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Kémiailag modositott, emberi novekedési hormon konjugatumok

KIVONAT

A talalmany targya kémiailag modositott, emberi ndvekedési hormon (hGH),
amelyet ugy allitottak eld, hogy a fehérjéhez vizoldékony polimert kotsttek. A taladlmany
szerint, kémiailag modositott fehérje hGH aktivitadsa sokkal tovabb tarthat, mint a nem mé-

10  dositott h\GH-é, ezzel a ddzis cstkkentése és mas beadasi rendek valnak lehet6vé.

A taldlmany targyat képezik tovabba a kémiailag modositott hGH és annak
agonista valtozatai, az el6allitdssukra szolgalo eljarasok, valamint a kémiailag modositott
hGH-t és annak agonista valtozatait tartalmazoé készitmények is.

A taladlmany szerinti médositott hGH €s annak agonista valtozatai alkalmazhatok

15  szamos betegség vagy fejlodési rendellenesség kezelésére.
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Kémiailag modositott, emberi névekedési hormon konjugatumok

A taldlmany targyat az emberi névekedési hormon (hGH) kémiai modositasa és
annak agonista véltozatai képezik, ahol a moédositasokkal a hGH kémiai és/vagy fiziologiai
tulajdonsagai megvaltoztathatok. A PEG-ezett hGH, plazmaban mért megmaradasi ideje
hosszabb lehet, a kitisztuldsi (clearance) ratiaja lecs6kkenhet, stabilitdsa javulhat,
antigenitasa csokkenhet, illetve a PEG-ezett hGH-val akar el6fordulhat mindezek kombi-
nacidja is. A taldlmany targyat képezik tovabba a hGH mddositasara szolgalo eljarasok is.
Ezenfeliil, a taldlmany targyat a modositott hGH-t tartalmazo gydgyaszati készitmények is
képezik. A talalmany tovabbi megvaldsitasi modjaban, a médositott hGH-t névekedési és
fejlédési elvaltozasok kezelésére alkalmazzuk.

Az emberi novekedési hormon (human Growth Hormone, hGH) 191 aminosavbol
allo, diszulfid-hidakkal keresztk6tott egylancu fehérje, amelynek monomer formaja 22 kDa
molekulatémegli. Emberi GH-t szekretal az agyalapi mirigy, és a hormon eldallithatd
rekombinans eljarasok alkalmazéasaval végzett génsebészettel is. A hGH hatasara az 6sszes
novekedni képes testszovet novekedik. Rekombinans hGH mar évek ota elérhetd a keres-
kedelmi forgalomban. A piacon jelenleg két, terapidsan alkalmazhatd, rekombinans hGH
készitmény kaphaté: az eredeti hormon (példaul, Genotropin™, vagy Nutropin™) és egy
analog, amelyben az N-terminalis egy tovabbi metionint hordoz (péld4ul, Somatonorm™).
HGH-t alkalmaznak az agyalapi mirigy alacsony mikddése miatt bekvetkezett torpeség
(ndvekedési hormon hidnyossag vagy Turner-féle szindréma néven is ismert) esetén a line-
aris novekedés serkentésére, de mas jelek esetén is javasolt a névekedési hormon hosszabb
ideji alkalmazésa olyan gyermekekben, akik a terhességi korhoz (gestational age, SGA)
képest rovidebbre sziilettek, vagy Prader-Willi-féle szindromatél (PWS), kronikus vese-
elégtelenségtél (CRI), AIDS-al kapcsolatos sorvadastol és dregedéstdl szenvednek.

A novekedési hormon (GH) f6 biologiai hatasa fiatal eml6sdkben a novekedés
elésegitése és idosebb emldsdkben a szovetek védelme. A hormon altal befolyasolt szerv-
rendszerek kozé tartozik a csontrendszer, kotdszovetek, izmok, és zsigerek, példaul a maj,
belek, és vesék. A névekedési hormon a célsejt membranjan 1évé specifikus receptorokkal
valé kolcsonhatds révén fejti ki hatdsat. A hGH a méhlepény laktogénjeit, prolaktinokat és
a novekedési hormon mas, genetikai és fajok kozotti valtozatait is magaban foglald, homo-
16g hormonok csaladjaba tartozik [Nicoll és mtsai., Endocr. Rev. 7, 169 (1986)]. E hormo-
nok kozott a hGH eléggé szokatlan abban, hogy a fajok kozotti specificitasa tag és kotodik
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a klonozott szomatogén [Leung és mtsai., Nature 330, 537 (1987)] vagy prolaktin recep-
torhoz [Boutin és mtsai., Cell 53, 69 (1988)]. A hGH-t kodolé klénozott gént szekretalodd
formaban mar expresszaltak Escherichia coli-ban [Chang és mtsai., Gene 55, 189 (1987)]
és a hGH DNS- és aminosav-szekvencigja is ismert [Goeddel és mtsai., Nature 281, 544
(1979); Gray és mtsai., Gene 39, 247 (1985)].

Az emberi novekedési hormon (hGH) a normalis emberi névekedés és fejlodés
szabalyozasaban fontos szerepet tolt be. Az agyalapi mirigy e hormonja kiilénféle biologiai
hatdsokat képes kifejteni (példaul, linedris ndvekedés (somatogenesis), laktacid,
makrofagok aktivalasa, inzulinszert és diabetogén hatasok, stb.) [Chawla, Ann. Rev. Med.
34, 519 (1983); Edwards és mtsai., Science 239, 769 (1988); Thomer és mtsai., J. Clin.
Invest. 81, 745 (1988)]. Gyermekekben a névekedési hormon hianya torpeséghez vezet, ezt
azonban mar tobb mint tiz éve sikeresen kezelik a hGH exogén beadésaval.

Az emberi novekedési hormon (hGH) 191 aminosavbdl 4ll6, egylancu polipeptid
(molekulatdmege: 21.500), amelynek 53. és 165. illetve a 182. és 189. helyeit diszulfid-
hidak kotik 6ssze [Niall, Nature, New Biology, 230, 90 (1971)]. A hGH hatékony
anabolikus agens, kiilondsen azért, mert a nitrogén, foszfor, kalium, és kalcium visszatarta-
sat valtja ki. Agyalapimirigy-irtott (hypophysectomia) patkanyokban a GH a patkanyok
novekedési ardnyat legaldbb részben helyreallitja [Moore és mtsai., Endocrinol. 122, 2920-
2926 (1988)]. Az agyalapi mirigy alacsony miikddése (GH hiany) esetén, a GH leginkabb
feltiind hatdsai koz€ tartozik az, hogy az alanyokban a csont-iivegporclemez linearis nove-
kedésének gyorsuldsa testméret-novekedést eredményez [Kaplan, Growth disorders in
childrens and adolescents, Charles C. Thomas, Springfield, IL (1964)].

Kilénbozd allatmodellekben, a hGH kiilonféle fizioldgiai és metabolitikus hata-
sokat — példaul linearis csontnévekedést, laktaciot, makrofagok aktivalasat, inzulinszeri és
diabetogén hatasok, stb. - valt ki [Chawla, Ann. Rev. Med. 34, 519 (1983); Isaksson és
mtsai., Ann. Rev. Physiol. 47, 483 (1985); Edwards és mtsai., Science 239, 769 (1988);
Thomer és Vance, J. Clin. Invest. 81, 745 (1988); Hughes €s Friesen, Ann. Rev. Physiol.
47, 469 (1985)]. Az irodalombdl ismert, hogy — kiilsnosen nkben a menopauza ulan —a
kor elérehaladtaval a GH szekrécidja csokken [Millard és mtsai., Neurobiol. Aging. 11,
229-235 (1990); Takahashi és mtsai., Neuroendocrinol. M, L6-, 137-142 (1982); Rudman
€s mtsai., J. Clin. Invest. 67, 1361-1369 (1981); Blackman, Endocrinol. Aging 16, 981
(1987)]. Ezenfeliil, létezik olyan kozlemény, amely szerint az id8s6dés bizonyos megnyil-
vanulasai, igy a test csokkent hiistomege, a zsirszovet tomegének novekedése, és a bor

veékonyodasa, csokkenthetd heti haromszori GH-kezeléssel [Rudman és mtsai., N. Engl. J.
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Med. 323, 1-6 (1990); Vance, N. Engl. J. Med. 323, 52-54 (1990)]. E biologiai hatasok a
hGH és specifikus cellularis receptorok kolcsonhatasanak eredményei. Két kiilonb6z6 em-
beri receptort klonoztak eddig: a majbol szarmazo hGH-receptort [Leung €s mtsai., Nature
330, 537 (1987)] és az emberi prolaktin receptorat [Boutin és mtsai., Mol. Endocrinol. 3,
1455 (1989)]. Azonban, valészinli, hogy mas hGH-receptorok is vannak, igy példaul az
emberi placentaban talalhato laktogénreceptor [Freemark és mtsai., Endocrinol. 120, 1865
(1987)]. E homolog receptorok egyetlen, glikozilalt, extracellularis hormonk&té-domeént,
transzmembran-domént és citoplazma-domént tartalmaznak, amelyek egymastol szekven-
cia és méret tekintetében jelentésen mértékben kiilonboznek. Egy vagy tobb receptorrdl
vélik azt, hogy meghatarozo6 szerepet jatszanak a hGH-ra adott fiziolégiai valasz szabalyo-
zasaban.

Altalanos az a megfigyelés, hogy ha fizioldgiailag aktiv fehérjét adunk be egy
adott testbe, akkor az aktiv fehérje, a testbdl torténé magas kitisztulasi rata miatt, csak ro-
vid ideig mutat farmakoldgiai aktivitast. Tovabb4, a relativ hidrofobicitds korlatozhatja e
fehérjék stabilitasat és/vagy oldékonysagat.

A terapias fehérje kitisztulasi aranyanak csokkentése, stabilitasanak javitasa vagy
antigenitdsanak megsziintetése céljabdl szamos olyan eljards ismert, amely soran vizben
oldhat6 polimerekkel fehérjéket kémiailag modositanak. Az ilyen tipust kémiai modositas
hatékony gatolhatja azt, hogy proteolitikus enzimek fizikailag érintkezhessenek a fehérje
vazaval, és igy megakadalyozhat6 a fehérje lebontasa. Bizonyos, vizben oldhaté polimerek
kémiai kapcsolasa, a molekula megnovekedett hidrodinamikus térfogata miatt, hatékonyan
csokkentheti a vesén at torténd kivalasztast. Tovabbi elényok kozé tartozik — bizonyos
koriilmények esetén — a terapias fehérje stabilitdsanak és keringési idejének fokozasa, az
oldékonysag fokozasa, és az immunogenitas csokkentése. A poli(alkilénoxid), nevezetesen
a poli(etilénglikol) (PEG) egy olyan kémiai csoport, amelyet mar alkalmaztak terapias fe-
hérjekészitmények elballitasaban (a ,,PEG-ezés” ige legalabb egy PEG-molekula kapcsola-
sit jelenti). A poli(etilénglikol) kapcsolasarol mar kimutattdk, hogy védelmet nyujt a
proteolizis ellen [Sada és mtsai., J. Ferment. Bioeng. 71, 137-139 (1991)], és eljarasok is
ismertek szamos poli(etilénglikol)-csoport kapcsolasara [US 4.179.337 sz. amerikai egye-
siilt 4llamokbeli szabadalmi irat (Davis é€s mtsai., 1979. december 18.); US 4.00.531 sz.
amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi irat (Royer, 1977. januar 11.); Abuchowski és

mtsai, Enzymes as drugs, 367-383, szerk: Holcerberg és Roberts (1981)].



10

15

20

25

30

------

100598-4185T -4-

Mais vizoldékony polimereket — igy az etilénglikol/propilénglikol kopolimerjeit,
karboximetil-cellulézt, dextrant, poli(vinilalkohol)-t, poli(vinilpirrolidon)-t, poli(-1,3-
dioxolan)-t, poli(-1,3,6-trioxan)-t, etilén/maleinsav-anhidrid kopolimert, poli-aminosavakat
(homopolimerként vagy random kopolimerként) - is alkalmaztak mar eddig.

A PEG-ezett terapias fehérjékre szamos példa ismert. Az adenozin-deaminiz
PEG-ezett form4jat, az ADAGEN®-t, mar engedélyezték sulyos kombinalt immunhianyos
betegség kezelésére. PEG-gezett L-aszparaginazt, ONCASPAR®-t, engedélyeztek
hiperszenzitiv ALL péciensek kezelésére. A fejsériilések kezelésére, PEG-ezett szuper-
oxid-dizmutdz van jelenleg klinikai kiprobalas alatt. PEG-ezett o-interferont [US
5.738.846 sz. €s US 5.382.657 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratok] enge-
délyeztek hepatitis kezelésére, PEG-ezett gliikkocerebrozidazzal és PEG-ezett hemoglobin-
nal pedig mar végeztek eldzetes klinikai teszteket. Tovabbi példaként a PEG-ezett IL-6-ot
[EP 0 442 724 sz. eurdpai kozzétételi irat] hoznank fel, amelyben poli(etilénglikol) mole-
kulakat adtak IL.-6-hoz.

