrédo, chiama-
to controelettrodo o elettrodo di ritorno, serve a
chiudere il circuito elettrico attraverso il corpo.
Insieme alla pelle del paziente, il circuito viene
completate collegando gli elettrodi ad una fonte di
energia elettrica, per esempio una battéria, e nor-
malmente ad un circuito capace di controllare la
corrente che passa attraverso il dispositivo.

A seconda della carica elettrica delle speci
da somministrare transdermicamente, 1’elettrodo at-
tive o donatore pub essere l’anocdo o il catodo.
Sotto questo aspetto, se la sostanza ioh;ca da in-

trodurre nel corpe & <caricata positivamente,
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1l’elettrodo positivo (anodo) sara l’elettrodo atti-
ve e 1l'elettrodo negativoe (catodo) servira come
controelettrodo, per completare il circuito. Al
contrario, se la sostanza ionica da somministrare &
caricata negativamente, l’elettrodo catodico sara
l"elettrodo attivo e l’elettrodo anodico sara il
controelettrodo. Alternativamente, sia 1’anodo che
il.catodo possono venire impiegati per somministra-
re farmaci di carica appropriata nel corpo. In que-—
sto caso, ambedue gli elettrodi sono considerati
come elettrodi attivi o donatori. In altre parole,
l7elettrodo anodico pud introdurre nel corpo agenti
caricati positivamente, mentre l’elettrodo catodico
pu¢ somministrare nel corpo agenti caricati negati-
vamente.

I dispositivi di elettrotrasporto esistenti
richiedono inoltre un serbatoio o fonte di agente
terapeutico che deve essere introdottd nel corpo.
Tali serbatoi di farmaco sono collegati all’ancdo o
al catodo del dispositivo di elettrotrasporto per
costituire una fonte fissa o rinnovabile di uha o
pil specie o agenti desiderati. Esempi di serbatoi
e fonti comprendono una sacca come descritto nel
brevetto U.S. N. 4.250.878, rilasciato a Jacobsen;

un corpo di gel preformato come descritto nel bre-
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vetto U.S. N. 4.382.529 rilasciato a Webster; ed un
contenitore di vetrc o plastica contenente una so-
luzione liquida del farmaco, come descritto nelle
figure del brevetto U.S. N. 4.722.726 rilasciatoc a
Sanderson e altri.

Di particolare interesse, in questa sede, & la
somministrazione transdermica per elettrotrasporto
di peptidi, polipeptidi e proteine a causa dei pro-
blemi incontrati con le vie di somministrazione di
farmaco pil comuni, come la somministrazione orale.

Le molecole di polipeptide e proteina scno al-
tamente suscettibili di degradazione mediante enzi-
mi proteclitici nel tratto gastrointestinale e sono
soggette ad un profonde metabolismo epatico quando
vengono assunte oralmente. I polipebtidi e le pro-
teine richiedonc normalmente la somministrazione
parenterale per ottenere livelli terapeutici nel
sangue del paziente. Le tecniche di somministrazio-
ne parenterale pil convenzionali sono le iniezioni
ipodermiche e la somministrazione intravenosa. Po-
lipeptidi e proteine hanno, tuttavia, una specifica
attivita biologica breve, per cui richiedono fre-
quenti iniezioni, spesso varie volte al giorno, per
mantenere i livelli terapeuticamente efficaci ne-~

cessari. I pazienti trovano spesso questo regime di
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trattamento scomodo, dolorosoc e con il rischio, per
esempio, di infezione.

Sonc stati fatti molti sforzi per trovare al-
tre vie (diverse dalle iniezioni parenterali) per
una somministrazione efficace di polipeptidi e pro-
teine farmaceutiche. Le vie di somministrazione con
1 minori effetti secondari, come pure migliore ac-
cettazione da parte del paziente, sono state di
particolare interesse. Tali vie alternative hanno
generalmente compreso la somministrazione orale
(schermata) in cui il polipeptide/proteina viene
rilasciato da una capsula o altro contenitore.dopo

il passaggio attraverso 1l’ambiente a basso pH dello

stomaco, somministrazione attraverso il tessuto mu-

cosale, per esempio il tessuto mucosale dei polmoni
con inalatori oppure in tessuti mucosali nasali con
spray nasali, e pompe impiantabili. Sfortunatamen-
te, queste vie alternative di somminiétrazione di
polipeptide/proteina hanno incontrato soltanto un
successo limitato.

La somministrazione transdermica per elettro-
trasporto di polipeptidi e proteine ha pure incon-
trato difficolta tecniche. Per esempio, 1l’acqua &
il liquidoc solvente preferitorper preparare la so-

luzione del farmaco che deve venire somministrato
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per elettrotrasporto, per la sua eccellente biocom-
patibilita. La pelle contiene enzimi proteclitici
che possono degradare il polipeptide/proteina quan-
do viene somministrato per via transdermica. Inol-
tre, certi polipeptidi /proteine, particolarmente
quelli che non sone originali dell’animale da trat-
tare, possonc provocare reazioni cutanee, per esem-
pio sensibilizzazione o irritazione.

Un certo numero di ricercatori ha descritto la
somministrazione per elettrotrasporto di polipepti-
di e proteine. Uno studio iniziale di R. Burnette e
altri, J. Pharm. Sci. (1986) 75:738, comporéava la
permeazione della pelle in vitro con ormone di ri-
lascio di tirotropina, una piccola molecola di tri-
peptide. Il flusso di elettrotrasportc & risultato
piu altc del flussoc di diffusione passiva. Chien e
altri. J. Pharm. Sci. (1988) 78: 376, in studi sia
in vitro che in wvivo, hanno dimostrato.che la som-—
ministrazione transdermica di vasopressina ed insu-
lina per elettrotrasporto & possibile. Vedi pure
Maﬁlding’ e altri, U.S5. Statutory Invention Regi-
stration N. H1160, che descrivono la somministra-
zione per elettrotrasporto di calcitonina nelle ca-
vie.

Per miglicorare il flusso di ‘elettrotrasporto



transdermico di polipeptidi e farmaci proteici sono
stati adottati vari approcci (diversi dal semplice
aumento dell’intensita di corrente applicata). Un
approccio comporta 1’uso di miglioratori di flusso
come tensiocattivi ionici. Vedi, per esempio, il
brevetto U.S. 4.722.726 rilasciato a Sanderson €
altri. Un altro approccioc comporta 1uso di cosol-
venti diversi dalla sola acqua per migliorare il
flusso di elettrotrasperto. Vedi, per egsempio, la
domanda di brevetto europec 278.473. Un altro ap-
proccio ancora comporta la distruzione meccanica
delle strato esterno ({ciocé lo strato corneo) della
pelle prima della somministrazione per elettrotra-—
sporto attraverso la pelle. Vedi, per esempio, bre-
vetto U.S. 5.250.023 rilasciato a Lee e altri.
Altri approcci per migliorare
1’ elettrotrasporto transdermico di farmaco compor-
tano il creare un profarmaco © un analogo del far-
maco che interessa ed elettrotrasportare il profar-
MmAacao o 1'analogo modificato. Per esempio,
W092/12999 descrive la somministrazione di insulina
come un analogo di insulina avente una ridotta ten-
denza allfautoassociazione (apparentemente le forme
assocliate di insulina presenti nelle composizioni

farmaceutiche convenzionali riducono la sommini-
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strazione ﬁransdermica dell’insulina). Gli analoghi
vengono creati sostituendo acido aspartico (Asp) o©
acido glutammico (Glu) ad altri residui di amminoa-
cido in posizioni scelte lungo la catena polipepti-
dica dell’insulina. W093/25197 descrive la sommini-
strazione di farmaci sia peptidici che non peptidi-
ci e di complessi modificatori di agenti farmaceu-
tici o profarmaci, in cui un modificatore chimico
(per esempio una parte caricata) & legata in modo
covalente all’agente farmaceutico progenitore. Il
legame covalente viene rotto dopo che 1"agente e
stato introdotto nel corpo, liberando cosl 1'agente
progenitore.

Nonostante gli approcci suddetti, alcuni poli-
peptidi presentano ancora un modesto flusso di
elettrotrasporto transdermico. In particolare
1’ idrofobicita del peptide & nota per influire ne-
gativamente sul flussc di elettrotrasporto in vi-
tro. Vari parametri contribuiscono all’idro—
fobicita, compresa la struttura priﬁaria di una
proteina, ciocé la séquenza di amminoacidi della mo-
lecola, come pure la struttura secondaria della
proteina, e precisamente la disposizione regolare e
ricorrente della catena polipeptidica nelle 3 di-

mensioni. Tale conformazione pud assumere la forma
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di strutture elicoidali, come una oa-elica, oppure
una conformazione pil estesa, a zig—-zag, nota come
conformazione .

La a-elica ha approssimativamente 3,6 residui
per giro dell’elica. I gruppi R degli amminoacidi
si estendono verso l’esterno dall’elica e legami di
idrogeno intracatena vengono formati tra l’ossigeno
carbonilico della struttura di ciascun residuo e
17atome di idrogeno della struttura attaccato
all’azoto elettronegativo del quarto residuo lungo
la catena. Lfunita di base della conformazione B &
il filamento B, che esiste come una elica avvolta
meno strettamente, con 2,0 residui per giro. La
conformazione P & stabile scltanto guando & inceor-

porata in un foglio B, in cui legami idrogeno con

geometria piu vicina a quella ottimale vengono for-

mati tra i gruppi peptidici su filamenti P adiacen-
ti; i momenti dipolari dei filamenti ?engono cosi
allineati favorevolmente. Le catene laterali da re-
sidui adiacenti dello stessco filamento sporgono da
lati opposti del foglio e non interagiscono 1'unc
con l’altro, ma hanno interazioni significative con
la loro struttura e con le catene laterali di fila-
mentli adiacenti.

Per una descrizione generale delle a-~eliche e

.
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dei fogli B vedi, per esempio, T.E. Creighton, Pro-

teins; Structures and Molecular properties (W.H.

Freeman and Company, 1993); e A.L. Lehninger, Bio-
chemistry (Worth Publishers, Inc., 1975).

Per determinare la stabilita di un segmento
elicoidale in un dato polipeptide, si impiegano
convenzionalmente 1 parametri di Zimm-Bragg, s e o

(B.H. Zimm e J.K. Bragg J. Chem. PFPhys. (1958)

31:526-535), e le equazione di Lifscon—-Roig -

(SfLifson e A. Roig J. Chem. Phys. (1961) 34:1963~-
1974) .5 rappresenta la costante di stabilitd della
spirale dell’elica e o & il fattore di nucleazicne.
In _base a gquesti parametri, si pud prevedere la
possibilita che certi regioni di molecole di poli-
peptide formino a-eliche e fogli B, con vari calco-
1i e programmi computerizzati. Vedi, per esempio,
Finkelstein, A.V.Program “ALB” from protein and
polypepdite secondary structure calchlation and
prediction (1983). Depositato al Brookhaven Protein
Data Bank, Upton, N.Y. and at the EMLB, Heidelberg,
Germany; Finkelstein, A.V. BionlymerS
{1977)16:525-529; Finkelstein e altri, Protelins:
Structure, Function and Genetics {1991) 10:287-299.
Incltre, sonc state usate le pkobabilité di Chou-~

Fasman (Chou, P.Y. e Fasman, G.D. Ann. Rev. Biochem
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(1978)47:251-2776) per valutare la tendenza di un
particolare residuo di amminocacido a favorire o me-
no la formazione di a-elica e foglio B.

Tuttavia, gquesti principi non sono stati pre-
cedentemente applicati per alterare 1le proprieta
idrofobe di un dato polipeptide, per aumentare il
suo flusso di elettrotrasporto.

DESCRIZIONE DELL’ INVENZIONE

Secondo la presente invenzione, 11 flusso di
elettrotrasporto di un dato polipeptide viene mi-
gliorato rompendo la struttura secondaria. In par—
ticolare, i residui di amminocacido noti per stabi-
lizzare i segmenti di a-elica e foglio P possono
venire sostituiti con residui destabilizzanti e
mezzi di rottura dell’elica noti. In questo modo,
il flusso del polipeptide attraverso una superficie
del corpo (per esempio la pelle) pud venire aumen-
tato, permettendo cosi la somministrazione per
elettfotrasporto di una serie piu ampia di farmaci
polipeptidici a velocita terapeuticamente efficaci.

Per conseqguenza, in una realizzazione,
l’invenzione si riferisce ad ﬁn procedimento per la
preparazione di un analogo di un polipeptide proge-
nitore avente un segmento di o -elica e/oppure fo-

glio B, l"analogo presentante una capacitad di elet-
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trotrasporto miglicre o miglicrata attraverso una
superficie corporea, il procedimento comprendente
la sostituzione di uno o piu residui di amminoacidi
del polipeptide progenitore nel polipeptide analo-
go, per rompere uno © Ppil segmenti di o -elica
e/oppure foglio P del polipeptide progenitecre. Il
polipeptide analogo presenta elettrotrasporto mi-
gliorato rispetto al polipeptide progenitore.