Egy masik, kémiailag modositott, specifikus terapias fehérje a granulocita-
kollonidkat serkenté faktor (G-CSF). A G-CSF a neutrofil granulocitdk gyors proli-
feraciojat és a véraramba torténo felszabadulasat indukalja, ezéltal terapias hatast szolgaltat
a fertézések elleni kiizdelemben. Az EP 0 401 384 sz. eurdpai kozzétételi irat (1990. de-
cember 12.) anyagokat és eljarasokat ismertet olyan G-CSF eléallitasara, amelyhez
poli(etilénglikol) molekuldkat kapcsoltak. Modositott G-CSF-et és annak analégjait ir le az
EP 0 473 268 sz. eurdpai kozzétételi irat (1992. marcius 4.), és vizoldékony polimer
partikulumhoz (példaul poli(etilénglikol) molekuldhoz) kovalensen konjugalt kiilonféle G-
CSF-ek és szarmazékok alkalmazasat is ismerteti. Modositott, emberi granulocita-
kolonidkat serkenté faktor aktivitdst polipeptidet irtak le az EP 0 335 423 sz. eurdpai koz-
zététell iratban (1989. oktdber 4.). Az US 5.824.784 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli sza-
badalmi iratban, fehérjék vagy azok analégjainak N-terminalis médositasara szolgdlé elja-
ras leirds mellett, az eredményiil kapott készitményeket — igy 4j, N-terminalisan, kémiailag
modositott G-CSF-készitményeket — ismertetnek. Az US 5.823.778 sz. amerikai egyeslilt
allamokbeli szabadalmi irat kémiailag mddositott G-CSF-et ir le.

Poli(etilénglikol) esetében, kiilonféle eljarasokat alkalmaztak a poli(etilénglikol)-
nak a fehérjékhez torténd kapcsolasara. Altalaban, poli(etilénglikol)-molekulékat a fehér-

Jéken 1évé reaktiv csoportok segitségével kapcsoltak a fehérjékhez.
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Aminocsoportokat, mint amilyenek a lizin aminosavon vagy az N-terminalison
vannak, kényelmesen alkalmazhatok az ilyen kapcsolashoz. Példaul, Royer [US 4.002.531
sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat, mint fenn] leirja, hogy reduktiv
alkilaciot alkalmazott poli(etilénglikol)-molekuldknak egy adott enzimhez valé kétésére.
Az EP 0 539 167 sz. eurdpai kozzétételi irat (1993. aprilis 28., Wright) leirja, hogy szabad
aminocsoporto(ka)t tartalmazd peptideket és szerves vegyiileteket modositottak a PEG
vagy mas, vizoldékony szerves polimerek imidat szarmazékaval. Az US 5.298.643 sz. és
US 5.637.749 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat PEG-arilimidatokat ismer-
tet.

Chamow €és munkatarsai [Chamow és mtsai., Bioconjugate Chem. 5, 133-140
(1994)] a CD4 immunadhezin monometoxi(etilénglikol)-aldehiddel, reduktiv alkilalassal
vegzett modositasat irjak le. A szerzok szerint a CD4-Ig-k 50%-4at sikeriilt MePEG-gel
modositani a PEG-ezés soran alkalmazott kériilmények kozott [Id. 137. old.]. A szerzék
leirtak azt is, hogy a médositott CD4-1g in vitro kotési kapacitasa (a gp120 fehérjére néz-
ve) lecsokkent az MePEG-ezés mértékével ardnyosan [mint fenn, US 4.904.584 sz. ameri-
kai egyestilt allamokbeli szabadalmi irat, Shaw (1990. februar 27.)], a MePEG-ezés mérté-
ke viszont a poli(etilénglikol)-molekulak reaktiv aminocsoportokon 4t térténé megkotésére
szolgalo lizin aminosavak szaménak maédositasaval volt kapcsolatban.

Egy adott polimer valamilyen fehérjéhez val6 kotésére szolgalé eljarasok egy ré-
szében egy adott csoportot alkalmaznak kétécsoportként. Ilyen csoportok, azonban, anti-
gén hatastiak lehetnek. Trezilkloridon alapul6 eljarasban ugyan nincs elérheté kapcsolo-
csoport, de ezen eljarast nehezen lehet alkalmazni terapias termékek eldallitasara, mivel a
trezilklorid alkalmazasaval toxikus melléktermékek képzoédhetnek [Francis és mtsai.,
Stability of protein pharmaceuticals: in vivo pathways of degradation and strategies for
protein stabilization, szerk.: Ahern és Manning, kiad.: Plenum, New York (1991 ); Delgado
€s mtsai., ,,Coupling of PEG to protein by activation with tresyl chloride, applications in
immunoaffinity cell preparation”, Separations using aqueous phase systems, applications
in cell biology and biotechnology, 211-213, szerk.: Fisher és mtsai., kiad.: Plenum Press,
New York (1989)].

Rose és munkatarsai karbohidrazid linker csoportot kapcsoltak szelektiven egy
adott fehérjeszubsztratum (inzulin) C-terminalis karboxilcsoportjdhoz [Rose és mitsai.,
Bioconjugate Chem. 2, 154-159 (1991)].



10

15

20

25

30

100598-4185T -6 -

A WO 93/00109 sz. nemzetkozi kozzétételi irat eljarast ismertet emléseredetii
vagy madareredetti GH-ra érzékeny szovet serkentésére, amely eljarasban folyamatos, ha-
tékony GH koncentraciot tartottak fenn a plazmaban 3 vagy ennél t6bb napon at. A plaz-
maban ilyen koncentraciét példaul ugy lehet elérni, hogy makromolekularis anyaghoz,
példaul PEG-hez (poli(etilénglikol) kapcsolt GH-t alkalmazunk. A makromolekularis
anyaghoz torténé kapcsolasrdl kijelentik, hogy megnovekedett fél-életidét eredményez.
MPEG aldehid-5000 és mPEG N-hidroxiszukcimid-észter (mPEG-NHS-5000) alkalmaza-
saval PEG-gezett emberi novekedési hormont ismertetnek a WO 93/00109 sz. nemzetkozi
kozzétételi iratban. Az mPEG-NHS alkalmazasa tébbszérésen PEG-ezett hGH formak
heterogén keverékét eredményezte. A WO 93/00109 sz. nemzetkozi kozzétételi iratban
ismertetik az mPEG-maleimid alkalmazasat is cisztein-hGH valtozatok PEG-ezésére.

A WO 99/03887 sz. nemzetkozi kozzétételi irat PEG-ezett cisztein-hGH valtoza-
tot (BT-005) ismertet. E konjugatumrdl azt allitjak, hogy névekedési hormonra hidnyos
patkanyokban a hGH-nal hatékonyabban serkenti a tdmegnovekedést és hosszabb a fél-
életideje is.

PEG-ezett emberi novekedési hormont irt le Clark é€s munkatarsai [Clark és
mtsai., J. Biol. Chem. 271, 21969-21977 (1996)], amelynek el6allitasara karboximetalt
PEG szukcimidil-észterét alkalmaztak. A Clark és munkatarsai altal ismertetett hGH-
szarmazék méretét az elsédleges aminokhoz konjugalt mPEG-NHS-5000-rel novelték. A
PEG-gel torténé modositas novekvd szintjei csokkentették a hGH affinitasat a hGH-
receptorhoz €s sejteken alapul6 vizsgélatban legalabb 1500-szorosra novelték a hGH ECsp-
értékét. Olson €s munkatérsai [Olson és mtsai., Polymer Reprints 38, 568-569 (1997)] is-
mertetik az N-hidroxiszukcinimid (NHS)PEG és a szukszinimidil-propionat (SPA)PEG
alkalmazasét tobbszorosen PEG-ezett hGH-szarmazékok elballitasara.

A WO 94/20069 sz. nemzetkozi kozzétételi irat olyan PEG-ezett hGH-t ismertet,
amely tiidon at torténd bevitelre szolgal6 készitmény egyik komponense.

Az US 4.179.337 sz. amerikai egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi irat olyan, enzi-
mek €s hormonok PEG-ezésére szolgalé eljarast ismertet, amellyel fiziologiailag aktiv,
nem immunogén, vizoldékony polipeptid-konjugatumokat lehet eldallitani. A PEG-ezhetd
hormonok k6z6tt megemliti a GH-t is.

Az EP 458064 A2 sz. europai kozzétételi irat szomatotropinba bevitt vagy abban
természetes koriilmények kozott megtallhatd ciszteinek PEG-ezését ismerteti. Az EP
458064 A2 sz. eurdpai kozzétételi iratban megemlitik tovabba azt is, hogy két ciszteint

épitettek be a vad tipusu, borjiieredetii szomatotropin 102-112. aminosavai altal alkotott co-
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huroknak elnevezett hurokba, elény6sebben az EP 458064 A2 sz. eurdpai kozzétételi irat
ismerteti a borjueredetli szomatotropin 102. (szerinrdl ciszteinre térténd) €s 112. aminosa-
vanak (tirozinrol ciszteinre torténd) szubsztiticidjat.

A WO 95/11987 sz. nemzetkozi kozzétételi irat PEG kapcsolasat javasolja a kiin-
dulasi molekulaban jelenlévé vagy abba, iranyitott mutagenezissel bevitt cisztein
tiolcsoportjadhoz. A WO 95/11987 sz. nemzetk6zi kozzétételi irat targyat képezi a nexin-1
proteaz PEG-ezése, bar emellett altaldban javasoljak a hGH és mas fehérjék PEG-ezését is.

A WO 99/03887 sz. nemzetkozi k6zzétételi irat ismertet, példaul, olyan noveke-
dési hormont, amelyet szerin aminosavakra tovabbi cisztein beillesztésével €s a bevitt cisz-
teinekhez PEG kapcsolasaval modositottak.

WO 00/42175 sz. nemzetko6zi kozzétételi irat targya PEG kapcsoldsara szolgalo,
szabad ciszteineket tartalmazé fehérjék eldallitasara szolgalo eljarasok képezik. A WO
00/42175 sz. nemzetkozi k6zzétételi irat az alabbi hGH-muteineket ismerteti: T3C, S144C
és T148C és azok ciszteinen keresztiil PEG-ezett valtozatai.

A WO 97/11178 sz. nemzetkozi kozzétételi irat (emellett az US 5.849.535 sz., US
6.004.931 sz. és US 6.022.711 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratok) targya
GH-valtozatok alkalmazisa hGH agonistikként vagy antagonistakként. A WO 97/11178
sz. nemzetkozi kozzétételi irat ismerteti még a hGH PEG-ezését, ideértve a lizinck PEG-
ezését €s a lizinek bevitelét vagy helyettesitését (példaul, K168A és K172R). A WO
97/11178 sz. nemzetkozi kozzétételi irat ismerteti a G120K szubsztiticiot is.

A PEG-ezett hGH-val kapcsolatos korabbi kézlemények szerint, a hGH PEG-
ezésekor t6bb PEG kapcsoldsa sziikséges, melynek eredményeként kapott termék nem ki-
vanatos heterogenitasi ahhoz, hogy a vesén at torténd kisziirddés 70 K molekulatomeg-
hatdrat [Knauf és mtsai., J. Biol. Chem. 263, 15064-15070 (1988)] meghaladé térfogati
legyen.

Hosszabb keringési fél-életidejii GH-molekula csékkentené a sziikséges beaddsok
szamat, optimalisabb terdpids hGH-szinteket és emellett fokozott terapias hatast biztosita-
na.

A taldlmany targyat csokkent heterogenitasu, alacsonyabb kiiiriilési rataju, a
plazméban valé megmaradisra vonatkozéan megnévekedett idStartam, javult oldé-
konyséagu, fokozott stabilitasi, csokkent antigenitasii vagy ilyen hatésok kombinacioit mu-

tato, kémiailag modositott hGH-konjugatumok képezik.
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A bejelentésben a 60/331.907 sz., 2001. november 20-an benyujtott, eldzetes
USA-beli szabadalmi bejelentés elsébbségét igényeljiik, amely teljes egészében a kitanitas
részét képezi.

Az alabbiakban 8sszefoglaljuk a taldlmany szerinti megoldast.

A talalmany targyat - minden korlatozas nélkiil - az alabbi javitott kémiai vagy fi-
ziologiai tulajdonsagok koziil legalabb egyet mutatd, kémiailag médositott hGH és annak
agonista valtozatai képezik: alacsonyabb Kkiiiriilési rata, megnovekedett idejii jelenlét a
plazmaban, javult oldékonysag, és csokkent antigenitas. Igy — ahogyan az alabbiakban
részletesebben leirjuk — a taldlmany szamos szempontja kapcsolatos a hGH és annak
agonista valtozatai kémiai modositasaval és kiilonféle, poli(etilénglikol)-csoportok alkal-
mazasaval végzett specifikus mdodositasaival.

A talalmany targyat a kémiailag modositott hGH és annak agonista valtozatai el6-
allitasara szolgald eljarasok is képezik.

A talalmany targyat a kémiailag modositott hGH-t és annak agonista valtozatait
tartalmazo készitmények is képezik.

A talalmany szerinti modositott hGH és annak agonista valtozatai - minden korla-
tozas nélkiil - alkalmazhatok az alabbiak kezelésére: torpeség (GHD), felnéttkori GHD,
Tumer-féle szindréma, a terhességi korhoz képest kisebbre sziiletett gyermekek (SGA)
novekedési hidnyossaganak hosszi id6tartamu kezelésére, Prader-Willi féle szindromas
(PWS) péciensek kezelésére, kronikus veseelégtelenség (CRI), AIDS-al kapcsolatos sorva-
das, oregedés, végstadiumu vesebaj, €s cisztikus fibrozis.

Az alabbiakban réviden ismertetjiik a talalmanyhoz tartozo abrakat.

1. abra: HGH és 20 K PEG-ALD reakcidjakor keletkezett termékek redukalo €s
nem redukalé SDS-PAGE-vel és a tisztitott 20 K PEG-ALD hGH anioncserélé kromatog-
rafiaval végzett analizise. 1. sav: MW fehérjestandardok; 2. sav: redukalt hGH (10 pg); 3.
sav: redukalt, 20 K linearis PEG-ALD — hGH reakcidkeverék (10 pg); 4. sav: redukalt,
anioncserével tisztitott, 20 K lineraris PEG-ALD — hGH (10 pg); 5. sdv: lres; 6. sdv: nem
redukalt hGH (10 pg); 7. sdv: nem redukalt, 20 K linearis PEG-ALD — hGH reakciokeve-
rék (10 pg); 8. sav: nem redukalt, anioncserével tisztitott, 20 K lineraris PEG-ALD — hGH
(10 pg); 9. sav: tires; 10. sav: MW fehérjestandardok.

2. &bra: Kiilonféle, anioncserével tisztitott, PEG-ezett hGH-molekulak nem redu-
kalé6 SDS-PAGE-vel végzett analizise. 1. siv: MW fehérjestandardok; 2. sav: hGH (10
ng); 3. sav: 4-6 x S K PEG-SPA — hGH (10 pg); 4. sav: 20 K lineraris PEG-ALD - hGH
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(10 pg); 5. sav: 20 K elagazé PEG-ALD — hGH (10 pg); 6. sav: 40 K elagazé6 PEG — hGH
(10 pug).

3. ébra: Tripszinnel emésztett hGH, 40 K elagazo6 PEG-ALD — hGH és 40 K el-
agaz0 PEG-NHS — hGH, RP-HPLC-en kapott elicids profiljai. A PEG-et elsésorban a
hGH N-terminalisdhoz kapcsoltuk (ahogyan a 40 K elagazo ALD — hGH-nal mutattuk), és
ennek eredményeként az N-terminalis (T1) fragmentumnak megfeleld csiics magassaga
lecsokkent, ezzel parhuzamosan egy 11j, PEG-ezett T1 cstics keletkezett.

4. dbra: Naponta beadott, nem PEG-ezett hGH (0,3 mg/kg/nap) in vivo bioaktivi-
tasanak Osszehasonlitdsa a szubkutan (s.c.), hatnaponta egyszer beadott, egyszeresen PEG-
ezett hGH (1,8 mg/kg) in vivo bioaktivitasaval, amely illusztralja, hogy az agyalapimirigy-
irtott patkdnyok tomege névekedett a 11 napos vizsgalat soran.

5. dbra: Naponta s.c. beadott, nem PEG-ezett hGH (0,3 mg/kg/nap) in vivo bioak-
tivitasdnak 6sszehasonlitasa a szubkutan (s.c.), hatnaponta egyszer beadott, 4-5 x 5 K PEG-
SPA-hGH, egyszeresen PEG-ezett 20 K elagaz6 PEG-ALD-hGH, és egyszeresen PEG-
ezett 40 K elagazé PEG-ALD-hGH bioaktivitasaval, amely illusztralja, hogy az
agyalapimirigy-irtott patkdnyok tdmege ndvekedett a 11 napos vizsgalat soran.

6. abra: Naponta s.c. beadott, nem PEG-ezett hGH (0,3 mg/kg/nap) in vivo bioak-
tivitasanak dsszehasonlitasa a szubkutén (s.c.), hatnaponta egyszer beadott, 4-5 x 5 K PEG-
CMHBA-hGH, egyszerescn PEG-ezett 20 K linearis ALD, egyszeresen PEG-ezett 30 K
linearis ALD, egyszeresen PEG-ezett 20 K elagazé PEG-ALD-hGH, és egyszeresen PEG-
ezett 40 K eldgazd PEG-ALD-hGH bioaktivitdsaval, amely illusztralja, hogy agyalapi-
mirigy-irtott patkanyok combcsontja ndvekedett a 11 napos vizsgalat soran.

7. abra: Egyetlen dozisban s.c. beadott, nem PEG-ezett hGH (1,8 mg/kg), egysze-
resen PEG-ezett 5 K linearis PEG-ALD-hGH, egyszeresen PEG-ezett 20 K elagazé PEG-
ALD-hGH, egyszeresen PEG-ezett 20 K elagazé PEG-ALD-hGH, egyszeresen PEG-ezett
20 K elagazé PEG-hidrazid-hGH, egyszeresen PEG-ezett 30 K linearis PEG-ALD-hGH, 4-
6 x 5 K PEG-SPA-hGH, és 4-5 x 5 K PEG-CMHBA-hGH in vivo bioaktivitasanak &ssze-
hasonlitasa, amely illusztrélja, hogy agyalapimirigy-irtott patkdnyokban a plazma IGF-1
szintjei novekedtek a 9 napos vizsgalat soran.

Az alabbiakban részletesen leirjuk a taldlmany szerinti megoldast.

A hGH és annak agonista valtozatai az US 4.658.021 sz. és US 5.633.352 sz. ame-
rikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratban leirt rekombinans fehérjék csaladjaba tartoz-

nak. Ezek rekombinans iiton torténd eldallitasat és alkalmazasi modjukat részletesen az US
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4.342.832 sz., US 4.601.980 sz., US 4.898.830 sz. és US 5.759.745 sz. amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi iratok ismertetik.

Barmilyen, gazdasejt — példaul rekombinans genetikai eljarasok alkalmazasaval
transzformalt vagy transzfektalt E. coli és allati sejtek - ltal eléallitott, tisztitott és izolalt
hGH vagy annak agonista valtozata alkalmazhat6 a taldlmany szerinti megoldasban. To-
vabbi hGH valtozatokat ismertet az US 07/715.300 sz. amerikai egyesiilt 4llamokbeli sza-
badalmi irat (1991. junius 14.), US 07/743.614 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szaba-
dalmi irat (1991. augusztus 9.) és WO 92/09690 sz. nemzetkdzi kozzétételi irat
(1992 junius 11.). Ezek koziil kiilsnosen elényds a transzformalt E. coli altal termelt hGH
vagy annak agonista valtozata. Ilyen hGH vagy annak agonista valtozata nagy mennyisé-
gekben eldéllithaté igen tisztan és homogénen. Példaul, a fenti hGH vagy annak agonista
valtozata elballithato az US 4.342. 832 sz., US 4.601.980 sz., US 4.898.830 sz. US
5.424.199 és US 5.795.745 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratokban ismer-
tetett eljardssal. A leiras szerinti értelemben, az ,,aminoéav-szekvenciéja lényegében az
alabbi” kifejezés azt jelenti, hogy a fenti aminosav-szekvencia tartalmazhat egy vagy tobb
valtoztatast (delécio, addicid, inzercié vagy helyettesités) az aminosavak k6z6tt, ha a hGH
vagy annak agonista valtozataval 6sszehasonlitva, a mik6édésbeli hasonldsag tekintetében a
valtozas nem okoz barmilyen elénytelen kiilonbséget. Elénydsebb, ha olyan hGH-t vagy
annak agonista valtozatat alkalmazunk, amelynek aminosav-szekvencidja legalabb egy
tovabbi lizint, aszparaginsavat, glutaminsavat, paratlan ciszteint, illetve szabad N-
terminalis ®-aminocsoportot vagy szabad C-terminélis karboxilcsoportot tartalmaz.

A talalmany szerint, poli(etilénglikol)-t kotsttink hGH-hoz vagy annak agonista
valtozatahoz, az azt alkoté bizonyos aminosavakon 4t torténé kovalens kapcsolassal. A
szakember 4ltal ismert, kiilonboz8 funkciés csoportokat, linkereket tartalmazo, vagy kii-
16nb6z8 konfiguracidji és molekulatomegii aktivalt poli(etilénglikol)-ok alkalmazhatok a
PEG-hGH konjugatumok vagy PEG-hGH agonista valtozatok eléallitasara [lasd példaul,
Roberts és mtsai., Adv. Drug Del. Rev. 54, 459-476 (2002); Harris és mtsai., Drug Deliv.
Syst. 40, 538-551 (2001)]. Az aminosav lehet barmilyen, példaul, szabad amino-, karboxil-
, szulfhidril- (tiol-), hidroxil-, guanidil-, vagy imidazolil-csoportot tartalmaz6 reaktiv ami-
nosav, amelyhez aktivalt poli(etilénglikol) terminalis reaktiv csoportja kapcsolhatd. A sza-
bad aminocsoportot tartalmazé aminosavak k6z¢é tartozhat lizin ¢és/vagy N-terminalis ami-
nosav, szabad karboxilcsoportot tartalmazé aminosav, példaul aszparaginsav, glutaminsav,

¢s/vagy szabad szulfhidril-csoportot (tiolt) tartalmazé aminosavak — példaul szerin vagy
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tirozin -, szabad guanidinilcsoportot tartalmazé aminosav — példaul arginin -, és szabad
imidizoil-csoportot tartalmazé aminosav — példaul hisztidin.

A talalmany egy masik megvaldsitdsi moddjaban, oxim-kémiai moédszereket
[Lemieux és Bertozzi, TIB Tech. 16, 506-513 (1998)] alkalmazunk N-terminalis szerin
aminosavak célbavételére.

A taldlmanyban alkalmazott poli(etilénglikol) nem korlatozodik egyetlen konkrét
formara vagy molekulatomeg-tartomanyra. A poli(etilénglikol) molekulatémege 500-t6l
100.000-1g terjedhet. Normalis esetben, 500-60.000, elényssen 1.000-40.000 molekulato-
meglt alkalmazunk. Elénydsebb, ha a molekulatémeg nagyobb, mint 5.000-t61 koriilbeliil
40.000-1g terjed.

A taldlmany egy masik megvalositasi modjaban, a poli(etilénglikol) elagazo PEG,
amelyhez egynél tobb PEG-csoport kapcsolodik. Elagazd PEG-eket elénydsen az alabbi
dokumentéciok hoznak fel példaként: US 5.932.462 sz., US 5.342.940 sz., US 5.643.575
sz., US 5.919.455 sz., US 6.113.906 sz., és US 5.183.660 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli
szabadalmi iratok; WO 02/09766 sz. nemzetk6zi kozzétételi irat; Kodera, Bioconj. Chem.
3, 283-288 (1994); €s Yamasaki és mtsai., Agric. Biol. Chem. 52, 2125-2127 (1998). A
talalméany elényds megvalositasi modjaban, az elagazé PEG-et alkoté egyes poli(etilén-
glikol)-ok molekulatémege 5.000-20.000.

Poli(alkilénoxid)-okat, nevezetesen poli(etilénglikol)-okat, terminalis reaktiv cso-
porton keresztiil kotiink a hGH-hoz vagy annak agonista valtozatahoz. A terminalis reaktiv
csoport a PEG és a fehérje k6z6tt hagyhat vagy nem hagyhat kapcsolocsoportot (spacer-t).
A talalmany szerinti hGH-konjugéatum vagy annak agonista valtozata kialakitdsa céljabol,
polimereket, mint példaul poli(alkilénoxid)-ot, aktivalt formava alakitjuk (az aktivalt forma
kifejezést a szakember ismeri). A reaktiv csoport, példaul, lehet a fehérje kémiai csoportjai
, mint példaul amino-, karboxil- vagy tiolcsoportok, és a poli(etilénglikol) kozotti kitést
kozvetitd terminalis reaktiv csoport. Jellemzd, hogy a terminalis polimer hidroxil végcso-
portjainak egyikét vagy mindkettdt (azaz az o és o terminalis hidroxilcsoportok), a kova-
lens konjugdciot lehetové tévo, reaktiv funkcids csoportokka alakitjuk. E folyamatot gyak-
ran nevezik ,,aktivalasnak” és a reaktiv csoportot hordozo poli(etilénglikol)-t - a tovabbi-
akban — ,.aktivalt poli(etilénglikol)”-nak nevezziik. Az a és € kétdcsoportot egyarant tar-
talmaz6 polimereket ,,bisz-aktivalt poli(alkilénoxid)”-oknak nevezziik és , bifunkcionalis”-
nak tekintjiik. Az o és e terminalis hidroxilcsoportjain ugyanolyan reaktiv csoportot tar-

talmazd polimereket néha ,,homobifunkcionalis™-nak vagy , homobisz-aktivalt”-nak nevez-



10

15

20

25

30

[ e
esqe 0y ow -

100598-4185T -12-

zikk. Az a és ¢ terminalis hidroxilcsoportjain eltérd reaktiv csoportot tartalmazé polimere-
ket néha ,heterobifunkcionalis”-nak [lasd példaul, WO 01/26692 sz. nemzetk6zi kozzété-
teli irat] vagy ,,heterobisz-aktivalt”-nak nevezziik. Az egyetlen reaktiv csoportot tartalmazé
polimereket ,, mono-aktivélt” poli(alkilénoxid)-oknak vagy ,,mono-funkciondlis”-nak ne-
vezziik. Mas, lényegében nem antigénikus polimereket hasonloképpen lehet ,,aktivalni”
vagy ,,funkcionalizalni”.