In una ulteriore realizzazione, 1'invenzione
si riferisce ad un procedimento per somministrare
un agente polipeptidico attraverso una superficie
del corpo. Il procedimento comprende (a}) provvedere
un analogo di un polipeptide progenitore in cui il
polipeptide progenitore comprende un segmento di a
-elica e/oppure foglio B, il polipeptide analogo
avente uno o piu residui di ammincacido sostituito
rispetto al polipeptide progenitore; e {b) sommini-
strare il polipeptide analogo attraverso la super-
ficie del corpo mediante elettrotrasporto.

In realizzazioni particolarmente preferite; la
rottura viene fatta sostituendo unc o piu residui
di amminoacido del polipeptide progenitcre con uno
o piu residui di amminocacido aventi un valore Pa
o PP minore di quello del residuo di amminoacido

progenitore.
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In un’altra realizzazione, l’invenzione & ri-
volta ad un analogo dell’ormone paratiroideo (PTH)
comprendente la sequenza di amminoacido illustrata
nella figura 1B.

In un’altra realizzazione ancora, l1l’invenzione
si riferisce ad un analogo di ormone paratiroideo
(PTH) comprendente la sequenza di amminoacido rap-
presentata nella figura 1C.

Queste e altre realizzazioni dell’invenzione
verranno facilmente comprese dagli esperti del set-
tore, alla luce della descrizione seguente.

BREVE DESCRIZIONE DEI DISEGNI

La figura 1 illustra la sequenza di amminoaci-
di di varie molecole di ormone paratiroideo (PTH)
impiegate per esemplificare 1’invenzione. La figura
1A mostra la sequenza di amminoacido del polipepti-
de progenitore di PTH di tipo originale. La figura
1B mostra la sequenza di amminoacido dell’analogo 1
di PTH (1-35). La figura 1C mostra la sequenza di
amminocacido dell’analogo 2 di PTH (1-35). HSL indi-
ca omoserina/omoserina lattone. I resiaui sottoli-
neati nelle figure 1B e 1C indicano le posizioni di
sostituzione.

La figura 2 mostra le sequenze di amminoacidi

di vari polipeptidi derivati da irudina impiegati
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per esemplificare l’invenzione. La figura ZA mostra
la sequenza di amminoacidi di un polipeptide proge-
nitore di un analogo dell’irudina. La figura 2B mo-
stra la sequenza di amminoacidi dell’analogo 1
dell’irudina. La figura 2C mostra la sedquenza
dell’analogo B2 dell’irudina.

La figura 3 & una vista schematica di un di-
spositivo di somministrazione di farmaco per elet-
trotrasporto, esemplificativo, che pud venire im-
piegato con la presente invenzione.

La figura 4 & un grafico di ellitticita resi-
dua media di vari analoghi di ormone paratiroideo
in funzione della concentrazione di trifluoroetano-
lo.

La figura 5 & un grafico di ellitticita resi-
dua media di due polipeptidi derivati dell’irudina
in funzione della concentrazione di trifluoroetano-
lo.

DESCRIZIONE DETTAGLIATA DELL’' INVENZIONE

Per la realizzazione della presente invenzione
.5i impiegano, a meno che sia altrimenti specifica-
to, procedimenti convenzionali di chimica delle
proteine, elettrochimica, bioclogia molecolare e
tecniche di DNA ricombinante, che rientrano nelle

conoscenze specifiche. Tali tecniche sono pienamen-
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te spiegate in letteratura, vedi, per esempio, T.E.

Creighton, Proteins; Structures and Molecular Pro-

perties (W.H. Freeman and Company, 1993); A.L.

Lehninger, Biochemistry (Worth Publisher, Inc.,

1975}, J.S. Newman, Electrochemical Systems

{Prentice Hall, 1%73); A.J. Bard and L.R. Faulkner,

Flettrochemical Methods, Fundamentals and Applica-

tions (John Wiley & Sons, 1980), Sambrook, e altri,

.Molecular Cloning; A. Laboratory Manual (Cold

Spring Harbor Laboratory, 1989).
.81 pud notare che, come usata nella presente
descrizione e nelle rivendicazioni allegate, la

r

forma singolare “un” e "“il” comprende riferimenti

plurali, a meno che il contesto indichi chiaramente

W

il contraric. Cosi, per esempio, riferimento a ™un

polipeptide” comprende una miscela di due o pil po-
lipeptidi, e simili.
I. DEFINIZIONI

Nel descrivere la presente invenzione verranno
impiegati i termini seguenti, cul si intende attri-
buire il significato appresso indicato.

In questa sede i termini “elettrotrasporto”,
“jiontoforesi”, e “iontoforetico” vengono impiegati
per riferirsi alla somministrazione attraverso una

superficie corporea {(per esempio la pelle) di uno o
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pit agenti polipeptidici farmacéuticamente attivi
per mezzo di una forza elettromotrice applicata ad
un serbatoio contenente un agente. L’'agente pud ve-
nire somministrato per elettromigrazione, elettro-
forazione, elettroosmosi o qualsiasi loro combina-
zione. L'elettroosmesi & stata anche indicata come
elettroidrochinesi, elettroconvezione ed csmosi in-
dotta elettricamente. In generale, l1l'elettroosmosi
di una specie in-un tessuto risulta dalla migrazio-
ne di solvente in cui la specie & contenuta, in
conseguenza dell’applicazione di una forza elettro-
motrice al serbatoio della specie terapeutica, cioeé
flusso di solvente indotto mediante elettromigra-
zione ai altre speci ioniche. Durante il procedi-
mento di elettrotrasporto, si possono verificare
certe modificazionli o alterazioni della pelle, come
la formazione di pori temporanei nella pelle, anche
indicata come “elettroporazione”. Qualsiasi tra-
sporto assistito elettricamente di speci, migliora-
to mediante modificazioni o alterazioni nella su-
perficie corporea (per esempic formazione di pori
nella pelle) e pure incluso nel termine
“elettrotrasporto” come usato in questa sede. Quin-
di, come usati in gquesta sede, i termini

“elettrotrasporto”, “iontoforesi” e “iontoforetico”
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si riferiscono a (1) la somministrazione di agenti
caricati mediante elettromigrazione, (2) la sommi-
nistrazione di agenti non caricati con il procedi-
mento dell’elettroosmosi (3) la somministrazione di
agenti caricati o non caricati mediante elettrofo-
razicne (4) la somministrazione di agenti caricati
mediante i procedimenti combinati di elettromigra-
zione ed elettroosmosi, e/oppure (5) la sommini-
strazione di una miscela di agenti caricati e non
caricati mediante i procedimenti combinati di elet-
tromigrazione ed elettroosmosi.

I termini "“polipeptide”, ™“agente polipeptidi-
co” e “farmaco polipeptidico” vengono impiegati in
modo intercambiabile per indicare qualsiasi polime-—
ro bioattivo di residuli di amminocacidi. I termini
comprendono peptidi, oligopeptidi, dimeri, multime-
ri e simili. Tali polipeptidi possono venire deri-
vati da fonti naturali o possono venire sintetizza-
ti © prodotti con tecniche ricombinanti. I termini
comprendono pure modificazioni post-espressione del
polipeptide, per esempic gliceosilazione, acetila-
zione, fosforilazione, ecc.

Un farmaco o agente polipeptidico, come defi-
nito in gquesta sede, & generalmente costituito dai

20 ammincacidi naturali {Ala, {A), Arg (R), Asn (N),
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Asp (D), Cys (C): Gln (Q), Glu kE), Gly (G), His
(d), Ile (I), Leu (L), Lys (K}, Met (M), Phe(F),
Pro (P}, Ser (S), Thr (T), Trp (W), Tyr (Y) e Val
(V) e pud anche comprendere qualsiasi dei vari ana-
loghi di amminoacido noti, sia presenti in natura
che anologhi sintetizzati, come, ma senza limitarsi
a questi, omolisoleucina, asaleucina, 2-
{(metilenciclopropil) glicina, S-metilcisteina, S-
(prop—-i-enil} cisteina, omoserina, ornitina, nor-
leucina, norvalina, omoarginina, 3-(3-
carbossifenil) alanina, cicloesilalanina, mimosina,
acido pipecolico, acido 4-metilglutammico, canava-
nina, acido 2,3-diammino propionico, e simili. ul-
teriori esempi di agenti polipeptidici che trove-
ranno impiego nella presente invenzione sono indi-
cati nel seguito.

Con polipeptide “progenitore”, agente polipep—
tidico o farmaco polipeptidico, si intende un poli-
peptide come precedentemente definito, che compren-
de segmenti ad a -elica o foglio B, che possono ve-
nire modificati in modo tale che il flusso di elet-
trotrasporto del polipeptide venga migliorato. In
particolare, un polipeptide progenitore comprendera
generalmente da circa 10 a circa 50 residui di am-

minoacido, pit preferibilmente tra circa 10 e circa

20

‘f.



40 residui di amminocacido. Inoltre, il polipeptide
progenitore sara un polipeptide che non ha tendenza
ad adottare una struttura ripiegata terziaria sta-
bile in soluzione, ciod come risultato di una alta
concentrazione di residui Cys. Il polipeptide pro-
genitore pud essere un polipeptide naturale oppure
pud esso stesso avere differenze strutturali da un
polipeptide naturale come sostituzioni, cancella-
zioni o addizioni di amminoacido, come pure modifi-
che post-translazionali, come descritte in prece-
denza.

Con “analogo” di polipeptide si intende un po-
lipeptide come precedentemente definito, che pro-
viene dalla modifica della struttura secondaria del
polipeptide progenitore. Sotto gquesto aspetto,
1’analogo differisce dal progenitore per la sosti-
tuzione di uno o pil residui di amminoacido in modo
da demolire unoc o pill segmenti di o -elica e/oppure
B-elica presenti nella molecola progenitore. Sosti-
tuzioni adatte di amminocacido sonc descritte pia
completamente nel seguito. L’analogo pud anche con-
tenere altre modificazioni che non influiscono sul-
la struttura secondaria, come sostituzioni, cancel-
lazioni o aggiunte di altri amminocacidi, o modifi-

che post-translazionali come precedentemente de-
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scritto. L’analogo pud anche esistere sotto forma
di sali o sotto forma neutra, per esempio sali di
addizione con acido (formati con i gruppi amminici
liberi dei polipeptidi analoghi) e che vengono for-
mati con acidi inorganici come, per esempio, acido
cloridrico o acido fosforico, ¢ acidi organici come
acido acetico, succinico, maleico, tartarico, man-
delico e simili. I sali formati da gruppi carbossi-
lici liberi possono anche essere derivati da basi
inorganiche come, per esempio, idroséidi di sodio,
potassio, ammonic, calcio o idrossido ferrico, e da
basi organiche quale isopropilammina, trimetilammi-
na, 2-etilammino etanolo, istidina e simili. I1 po-
lipeptide analogo avra almeno parte della biloatti-
vita del polipeptide progenitore, e piu preferibil-
mente avra una bioattivita uguale o© maggiore di
quella della molecola progenitore.

Con l’espressione “migliorando 1’elettro-
trasporto” di un polipeptide, si intende 1l’aumento
del flusso di elettrotrasporto del polipeptide at-
traverso la superficie del corpo {(per esempio la
pelle o mucosa) rispetto al polipeptide progenito-
re. Il flusso di elettrotrasporto transdermico pud
venire determinato usando un certo numero di metodi

in vivo o in vitro, ben noti nella tecnica. I meto-—
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di in wvitro comprendono il blocéaggio di un pezzo
di pelle di un animale adatto (per esempio pelle di
cadavere umano) tra i1 compartimenti donatore e re-
cettore di una cella di flusso per elettrotraspor-
to, con il lato dello strato corneo del pezzo di
pelle rivolto verso il compartimento donatore. Una
soluzione liquida © un gel contenente il farmaceo da
somministrare viene portata a contatto con lo stra-
to corneo, quindi si applica corrente elettrica
agli elettrodi, un ele;trodo in ciascun comparti-
mento. Il flusso transdermico viene calcolato misu-
rando la gquantita di farmaco nel compartimento re-
cettore. Due modelli di successc impiegati per ot-
timizzare la 'somministrazione di farmaco per via
transdermica mediante elettrotrasporto, scno il mo-
dello della pelle suina isclata di Riviere, M.C.
Hei, e altri, J. Pharm, Sci., 82, 240-243 (1993), e
1'uso di pelle isolata priva di peli, per esempio
di roditori o cavie. Vedi B.W. Hadzjia e altri, J.
Pharm. Pharmacol., 44, 387-390 {1992).
IT. MODI DI REALIZZARE L' INVENZIONE

La presente invenzione si riferisce alla
sostituzione di amminocacidi che rompono i  seg-
menti di o-elica e foglio B di una molecola poli-

peptidica per migliorare il flussc di elettrotra-
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sporto di tale molecola rispettoAal flusso del po-
lipeptide progenitore. Il procedimento permette
quindi l’elettrotrasporto di uﬁ gran numero_di so-—
stanze che non sarebbero altrimenti trasportabili
in tal modo. Senza legarsi ad una particolare teo-
ria, pare che tali cambiamenti secondari diminui-
scono la tendenza delle <catene del lato idrofcbo
dei residui di amminocacido, come Leu, Phe, e Trp a
rimanere spazialmente agglomerate. Cosi, la capaci-
ta della molecola a legarsi a zone idrofobe nella
pelle durante l1l’elettrotrasporto viene ridotta, fa-
cilitando in tal modo il passaggio del polipeptide
attraverso la pelle.