Az aktivalt polimerek igy alkalmasak a fehérjén 1év6 kémiai csoportok - a- és -
amino-, karboxil- vagy tiolcsoportok - és poli(etilénglikol) k6z6tt kapcsolddast kozvetiteni.
A taldlmany egyik megvalositasi médjaban, bisz-aktivalt polimereket akar két fehérjével
vagy egy fehérjemolekuldval és egy adott reaktiv kismolekulaval is reagaltathatunk
fehérjepolimerek vagy fehérje-kismolekula konjugatumok keresztk6tések utjan torténd
hatékony kialakitasa céljabol.

A hGH vagy annak agonista valtozata lizinjeinek aminotermindlis a-amino-
csoportjaval vagy €-aminocsoportjaval reagalni képes funkcios csoportok az alabbiak: N-
hidroxiszukcinimidil-észterek, karbonatok — példaul, a p-nitrofenil, vagy szukcinimidil
[US 5.808.096 sz., US 5.612.460 sz., US 5.324.844 sz. és US 5.122.614 sz. amerikai egye-
siilt allamokbeli szabadalmi iratok] -, karbonil-imidazol, azlaktonok [US 5.321.095 sz. és
US 5.567.422 sz. amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi iratok], ciklikus imidtionok
[US 5.405.877 sz. és US 5.349.001 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratok],
izocianatok vagy izotiocianatok [Greenwald, J. Org. Chem. 60, 331-336 (1995)], trezil-
klorid [EP 714 402 sz. és EP 439 508 sz. eurdpai kozzétételi iratok], halogénformiatok
[WO 96/40792 sz. nemzetk6zi kozzétételi irat], és aldehidek.

A hGH-n vagy annak agonista valtozatan 1évé karbonsav-csoportokkal, reaktiv
karbonilcsoportokkal és oxidalt szénhidrat-csoportokkal reagalni képes funkciés csoportok
kozé az aldbbiak tartoznak: primer aminok, és hidrazin és hidrazid funkciés csoportok —
mint példaul, az acilhidrazidok, karbazatok, szemikarbamatok, tiokarbamatok, stb. [WO
01/7068S sz. nemzetkdzi kozzétételi irat).

Merkaptocsoportok — ha jelen vannak a hGH-n vagy annak agonista valtozatan —
szintén alkalmazhatok két6helyként példaul az alabbi reaktiv csoportokat tartalmazo, meg-
feleléen aktivalt polimerek szdmara: tiolok, maleimidek, szulfonok, és fenilglioxalok [pél-
daul, US 5.093.531 sz. amerikai egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi irat, amely publikicié a

kitanitds részét képezi]. Elektrofil kozponttal reagélni képes, mas nukleofilek k6zé - min-
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den korlatozas nélkiil — tartozik, példaul, a hidroxil, amino, karboxil, tiol, aktiv metilén és
hasonlok.

Ide tartoznak még az US 5.359.030 sz., US 5.681.811 sz., és US 5.438.040 sz.
amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi iratokban ismertetett, lipofil és hidrofil csopor-
tokat hordozé polimerek mellett, a WO 98/32466 sz. nemzetkozi kozzétételi iratban leirt
halogénezett PEG-ek, amelyek amino-, tiol- és aromas hidroxicsoportokkal reagalva képe-
sek a PEG-et kovalensen a fehérjéhez kapcsolni.

A talalmany egyik elényos megvaldsitasi mdédjaban, szekunder amin- vagy amid-
kotéseket létesitiink a hGH vagy annak agonista valtozata lizinjeinek aminoterminalis o.-
aminocsoportja vagy e-aminocsoportja és aktivalt PEG kozott. A talalmany egy masik el6-
nyOs szempontja szerint, a hGH vagy annak agonista valtozata lizinjeinek aminoterminalis
o.-aminocsoportja vagy €-aminocsoportja és egyetlen vagy elagazo PEG-aldehid kozott —
megfeleld redukalé agens, példaul, NaCNBH;, NaBHj, piridin, boran, stb. alkalmazasaval
- szekunder aminkotést létesitiink [Chamow és mtsai, Bioconjug. Chem. 5, 133-140
(1994); US 5.824.784 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat].

A taladlmany elény6s megvaldsitasi modjaban a poli(etilénglikol) legalabb 70%-a,
elénydsebben legalabb 80%-a, elonyssebben legaldbb 81%-a, elényssebben legalabb 82%-
a, elényosebben legalabb 83%-a, elénydsebben legalabb 84%-a, elénydsebben legalabb
85%-a, eldnydsebben legalabb 86%-a, eldnyosebben legalabb 87%-a, elénydsebben leg-
alabb 88%-a, elonyosebben legalabb 89%-a, eldnyssebben legalabb 90%-a, elénydsebben
legalabb 91%-a, elényosebben legalabb 92%-a, elénydsebben legalabb 93%-a, elénydseb-
ben legaldbb 94%-a, elénydsebben legalabb 95%-a, elénydsebben legalabb 96%-a, elénys-
sebben legalabb 97%-a, és legel6nydsebben legalabb 98%-a az aminoterminalis o-
aminocsoporton van.

A talalméany egy masik el6nyds megvaldsitdsi modjaban, amidot kialakito
linkerrel — példaul, szukcinimidil-észterekkel, ciklikus imidtionokkal vagy hasonlékkal -
aktivalt polimert alkalmazunk a hGH vagy annak agonista valtozata és a polimer kozotti
kotés befolyasolasara [lasd példaul: US 5.349.001 sz., US 5.405.877 sz. amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi irat; Greenwald és mtsai., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 17,
101-161 (2000), amely publikécio a kitanitas részét képezi]. A hGH vagy annak agonista
valtozata szabad aminocsoportjaihoz kithetd, elényds, aktivalt poli(etilénglikol) lehet egy-
szeres vagy elagazo lancu N-hidroxiszukceinilimid poli(etilénglikol)-hoz a poli(etilénglikol)

szukcinilsav-észtereinek N-hidroxiszukcinilimiddel végzett aktivalasaval juthatunk.
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A taldlmany egy masik elényos megvalositasi modjaban, egyéb aktivalt polimert
alkalmazunk a polimer és a hGH vagy annak agonista valtozata g-amino- vagy mas cso-
portja kozotti kovalens kotés létesitéséhez. Példaul terminalisan aktivalt polimerek
izocianit vagy izotiocianat formadit alkalmazhatjuk a lizin aminocsoportjaval létesitett,
uredn vagy tiourean alapulé kotések kialakitasara [Greenwald, J. Org. Chem. 60, 331-336
(1995)].

A taladlmany egy masik elonyds szempontja szerint, karbamat (uretan) kotéseket
alakitunk ki a fehérjék aminocsoportjaval a kitanitas részét képez6 US 5.122.614 sz., US
5.324.844 sz. és US 5.612.640 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratokban
ismertetettek szerint (példaul, N-szukcinimidil-karbonattal, p-nitrofenil-karbonattal és
karbonilimidazollal aktivalt polimerek). A talalmany masik elény6s megvaldsitasi modja-
ban, benzotriazol-karbonat PEG-szarmazékot kapcsolunk a hGH vagy annak agonista val-
tozata aminocsoportjaihoz.

A taldlmany egy masik szempontja szerint, a taldlmany targyat a hGH vagy annak
agonista véltozata prodrog- vagy késleltetett felszabadulast formaja képezi, amelyben viz-
ben oldhaté polimert, példaul poli(etilénglikol)-t, kapcsolunk hGH-molekuldhoz vagy an-
nak agonista valtozatdhoz olyan funkcionalis linkeren keresztiil, amely enzimatikus vagy
pH-val iranyitott hidrolizissel elére meghatirozhatdé médon térténé lebomlasaval szabad
hGH vagy annak agonista valtozata, vagy mas hGH vagy annak agonista valtozatanak
szarmazéka szabadul fel. A prodrog lehet ,,dupla prodrog” [Bundgaard, Adv. Drug Deliv.
Rev. 3, 39-65 (1989)] is, amely a kaszkad-késleltetés alkalmazasan alapul. Az ilyen rend-
szerekben, a hidrolizis reakcioban kezdeti sebesség-meghatarozo (lassu) enzimatikus vagy
pH-val iranyitott 1€pés szerepel, majd az ezt kovetd masodik Iépésben a gyors, nem
enzimatikus hidrolizis csak akkor megy végbe, ha az els6 1épés mar megtortént. Ilyen fel-
szabadithat6 polimerrel olyan fehérje konjugatumot allithatunk el, amely nem allando és
amelybdl hGH vagy annak agonista valtozata folyamatosan felszabadul. Ilyen funkcionalis
linkerek az irodalomban ismertek [US 5.614.549 sz., US 5.840.900 sz., US 5.880.131 SZ.,
US 5.965.119 sz., US 5.965.565 sz., US 6.011.042 sz., US 6.153.655 sz., US 6.180.095 B1
sz., €s US 6.413.507 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratok; Greenwald és
mtsai., J. Med. Chem. 42, 3657-3667 (1999); Lee, S. és mtsai., Bioconjugate Chem. 12,
163-169 (2001); Garman és mtsai., FEBS Lett. 223, 361-365 (1987); Woghiren és mtsai.,
Bioconjugate Chem. 4, 314-318 (1993); Roberts és mtsai., J. Pharm. Sci. 87, 1440-1445
(1998); Zhao, Ninth Int. Symp. Recent Adv. Drug Delivery Syst. 199; Greenwald és
mtsai., J. Med. Chem. 43, 475-487 (2000); Greenwald, Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst.
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17, 101-161 (2000); Zalipsky és mtsai., 28" Int. Symp. On Controlled Release of Bioactive
Materals 1, 73-74 (2001)].

A konjugacios reakciok — a tovabbiakban PEG-ezési reakciok — oldatban tortén-
nek a polimer molaris feleslegében és fiiggetleniil attél, hogy a polimer hova fog kapcso-
16dni a fehérjében. Ilyen, altalanos eljarasokra — azonban — jellemzd volt, hogy a megfeleld
bioaktivitds megtartasa szempontjabol nem bizonyultak megfelelének bioaktiv fehérjék
nem antigénikus polimerekhez vald konjugaldsdhoz. A hGH vagy annak agonista valtozata
bioaktivitidsa megtartasanak egyik modja az, ha a polimerkapcsolasi folyamatban nagyrészt
elkeriiljiik azt, hogy a receptor kotdhelyével (-helyeivel) kapcsolatos reaktiv csoportok a
konjugacioban részt vegyenek. A taldlmany egy masik szempontja szerint, a taldlmany
targya eljaras poli(etilénglikol) hGH-val vagy annak agonista valtozataval torténd konju-
galtatasara, a bioaktivitds magas szintli megtartasa mellett.

A kovalens kotéssel torténé kémiai mddositasokat barmely, bioldgiailag aktiv
anyagnak az aktivalt poli(etilénglikol)-lal térténd reakcidjara altalaban alkalmas kériillmény
mellett végezhetiink. A hGH vagy annak agonista valtozata inaktivalasanak elkeriilése vé-
gett, a konjugacids reakcidt viszonylag enyhe koériilmények kozott végezziik. Az enyhe
koriilmények a reakcidoldat pH-janak 3-10 kozott, a reakcié homérsékletének pedig a 0O-
37°C kozott tartasat jelentik. Olyan esetekben, ahol a hGH vagy annak agonista valtozata-
ban talalhat6 reaktiv aminosavak szabad aminocsoportokat hordoznak, elényés, ha a fenti
modositasokat alkalmas pufferben (pH 3-10), igy - minden korlatozas nélkiil — foszfat,
MES, citrat, acetat, szukcinat vagy HEPES pufferben, 1-48 oran at, 4-37°C kozott végez-
zitk. Ha N-terminalis aminocsoportokat vesziink célba olyan reagensekkel, mint amilyenek
a PEG-aldehidek, eldnyds, ha a pH-t 4-8 koz6tti értéken tartjuk. Az aktivalt poli(etilén-
glikol)-t a hGH-ban vagy annak agonista valtozataban 1évé szabad aminocsoportok szama-
nak moldris mennyiségét 0,05-100-szor, elénydsen kériilbeliil 0,01-2,5-szor meghaladd
mennyiségben alkalmazhatjuk. Masfelél, ha a hGH-ban vagy annak agonista valtozataban
lévé reaktiv aminosavak szabad karboxilcsoportokat tartalmaznak, a fenti médositasokat,
példaul, 3,5-5,5 k6zotti pH-nal végezziik, a poli(oxietiléndiamin)-nal végzett modositast
karbodiimid jelenlétében (pH 3,5-5), 1-24 éran at, 4-37°C kozott végezziik. Az aktivalt
poli(etilénglikol)-t a hGH-ban vagy annak agonista valtozataban 1évd szabad karboxil-
csoportok szdmédnak molaris mennyiségét 0,05-300-szor meghaladé mennyiségben alkal-

mazhatjuk.
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A taldlmany kiilonallé megvalositasi mddjaban, a konjugaciés reakciokhoz adott
polimer mennyiségének felsé hatara a koriilbeliil 1:1 értéket meghaladva olyan mennyiség
lehet, amelynél az aktivalt polimer és a hGH vagy annak agonista valtozata lényeges
mennyiségli magas molekulatomegii (azaz a konjugatumok tobb mint kériilbeliil 20%-a
tartalmaz hGH-t vagy annak agonista valtozatat alkoté molekulanként egy polimerszalnal
tobbet) kialakulasa nélkiil képes reakcioba lépni. Példaul, a talalmany e szempontja szerint,
ugy véljiik, hogy egészen 6:1 ardny alkalmazhaté a kivant konjugatumok jelentds mennyi-
ségekben torténd eléallitasahoz, és e konjugatumokat ezutan elkiilonithetjiik a magas mo-
lekulatomegii konjugatumoktol.