La presente invenzione & stata esemplificata
usando una molecola di ormone paratiroidec (PTH) ed
un derivato di irudina come composti progenitori.
L’ ormone paratiroideo é un ormone peptidico che re-
gola il controllo omeostatico del calcio ed il me-
tabolismo del fosfato ed €& stato impiegato per
trattare 1'osteoporosi. PTH di tipoe naturale & il-
lustrato nella figura 1A. La molecola ha 34 residui
di ammincacido ed un peso molecolare di circa 4000
Dalton. Come mostrato in questa sede, la molecola
ha una notevole tendenza ad adottare la formazione

ad o —-elica.
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L’omologo dell’irudina & un peptide sintetico
anticoagulante a base di irudina che inibisce effi-
cacemente la trombina sia libera che legata a fi-
brina. L’omologo deli’irudina ha dimostrato di im-
pedire la trombosi venosa post-operatoria in pa-
zienti sottoposti a chirurgia ortopedica. La se-
quenza del composto  progenitore dell’cmologo
dell’irudina usato per esemplificare la presente
invenzione & rappresentata nella figura 2A.

Sebbene venga esemplificata usando le sostanze
progenitori suddescritte, la presente invenzione
trova pure impiego con un’ampia varieta di altre
proteine progenitori ed agenti polipeptidici, come
altri polipeptidi derivati da fonti éucariote, pro-
cariote e virali, come pure peptidi sintetici. Tali
polipeptidi avranno generalmente tra circa 10 e
circa 50 ammincacidi, una struttura secondaria che
si pud riportare alla manipolazione e che non tende
ad adottare una struttura terziaria ripiegata sta-
bile, per esempio come risultato di una alta con-
centrazione di residui Cys. Tali polipeptidi com-
prendono, senza limitazione, farmaci peptidici che
sono agenti antivirali ed antibiotici, antineopla-
stici, immunomodulatori, ormoni peptidici come

ACTH, CRF, GHRH, colecistochinina, dinorfine, en-
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dorfine, endotelina, frammenti di:fibronectina, ga-—
lanina, gastrina, insulinotropina, glucagone, fram-
menti di proteina legante di GTP, guanilina, le
leuocochinine, magainina, mastoparani, dermasepti-
na, sistemina, neuromedine, neurotensina, pan-—
creastatina, polipeptide pancreatico, sostanza P,
secretina, timosina e simili.

La struttura secondaria del polipeptide proge-
nitore viene generalmente manipolata sostituendo
uno o pill residui di amminoacidi progenitori scelti
con uno © pill residui di ammonoacidi aventi una
tendenza minore a creare conformazioni ad o -elica
e /oppure foglio B. Sotto questo aspetto, ogni re-
siduo di amminoacido dimostra preferenze di confor-—
mazione. Una misura della tendenza relativa di un
particolare residuo a partecipare ad una o -elica o
filamento B & state definita mediante i parametri
Pac e PB (Chou, P.Y. and Fasman, G.D. Ann. Rev.
Biochem (1978)47: 251-276). Una lista aggiornata e
riveduta di valori Pa e PP & riportata nella ta-
bella 1. I valori Po nella tabella 1 che sono su-
periori a 1,00 rappresentano amminoacidi che favo-
riscono le conformazioni ad o —elica e sono defini-
ti in questa sede come “valori Po alti”. Analoga-

mente, i valori PP nella tabella 1 che sono supe-
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ricri a 1,00 rappresentano ammindacidi che favori-
sconce la formazione di filamento B e sono definiti
in guesta sede come “valori PP alti”.

Gli amminoacidi con valori di Po e PP di 1,00
o meno non favoriscono o rompono le conformazioni
secondarie e sono gqui definitl rispettivamente
“valori Pa bassi” e “valori PP bassi”.

Cosl, per esempio, gli ammincacidi Glu, Ala e
Leu hanno valori Po. alti e favoriscono la forma-
zione dell’elica, mentre Pro, Gly, Ser, Cys, Tyr e
Asn hannc valori Pa bassi e gquindi non favoriscono
la formazicne dell’elica.

Analogamente, 1 residui di amminoacido Val,

Ile e Tyr hanno valori PP alti e favoriscono la
formazione di filamento @, mentre gli ammincacidi
Pro, Asp, Asn, Glu e Gly non favoriscono tale for-
mazione. Combinande i1 valori Pa e PB, gli amminoa-
cidi che possono presentare la minore tendenza a
formare questi tipi di strutture secondarie sono

Gly, Asn, Pro e Ser.
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TABELLA 1*

preferenze conformazionalli degli amminocacidi

residuo di ammi- a-elica filamento P
noacido (PG ) (PB)
Glu 1,59 0,52
Ala 1,41 0,72
Leu 1,34 1,22
Met 1,30 1,14
Gln 1,27 0,98
Lys 1,23 0,69
Arg 1,21 0,84
His 1,05 0,80
Val 0,90 1,87
Iie 1,09 1,67
Tyr 0,74 1,45
Cys 0,66 1,40
Trp 1,02 1,35
Phe 1,16 1,33
Thr 0,76 1,17
Gly 0,43 0,58
Asn 0,76 0,48
Pro 0,34 0,31
Ser 0,57 0,96
Asp 0,99 0,39

+] dati nella tabella 1 sono rilevati da T.E. Crei-

ghton, Proteins; Structures and Molecular Properti-

es (W.H. Freeman and Company, 1993), p. 256.

Un segmento di una struttura secondaria parti-
colare & molto piu probabile guando vari residui
adiacenti preferiscono tale struttura cosi, una «
—elica pud essere prevista se 4 su 6 residui adia-

centi sono favorevoli alla formazione dell’elica, e
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se la media dei valori Pa & superiocre a 1,05 e su-
periore a PpP. Analogamente, si pud prevedere un fi-
lamento P se 3 su 5 residui adiacenti tendono a fa-

vorirlo e se il valore medio di P & superiore a

1,04 e superiore a Poa. T.E. Creighton, Proteins;

Structures and Molecular Properties (W.H. Freeman

and Company, 1993), pp. 255-257.

Quindi, impiegando questi principi, 1 residui
di amminoacido nelle porzioni della molecocla che
tendono a formare o -elica e foglic B possono es-—
sere sostituti con quei residui della tabella 1 che
non sono favorevoli a tali conformazioni. Preferi-
bilmente, un residuo con un elevato valore Pa o PB
verra sostituito con un residuc avente rispettiva-
mente il valore Pa o il valore PP basso.

Altri metodi per determinare la tendenza di un
polipeptide a formare segmenti ad a-elica e foglio
B sono pure noti. Per esempio, 1l potenziale di a-
elica di un polipeptide lineare pud essere stimato
secondo, per esempio, l'equazione di Lifson—Roig
(S.Lifson e A. Roig, J, Chem. Phys (1961), 34:1963~
1974) usando valori per 1 parametri di formazione
dell’elica residui trasformati dai loro valori di
Zimm-Bragg, calcolati (Z2imm, B.H. e Braggq, J.K.J.

Chem. Phys., (1959) 31 526-535) impiegando le equa-
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zioni di conversione di Qian e Schellman (Qian, H,
e Schellman, J. A. J. Chem. Phys (1992) 96 3987-
3994 .

Piu particolarmente, i parametri di Zimm-
Bragg, s e © rappresentano rispettivamente la co-
stante di stabilita della spirale dell’elica ed il
fattore di nucleazione. Una serie di valori s e ©
di Zimm~Bragg & stata definita per ciascun residuo
di ammincacido (vedi tabella 1 di Finkelstein e al-
tri Proteins: Structure, Function and Genetics
(1991)10:287-299) e la probabilita che l'intera ca-
tena polipeptidica (o talune sottosequenze defini-
te) adotti una oa-elica pud venire calcolata usando
le equazioni indicate.

I corrispondenti parametri dell’elica di
Lifson-Roig, u, v e w, possonc pure venire impiega-
ti per una determinazione simile (Lifson S. E Roig,
A. J. Chem. Phys (1961) 34:1963-1974). Sotto que-
sto aspetto, w, che viene usata per definire una
unita di peptide all’interno di una sequenza non
interrotta di stati elicoidali, pud essere calcola-
ta come s. La d di Lifson-Reig definisce una unita
peptidica all’inizio o alla fine di una sequenza
ininterrotta di stati elicoidali e pud essere cal-

colata dal parametro o? di Zimm-Bragg. Il fattore
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u definisce il peso statistico della zcona di spira-
le e non corrisponde al parametro di Zimm-Bragg.

Usando questi parametri, per stimare il poten-
ziale di o~elica vi sono due calcoli di impiego ge-
nerale. Il primo assume il parametro d di inizio
dell’elica di Lifson-Roig come una costante di
0,039 ({(cioé il parametro o di Zimm-Bragg & 0,0013
per tutti i residui), con il parametro w per cia-
scun amminoacido calcolato dal valore s di Zimm-
Bragg che si trova nella tabella 1 di Finkelstein e
altri, Proteins: Structure, Function and Genetics
{1991) 10:287-299. Il secondoc calcolo non ammette
che tutti i residui abbiano lo stesso valore per il
parametro di inizio dell’elica d (cioce il parametro
o di Zimm-Bragg & diverso per ciascun residuo di
amminoacido). Con questoc metodo, i valori s e o di
Zimm-Bragg per ciascun residuc possono venire de-
terminati dalla tabella 1 di Skolnick, J, e
Holtzer, A. Macromolecules (1982)15:812-821. Questi
metodi sono ulteriormente descritti in seguito ne-
gli esempi.

Gli analoghi di polipeptide della presente in-
venzione possono venire prodotti in vari médi ben
noti nella tecnica. Sotto gquesto aspetto, poiché

gli analoghi sono relativamente piccoli, ciocé hanno
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una lunghezza fino a circa 50 'amminoacidi, essi
possono venire convenientemente sintetizzati per
via chimica, c¢on una qualsiasi di wvarie tecniche
che sono note agli esperti.del settore dei peptidi.
In generale, questi metodi adocttanc 1'addizione se-
quenziale di unc ¢ pid amminoacidi ad una catena
peptidica in crescita. Normalmente il gruppo ammi-
nico o il gruppo carbossilico del primo amminoacidd
& protetto con un gruppo protettore adatto.
L’amminoacido protetto o derivatizzato pud quindi
essere attdccato ad un supporto solido inerte oppu-
re utilizzato in soluzione per aggiungere
1" amminoacido successivo nella seguenza avente il
gruppo complementare (amminico o carbossilico) op-
portunamente protetto, in condizioni che consentano
la formazione di un legame ammidico. Il gruppo pro-
tettore viene quindi allontanato dal residuo di am-
minocacidi sommati, gquindi si aggiunge 1’amminocacido
successivo (opportunamente protettco), e cosi via.
Quando il numero desiderato di amminocacidi & stato
legato nella sequenza adatta, ogni gruppo protetti-
vo rimanente (e eventuale supporto solido, se é
stata impiegata la tecnica di sintesi in fase soli-
da) viene allontanato sequenzialmente o contempora-

neamente, per ottenere il polipeptide finale. Con
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semplici modifiche di questa procedura generale, &
possibile aggiungere pilu di un amminoacido per vol-

ta ad una catena in crescita, per esempio accop-

piando, in condizioni che non racemizzino i®centri

chirali} un tripeptide protetto con un dipeptide
oppertunamente protetto per formare dopo deprote-
zione un pentapeptide.. Vedi, per esempio, J. M.

Stewart e J.D. Young, Solid Phase Peptide Synthesis

(Pierce Chemical Co., Rockford, IL 1984} e G. Bara-

ny e R.B. Merrifield, The Peptides; Analysis, Synt-

hesis, Biology, editori E. Gross e J. Meienhofer,

Vol. 2, ({(Academic Press, New York, 1980),pp. 3-254
per le tecniche di sintesi peptidica in fase soli-

da; e M. Bodansky, Principles of Peptide Synthesis,

(Springer-Verlag, Berlin 1984) e E. Gross e J. Mei-

enhofer, Eds., The Peptides; Analysis, Synthesis,

Biology, Vol, 1, per le sintesi con la soluzione
classica.