A talalmany egy masik szempontja szerint, bifunkcionalisan aktivalt PEG-
szarmazé€kokat alkalmazhatunk polimer hGH vagy annak agonista valtozata molekulajanak
eldallitasara, amely molekulaban tsbb hGH-t vagy annak agonista valtozatat PEG segitsé-
gevel keresztkotjiik. Bér az itt leirt reakciokoriilmények jelentés mennyiségii hGH-t vagy
annak agonista valtozatat eredményezhetik, a nem modositott hGH vagy annak agonista
valtozata konnyen visszavezethetd a tovabbi konjugacios reakciok eléallitasanak kiindulasi
pontjdba. A taldlmany szerinti eljarasok meglepéen kevés mennyiségii — azaz kevesebb,
mint koriilbelil 30% és még elénydsebben kevesebb, mint 10% - nagy molekulatémegi
molekuldkat és hGH-t vagy annak agonista véltozatat alkoté molekulanként egynél t5bb
polimerszalat tartalmazé molekuldkat generalnak. E reakciokorilmények széges ellentét-
ben allnak azokkal, amelyeket a polimerek konjugacids reakciéiban jellemz6en alkalmaz-
nak (ahol az aktivalt polimer a célmolekulahoz képest tobbszorés molaris feleslegben van
Jelen). A taldlmany egy masik szempontja szerint, a polimer aminocsoportonként 0,1 ekvi-
valenst6l a hGH vagy annak agonista valtozata mennyiségére nézve koriilbeliil 50 ekviva-
lens mennyiségig van jelen. A talalmany egy mésik szempontja szerint, a polimer, a hGH
vagy annak agonista véltozata ekvivalens mennyiségére vonatkozéan, koriilbeliil 1-10 ek-
vivalens mennyiségben van jelen.

A talalmény szerinti konjugacios reakcidk kiindulasként olyan reakcidkeveréket
szolgéltatnak, amely mono- és di-PEG-hGH konjugatumokat, el nem reagalt hGH-t, el nem
reagalt polimert, és dltalaban kevesebb, mint 20% nagy molekulatomegi konjugatumokat
tartalmaz. A nagy molekulatomegii konjugatumok egynél tobb polimerszalat és/vagy a
hGH vagy annak agonista PEG-gel polimerizalt szarmazékait tartalmazzak. Miutén a nem
reagalt molekuldkat és a nagy molekulatomegii konjugatumokat eltavolitottuk, a hGH-val
vagy annak agonista véltozataval képzett, foként mono- és di-polimert tartalmazo

konjugatumokat kinyerjiik. Mivel tény, hogy a konjugatumok legnagyobb része egyetlen
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polimerszalat tartalmaz, igy a konjugatumok lényegében homogének. E moddositott hGH
vagy annak agonista valtozata a nativ vagy nem modositott hGH vagy annak agonista val-
tozata in vitro biologiai aktivitdsanak - standard FDC-1 sejtproliferacios vizsgalattal [Clark
és mtsai., J. Biol. Chem. 271, 21969-21977 (1996)], vagy agyalapimirigy —irtott patkanyok
novekedésével mérve [Clark és mtsai., J. Biol. Chem. 271, 21969-21977 (1996)] - legalabb
0,1%-at mutatja. A taldlmany el6ny6s szempontjai szerint azonban, a médositott hGH vagy
annak agonista valtozata a nativ vagy nem moédositott hGH vagy annak agonista véltozata
in vitro bioldgiai aktivitasanak koriilbeliil 25%-at, elénySsebben koriilbeliill 50%-at, még
elénydsebben koriilbelil 75%-at mutatja, és legeldnydsebb, ha a modositott hGH vagy
annak agonista valtozata in vitro bioldgiai aktivitasa megegyezik a nativ vagy nem modosi-
tott hGH vagy annak agonista valtozata in vitro bioldgiai aktivitasaval, vagy azt feliilmilja.

A taldlmany szerinti eljarasban elény6s, ha a polimer hGH-hoz vagy annak
agonista valtozatahoz vonatkoztatott aranyai eléggé korlatozottak. fgy, a hGH-val vagy
annak agonista valtozataval alkotott konjugatumok foként csak egyetlen polimerszalat tar-
talmaznak. Tovabba, a polimer kapcsolddasa a hGH-hoz vagy annak agonista valtozatahoz
kevésbé véletlenszerli, mintha nagyobb molaris feleslegben alkalmaznank a polimer
linkert. A konjugécids reakciot kdvetden a reakciokeverékben jelen 1évé nem mddositott
hGH vagy annak agonista valtozata ioncsere vagy méretkizarasos kromatografia vagy ha-
sonld elvélasztasi eljarasok alkalmazasaval elkiilonithetd és kés6bbi reakciokba visszafor-
gathatd.

Poli(etilénglikol)-lal modositott hGH vagy annak agonista valtozata — nevezetesen
a taladlmany szerinti kémiailag modositott fehérje — a reakciokeverékbdl a fehérjék tisztita-
sara alkalmazott hagyomanyos eljarasokkal, igy dializissel, kisdzéssal, ultrasziiréssel, ion-
cserélé kromatografidval, hidrofob kélesonhatasos kromatografiaval (HIC), gélkromatog-
rafidval és elektroforézissel, tisztithatd. Az ioncseréld kromatografia kiilénésen hatékony
az el nem reagalt poli(etilénglikol) és a hGH vagy annak agonista valtozata eltavolitisara.
A talalmany tovabbi megvalésitasi modjaban, a hGH-nak vagy annak agonista valtozata-
nak mono- és dipolimer-konjugatumat, a nagy molekulatémegii konjugidtumok és a nem
mddositott hGH-nak vagy annak agonista valtozatanak eltdvolitasa végett, izolaljuk a reak-
ciokeverékbol. Az elvalasztast befolyasolja, ha a konjugatumkeverékbsl milliliterenként
0,5-10 mg hGH-nak vagy annak agonista véltozatanak mono- és dipolimer-konjugatumat
tartalmazo, pufferelt oldatot készitiink. Az alkalmas oldatok pH-ja 4-8 koriili. El6nyés, ha
az oldatok az alabbi puffersokbol egyet vagy tobbet tartalmaznak: KCI, NaCl, K,HPO,,
KH,PO,, Na,HPO,4, NaH,PO,4, NaHCO;, NaBO,, CH;CO,H és NaOH.
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A reakcidkeverékben 1évé puffertdl fiiggéen, a hGH-val vagy annak agonista val-
tozataval képzett polimerkonjugatumot tartalmazé oldattal eldszor puffercserét/ultrasziirést
végezhetiink az el nem reagalt polimer eltavolitasara. Példaul, a hGH-val vagy annak
agonista valtozataval képzett polimerkonjugatumot tartalmazo oldatbdl alacsony molekula-
tomegii (10.000-30.000 Dalton) kizarasi hatari membranon végzett ultrasziiréssel eltavo-
lithatjuk a legkevésbé kivanatos anyagokat, példaul az el nem reagélt polimert, feliiletak-
tiv-anyagokat (mar ha jelen vannak), vagy hasonldokat.

El6nyds, ha a konjugatumokat inoncseréld kromatografias kézegben frakcionaljuk
a kivant anyagokat tartalmazé frakcioba. Ilyen kozeg képes szelektiven felk6tni a hGH
vagy annak agonista valtozatanak PEG-gel képzett konjugatumait a toltésekben fennallo,
¢s valamennyire elérejelezheté modon valtozé, kiildnbségek alapjan. Példaul, a hGH-nak
vagy annak agonista véltozatanak felszini toltése meghatarozhat6 a fehérje felszinén elér-
heté 51ttt csoportok szamanak meghatarozasaval. E t6ltott csoportok a poli(alkilénoxid)
polimerek potencialis k6tShelyéiil szolgalnak. Ezért, a hGH-val vagy annak agonista vélto-
zataval képzett konjugatumok mas anyagoktdl eltérd toltése lehetové teszik a szelektiv
izolaciét.

Erésen polaros anion- (példaul, kvaterner amin) vagy kationcseréld (példaul
szulfopropil) gyantakat alkalmazunk a taldlmany szerinti eljarasban. Kiilonosen elénydsek
az ioncserélé-gyantak. A taldlmany szerinti megoldasban alkalmazhato, kereskedelmi for-
galomban beszerezhetd kationcseréld gyantak kéz€ - minden korldtozas nélkiil — az alabbi-
ak tartoznak: SP-hitrap®, SP-Sepharose HP® és SP Sepharose® fast flow. Mas alkalmas
kationcserélé gyantak, példaul S és CM gyantak, is alkalmazhatok. A talalmany szerinti
megoldasban alkalmazhato, kereskedelmi forgalomban beszerezhetd anioncserélé gyantak
k6zé - minden korlatozas nélkiil — az alabbiak tartoznak: Q-hitrap®, Q-Sepharose HP® ¢s
Q Sepharose® fast flow. Mas alkalmas anioncserélé gyantak, példaul DEAE gyantak, is
alkalmazhatok.

Példaul, elényds, ha az anion- vagy Kationcseréld gyantaval oszlopot t6ltiink meg
és hagyomanyos médon ekvilibraljuk. A polimerrel konjugalt hGH-t vagy annak agonista
valtozatat tartalmazé oldattal megegyezé pH-ju és ozmolalitasu puffert alkalmazunk. El6-
nyds, ha az elucios puffer az alabbi sokbdl egyet vagy tébbet tartalmaz: KCI, NaCl,
K,HPO., KH,PO,, Na,HPO,, NaH,POQ,, NaHCO;, NaBOy, és (NH4),COj. A konjugatumot
tartalmazé oldatot az oszlopra adszorbealjuk, mikézben az el nem reagalt polimer €s né-
mely nagy molekulatémegii komponens atesik. A felvitelt kovetden, névekvé sokoncentra-

cioju eluciés pufferbdl 4llo gradienst dramoltatunk at az oszlopon a kivant, poli(alkilén-
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oxid)-dal konjugalt hGH-t vagy annak agonista valtozatat tartalmazd frakcid elualasara.
El6nyos, ha a kation- vagy anioncseréld lépést kovetden, az eludlt, 6sszedntott frakcidk
egységes polimerkonjugatumot tartalmaznak. A nem konjugalt hGH vagy annak agonista
valtozata hagyomanyos eljarasokkal visszamoshat6 az oszloprol. Ha sziikséges, a hGH-nak
vagy annak agonista véltozatdnak egyszeresen vagy tobbszérosen PEG-ezett valtozatai a
tovabbiakban alkalmazott ioncseréld kromatografiaval vagy méretkizarasos kromatografi-
aval egymastol is elvalaszthatok.

Tobbszords, novekvd sokoncentracidju vagy ndvekvd pH-ju, izokratikus oldato-
kat hasznositd eljarasok is alkalmazhatok. Tobbszérés, névekvd koncentraciojy, izo-
kratikus lépések a hGH-nak vagy annak agonista véltozatanak di- majd mono-polimer-
konjugatumai egymas utani elici6jat eredményezik.

Az elucid soran alkalmazott hdmérséklet 4-25°C koériili. El6nyds, ha az eluciot 4-
22°C koriili hémérsékleten végezziik. Példaul, a hGH-val vagy annak agonista valtozata
PEG-gel képzett konjugatumat tartalmazo frakciot 280 nm-en térténé UV abszorbanciaval
mutatjuk ki. Frakcioszedést végezhetiink egyszeri(i idébeli eluciés profilok kdvetésével.