Tipici gruppi protettori camprendono t-
butilossicarbonile (Boc), 9-fluorenilmetos-
sicarbonile (Fmoc) benzilossicarbonile (Cbz); P~
toluensulfonile (Tx); 2,4~dinitrofenil; benzil
(Bzl); bifenilisopropilossicarbossi-carbonile, t-
amilossicarbonile, isobornilossicarbonile, o-

bromobenzilossicarbonile, cicloesile, isopropile,

33

sACOBACCH & PERANI S.p A



acetile, o-nitrofenilsulfonile e simili.

Tipici supporti solidi sono supporti polimeri-
ci reticolati. Questi possono comprendere polimeri
reticolati a base di divinilbenzene e stirene, per
esempio copolimeri divinilbenzene-idrossi-
metilstirene, divinilbenzene-clorometil stirene e
divinilbenzene-benzidrilamminoe polistirene.

Gli analoghi di polipeptide della presente in-
venzione possono anche venire preparati chimicamen-
te con metodi differenti dai metodi di sintesi pep-
tidica multipla simultanea. Vedi, per esempio,
Houghten Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1985)82:5131-
5134; e il brevetto U.S. N. 4.631.211.

Alternativamente i peptidi possono venire pro-
dotti con tecniche ricombinanti, per esempio sinte-
tizzando DNA che codifichi il peptide desiderato,
insieme ad un codone di inizio ATG. La sequenza nu-
cleotidica pud essere progettata con i codoni ap-
propriati per la particolare sequenza di amminoaci-
di desiderata. In generale, sl scelgono i codoni
preferiti per 1l’ospite previsto in cui la sequenza
viene espressa. La sequenza completa viene general-
mente montata sovrapponendo oligonucleotidi.prepa—
rati con metodi standard e montati in una sequenza

codificante completa. Vedi, per esempio Edge Nature
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(1981) 292:756; Nambair e altri Science (1984)
223:1299; Jay e altri J. Biol. Chem. (1984)
259:6311. Tecniche di sintesi automatica come la
sintesi in fase solida con fosforammide possonc ve-
nire impiegate per generare la sequenza nucleotidi-
ca. Vedi, per esempio, Beaucage, S.L. e altri, Tet.
Lett. {1981) 22:1859-1862,; Matteucci, M.D. e al-
tri, J. Am. Chem. Soc (1981) l9§:3185“3191- Succes-—
sivamente il DNA viene clonato in un vettore di
espressione adétto, procariota o eucariota, impie-
gando procedimenti convenzionali.

TIn alternativa si possono impiegare facilmente
tecniche ricombinanti per clonare il gene del poli-
peptide progenitore che pud poi essere mutagenizza-
to in vitro con la sostituzione delle opportune
coppie di basi per ottenere il codone per
17 amminoacido desiderato. Tale cambiamento pud com—
prendere anche solo una coppia di basi, effettuando
un cambiamento in un singolo amminoacido, oppure
pud comprendere varie coppie di basl da sostituire.
Alternativamente, le mutazioni possonoc essere ef-
fettuate usando un innesco non accoppiato che si
ibridi alla sequenza nucleotidica progenitore
{(generalmente cDNA corrispondente alla sequenza di

RNA), ad una temperatura inferiore alla temperatura
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di fusione del duplex non accoppiato. L’innesco pud
essere reso specifico mantenendo 1la lunghezza
dell’innesco e la composizione della base entro li-
miti relativamente ristretti e mantenendo posizio-
nata centralmente la base mutante. Zoller e Smith,
Methods Enzymol. (1983) 100:468. La lunghezza
dell’innesco * - viene regolata usando DNA polime-—
rasi, 1l prodotto viene clonato ed i cloni confe—
nenti il DNA mutato, ottenutb per segregazione del
filamento allungato dell’innesco, vengono scelti.
La selezione pud essere effettuata usando 17innesco
mutante come sonda di ibridazione. La tecnica & pu-
re utilizzabile per generare mutazioni multipunto.
Vedi, per esempio, Dalbie-McFarland e altri Proc.
Natl. Acad, Sci USA {1982)79:6409.

Impiegande i metodi suddetti, & stato prepara-
to un certo numero di analoghi di polipeptidi esem-
plificativi che presentanoc un flusso di elettrotra-
sporto migliorato. In particolare, la figura 1B ri-
porta la sequenza dell’analogo 1 di PTH. Questo
analogo di PTH differisce dalla sequenza progenito-
re (riportata nella figura 1A) per quanto segue:
Mety & stato sostituito con Leu; Leus ¢ stato so-~
stituito con Arg; Met,s € stato sostituito con Leu;

Glu,;y & stato sostituito con Arg; Gluy; e stato so-
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stituito con Arg; Glnpy & stato sostituito con Lys;
Phes; @ stato sostituito con Tyr; ed & presente un
lattone di omoserina al terminale C del peptide.

L'analogo 2 di PTH, riportato nella figura 1C,
differisce dalla sequenza progenitore (figura 1A)
per guanto seque: Mety & stato sostituito con Leu;
Leu;; € stato sostituito con Ser; Leu;s é stato so-
stituito con Arg, Leu,s & stato sostituito con Ser;
Met;y & stato sostituito con Ser; Gluys € state so-
stituito con Arg; Val,; & statc sostituito con Ser;
Gluy, € stato sostituito con Arg; Leu,, € stato so-
Stituito con Ser; Leuy,s & stato sostituito con Ser,
Glnzs & stato sostituito con Lys; Tyras & stato so-
stituito con Ser; ed & presente un lattone di omo-
serina al terminale C del peptide. Prese insieme,
queste sostituzioni porfano ad una struttura secon-
daria allentata.

Gli omologhi di irudina sono una serie di ana-
loghi sintetici di irudina, un inibitore naturale
della trombina. Due di gquesti analoghi sonc ripor-
tati nella figura 2. L’analogo 1 di irudina, ri-
portato nella figura 2B, & descritto in Maragnore e
altri Biochem. (1990) 29:7095-7101. L’analogo B2 di
irudina, un peptide con 20 amminocacidi, con un peso

molecolare di circa 2186 Dalton, ha la sequenza in-
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dicata nella figura 2C. Come si pud vedere,
1" analogo B2 dell’irudina differisce dall’analogo 1
dell’irudina illustrato nella figura 2C, poiché ha
la D-cicloesilalanina che sostituisce la D-
fenilalanina nella prima posizione. L’analogo B2 di
irudina & descritto in Witting e altri Biochem. J.
(1992)287:663-664; e nella pubblicazione interna-
zionale N. WO 92/13952.

Quando si & preparato l’analogo di polipeptide
desiderato esso pud venire somministrato al sogget-
to usando uno qualsiasi dei sistemi di somministra-
zione di farmaco per elettrotrasporto € non e limi-
tate all’usco di un particolare sistema. Esempi di
sistemi di somministrazione di farmaco per elettro-
trasporto sono descritti, per esempioc, nei brevetti
U.5. N. 5.312.326 rilasciato a Myers e altri,
5.080.646 rilasciato a Theeuwes e altri, 5.387.189
rilasciato a Gyory e altri, e 5.169.383 rilasciato
a Gyory e altri, le descrizioni dei quali sono qui
incorporate per riferimento.

La figura 3 illustra un dispositivo esemplifi-
cativo di somministrazione per elettrotrasporto che
pud venire usato con il presente procedimento. Il
dispositivo 10 comprende un involucro superiore 16,

una scheda di circuito 18, un involucro inferiore
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20, un elettrodo ancdico 22, un elettrodo catodico
24, un serbatcio anodico 26, un serbatoio catodico
28 e un adesivo compatibile con la pelle 30.
L’ invelucro superiore 16 & dotato di alette latera-—
1i 15 che contribuiscono a mantenere il dispositivo
10 sulla pelle del paziente. L’involucro superiore
16 & preferibilmente costituito da un elastomero
formabile per iniezione (per esempio etilen vinila-
cetato). La scheda di circuito stampato 18 compren-
de un circuito integrato 19 collegatoc a compeonenti
discreti 40 e alla batteria 32. La scheda di cir-
cuito 18 & attaccata all’involucro 16 per mezzo di
perni (non illustrati nella figura 3) che passano
attraverso aperture 13A e 13B, le estremita dei
perni essendo riscaldati/fusi per ottenere il fis-
saggio a caldo della scheda di «circuito 18
all’involucro 16. L’involucro inferiore 20 & colle-
gato all’involucroc superiore 16 mediante adesivo
30, la superficie superiore 34 dell’adesivo 30 es-
sendo fatta aderire sia all’involucro inferiore 20
che all’involucro superiore 16, comprese le super-
fici inferiori delle alette 15.

Nella parte sottostante della scheda di cir-
cuito 18 & illustrata (parzialmente) una batteria a

bottone 32. Per alimentare il dispositivo 10 si
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possono anche impiegare altri tibi di batterie. Il
dispositivo 10 & generalmente costituito dalla bat-
teria 32, 1l circuito elettronico 19, 40, elettrodi
22, 24 e serbatoi di farmaco o prodotto chimico 26
e 28, tutti integrati in una unitd autocontenuta.
Le uscite (non 1llustrate nella figura 3) della
scheda di circuite 18 sono in contatto elettrico
con gli elettrodi 24 e 22 attraverso aperture 23 e
237 nelle depressioni 25 e 257 ricavate
nell’ involucro inferiore 20, per mezzce di nastri
adesivl elettricamente conduttori 42 e 42', Gli
elettrodi 22 e 24, a loro volta, sono in contatto
diretto meccanico ed elettrico con i lati superiori
44’ e 44 dei serbatoi di farmaco 26 e 28. I lati
inferiori 46’, 46 dei serbatoi di farmaco 26, 28,
sono a contatte della pelle del paziente attraverso
le aperture 29', 29 nelli’adesivo 30.

I1 dispositivo 10 ha opzionalmente una carat-
teristica che permette al paziente di autosommini-
strare una dose di farmaco mediante elettrotraspor-
to. Azionando 1’ interruttore a pulsante 12, il cir-
cuito elettronico sulla scheda di circuito 18 eroga
una dgquantita predeterminata di corrente continua
agli elettrodi/serbatoi 22, 26 e 24, 28 per un in-

tervallo di somministrazione di durata prestabili-
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ta. L’interruttore a pulsante 12.é opportunamente
disposto sul lato superiore del dispositivo 10 e
viene azionato con facilita attraverso gli indumen-
ti. Per attivare il dispositivo per la somministra-
zione del farmaco, viene preferibilmente impiegato
un doppio azionamento dell’interruttore a pulsante
12 entro un breve periodo di tempo, per ésempio 3
secondi, per minimizzare la possibilita di aziona-
mento accidentale del dispositivo 10. Preferibil-
mente, il dispositivo tfasmette all’utilizzatore
una conferma visiva e/oppure sonora dell’inizio
dell’intervallo di somministrazione di farmaco, me-
diante un LED 14 che si accende e/oppure un segnale
sonoro emesso, per esempio, da un “beeper”. Il far-
maco viene somministrato attraverso la pelle del
paziente mediante elettrotrasporto, per esempio sul
braccio, per 1l’intervallo di somministrazione pre-
stabilito.

L’ elettrodoc anodico 22 & preferibilmente for-
mato da argento e l’elettrodo catodico 24 e prefe-
ribilmente formato da cloruro di argento. Sia il
serbatoio 26 che il serbatoio 28‘sono preferibil-
mente formati da idrogel di materiali polimerici.
Gli elettrodi 22 e 24 ed i serbatoi 26 e 28 vengono

trattenuti entro le depressioni 257 e 25
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nell’involucro inferiore 20.

L’interruttore a pulsante 12, il circuito
elettronico sulla scheda di circuito 18 e la batte-
ria 32, vengono sigillati con adesivo tra
1’involucro superiore 16 e 1’involucro inferiore
20. L’involucro superiore 16 & preferibilmente for-
mato da gomma o altro materiale elastomero.
L’ involucro inferiore 20 & preferibilmente costi-
tuito da plastica o materiale elastomerc in foglio
(per esempio polietilene)} che pud venire facilmente
stampato per formare le depressioni 25 e 25’ e ta-
gliato per ricavare le aperture 23 e 23'. Il dispo-
sitivo montato 10 & preferibilmente resistente
all’acqua {cioé& a prova di spruzzo) ed & piu prefe-
ribilmente impermeabile. Il sistema ha un profilo
basso che si adatta facilmente al corpo, per cui
consente libertd di movimento in corrispondenza e
nella zona di applicazione. I serbatol 26 e 28 sono
posti dal lato di contatto con la pelle del dispo-
sitivo 10 e sono sufficientemente distanziati per
impedire corto circuito elettrico accidentale du-
rante la normale manipolazione e 1'impiego.