A hGH vagy annak agonista véltozata és a poli(etilénglikol) polimer kézétti kon-
jugécids folyamatokban alkalmazhatunk feliiletaktiv anyagokat. Alkalmas feliiletaktiv
anyagok k6z€ ionos tipust agensek — mint példaul, natrium-dodecilszulfat (SDS) - tartoz-
nak. Maés ionos feliiletaktiv anyagok - mint példaul, litium-dodecilszulfat, kvaterner
ammoniunmvegyiiletek, taurokolsav, kaprilsav, dekanszulfonsav, stb. — is alkalmazhatok.
Nem ionos feliiletaktiv anyagok is alkalmazhatok. Példaul olyan anyagok, mint amilyenek
a poli(oxietilén)-szorbitansok (,,Tween”-ek), poli(oxietilén)-éterek (,,Triton-ok), szintén
alkalmazhatok [Neugebauer, A Guide to the Properties and Uses of Detergents in Biology
and Biochemistry, kiad.: Calbiochem Corp. (1992)]. A taladlmany szerinti eljarasokban al-
kalmazhat6 feliiletaktiv anyagok alkalmazasat csak az korlatozza, hogy ezeket csak olyan
koriillmények kozott és koncentracioban alkalmazzuk, amely nem okozza a hGH vagy an-
nak agonista valtozata lényeges mértékii, irreverzibilis denaturacidjat és nem gatolja telje-
sen a polimerkonjugaciét. A reakciokeverékekben a feliiletaktiv anyagok koriilbeliil 0,01-
0,5% mennyiségben, elénydsen koriilbeliil 0,05-0,5% mennyiségben, és legelényssebben
koriilbeliil 0,075-0,25% mennyiségben vannak jelen. A talalmany szerinti megoldasban a

feliiletaktiv anyagok keverékei is alkalmazhatok.
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Ugy véljiik, hogy a feliiletaktiv anyagok atmeneti, reverzibilis védelmi rendszert
biztositanak a polimerkonjugacids folyamat soran. A feliiletaktiv anyagokrol kimutattak,
hogy hatékonyan akadalyozzék bizonyos polimerek aggregacidjat, de lehetové teszik a
lizinen vagy N-terminalis aminosavon alapul6 konjugécié lezajlasat.

A taldlmany szerinti, poli(etilénglikol)-lal médositott hGH vagy annak agonista
valtozata farmakologiai hatdsa jobban megmarad, ami jelentkezhet annak megnévekedett
in vivo fél-életidejében is.

Tovabba, a taldlmany szerinti, poli(etilénglikol)-lal médositott hGH vagy annak
agonista valtozata alkalmas lehet az agyalapi mirigy alulmlikddésére visszavezethetd tor-
peség (GHD), felnéttkori névekedési hormon hianya, Tumner-féle szindréma, a terhességi
korhoz képest kisebbre sziiletett gyermekek (SGA) névekedési hidnyossaganak hosszu
1d6tartamu kezelésére, Prader-Willi-féle szindromas (PWS) paciensek kezelésére, kronikus
veseelégtelenség (CRI), AIDS-el kapcsolatos sorvadas, és dregedés kezelésére.

A taldlmany szerinti, poli(etilénglikol)-lal mddositott hGH vagy annak agonista
valtozata formulézhaté gyogyaszati szempontbdl elfogadhatod diluenst, izotonikus oldat
készitésére szolgalo agenst, pH bedllitasara szolgalé anyagot, és hasonlokat is tartalmazo,
egy adott paciensnek beadhato gyogyszerekké.

A kezelés céljatol fiiggben a fenti gyogyszereket beadhatjuk szubkutan, intra-
muszkularisan, intravénasan, tiidon at, intradermalisan, vagy oralisan. A dozis fiigghet a
kezelni kivant paciens elvaltozasanak tipusatol és allapotatdl, és mennyisége felnotteknél
injekcio esetén 0,1-5 mg, oralis beadas esetén pedig 0,1-50 mg lehet.

Elény6s, ha taldlmany szerinti polimervegyiiletek szobahdmérsékleten oldédnak
vizben. Ilyen polimerek k6zé - minden korlatozas nélkiil — tartoznak a poli(alkilénoxid)
homopolimerjei, példaul, poli(etilénglikol) vagy poli(propilénglikol)-ok, poli(oxietilezett
poliolok), ezek kopolimerjei és blokkpolimerjei amennyiben biztositjak, hogy a blokk
kopolimerek vizben valo oldhatosaga megmarad.

PEG-en alapul6 polimerek mellett ténylegesen nem antigénikus anyagok - példa-
ul dextran, poli(vinilpirrolidonok), poli(akrilamidok), poli(vinilalkoholok), szénhidrat ala-
pu polimerek és hasonlok — is alkalmazhatok. E polimervegyiiletek o- és o-terminélis cso-
portjainak aktivalasa befolyasolhaté a poli(alkilénoxidok) konvertalasanal alkalmazottak-
hoz hasonlé mdédon, és igy az aktivalast a szakember ismeri. A szakember szdmara egyér-
telmii, hogy az alabbi lista tisztan illusztracids célokat szolgél és az itt ismertetett tulajdon-
sagokkal bir6 dsszes polimeranyag a taldlméany targykorébe tartozik. A leirds szerinti érte-

lemben, a ,,ténylegesen nem antigénikus” kifejez€s azt jelenti, hogy a technikéban ismertek
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szerint az ilyen anyag nem toxikus és emlGsokben nem valt ki észrevehetd immunogén
valaszt.

Meghatarozasok

Az alabbiakban megadjuk a leirasban alkalmazott roviditések listajat és azok, fel-

cserélhet6en alkalmazott, megfelel6 jelentését:

g  gramm(ok)

mg milligramm(ok)

ml vagy mL milliliter(ek)

RT szobah6émérséklet

PEG poli(etilénglikol)

A leirasban idézett minden publikacid, szabadalom és szabadalmi bejelentés a ki-
tanitas részét képezi, mintha jeleztiik volna, hogy az egyes publikacidk, szabadalmak, vagy
szabadalmi iratok specifikusan és egyedileg a kitanitas részét képeznék.

Bar a talalmanyt illusztraciok és példak utjan, a jobb megértés végett bizonyos
részletességgel ismertettiik, a kitanitas fényében a szakember szamara egyértelmii, hogy a
talalmanyban bizonyos valtoztatasok és modositasok végezhetdk anélkiil, hogy a talalmany
oltalmi korétdl eltérnénk. Az alabbi példak csak illusztracios célt szolgalnak és a talal-
many, szélesebb értelemben ismertetett oltalmi kérét semmiben sem korlatozzak.

Az alabbi példakban a hGH szekvenciaja a szekvencialistaban 1. azonositészamon
megadott szekvencia. Egyértelmii, hogy a hGH vagy annak agonista valtozatait is magiban
foglalé polipeptid-csalad tobbi tagja is PEG-ezhetd az alabbi példakban ismertetettekhez
hasonlé médon.

A leirasban idézett minden hivatkozas, szabadalom vagy szabadalmi irat teljes
egészében a kitanitas részét képezi.

A taldlmany szerinti megoldast az alabbi példakkal tovabb illusztraljuk, amelyek

azonban a taldlmany oltalmi korét semmiben sem korlatozzak.

1. példa
Egvenes lancu. 20.000 MW PEG-ALD-hGH

?
mPEG—O~CH,CH,~CH
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E példa eljarast mutat be N-terminalisan egyszeresen PEG-ezett, 1ényegében ho-
molég hGH készitmények reduktiv alkilalassal torténd eldallitasara. Metoxi-linearis PEG-
propionaldehid reagenst (koriilbeliil 20.000 MW, Shearwater Corp.), reduktiv aminalassal,
szelektiven kapcsoltunk a hGH N-terminalisdhoz kihasznalva azt az elényt, amit az N-
terminalis lizin primer aminjanak pK, értéke és az g-amino helyen 1évé primer aminok pK,
értéke kozotti relativ kiilonbség nyajt. Huszon6t mM MES-ben (Sigma Chemical, St.
Louis, MO), pH 6,0, 25 mM HEPES-ben (Sigma Chemical, St. Louis, MO), pH 7,0 vagy
10 mM nétriumacetatban (Sigma Chemical, St. Louis, MO), pH 4,5, oldott hGH fehérjét
metoxi-PEG-propionaldehiddel (Shearwater Corp., Huntsville, AL) reagaltattunk ugy,
hogy a fehérjét tartalmazé oldathoz annyi M-PEG-ALD-t adtunk, hogy a PEG:hGH relativ
molaris aranya aminonként 0,1:0,7 legyen (az oldathoz igény szerint 8% acetonitrilt is ad-
hatunk). A reakciot vizzel késziilt 1 M NaCNBH, (Sigma Chemical, St. Louis, MO) torzs-
oldat hozzaadasaval (10-50 mM végkoncentracidban) katalizaltuk. A reakcidkat sotétben
4°C-on, RT, 18-24 6ran at végeztiik. A reakcidkat 1 M Tris (Sigma Chemical, St. Louis,
MO), =pH 7,6 hozzaadasaval (50 mM végkoncentracioban) vagy a reakciét koveto tiszti-
tasban alkalmazott megfeleld pufferbe higitva allitottuk le.

2. példa

Egyenes lancu, 30.000 MW PEG-ALD-hGH

Metoxi-linearis PEG-propionaldehid reagenst (koriilbeliil 30.000 MW, Shearwater

Corp.) hGH N-terminalisdhoz kapcsoltunk az 1. példaban leirt eljaras alkalmazasaval.

3. példa
Egyenes lancu, 5.000 MW PEG-ALD-hGH

Metoxi-linearis PEG-propionaldehid reagenst (koriilbeliil 5.000 MW, Shearwater

Corp.) hGH N-terminalisdhoz kapcsoltunk az 1. példaban leirt eljaras alkalmazaséaval.

4. példa
Elagaz6 lancu, 40.000 MW PEG-ALD-hGH

He
§ cu_ H
WPEG—0r=—C—=N C-N—CH,CH
H {H) P)
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Metoxi-elagaz6 PEG-propionaldehid reagenst (PEG2-ALD reagens, Shearwater
Corp.) hGH N-terminalisahoz kapcsoltunk az 1. példaban leirt eljaras alkalmazasaval.
5. példa
Elagazé lancu, 20.000 MW PEG-ALD-hGH
5 Metoxi-elagaz6 PEG-propionaldehid reagenst (20.000 MW, PEG2-ALD reagens,
Shearwater Corp.) hGH N-terminalisahoz kapcsoltunk az 1. példaban leirt eljaras alkalma-

zasaval. A PEG:hGH molaris aranya aminonként 0,1-0,5 volt.

6. példa
Egyenes lancu, 30.000 MW SPA-PEG-hGH

O
J]
mPEG-0-CH,CH,CO—N

O
10

E példa eljarast mutat be egyszeresen PEG-ezett, lényegében homolég hGH ké-
szitmények N-hidroxiszukcinimidillel (NHS) aktivalt észterek alkalmazasaval torténé elo-
allitasara. Kétszazotven millimél HEPES pufferben (pH 7,2), hGH fehérje-torzsoldatbol 10
mg/ml koncentracioju oldatot készitettiink (az oldathoz igény szerint 8% acetonitrilt is ad-

15  hatunk). Az oldathoz annyi metoxi-PEG-szukcinimidil-propionatot (SPA-PEG) adtunk,
hogy a PEG:hGH relativ molaris aranya aminonként 0,1:0,65 legyen. A reakciokat 4°C-on,
RT, 5 perc és 1 6ra kozotti iddtartamon 4t végeztiik. A reakcidkat ugy éllitottuk le, hogy az
elegyhez 0,1 N ecetsavat vagy 5-szoros molaris feleslegben 1évo Tris-HCl-t adva a pH 4,0-
ra csOkkentettiik le.
20 7. példa
Egyenes lancu, 20.000 MW SPA-PEG-hGH
Egyenes lanci SPA-PEG reagenst (20.000 MW, Shearwater Corp.) hGH N-

terminalisahoz kapcsoltunk a 6. példaban leirt eljaras alkalmazasaval.
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8. példa
Egyenes lancu, 3.400 MW Biotin-SPA-PEG-hGH

0

CHoCH,CHoCH,——CONH-PEG-CO

o

Egyenes lanci Biotin-PEG-CO,-NHS reagenst (Shearwater Corp.) hGH-hoz kap-

S csoltunk a 6. példaban leirt eljaras alkalmazasaval.

9. példa
Elagazd lancu, 10.000 MW NHS-PEG-hGH

Elagazo lancu PEG2-NHS reagenst (10.000 MW, Shearwater Corp.) hGH-hoz
10 kapcsoltunk a 6. példaban leirt eljaras alkalmazasaval.

10. példa

Eldgaz6 lancu, 20.000 MW NHS-PEG-hGH

Elagazo lanci PEG2-NHS reagenst (20.000 MW, Shearwater Corp.) hGH-hoz

kapcsoltunk a 6. példaban leirt eljaras alkalmazasaval.

15 11. példa
Elagaz¢ lancu, 40.000 MW NHS-PEG-hGH

Elagaz6 lanci PEG2-NHS reagenst (40.000 MW, Shearwater Corp.) hGH-hoz

kapcsoltunk a 6. példaban leirt eljaras alkalmazasaval.
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12. példa
Egyenes lanci, 20.000 MW PEG-BTC-hGH

o

—
pe—

O

PEG—0Q S—““"‘N\ | ‘/xN
N
PEG-BTC reagenst (40.000 MW, Shearwater Corp.) hGH-hoz kapcsoltunk a 6.
5  példéaban leirt eljaras alkalmazasaval. E példa eljarast mutat be PEG-ezett, lényegében ho-
molég hGH készitményeknek a PEG benzotriazol-karbonat szarmazékainak alkalmazasa-

val torténd eldallitasara.