Il dispositivo 10 aderisce alla superficie del
corpo del paziente (per esempio la pelle) per mezzo

di un adesivo periferico 30 che ha un lato superio-
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re 34 ed un lato di contatto con la pelle 36. 11
lato adesivo 36 ha proprieta adesive che assicurano
che il dispositivo 10 rimane sul luogo di inseri-
mento sul corpo durante la normale attivita
dell’utilizzatore, e permette tuttavia una facile
rimozione dopo il periodo di utilizzazione presta-
bilito (per esempio 24 ore). I1 latc superiore
dell’adesivo 34 aderisce all’involucro inferiore 20
e trattiene 1’involucro inferiore 20 attaccato
all’involucro superiore 16.

I serbatoi 26 e 23 sono generalmente costitui-
ti da una matrice di gel, con la soluzione di far-
maceo dispersa uniformemente in almeno uno dei ser-
batoi 26 e 28. Si possono usare concentrazioni di
farmaco comprese tra circa 1x10*M e 1,0 M o piu,
con le concentrazioni di farmaco nella parte infe-
riore del campo che sono quelle preferite. Polimeri
adatti per la matrice di gel possono comprendere
praticamente qualsiasi materiale polimerico sinte-
tico e/oppure naturale nonionico. Una natura polare
e preferita quando 1l’agente attivo & ©polare
e/oppure capace di ionizzazione, in modé da miglio-
rare la solubilita dell’agente. Opzionalmente la
matrice di gel sara rigonfiabile con acqua. Esempi

di polimeri sintetici adatti comprendono, senza es-—
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sere limitati a questi, poliacrilammide, poli(2-
idrossietilacrilato), poli(2—idrossipropilacri—
lato), poli (N-vinil-2-pirrolidone), peli (n-
metilolacrilammide), poli(diacetonacrilammide), po—
1i (2~idrossiletil metacrilato), alcole polivinili-
co e alcole poliallilico. Polimeri di condensazione
a funzionalita ossidrilica (cioé poliesteri, poli-
carbonati, poliuretani) sono pure esempi di polime-
ri sintetici polari adatti. Polimeri naturali (o
loro derivati) adatti all’impiego come matrice di
gel, sono esemplificati da eteri di cellulosa, ete-
ri di metilcellulosa, cellulosa e cellulosa ossi-
drilata, metilcellulosa e metilcellulosa ossidrila-
ta, resine come gomma guar, gomma acacia, gomma ka-
raya, gomma xanthan, gelatina, e loro derivati. Per
la matrice si possono anche impiegare polimeri io-
nici, purché i controioni disponibili siano farmaci
ionici oppure altri ioni con carica opposta a guel-
la dell’agente attivo.

Quindi, gli analoghi di polipeptide della pre-
sente invenzione verranno incorporati nel serbatoio
del farmaco, come una matrice di gel quale quelle
appena descritte, e somministrati ad un paziente
usando un sistema di somministrazione di farmaco

per elettrotrasporto, opzionalmente come esemplifi-
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cato in precedenza. L’incorporaziéne della scluzio-
ne di farmaco pud¢ essere fatta in vari modi, per
esempio imbibendo la soluzione nella matrice del
serbatoio, oppure miscelande la soluzione di farma-
co con il materiale della matrice prima della for-
mazione dell’idrogel o simili.

Mentre l’invenzione & stata descritta con ri-
ferimento a sue realizzaéioni specifiche preferite,
si comprendera che la descrizione precedente, come
pure gli esempi seguenti, intendono illustrare e
non limitare lo scopo dell’invenzione. Altri aspet-
ti, vantaggi e modifiche che rientrano nello scopo
dell’invenzione saranno evidenti per gli esperti
del settore al quale si riferisce 1’invenzione
stessa.

IIT. PARTE SPERIMENTALE

In generale, le tecniche standard della tecno-
logia del DNA riccmbinante sono descritte in varie
pubblicazioni, per esempic in Sambrock e altri,

Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold

Spring Harbor Laboratory, 1989); Ausubel e altri,

Current Protocols in Molecular Biology, vol. 1 e 2

e supplementi (1987); e in Wu e Grossman{eds), Met-

hods in Enzymology. Vol. 53 (Recombinant DNA Part.

D, 1987). Enzimi di restrizione, mezzi di coltura
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di cellule di mammifero e la linea cellulare di
E.coli di DHiOB {F-mcrA D (mrr-hdsdRMS-mcrBC)
F80dlacZDM15 DlacX74 deoR recAl araDl39 (ara,
leu (7697 galU galKI-rpslL endAl nupG) sono state ac-
guistate da Gibco/BRL (Gaithersburg, MD). Tag poli-
merasi & della Perkin Elmer Cetus ({Norwalk, CT). La
resina His~bind & stata acquistata da Novagen
{Madison, WI) ed impiegata secondo le istruzioni
del produttore. DNasi e lisozima sono stati forniti
da Boehringer Mannheim (Indianapolis, IN). Il bro-
muro di cianogeno & stato fornito da Aldrich
(Milwaukee, WI). Gli oligonucleotidi sono stati
sintetizzati su un sintetizzatore di DNA modello
394 della Appiied Biosystems Inc¢. (Foster City,
CA), usando prodotti chimici ABI. L’ormone sinteti-
co di paratiroide umana, e l’ormone sintetico di
paratiroide bovina sono stati forniti da Bachen
(Torrance, CA).
ESEMPIO 1

COSTRUZIONE DI VETTORI DI ESPRESSIONE PER I POLI-

PEPTIDI PTH

I vettori di espressione PTH sono stati co-
struiti in varie fasi usando il plasmide pBAD18
{Guzman e altri 1995) come plasmide di partenza. Il

plasmide pBAD18 contiene il promotore araB seguito
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da un polilegante ed un terminatore sotto 11 con-
trollo del regolatore positivo/negativo araC, pure
specificato dal plasmide. Il plasmide pBAD18 con-
tiene pure una origine di plasmide modificato
pBR322 ed il gene bla, per permettere la replica-
zione e la selezione in E.coli. come pure la regio-
ne intragenica del fago M13, per permettere la rac-
colta di DNA a filamento singolo. Per gli scopi
della presente invenzione, tuttavia 11 vettore di
clonazione realmente impiegato per costrulire i vet-
tori di espressione dell’invenzione non & critico.
Per esempio, il plasmide pMC3 pud servire come
vettore di clonazione in sostituzione del plasmi-
de pBAD18 nei protocolli seguenti. Il plasmide pMC3
e descritto nel brevetto US N. 5.270.170. Tl pla-
smide pMC3 differisce dal plasmide pBAD18 per il
fatto che il plasmide pMC3 codifica un repressore
lac di dinorfina a coda B nella regione corrispon-
dente alla regione Nhel-Xbal del sito di clonazio-
ne multiplo di pBADl8 e codifica una sequenza ope-
ratore lac nella regione corrispondente al frammen-
to Ndel-Clal del plasmide pBAD18. Poiché questo
frammento non & essenziale per gli scopi della pre-
sente invenzione, si possono facilmente costruire

vettori adatti per gli scopi della presente inven-
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zione dal plasmide pMC3. Il plasmide pMC3 e dispo-
nibile nel ceppo ARI16l presso la American Type
Culture Collection con il numero di accessoc ATCC
68818.

I vettori PTH sono stati costruiti come segue.
La coppia seguente di oligonucleotidi parzialmente
sovrapposti viene riassociata e si effettua la sin-

tesi del secondo filamento con Tag polimerasi:

5'-GCT CGG GCT AGC TAA CTA AI‘C GAG _GAT ACA TAA ATG_AMAA GCT ATC TIC

Nhe T 5&D TrpLe ieacler

‘ GII_CTG AAA GGT TCC CTS GAC CG7 GAT CCG GA-3'
3

"-AC CTG GCA CTS5 GGC CTT A}}g CAG CTG TAZ TAS
Sal T 8z1 I

TTG GIC _TAG AGG GTG GTG GTG GTA GTG GTA ATT ATT TTC GAA SGC AGG-
Bgl IT His, Hind 11X

Il prodotto viene digerito con Nhel e in Hin-
DITT ed inserito nei siti corrispondenti di pPBAD1S.
Il duplex contiene il sito di legame ribosomico di
Shine-Dalgarno (S&D) e il peptide leader TrpLE.
Questa sequenza leader dl 17 amminoacidi ha dimo-
strato in precedenza di migliorare l’espressione di
piccole proteine e pud promuovere il sequestro di
fusioni in corpi in inclusione (Derynck e altri
Cell (1984)38:287-297; Miozzari e Yanofsky J.
Bacteriol (1978)1331: 1457-1466). Il peptide leader
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Trple viene separato dalla sequenéa Hisg mediante
un sito di clonazione multiplo. Il sito di polii-
stidina permette una rapida purificazione della mo-
leccla di ormcone paratiroidec ricombinante {RPTH) e
di analoghi di RPTH mediante cromatografia per che-
lazione con nichel (vedi brevetto us. N.
4.551.271). Due codoni di arresto (TAATAA) sequono
la poliistidina.

Un gene RPTH (1-34) con la sequenza seguente &
stato progettato é sintetizzato usando codoni di

E.ceoli ad uso intensivo.

1 2 3 4 L & 7 8

’ Val-Asp-Met-Ile-Asn-Mer-Ser-Val-Ser-Glu~Ile-Gln-Leu-Leu
5'-GGC TGG GTC GAC ALG ATC AAC ATS TCC GIT TCC GAA ATC CAG CTG CTG
3'-CCS ACC CAG _CTG TAZ TAG TTG TAC ASG CAA AGG CTT TAG GTC GAC GAC

5al I :

g 10 1 12 13 14 1& & L7 18 19 20 21 22 23 24

His-Asn-Leu-Gly Lys-His-Leu-Asn-Ser-Leu-Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Leu
CAC AAT CTG GGT AAA CAC CTG AAC TIC {TC GAG CGT GTT GAA TGG CTG
GTG 1TTwe GAC CCA TTT GIG GAC ITG AGG GAG CTC GCA CAA UTT ACC GAC

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

Arg-Lys-Lys-Leu-Gla-Asp-Val-His-Asn-Tyr-Met-Gln-Ile-Sar

CCY RiAA AAA CIG TAG GAC GTC CAC AAC TAC ATG CAG ATC TCC cTC-3

GTC CTG CAG GTG TTG ATG TAC GTC TAG AGG GAG-%'
Bgl II

GCA TTT TTIT GAC

Questo gene RPTH viene digerito con Sall e

BglII e inserito nel vettore pBAD modificato.
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ESEMPIO 2

ESPRESSIONE E PURIFICAZIONE DI POLIPEPTIDI

E.coli DH10B, contenente il plasmide preceden-
temente descritto, viene coltivata per una notte in
mezzo LB contenente ampicillina ({(da 50 a 100
Mg{ml). 10 ml di questa coltura vengono usati per
inoculare una coltura di 500 ml di Superbroth (35
g/l di Bactotriptone, 20 g/l di estratto di lievi-
to, 5 g/l di NaCl, e NaCH fino a pH = 7;5) conte—
nente ampicillina. Le cellule vengono lasciate cre-—
scere fino ad una ODgy di circa 0,5 e 1,0, quindi
si aggiunge L~ (+)-arabinosioc fino ad una concentra-
zione finale dello 0,2%. Le cellule vengono lascia-
te crescere per altre 3 ore. Dopo questo tempo, la
ODeo € tra 1,5 e 3. Le cellule vengono raccolte per
centrifugazione e lavate sequenzialmente con 250 ml
di tampone WTEK (Tris 50mM, pH 7,5, e EDTA 10 mM,
KC1 100 mM); 250 ml di PBS; e 250 ml di Tris 10 mM,
pH 7,5.

Le cellule vengono quindi risospese in 100 ml
di una soluzione costituita da Tris 10 mM, pH 7,5;
0,1 mg/ml di inibitore di proteasi N-tosil-L-
fenilalanina clorometilchetone (TPCK); 0,1 mg/ml di
inibitore di proteasi N-tosil-L-lisina clorometil-

chetone (TLCK)}; 0,1 mg/ml di inibitore di proteasi
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fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) e 0,05 mg/ml di
lisozima. La soluzicone risultante viene incubata su
ghiaccio per 1 ora. Le cellule vengono poi congela-
te e scongelate; si aggiunge 1 mg di DNAse alle
cellule scongelate e la miscela risultante viene
incubata su ghiaccic per unfaltra ora.

I corpi di inclusione delle cellule vengono
purificati per centrifugazione a 10.000 xg per 15
minuti. I corpi di inclusione vengono solubilizzati
in SDS al 10% ma, in alcuni casi, & pure necessaria
la sonicazione del campione per solubilizzare tutta
la proteina. Si aggiunge tampone legante (imidazolo
5mM, cloruro di sodio 500 mM e Tris 20 mM, pH 7,9)
per diluire la concentrazione di SDS all’l%, ed il
campione viene caricato su una colonna contenente
resina His-bind (Novagen). La colonna viene.poi la-
vata con 15 volumi di colonna di tampone legante e
la proteina legata viene poi eluita con un volume
di colonna di tampone di eluizione (cloruro di so-
dic 500 mM, EDTA 100 mM, e Tris 50 mM, pH 7,9). Si
aggiungono quindi due volumi di etanolo assoluto
per precipitare la proteina.

Il pelimero PTH precipitato viene poi disciol-
to in acido formico al 70%, quindi si aggiunge un

eccesso molare di 500 volte (si pud usare un ecces-
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56 da 100 a 1000 volte) di bromuro di cianogeno. Un
controllo del tempo di scissiocne {effettuato con
differenti concentrazioni di bromuro di cianogeno
per determinare il tempo ottimale), controcllato me-
diante analisi dell’ammincacido, indica che 1la
scissione completa si ottiene in 2 ore a temperatu-
ra ambiente. Dbpo la scissione con bromuro di cia-
nogeno i‘peptidi vengono.liofilizzati e risospesi
in acqua distillata. Il peptide viene risospeso in
tampone A (0,1% di TFA) e ulteriormente purificato
mediante HPLC, usando una colonna semipreparativa
VIDAC C-18. S5Si iniettano circa 30 mg di peptide
nella colonna. Il peptide viene quindi eluito con
un grédiente del 20-40% di acetonitrile / 0,1% TFA,
in 40 minuti. Il picco principale, che eluisce a
cirea 15 minuti, viene raccolto e liofilizzato a
secchezza.

Dopo isolamento deil corpi di inclﬁsione e pu-
rificazione nel modo suddescritto, il peptide pre-
senta una purezza superiore al 95%, determinata me-
diante SDS - PAGE. Il peptide viene quindi dissala-
to e parzialmente purificato su una colonna Sep-
Pak. I singoli picchi vengono isoclati ed analizzati
mediante spettrometro di massa ad elettrospruzzatu-

ra per determinarne la composizione. Sono presenti
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due picchi minori che sonc il risultato di una
scissione 1incompleta con bromuro di cianogeno e
rappresentanc il peptide PTH-His; ed il peptide I-
N-M-PTH. Il picco principale costituisce pin
dell”80% della proteina totale. I1 confronto del
campione “grezzo” purificato su Sep-Pak ed un RPTH
purificato mediante HPLC non mostra una significa-
tiva differenza nella capacita di stimeclazicne
dell’ adenilato ciclasi.
ESEMPIQ 3

PRODUZIONE DI ANALOGHI DI PTH

Per produrre gli analoghi di PTH della presen-
te invenzione, il peptide PTH viene sostituito con
gli amminoacidi indicati nelle figure 1B, 1C ed 1D.
Gli analoghi di PTH vengono prodotti con tecnica
ricombinante in un modo simile a quello descritto
in precedenza per il gene ricombinante RPTH-A, so-
stituendo le basi appropriate. Gli analoghi di PTH
vengono espressi e purificati nel modo suddescrit-
to.

ESEMPIQ 4

SAGGIO DELL"ATTIVITA’ DI ANALOGO DI PTH

Un PTH sintetico avente la sequenza di tipo
- originale e gli analoghi di PTH (RPTH) ricombinanti ven-

gono analizzati per wvalutarne la capacitd a stimolare la
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adenilato ciclasi. Le concentrazioni di PTH vengono
determinate mediante DO,s usando un coefficiente di
estinzione di 6600 per il peptide ricombinante e
5500 per il peptide sintetico. La linea cellulare
di osteosarcoma di ratto UMR106 (ATCC CRL 1661)
viene impiegata per la prova in vitro della capaci-
ta del peptide ad attivare il recettore (PTH).
L’attivazione del recettore PTH porta ad un aumento
intracellulare della concentrazione di cAMP.

Le cellule UMR106 vengono inseminate a circa
2,5 x 10° per pozzetto in una piastra a 48 pozzet-
ti, e lasciati sviluppare fino a confluenza. I sag-
gi vengono effettuati sulle cellule 3-5 giorni dopo
la confluenza. Il mezzo {mezzo di Eagle modificato
da Dulbecco, DMEM, con siero fetale bovino) viene
separato e si aggiunge 1 ml di mezzo fresco. A cia-
scun pozzetto della plastra si aggiunge quindi PTH
{ricombinante o sintetico)} a varie conéentrazioni.e
3-isobutil-l-metilxantina (IBMX) ad una concentra-
zione finale di 1 mM, guindi si incuba per 5 minuti
a temperatura ambiente. Il mezzo viene quindi ri-
mosso e le cellule vengono rapidamente lavate con
PBS ghiacciato. Le cellule vengono poi estratte due
volte con 1 ml di etanolo assoluto. Le due estra-

zioni vengono combinate e 1’etanolo viene allonta-
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nato per evaporazione. L'estratto‘viene quindi ri-
disciclto in 1 ml di tampone di prossimita di scin-
tillazione (tampone SPA) (Amersham, Arlington
Heights, IL). La concentrazione in cAMP viene de-
terminata usando un kit di saggio di prossimita di
scintillazione {SPA) fornito dalla Amershan.
L’analogo 1 ha una costante di dissociazione (Kd)
di 1,5 nM ed un EC-50 (concentﬁazione efficace) di
0,9nM. La PTH di tipo naturale ha una costante di
dissociazione di 8,5 nM ed una EC~-50 di 4,4 nM.
. Gli analoghi 2 e 3 non hanno attivita misurabile.
ESEMPIO 5 |

PREVISIONE DEGLI EFFETTI DELLE SOSTITUZIONI DI AM-

MINOACIDO NEGLI ANALOGHI DI PTH SU UN POTENZIALE DI

oa~ELICA

Come spiegato in precedenza, il potenziale di
a-elica di polipeptidi lineari pud essere stimato
con 1l’impiego delle equazione di Lifson -Roig
(Lifson, S e Roig, A. J. Chem. Phys (1961)34:1963-
1974 ) ed i valori dei parametri di formazione
dell’elica residua convertiti dai valori di Zimm-—
Bragg (Zimm, B.H. e Bragg. J.K. J. Chem. Pys
(1959)31:526-535, impiegando equazioni di conver-
sione di Qian e Schellman (Qian, H, e Schellman,

J.A.J. Chem. Phys(1992) 96:3987-3994). Quando per
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ogni residuo & stata definita una serie dei valori
di Zimm-Bragg s e o, la probabilita che l’'intera
catena polipeptidica (o qualche sottosequenza defi-
nita) adotti la a-elica pud essere prevista usando
equazioni nei riferimenti suddetti.

I due calcoli generalmente adottati per stima-
re il potenziale di a-elica, precedentemente de-
scritti vengonoe applicati ai due analoghi di PTH
formati. Il primo calcolo considera il parametro v
di inizio dell’elica di Lifson-Roig c¢ome una co-
stante pari a 0,039 (cicé il parametro o di Zimm-
Bragg ¢ 0,0013 per tutti i residui), con il parame-
tro w per ciascun amminoacido calcolato dal valore
s di Zimm-Bragg trovato nella tabella 1 di Finkel-
stein o altri (Finkelstein a altri Pro-
teins:structure, Function and genetics
{1991)10:287-299). Nell’applicare i calcoli agli
analoghi di PTH, i valori s nella tabelia 1 di gque-
sto riferimento vengono dapprima convertiti dai lo-
ro valori a 300 °K ai valori stimati a 273°K, am-
mettendo un cambiamento di entalpia di 1kcal/mol
(identico per tutti i residui). Per 1’analogo 1 di
PTH questo calcolo fornisce una probabilita di 0,41
che 1’intera sequenza sia a-elicoidale. Per

1’analogo 2 di PTH questo calcolo da una probabili-
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ta di 0,18 che 1l’intera sequenza sia a-elicoidale.
Per 1’analogo 3 di PTH questo calcolo da una proba-
bilita di 0,15 che 1l’intera sequenza sia a-
elicoidale.

Il secondo calcolo non ammette che i residui
abbiano lo stesso valore per i parametri di inizio
dell’elica v {cioé il parametro o di Zimm-Bragg &
unico per ciascun residuo di amminoacido. In questo
caso i valori s e o di Zimm-Bragg per ciascun resi-

duo vengono rilevati (salveo per His, Pro, e Trp)

dalla tabella 1 di Skolnichk, J, e Holtzer, A. Ma-

cromolecules (1982) 15:812-821. I valori di Zimm-
Bragg per His vengono prelevati da Sueki e altri,
Macromolecules (1984)17:148-155. I valori di Zimm-
Bragg per Pro e Trp vengono prelevati da Finkel-
stein e altri. Per questo secondo calcolo alterna-
tivo, in ogni caso il valore s & stato computato a
273° K, e per i residui aventi catene laterali io-
nizzabili, & stato assunto il valore s per lo stato
di ionizzazione che sarebbe predominante a pH 7. 1
valori s {(a 273°K) ed i valori o ottenuti da Sueki
e altri e Skolnick e Holtzer vengono convertiti
(Qian e Schellman) ai loro valori v e w di Lifson-
Roig e quindi impiegati per calcolare la probabili-

ta che 1l'intera catena polipeptidica {( ¢ gualcuna
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successiva) esista allo stato di a-elica). Per
1’ analogo 1 di PTH questo calcolo fornisce una pro-
babilita di 0,07 che 1l’intera sequenza sia ad o-
elica. Per l’analogo 2 di PTH questo calcolo forni-
sce una probabilita di 0,02 che l’intera sequenza
sia ad o-elica. Per l’analoge 3 di PTH, gquesto cal-
colo fornisce una probabilita di 0,02 che 1’intera
sequenza sia ad d-elica.

Considerando insieme ambedue le serie di dati
relativi alla tendenza dei polipeptidi ad assumere
una conformazione ad o-elica, si deduce che
1’analogo 1 dovrebbe avere una probabilita da 2 a 3
volte maggiore di esistere come a~elica
dell’analogo 2.

ESEMPIO 6

VALUTAZIONE DEL POTENZIALE DI a~ELICA DA DICROISMO

CIRCOLARE VARIANDO LE CCNCENTRAZIONI DI

TRIFLUOROETANQCLO

Gli studi sul dicroismo circolare con trifluo-
roetanolo (TFE) sono stati fatti usando lo spettro-
metro a dicroismo circolare modello 62DS della AVIV
Associates, Inec. Le concentrazioni di proteine sono
state determinate dalle letture di assorbanza usan-
do coefficienti di estinzione calcolati per gli

analoghi in tampone ionico 10mM. Le titolazioni con
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TFF sono state fatte tra 0 e 55% di TFE, leggendo
tra 250 e 200 nm a 20°C per ciascun campione di
TFE. O,,, & stato calcolato da:

* (peso medio residuo) / {10 (lunghezza

eosservato a 222

del percorso della cellula) (concentrazione protei-
na)l.

I dati dalle titolazioni con TFE a pH 6,5 in
cacodilato 10 mM sono riassunti in seguito nella
tabella 2 per gli analoghi di PTH e riportati nella
figura 4. La figura 4 dimostra che quando il cosol-
vente che induce l’o-elica, trifluoroetancleo, rag-
giunge il 30% ({(volume/volume) si forma praticamente
la massima quantita di elica sia per PTH che per
17analogo 1, con la quantitad media di elicita es-
sendo attorno all’80%. I1 PTH progenitore, anche in
assenza dell’agente di induzione dell’elica & ad a-
elica per circa il 20%.

L'analogo 2 di PTH, in assenza del TFE di in-
duzione dell’elica, & praticamente privo di elica e
con il 30% di TFE, esso ha una frazione di a-elica
di circa il 30%.

L’analogo 3 del PTH in assenza di TFE di indu-
zione dell’elica & essenzialmente privo di elica, e
con il 30% di TFE & a circa il 15% di a-elica.

La riduzione di 2-3 volte nel contenuto di
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elica osservato al 30% di trifluoroetanolo & stata

prevista in base all’equazione di Lifson-Roig, e

dai relativi calcoli come & stato indicato prima.

TABELLA 2

DATI DI TITOLAZIONE DI TFE

$TFE U,,,per L ,oper U,,.per U, .per
hPTH analogeo 1 |analeogo 2} analogo 3
{(1-34)
0 -7793 -4205 -2750 ~3867
10 -15863 -9333 -4600 -6479
20 -21491 -23098 -8065 ~12329
30 -26288 -26334 -12081 -15161
40 -27011 -27850 -14320 -15191
50 -26802 -27705 ~15649 -15395
ESEMPIO 7

FLUSSO DI ELETTROTRASPORTO IN VITRO DEGLI ANALOGHI

DI PTH

Gli studi sull’elettrotrasporto in vitro sono

stati effettuati in celle di piccolo volume multi-

compartimento,
comando anodico.

serisce PTH 1 mM in tampone 10 mM,

appositamente costruite,

usando un
Nel compartimento donatore si in-

e nel comparti-

mento recettore si carica un recettore con una for-

za ionica finale di 25 mM. La soluzione recettore

per il PTH originale e per gli analoghi 1 e 2 &
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NaCl 15 mM tamponata a pH 7 con imidazolo 10mM, al-
bumina di siero bovino (BSA) allo 0,1% come agente
bloccante, detergente Tween 20 e sodic azide come
battericida. La soluzione di  recettore per
l’analogo 3 di PTH & NaCl 15 mM tamponata a pH 7
con imidazolo 10 mM, bromuro di dodecil trimetilam-
monio (DTAB, un tensioattivoja 0,5% e 0,3 mg/ml di
Trp—-Nle-Ar-Phe-ammide, un tetrapeptide usato come
substrato alternativo per gli enzimi proteolitici
presenti nella pelle.