13. példa
Egyenes lanci, 5.000 MW PEG-SS-hGH

i ol
PEG—OGCCH,CHCO —N,

10
Szukcinimidil szukcinat-PEG-et (5.000 MW, Shearwater Corp.) hGH-hoz kap-

csoltunk a 6. példaban leirt eljaras alkalmazasival. E példa eljarast mutat be PEG-ezett,
lényegében homoldg hGH készitményeknek a hidrolizalhaté kotés alkalmazasaval torténd
el6allitasara.

15
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14. példa
Egyenes lancu, 20.000 MW PEG-CM-HBA-hGH

o

Karboximetil hidrovajsav-PEG-et (CM-HBA-PEG, 20.000 MW, Shearwater
Corp.) hGH-hoz kapcsoltunk a 6. példaban leirt eljaras alkalmazasaval. E példa eljarast
mutat be PEG-ezett, lényegében homolog hGH készitményeknek a hidrolizalhatd kotés

alkalmazasaval torténé eldallitasara.

15. példa
Egyenes ldncu, 2-4x 5.000 MW PEG-CM-HBA-hGH

PEG-CM-HBA-t (5.000 MW, Shearwater Corp.) hGH-hoz kapcsoltunk a 13. pél-

daban leirt eljaras alkalmazasaval.

16. példa

Egyenes lancu, 20.000 MW HZ-PEG-hGH

PEG-OCH,CONHNH,

E példa eljarast mutat be egyszeresen PEG-ezett, 1ényegében homolog hGH ké-
szitmények 20.000 MW metoxi-PEG-hidrazid (HZ-PEG, Shearwater Corp.) alkalmazasa-
val (orténd eldallitasara. HGH-fehérjetorzsoldatot feloldottunk 10 mM MES pufferben (pH
4,0) (10 mg/ml koncentracioban). Az oldathoz szilard HZ-PEG-et adtunk (PEG:hGH rela-

tiv molaris ardnya 0,1-5,0/karboxilcsoport). A reakcidkat 2-4 mM végkoncentraciéban
hozzaadott karbodiimiddel (EDC, EOAC, EDEC) katalizaltuk. A reakciokat 4°C-on, 2-12
éran at, vagy szobahOmérsékleten 10 perc és 12 ora kozotti idotartamig végeztiik, majd a
nem konjugalt PEG ¢és a karbodiimid kationcserével tortént eltavolitasaval leallitottuk.

17. példa
Tobbszorosen PEG-ezett konjugatumok

Az 1. és 4. példaban eléallitott, két vagy tobb kapcsolt PEG-et tartalmazo (tobb-
szOrdsen PEG-ezett), modositott hGH-kat anioncserélé kromatografiaval valasztottuk el az

egyszeresen PEG-ezett konjugatumoktdl. Két vagy t5bb kapcsolt PEG-et tartalmazoé (t6bb-
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sz0rosen PEG-ezett), médositott hGH-kat kationcseréld kromatografiaval is elvalasztottuk
az egyszeresen PEG-ezett konjugatumoktdl.

A 2, 3., 5-13. példaban eldallitott, két vagy tobb kapcsolt PEG-et tartalmazé
(tobbszoroésen PEG-ezett), médositott hGH-kat az 1. és 4. példaban leirtakhoz hasonléan
tisztitottuk.

18. példa
PEG-ezett hGH tisztitdsa

Egyetlen ioncserélé kromatografias 1épés elég volt ahhoz, hogy a PEG-ezett h\GH
konjugatumokat 95%-osnal nagyobb tisztasigban (SEC-analizis) valasszunk el a reakcio-
keverékbol.

Anioncserélé kromatografia

A PEG-ezett hGH konjugatumoknak a reakcidkeverékbol, 95%-osnal nagyobb

tisztasagban (SEC-analizis) tortén6 elvalasztasara egyetlen anioncserélé kromatografias
lépést alkalmaztunk. Egyszeresen PEG-ezett hGH-t a nem médositott hGH-t6l és a tébb-
sz0rosen PEG-ezett hGH-t6] anioncserélé kromatografia alkalmazasaval valasztottuk el.
Jellemzéen 20K aldehid-hGH reakcidkeveréket (5-100 mg fehérje) a fentiekben leirtak
szerint, 25 mM HEPES (pH 7,3, ,,A” puffer) pufferrel ekvilibralt Q-Spharose Hitrap oszlo-
pon (1 vagy 5 ml, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) vagy Q-Sepharose fast
flow oszlopon (26/20, 70 ml-es oszloptérfogat, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway,
NJ) tisztitottunk. A reakciokeveréket 5-10-szeresére higitottuk ,,A” pufferrel és 2,5 ml/min
aramlasi sebességgel felvittiik az oszlopra. Az oszlopot 8 oszloptérfogat ,,A” pufferrel
mostuk, majd a kiilonféle hGH-konjugatumokat 80-100 oszloptérfogat ,,A” pufferrel és
linearis 0-100 mM NaCl gradienssel elualtuk. Az eluenst abszorbancia 280 nm-en (A2s0)
tortént mérésével vizsgaltuk é€s 5 ml-es frakciokat gyjtottiink. Az azonos mértékben PEG-
ez6dott (példaul, mono-, di-, tri-, stb., lasd 15. példa) konjugatumokat tartalmazé frakcio-
kat &sszeontottiik, majd az dsszeontott mintakat 0,5-5 mg/ml-re toményitettiik Centriprep
YM10 koncetrator (Amicon Technology Corporation, Northborough, MA) alkalmazésaval.
Az 0sszedntott mintdk fehérjekoncetracidjat Ajgy tortént meéréssel hataroztuk meg
(extinkcios koefficiens: 0,78). E folyamatban a mono 20K PEG-aldehid-hGH teljes kiter-
melése 25-30%-0s volt. '

Kationcseréld kromatografia

Kationcserélé kromatografiat 10 mM natriumacetattal (pH 4,0, ,B” puffer)
ekvilibralt SP-Sepharose high performance (nagyteljesitmény(i) oszlopon (Pharmacia XK

26/20, 70 ml oszloptérfogat) végeztiink. A reakciokeveréket ,, B> pufferrel a tizszeresére
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higitottuk és 5 ml/min aramlasi sebességgel felvittiik az oszlopra. Az oszlopot 5 oszloptér-
fogat ,,B” pufferrel, majd 5 oszloptérfogat 12%-os ,,C” pufferrel (10 mM acetat, pH 4,5, 1
M NaCl) mostuk. A PEG-hGH konjugatumokat 20 linearis 12-27%-os ,,C” pufferrel
eluéltuk az oszloprdl. Az eluenst abszorbancia 280 nm-en tortént mérésével vizsgaltuk és
10 ml-es frakcidkat gytijtottiink. Az azonos mértékben PEG-ez6dott (példaul, mono-, di-,
tri-, stb., lasd 15. példa) konjugatumokat tartalmazé frakcidkat osszeontottiik, és a puffert
10 mM acetatra (pH 4,5) cseréltiik, majd az 6sszednt6tt mintakat 1-5 mg/ml-re téményitet-
tik kevert cellaban, Amicon YM10 membran alkalmazasaval. Az 6sszedntdtt mintak
fehérjekoncetraciojat Agg tortént méréssel hataroztuk meg (extinkcids koefficiens: 0,78). E
folyamatban az egyszeresen PEG-ezett hGH teljes kitermelése 10-50%-os volt.

19. példa
Biokémiai jellemzés

A tisztitott, PEG-ezett hGH-t tartalmaz6 mintakat redukalé és nem redukalé SDS-
PAGE-vel, nem denaturdlé €s denaturalo méretkizarasos kromatografiaval, analitikai
anioncserélé kromatografiaval, N-terminalis szekvenalassal, hidrofob kélcsonhatisos kro-
matografidval, és forditott fazisit HPLC-vel jellemeztiik.

Méretkizarasos nagyteljesitményti folyadékkromatografia (SEC-HPLQC)

Metoxi-PEG és hGH kiilonféle kapcsolasi kémiakkal, méretekkel, linkerekkel és
geometridkkal tortént reakcidit, anioncserével tisztitott mintait és a kapcsolas végso, tiszti-
tott termékeit nem denaturald6 SEC-HPLC-vel vizsgaltuk. Analitikai, nem denatural6 SEC-
HPLC-t Tosohaas G4000PWXL oszlopon (7,8 * 30 cm, Tosohaas Amersham Bioscience,
Piscataway, NJ) vagy Superdex 200 oszlopon (Amersham Bioscience, Piscataway, NJ)
végeztiink, 20 mM foszfat pufferben (pH 7,2, 150 mM NaCl), 0,5 ml/min aramlasi sebes-
séggel. A PEG-ezés nagymértékben megnéveli a fehérje hidrodinamikai térfogatat, amely
a retencios 1d6 lerdvidiilését eredményezi. A PEG-aldehid-hGH reakcidkeverékekben a
nem modositott hGH mellett konjugatumokat mutattunk ki. E PEG-ezett és nem PEG-ezett
konjugatumokat Q-Sepharose kromatografiaval valasztottuk el, és ezt kovetden a tisztitas
soran kapott mono-PEG-ALD-hGH konjugatumok egyetlen csicsként elualédtak a nem
denaturdlé SEC soran (>95% tisztasag). A Q-Sepharose kromatografias 1épés hatékonyan
tavolitotta el a szabad PEG-et, hGH-t, és a t6bbszoérésen PEG-ezett hGH-konjugatumokat
az egyszeresen PEG-ezett hGH-t6l. A nem denaturalé SEC-HPLC alkalmazasaval kimutat-
tuk, hogy a kiilénféle PEG-ezett hGH-k tényleges mérete joval nagyobb, mint ami az elmé-

leti molekulatomegbdl kovetkezne (1. tablazat)
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1. tablazat

Meéretkizarasos kromatografia (SEC)

Méret (Elméleti) (SEC)
hGH 22.000 21. 000
4-6x5K PEG-SPA GH 47.000 128.000
2-4x5K PEG-CMHBA (NHS) GH 37.000 71.000
20K PEG-ALD GH 42.000 120.000
20K elagazé PEG-ALD GH 42.000 114.000
20K PEG-CMHBA (NHS) GH 42.000 115.000
20k PEG-hidrazid GH 42.000 125.000
2x20K PEG-ALD GH 62.000 250.000
30K PEG-ALD GH 52.000 231.000
30K PEG-SPA GH 52.000 183.000
2x30K PEG-SPA GH 82.000 569.000
40K eldgazé PEG-ALD GH 62.000 330.000
40K eldgazé PEG-NHS GH 62.000 253.000

Denaturalé SEC-HPLC
Metoxi-PEG és hGH kiilonféle kapcsolasi kémiakkal, méretekkel, linkerekkel és

geometridkkal tortént reakcioit, anioncserével tisztitott mintdit és a kapcsolas végso, tiszti-
tott termeékeit denaturalé SEC-HPLC-vel vizsgaltuk. Analitikai, denaturalé SEC-HPLC-t
Tosohaas 3000SWXL oszlopon (7,8 * 30 cm, Tosohaas Amersham Bioscience,
Piscataway, NJ) végeztiink, 100 mM foszfat pufferben (pH 6,8, 0,1% SDS), 0,8 ml/min
aramlasi sebességgel. A PEG-ezés nagymértékben megnéveli a fehérje hidrodinamikai
térfogatét, amely a retencids id6 lerovidiilését eredményezi. A 20K PEG-aldehid-hGH re-
akciokeverékekben a nem modositott hGH mellett konjugatumokat mutattunk ki. E PEG-
ezett €s nem PEG-ezett konjugatumokat Q-Sepharose kromatografiaval valasztottuk el, és
ezt kovetden a tisztitds sordn kapott mono 20K PEG-ALD-hGH konjugatumok egyetlen
csucskeént eludlédtak a denaturdlé SEC soran (>95% tisztasag). A Q-Sepharose kromatog-
rafias 1épés hatékonyan tavolitotta el a szabad PEG-et, hGH-t, és a tobbszordsen PEG-ezett

hGH-konjugatumokat az egyszeresen PEG-ezett hGH-t4l.



10

15

20

25

100598-4185T -30-

SDS PAGE / PVDF transzfer
SDS-PAGE-t alkalmaztunk a kiilonféle PEG reagensek hGH-val t6rténé reakcio-

janak és a tisztitott végtermékek vizsgélatara. Ezen eljarasra példakat a mono 20K linearis
¢s elagazo 20K és 40K PEG-aldehiddel, és 4*6 SK SPA-PEG-gel végzett reakciok kap-
csan, az 1. €s 2. dbran mutatunk be. SDS-PAGE-t 1 mm vastag, 10-20% Tris-glicin géle-
ken (InVirogen, Carlsbad, CA) végeztiink redukalé és nem redukald koriilmények kozott,
és a géleket Novex Colloidal Coomassie™ G-250 gélfestd készlettel (InVirogen, Carlsbad,
CA) festettiik meg. A tisztitott mono-PEG-aldehid-hGH konjugatumok egyetlen f6 savként
vandoroltak az SDS-PAGE-n. A savokat N-terminalis szekvenalas céljabél PVDF-
membranra blottoltuk.