Strato corneo di pelle di cadavere umano di-
staccato a caldo viene posto tra i compartimenti
donatore e recettore con il lato dell’epidermide
rivolto verso il compartimento recettore. Si appli-
ca una corrente continua costante di 127 mA (cioe
0,1 mA/cmz). Le celle vengono mantenute a 32°C du-
rante gli studi in vitro con campioni di recettore
prelevati ogni 2 ore (il volume di recettore prele-
vato viene sostituito con recettore fresco a cia-
scun campiocnamento). I campioni di recettore vengo-—
no analizzati mediante HPLC a fase inversa.

Le aree di picco dei campionli di recettore pTH
vengono confrontate a curve standard dello stesso
analogo a concentrazioni note, eseguite nello stes-

so tempo usando una colonna polimerica analitica,
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con una velocita di flusso di 1,5 ml/minuto ed un
gradiente tra 10 e 50% B per una eluizione di 10
minuti. I1 tampone A & acido trifluorocacetico (TFA)
allo 0,1%, 1% di acetonitrile; il tampone B & TFA
allo 0,1%, 98,9% di acetonitrile. Le concentrazioﬁi
di analogo vengono convertite in flusso di massa e
riportate in funzione del tempo.

Per gli studi sull’elettrotrasporto in vitro,
i donatori indicati contengono le versioni retro-
inveréo (cicé si usano residui di D-amminocacido che
vengono montati in ordine inverso rispetio al nor-
male) degli analoghi 1 e 2 di PTH (1lmM) in soluzio-
ni acquose a pH 5,0. Questo poiché gli analoghi 1 e
2 di PTH non sono stabili quando vengono incubati
con lo strato corneo distaccato, probabilmente per
la digestione proteclitica da parte della proteasi
della pelle. L’analogc 3 di PTH non & una versione
retro-inverso, ma & invece sintetizzato in modo ri-
combinante. Per proteggere l’analogo 3 dalla dige-
stione da parte degli enzimi proteolitici, si ag-
giunge il tetrapeptide alla scoluzione recettore.
Le celle di elettrotrasporto completamente montate
vengono incubate a 32 * 0,5°C. L'area di contatto
della pelle, disponibile per il trasporto, &

di 1,27 cm®. Il volume del compartimento donatore &
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di 200 pl, il volume del compartimento recettore &
di 350 pl. La soluzione di recettore viene separata
dal catodo per . mezzo di una membrana a scambio
anionico (Ionac™, Eletrosynthesis Co., Lancaster,
NY). Ciascuna cella viene collegata a una fonte
costante di corrente ad una densita di corrente
standard di 100 pA /cm®. La caduta di tensione at-
traverso ciascuna cella viene contrellata ad inter-
valli di circa 2 ore per tutta la durata
dell’esperimento. Si costruisce 1’istogramma del
flusso di massa in ciascun punto di tempo. I1 flus-
s0 di massa medic (intervallo di confidenza 95%)
per l1’analogo 1 di PTH & di 0,3 ug/cm® h''(da 0,1 a
0,7), per l'analogo 2 di PTH & di 3,2pg/cm™® h™' (da
2,1 a 4,2) e per 1’analogo 3 di PTH & di 1,1 pg/cm-
2 h? (0,9-1,7). I valori medi del flusso di massa *
sd per questi analoghi sono di 1,4 ug cm *h™ 42, 3;
4,1 pg em?h™ + 3,7; e 1,5 pg cm?-h! + 1,1 rispet-
tivamente per gli analoghi 1,2 e 3. |
ESEMPIO 8

VALUTAZIONE DEL POTENZIALE DI o-ELICA DA DICROISMO

- CTRCOLARE. VARIANDO LE CONCENTRAZIONI DI

TRIFLUQROETANCLO

G1li studi sul dicroismo circolare con trifluo-

roetanolo (TFE)} sono stati fatti usando uno spet—'
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trometro per dicroismo circolare modello 62DS della
AVIV Associates, Inc. Le concentrazioni delle pro-
teine sono state determinate dalle letture di as-
sorbanza usando i coefficienti di estinzione calco-
lati per gli analoghi in tampone ionico 10 mM. Le
titolazioni con TFE sono state effettuate tra lo O
ed il 50% di TFE, analizzando da 250 a 200 nm a
20°C per ciascun campione di TFE. 9, é stato cal-
colato da:

Qusservata a 222 * (peso residuo medio)/ (10({(lunghezza
percorso cellula)(concentrazione proteina)})

I dati dalle titclazioni con TFE a pH 6,5, con
cacodilate 10 mM, sono riassunti nel seguito nella
tabella 3 per gli analoghi di irudina e riportati
nella figura 5. La figura 5 dimostra che guando il
trifluorocetanclo, cosolvente di induzione dell’o-
elica, raggiunge una concentrazione del 30%
{(volume/volume) si forma praticamentella quantita
massima di elica sia per 1l’analogo di irudina pro-
genitore che 1’analogo BZ, con la guantita media di
elicita essendo di circa il 10% per 1’'analogo di i-
rudina progenitore e praticamente dello 0% per
L”anclogo B2. L’analogo di irudina progenitore e
1'analogo B2 non presentano a-elicita in assenza

del TFE di induzione dell’elica. L’analogo B2 di i~

64

.
od e

i



rudina non ha praticamente a-elica anche con una
concentrazione di TFE dell’80%.
TABELLA 3

DATI DI TITOLAZICNE DI TFE

%TFE L., per analogo | U, per analego
di irudina pro- B2
genitore
0 -1120 -989
10 -3679 -1313
20 -5458 -1580
30 -6972 -1.848
40 -8395 -183%¢6
50 -8493 -1963
ESEMPIQ 9

FLUSSO DI ELETTROTRASPCRTO IN VITRO DI ANALOGO DI

ERUDINA B2

L"analogo di erudina B2 viene sintetizzato con
tecniche standard. Vedi, per esempio, Maragancre e
altri, Thromb. Haemostasis (1991)65:830, Bode e al-
tri, EMBO J. (1989)8:3467-3475; e la pubblicazione
internazionale n. WO 92/13952. Il flusso di elet-
trotrasporto transdermico di analogo di irudina B2
viene valutato usando epidermide umana separata a
caldo. Incltre, le formulazioni di idreogel vengono

pure studiate con l1l'uso di epidermide umana, come
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viene studiato l’effetto della dénsita di corrente
sul flusso di farmaco per wvia transdermica. Il
flusso di analogo di irudina B2 per via transdermi-
ca viene valutato usando soluzioni acquose prepara-
te con farmaco come ricevuto e dissalato, tamponato
con un tampone acetatec con forza ionica 10 mM, pH
5. Gli studi sul flusso di analeogo B2 di irudina
sono statli effettuati con una densita di corrente
di 0,1 mA/cm’. Usando come soluzione recettore clo-
rurc di sodio 15 mM a pH 5 con tampone acetato, si
ottiene, in equilibrio, un flussc di elettrotra-
sportoc di circa 19 ug h™' cm™ e 17 pg h™ em™, ri-
spettivamente per le soluzioni di farmaco dissalato
e di farmaco tal quale.

La wvariabilita nel flusso di analogo B2 di i-
rudina per campioni di pelle prelevati da un singo-
lo donatore, come pure da donatori ﬁultipli, risul-
ta essere tra circa il 15 ed il 40%, il che rientra
bene nei limiti di variabilita osservati per i com-
posti peptidici e proteinici.

Per gli studi sull’idrogel, dischi di idrogel
sono stati imbibiti con farmaco e introdotti in al-
loggiamenti in espansc. I gel vengono imbibiti sia
con soluzioni come ricevute (analogo B2 di irudina

1lmM in acetato 20 mM) che con farmaco dissalato
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(analogo B2 di irudina 4 mM in écetato 4 mM). Si
ottiene un flusso di elettrotrasporto in condizioni
di equilibrio che & mediamente di 27 pg h™ cm™?,
con formulazioni di idrogel contenenti 1l farmaco
come ricevuto oppure dissalato.

Impiegando idrogel imbibiti con farmaco come
ricevuto, si effettua un altro esperimentoc per va-
lutare 1'effetto della densita di corrente sul
flusso di analoge B2 di irudina per via transdermi-
ca. Un aumento della densitd di corrente porta ad
un incremento corrispondente del flusso di analogo
B2 di irudina nel campo di densitd di corrente esa-
minate.

In condizioni passive (corrente () non si os-
serva flusso misurabile di analogo B2 di irudina.

ESEMPIO 10

FLUSSO DI ELETTROTRASPORTO IN VIVQO DI ANALOGC BZ DI

IRUDINA
A. SOMMINISTRAZIONE INTRAVENCSA DI ANALOGC B2
DI IRUDINA
I maialini usati per gli studi intravenosi
(IV); del peso di 11 + 1 kg (n=3), sono stati tenu-
ti a digiuno per tutta la notte prima delle inie-
zioni di bolo. Le iniezioni di bolo IV sono state

effettuate in una vena auricolare o nella vena ca-
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va. L'iniezione IV & stata somministrata in un tem-—
po tra 30 e 60 secondi e la dose & stata di circa
0,3 mg/kg (in 0,5 ml). I livelli di analogo B2 di
irudina nel plasma aumentano rapidamente in tutti i
suini dopo 1l’iniezione di bolo per via intravenosa
di analogo B2 di irudina, raggiungendo un livello
-di piéco medio di 66 + 6 ng/ml al punto di campio-
namento di 15 minuti. I livelli di analogo B2 di i~
rudina nel plasma scendono al di sotto di 2 ng/ml
in 2 ore dopo 1l’iniezione, e rimangono relativamen-
te costanti per un tempo da 2 a 8 ore dopo
l’iniezione. La semivita di eliminazione e la clea-
rance calcolata per ciascun maialino sono riportate
nella tabella 3. Il volume apparente di distribu-
zione e la semivita di eliminazione media sono sta-

te calcolate dai dati del bolo intravenoso rispet-

tivamente come 45,4 litri e 16 minuti.
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TABELLA 4

FARMACCCINETICA DI ANALOGCO B2 DI IRUDINA NEL SUINO

Pase - Suino Suino Suino Media SD
- definitiva 303 304 305
v .
BW [kg] 1L 12 11 10 11 1
K [1/h] 2.42 2.01 2.5 2.31 0.26
VL] 455 4925 41.55 - 45.43 3.85
V [L/Kg] 3.8 45 4.2 4.2 0.35
CL [L/h] 110 g9 104 104 55
CL [L/h/Kg] 9.2 9.0 10.4 9.5 0.76
Tz Elimin. 17.2 20.72 16.6 18.2° . 223
(min) ' 16° -
sSC
Tyz Elimin. - - - 58° -
(min)
4-.ETS
Ty Elimin. - - - 28 -
(min)
TQzAccumulo | - - - —
{min}
f Fase di
~ selezione
3-ETS
T2 Elimin. 32
{min)
Ti/2 Accumulo 33
(min)

a - media calcolata da singole determinazioni di Ty.

B - calcolato dalla regressione lineare della concentrazione
media nel plasma di analogo B2 dell’irudina in funzione della

curva del tempo.
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B. SOMMINISTRAZIONE SOTTOCUTANEA DI ANALOGO B2
DELL’ TRUDINA

I maialini sono stati tenuti a digiuno per
tutta la notte prima delle iniezioni sottocutanee
(SC). Nel tempo di 1 minutoc sono stati somministra-
ti circa 0,5 mg /kg (in 0,5 ml) di analecgo B2
dell’irudina, per via sottocutanea. I 1livelli di
analogo B2 dell’irudina nel plasma sono saliti en-
tro la prima mezz’ora dopo 1l’iniezione a 57 + 10
ng/ml per declinare in sequito. La semivita di eli-
minazione media dopo l'’iniezione sottocutanea & di
58 minuti (tabella 4). I livelli di analogo B2
dell’irudina nel plasma sonc a circa 2 ng/ml 6 ore
dopo l’iniezione sottocutanea, e rimangono relati-
vamente costanti per un tempo da 6 a 8 ore.
C. ELETTROTRASPORTO DI ANALOGO B2 DELL’ IRUDINA

I sistemi di elettrotrasporto impiegati per
l'analogo B2 dell’irudina somministrafo in vivo,
comprendono una unita a perdere contenente il far-
maco, a contatto elettrico con un régolatore di cor-
rente riutilizzabile. L'unita a perdere contenente
il farmaco € costituita da un nastro in polietilene
espanso adesivo laminato, di tipo medico, contenen-
te sia il controelettrodo anodico in foglio di ar-

gento che un elettrodo catodico in pellicola di po-
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liiscbutilene caricata con cloruro di argento, ed i
rispettivi gel. Il gel anodico & a contatto con
1’anodo in foglio di argento. Un gel catodico di
interfaccia realizza il contatto con l’elettrodo
catodico in cloruro di argento. Il gel di interfac-
cia viene separato dal gel donatore contenente il
farmaco da una membrana a scambio cationico. Il
gel donatore viene posto nella cavita catodica del
contenitore del gel appena prima dell’applicazicne
del sistema.

I1 gel di farmaco viene imbibito il giorno
prima dell'elettrotrasporto con analogo B2
dell’irudina in tampone acetato (10 mM, pH 5) finc
ad una concentrazione finale di 5mM di peptide. La
superficie di contatto con la pelle per ciascun gel
di farmaco & di 6 cm®’. La densita di corrente adot-
tata & di 0,1 mA/cm’.

I sistemi di elettrotrasporto sono stati con-
.trollati per l’intensita di corrente e la tensione
durante l’elettrotrasporto per confermare la conti-
nuitd elettrica del sistema. I valori di tensione
sono tipici per questo modello animale e indicano
una diminuzione iniziale seguita da valori presso-
ché costanti per tutta la durata della prova. La

semivita di eliminazione media dopo il termine
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dell’elettrotrasporto &€ di 28 minuti (tabella 5).
La semivita di accumulo media all’inizio
dell’elettrotrasporte e di 38 minuti. I livelli di
analogo B2 di irudina nel plasma salgono dopo 4 ore
di elettrotrasporto continuo a 23 + 6 ng/ml. I li-
velli di analogo B2 di irudina nel plasma rimangono
relativamente étabili, a 21 + 7 ng/ml, per un tempo
da 2 a 6 ore dopo lfelettrotrasporto, e diminuisco-
no leggermente dopo 8 ore. La diminuzione apparente
nei livelli di analogo BZ dell’irudina nel plasma
dopo da 6 a 8 ore di elettrotrasporto pud essere
dovuta a impoverimento di analogo B2 di irudina
nell’idrogel donatore. Una diminuzione rapida dei
livelli di analogo B2 dell’irudina nel plasma si
verifica dopo la fine dell’elettrotrasportoc. 2 ore
dopo il termine dell’elettrotrasporto, i livelli di
analogo B2 dell’irudina nel plasma si trovano a o
presso 2 ng/ml. |
L'eliminazione media da 3 sistemi di elettro-
trasporto, dopo il termine dell’elettrotrasporto, é
di 32 minuti, mentre la semivita di accumulo media
all’inizio dell’elettrotrasportc & di 33 minuti
(tabella 5). I1 livellc di analogo B2 dell’irudina
nel plasma sale, dopo 2 ore di elettrotrasporto a 9

ng/ml, dopo di che si ha un lento declino dei 1li-
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velli di analcogo B2 dell’irudina nel plasma.

Le velocita di flusso transdermico, calcolate
sia come velocita di immissione {pg/ora) che come
flusso per unita di superficie {pug/cm®’/ora), vengo-
no calcolate usando sia l’analisi di compartimento
che 1l’analisi non compartimentale. L’analisi non
compartimentale calcola 11 flusso di farmaco per
via transdermica dalla concentrazione di farmaco
nel sangue dell’animale, concentrazione che viene
misurata con tecniche standard, e dalla wvelocita
nota alla quale il particolare farmaco viene elimi-
nato dal sangue. L’analisi di compartimento calcola
il flusso per via transdermica di farmaco dalla
concentrazione (misurata) di farmaco nel sangue
dell’animale e, ammettendo che 1’assorbimento da
parte dell’animale di farmaco somministrato median-
te iniezione intravenocsa a qualsiasi particolare
velocitd sia uguale a quello ottenuto con la sommi-
nistrazione per elettrotrasporto, per .ottenere una
particolare concentrazione di farmaco nel sangue. I
modelli di compartimento e non compartimentali sono
descritti in Pharmacckinetics, M. Gibaldi, 2d ed.
Marcel Dekker (1982) PPS 1-5 e 318-222).
L/ immissione per via transdermica ed i flussi per unita

di superficie, impiegando ambedue le analisi, sono ri-
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portati nella tabella 4. La velocita di immissione
media viene calcolata in 1873 #+ 444 pg /ora, ed il
flusso viene calcolato in 78 % 18upg/ora’‘cm™ per 4
sistemi ETS ({(analogo B2 dell’irudina) usandec il mo-
dello di compartimentco. Usando 1’analisi non com-
partimentale, 1la velcocitd di immissione é stata
calcolata in 1900 % 523 pg/ora, ed il flusso & sta-

-2

to calcolato in 79 * 22 pg/ora! cm? per 4 sistemi

ETS (analogo B2 dell’irudina). Il flusso medio di
22 upg/ora? cm? & stato calcolato per 1l'animale

nella fase di selezione 2 che riceve 3 sistemi ETS

(analogo B2 dell’irudina).
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TABELLA

5

VELOCITA’ DI IMMISSIONE PER ELETTROTRASPROTO CALCO-

LATE E FLUSSO PER ANALOGO B2 DELL’JIRUDINA NEI SUINI

3-ETS (un compartimento)

K. [1/h] 3.15
velocita [ug/h] 392
Flusso [uglcm’h] ‘ 21.8

3-ETS (non compartimentale)

Velocita [p.gfh] 412

Flusso [uglcm'h] 229

definiciva Suino 303 |suino 304|suino 30s] Media sD
4-ETS | (un compartimento)
K. [1/h] 3.64 25 204 3.03 0.58
velocita [ughh] 1361 2096 2161 1873 444
Flusso  [uglemh] 867 87.3 80.0 78.0 18.5
4-ETS (non compartimentale)
velocita [ug/h] 1396 1866 2440 1900 523
Flusso  [uglem?h] 58.2 77.8 101.7 79.2 21.8
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Sono stati cosi descritti i procedimenti per
migliorare i1 flusso di elettrotrasporto di agenti
polipeptidici. Sebbene sianc state descritte al-
quanto dettagliatamente realizzazioni preferite
dell’invenzione in oggetto, si comprendera che &
possibile apportare variazioni ovvie senza distac-
carsi dallo spirito e dallo scopo dell’invenzione,

come definita nelle rivendicazioni allegate.
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RIVENDICAZIQONI

1. Procedimento per preparare un analogo di un
polipeptide progenitore avente un segmento ad a-
elica cppure a foglic B, 1l’analogo presentante una
elettrotrasportabilitad migliore/migliorata attra-
verso una superficie del corpo, detto procedimento
caratterizzato dal fatto che:

si sostituiscono uno o pill residui di amminca-
cido di detto polipeptide progenitore nel polipep-
tide analogo, per rompere uno © piu segmenti ad o~
elica e/oppure a foglio B di detto polipeptide pro-
genitore, in cui detto polipeptide analogo presenta
elettrotrasportabilita migliore /migliorata rispet-
to a detto polipeptide progenitoré.

2. Procedimento secondo la rivendicazione 1,
in cui il procedimento comprende la sostituzione di
un residuo acido c¢on un residuo di amminoacido
avente un valore Pa pil basso.

3. Erocedimento secondo la rivendicazione 2,
in cui il residuo di amminoacido con il valore Pa
pili basso, €& scelto dal gruppo costituito da Pro,
Gly e Asn.

4. Procedimento secondo la rivendicazione 1,
in cui il procedimento comprende la sostituzione di

un residuo di amminocacido con un residuo di ammino-
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acido avente un valore PP piu basso.

5. Procedimento secondo la rivendicazione 4,
in cui il residuc di ammincacido con il valcre PB
piu basso & scelto dal gruppe costituito da Pro,
Gly e Asp.

6. Procedimento secondo la rivendicazione 1,
in cui detto analogo di polipeptide presenta almeno
circa la stessa attivita biologica del polipeptide
progenitore.

7. Procedimento secondo la rivendicazione 1,
in cui detto polipeptide progenitore € una molecola
di ormone paratiroideo (PTH), come illustrato nella
figura 1A.

8. Procedimento secondo la rivendicazione 7,
in cui detto analogo di polipeptide & 1 degli ana-
loghi di PTH illustrati nelle figure 1B, 1C e 1D.

9. Procedimento secondo la rivendicazione 1,
in cui detto polipeptide progenitore & un analogo
dell’irudina, come illustrato nella figura 2A.

10. Procedimento secondo la rivendicazione 9,
in cui detto analogo di polipeptide & analogo B2
dell’irudina, come illustrato nella figura 2C.

11. Procedimento per fabbricare un dispositivo
per elettrotrasporto per somministrare un agente

polipepditidico atﬁraverso una superficie del corpo

18

il



mediante elettrotrasporto, detto procedimento com-—
prendente il provvedere una quantita terapeutica-
mente efficace dell’agente polipeptidico in un ser-
batoio donatore del dispositive di elettrotraspor-
to, il procedimento caratterizzato dal fatto di:

provvedere 1'agente polipeptidico nel serba-
toio come un analcogo di un polipeptide progenitore
in cui detto polipeptide progenitore comprende un
segmento di o-elica e/ oppure un segmento di foglio
B, il polipeptide analcgc avente uno o piu residui
di amminoacido sostituiti rispetto a detto polipep-
tide progenitore, per rompere detto segmento di o-
elica e/oppure foglio B.

12. Procedimento secondo la rivendicazione 11,
in cui il pfocedimento comprende la sostituzione di
un residuo acido con un residuo di ammincacido
avente un valore di Po pit basso.

13. Procedimento secondoe la rivendicazione 12,
in cui il residuo di amminoacido con il valore Po
piu basso & scelto dal gruppo costituite da Pro,
Gly e Asn.

14. Procedimento secondo la rivendicazione 11,
in cui il procedimento comprende la sostituzione di
un residuo di amminocacidc con un residuo di ammino-

acido avente un valore di PP pil basso.
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15. Procedimento secondo la rivendicazione 14,
in cui il residuc di amminoacido <c¢on il valore PB
piua basso viene scelteo dal gruppo costituito da
Pro, Gly e Asp.

16. Procedimento secondo la rivendicazione 11,
in cui detto polipeptide progenitore & una molecola
di ormone paraﬁiroideo (PTH), come illustrato nella
figura 1A. |

17. Procédimento secondo la rivendicazione 16,
in cui detto analogo di polipeptide & uno degli
analoghi di PTH, come illustrato nelle figure 1B,
1C e 1D.

18. Procedimento secondo la rivendicazione 11,
in cui detto polipeptide progenitore & un analogo
di irudina come illustrato nella figura 2A.

19. Procedimento secondo la rivendicazicone 18,
in cui detto analogo di polipeptide & 1'analogo B2
dell’irudina, come illustratc nella figﬁra 2C.

20. Analogo di ormone paratiroideo (PTH) com~
prendente la sequenza di amminoacidi riportata nel-

le figure 1B, 1C, o 1D.
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Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys-His-Leu-Asn-Ser-
Met-Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Lys-Leu-GlIn-Asp-Val-His-Asn-Phe

FIG. 1A

Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Leu-His-Asn-Leu-Gly-Lys-His-Arg-Asn-Ser-Leu-

Arg-Arg-Val-Arg-Trp-Leu-Arg-Lys-Lys-Leu-Lys-Asp-Val-His-Asn-Tyr-HSL
FIG. 1B

Ser-Val-Ser-Glu-lle-Gin-Leu-Leu-His-Asn-Ser-Gly-Lys-His-Arg-Asn-Ser-Ser-
Arg-Arg-Ser-Arg-Trp-Ser-Arg- Lys -Lys-Ser-Lys-Asp-Val-His-Asn-Ser-HSL

FIG. 1C

Ser-Val-Ser-Glu-lle-GIn-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys-His-Leu-Asn-Ser-
Met-Glu-Arg-Pro-Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Lys-Pro-Gin-Asp-Val-His-Asn-Phe

FIG. 1D
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(D-Cha)-Ala-Arg-AIa-AIa-AIa-AIa-AIa-Asn-Ala-Asp-Phe-GIu—GIu-IIe-AIa—GIu-GIu-Tyr-Leu

FIG. 2A

(D-Phe)-Pro-Arg-Pro-G!y-GIy-Gly-GIy-Asn-GIy—Asp-Phe-Glu-GIu—Ile-Pro—Glu—GIu-Tyr-Leu

FIG. 2B

(D-Cha)—Pro-Arg—Pro-Gly-GIy-GIy-GIy-Asn-GIy-Asp-Phe-Glu-GIu-lle-Pro—GIu-GIu-Tyr-Leu

FIG. 2C
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Determinazione della tendenza all' -elica degli anatoghi di PTH
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