Analitikai anioncserélé6 HPLC

Analitikai anioncseréld HPLC-t alkalmaztunk a kiilsnféle mPEG-ek hGH-val tor-
tént reakcidjdnak, az anioncserével tisztitott frakciok €s a végsoé tisztitott termékek vizsga-
latéra. Az analitikai anioncserélé HPLC-t Tosohaas Q5PW vagy DEAE-PW anioncserélé
oszlopon (7,5*75 mm, Tosohaas Amersham Bioscience, Piscataway, NJ), 50 mM Tris puf-
ferben (pH 8,6), 1 ml/min aramlasi sebességgel végeztiik. A mintékat linearis 5-200 mM
NaCl gradienssel elualtuk.

Forditott fazist HPLC (RP-HPL.C)

PEG-GH reakciokeverékeket és tisztitott, PEG-ezett termékeket RP-HPLC-vel

analizaltunk hGH-k, egyszeresen és tobbszorosen PEG-ezett hGH-konjugatumok vizsgala-
tara és az oxidalt hGH formak mellett, az olyan PEG-hGH izoformak nyomonkdvetésére,
amelyekben az egyetlen PEG-csoport mas-mas helyre kapcsolédott (példaul, N-
terminalishoz vagy valamelyik lizin €-aminocsoportjahoz). Az RP-HPLC-t Zorbax SB-CN
forditott fazist oszlopon (150 vagy 250 mm * 4,6 mm (3,5 mm vagy 5 mm) végeztiik. Az
elvalasztas szobahomérsékleten, mintanként jellemzéen 10 mg fehérje felvitelét kovetéen
tortént. Az ,,A” puffer trifluorecetsav 0,1%-os vizes oldata volt, a ,B” puffer pedig
trifluorecetsav 0,1%-os, acetonitrillel késziilt oldata volt. A gradiens, amelyben a B meny-

nyisége percenként 0,5%-al nétt, az alabbi volt:

Lépés 1d5 | Aramlas | %A % B Lépés
0 0 1 60 40 0
1 3 1 60 40 0
2 20 1 50 50 1
3 2 1 60 40 1
4 6 1 60 40 0
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N-terminalis szekvenalas és peptidtérképezés

Az N-terminalis aminosav-szekvenciat automatizalt, Edman-féle degradacids ké-
miaval hatdroztuk meg. A degradacidhoz Applied Biosystems Model 494 Procise
szekvenalo berendezést (Perkin Elmer, Wellesley, MA) alkalmaztunk. A megfelelé PTH-
AA szirmazékokat RP-HPLC-vel, on-line mddon, Applied Biosystems Model 140C PTH
analizatorral, Perkin Elmer/Brownlee 2,1 mm i.d. PTH-C18 oszlopon hataroztuk meg. Li-
nedris 20K és elagaz6 40K PEG-ALD-hGH savokat PVDF membranra transzferaltuk vagy
pedig a linearis 20K és elagazé 40K PEG-ALD-hGH-t tartalmaz6 oldatot szekvenaltuk. A
{6 jelet (kortilbeliil 88%-ot) add, tisztitott, linearis 20K PEG-hGH-rdél kideriilt, hogy szek-
vencidja, az N-termindlis aminosav kivételével megegyezik a hGH szekvenciajaval. Ezt az
eredményt vartuk az aldehid kémidval N-terminalisan PEG-ezett fehérje esetében. Az els6
ciklusban nem nyerhet6 vissza aminosav, mivel az PEG-csoporthoz kapcsolédik. Egy je-
lentéktelen szignal (koriilbeliil 12%-os kitermelés) utal a helyes N-terminalis aminosav-
szekvencidra. Figyelembevéve azt, hogy az RP-HPLC-r6l gytjtott csiucs 100%-ban PEG-
ezett, az adatok szerint a PEG-gel tortént mddositasok koriilbeliil 88%-a az N-terminalison
tortént, egyértelmi, hogy a tobbi az elérhetd lizinek egyikéhez kotddik.

Emésztéseket végeztiink tripszinnel (1 mg/ml koncentracidban) €s emésztésen-
ként, jellemzben, 50 pg anyagot alkalmaztunk. A tripszint olyan koncentracioban adtuk a
reakciokeverékhez, hogy a tripszin:PEG-hGH arany 1:30 (w/w) legyen. A reakcidkeverék
30 mM Tris puffert (pH 7,5) tartalmazott. A mintdkat szobahdmérsékleten 16+0,5 éran at
inkubaltuk. A reakcidkat 1 N HCI (50 pul/ml emésztési oldat) hozzaadasaval allitottuk le. A
mintakat 0,25 mg/ml végkoncentraciora higitottuk 6,25% acetonitrillel, majd az automata
mintavevobe helyeztikk. A reakciokeverékhez eldszor acetonitrilt adtunk (19,8%
acetonitril-koncentraci6 eléréséig), 6vatosan Osszekevertiik, majd vizzel feltoliottik a vég-
leges térfogatra (a kiindulasi térfogat négyszerese). A felesleges emésztési oldatot eltavo-
lithatjuk €s -20°C-on akar 1 hétig is tarolhatjuk.

Waters Alliance 2695 HPLC-rendszert alkalmaztunk az analizisben, de mas rend-
szerekkel is kaphatunk hasonléo eredményeket. Az alkalmazott oszlop Astec C-4
polimeroszlop (25 cm * 4,6 mm, 5 um-es toltet) volt. A kisérleteket szobahdmérsékleten
végeztiikk, mintanként jellemzden 50 pg fehérjét vittiink fel. Az ,,A” puffer trifluorecetsav
0,1%-o0s vizes oldata volt, a ,,B” puffer pedig trifluorecetsav 0,085%-os, acetonitrillel ké-

sziilt oldata volt. Az alabbi gradienst alkalmaztuk:
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1d6 A% B% C% D% | Aramlas | Gorbe
0,00 0,0 0,0 100,0 0,0 1,000 1
90,00 0,0 0,0 55,0 45,0 1,000 6
90,10 0,0 0,0 0,0 100,0 1,000 6
91,00 0,0 0,0 0,0 100,0 1,000 6
91,10 0,0 0,0 100,0 0,0 1,000 6
95,00 0,0 0,0 100,0 0,0 1,000 6

Az oszlopot termofeltét alkalmazasaval 40°C-ra melegitettik fel. A csucsokat

Waters 996 PDA detektor alkalmazasaval, 210-300 nm-en gytijtott adatok alapjan mutattuk

ki. A 214 nm hulldmhosszra vonatkozé kromatogrammot alkalmaztuk az N-terminalis

PEG-ezés mértékének meghatarozasara végzett mintaanalizisre (T-1 fragmentum hiénya)

(lasd 2. tablazat)

2. tablazat
Minta % T-1 megvan %T-1 hidnyzik | %T-1 megvan a kont-
rolhoz képest
Aldehid
SK ALD 2.0 98.0 7.4
20K 0.0 100.0 0.0
2x20K 0.0 100.0 0.0
30K 1.3 98.7 4.5
40K elagazo 1.9 98.1 6.8
NHS
4-6x5 SPA 1.3 98.7 4.7
2-4X5 CM 0.0 100.0 0.0
20K CM 23.1 76.9 84.1
30K 18.2 81.8 63.9
2x30K 5.7 94.3 19.9
40K elagazo 20.9 79.1 73.5
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20. példa
Farmakodinamikai vizsgélatok

Hatékonysagi vizsgalatok agyalapimirigy-irtott patkanyokon

Agyalapimirigy-irtott, n6stény Sprague-Dawley patkdanyokat (Harlan Labs) 7-10
napon at elozetesen szkrineltink a névekedési ratara nézve. Ezt kovetéen 11 napig tarté
novekedési kisérleteket végeztiink. A patkanyokat 6-8 allatbol 4llé csoportokra osztottuk.
Az 1. csoportba osztott allatok naponta vagy a 0. és a 6. napon vivéanyag-dézis(oka)t ad-
tunk be szubkutan. A 2. csoportnak GH-dézisokat (0,3 mg/kg/dézis, s.c.) adtunk be napon-
ta. A 3. csoportnak GH-dézisokat (1,8 mg/kg/d6zis) adtunk be s.c. a 0. és a 6. napon. A 4.
csoportnak pedig PEG-GH-dézisokat (1,8 mg/kg/dézis) adtunk be s.c. a 0. és a 6. napon.
Az agyalapimirigy-irtott patkanyok testtdmeg-ndvekedését legalabb napi egy tomegmérés-
sel kovettikk nyomon a kisérlet ideje alatt. A hetente egyszer beadott 20K PEG-ALD-hGH-
val, 20K és 40K elagaz6 PEG-ALD-hGH-val, és a 4-6x SPEG-SPA-hGH-val kezelt allatok
tomeggyarapodasa (atlag + a kozépérték standard hibaja (s.e.m.)) hasonl6 volt a hGH-val
naponta kezelt allatokéhoz (3. és 4. 4bra). A 3. tablazatban 6sszefoglaljuk a teljes tomeg-
gyarapodés 11. napon mért értékeit (atlag + a kozépérték standard hibaja) a kiilénféle PEG-

ezett molekuldk heti egyszeri beadasa esetén a naponta beadott hGH-hoz viszonyitva.

3. tablazat
Patkényok témeggyarapodasa
Vegyiilet Heti egysze- Napi testt6meg- %-o0s testtomeg-
11 dozis gyarapodas (g/nap) (0- | gyarapodas a hGH-val
(mpk) 11. nap) (atlagtSEM) | naponta kezelt allatok-
hoz képest (4tlag)
hGH (nem PEG-ezett) 1,8 0,9740,12 39%
SK Linearis PEG-ALD GH 1,8 0,96+0,27 36%
20K Linearis PEG-ALD GH 1,8 1,99+0,13, 73%
1,43%0,08,
1,7+0,10
20K Linearis CM-HBA PEG GH 1,8 2,36+0,11 99%
20K Lineéris PEG-HYD GH 1,8 2,62+0,22 99%
20K Elagazé PEG-ALLD GH 1,8 2,24+0,07 87%
30K Lineéris PEG-ALD GH 1,8 2,11+0,06 94%
1,85+0,14
30K Linearis PEG-SPA GH 1,8 2,6x0,1 117%
40K Elagazé PEG-ALD GH 1,8 2,57+0,08 100%
40K Elagazé PEG-NHS GH 1,8 2,53+0,09 121%
2x 20K PEG-ALD GH 1,8 2,66+0,10 128%
4-6x5K SPA-PEG GH 1,8 3,18+0,10 124%
2-4x5K CM-HBA-PEG GH 1,8 3,54+0,15 134%
2x 30K Linearis PEG-SPA GH 1,8 3,1+0,1 134%
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Az egyes tomeggyarapodasi kisérletek elvégzése utan az allatokat eloltiik és ana-
lizaltuk a combcsontok hosszat. A 6. abra bemutatja a combcsont hosszaban, a 11 napos
vizsgalat soran mért valtozast (atlagtSEM) a kiilonféle PEG-ezett molekulak heti egyszeri
beadasa vagy a naponta beadott hGH esetében.

IGF-1 szintek az agyalapimirigy-irtott patkdnyokban

Kisérleteket végeztiink a fentiekben leirt tomeggyarapodasi vizsgalatokhoz hason-
l6an, azonban az allatoktél a 0., 1., 2., 3., 4., 5. és az allatok elolésekor a 9. napon vérmin-
tat gyljtottiink és azokbol ELISA eljarassal IGF-1 szinteket hataroztunk meg. A 7. abran
Osszehasonlitottuk az agyalapimirigy-irtott allatok szérumaban mért IGF-1 szinteket (at-
lag+SEM) naponta beadott hGH, vagy egyetlen d6zisban beadott hGH vagy a 0. és 6. na-
pon beadott PEG-ezett hGH beadasa esetében.

Farmakokinetikai vizsgdlatok

Farmakokinetikai vizsgalatokat végeztiink normalis, Sprague-Dawley him patka-
nyokon, egereken és javai makakon (M. cynomolgus). Csoportonként 6-6 patkanyt vagy
60-60 egeret egyetlen, 1,8 mg/kg bolus injekcioval vagy egyetlen dézisban, i.v. beadott 1,0
mg/kg GH-val vagy PEG-GH-val kezeltiik. A majmokat 0,18 mg/kg GH vagy PEG-GH
dozissal kezeltiik egyetlen szubkutin bolus és i.v. injekcié beadasaval (2-4 ma-
jom/csoport). Az 1-5. nap soran, a relevans PK-paraméterek megallapitasara megfelel6
idoben vérmintakat gyijtottiink (4. tablazat). (t,) = terminalis fél-életidd, (Cl) = clearance,
(Tmax) = a maximalis koncentracié eléréséig eltel id6, Vss = térfogati megoszlas az allan-
dosult allapotban, és (Crax) = maximalis koncentracié. GH és PEG-GH szintjeit a szérum-
ban az egyes mintak immunvizsgalattal tértént nyomonkdvetésével allapitottuk meg.

HGH immunvizsgalat

A patkanyok, egerek és majmok szérumaban a hGH és PEG-ezett hGH fehérje
koncentraciéit a hGH AutoDELFIA készlet fluoreszcens immunvizsgalattal (Perkin Elmer
Life Sciences) hataroztuk meg. A standard gorbe felvételére a megfeleld6 PEG-hGH-t al-

kalmaztuk.
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4. tiblazat

. LX)
o oo o .
e soe

. e o
esee vee 0o

'x] X XY
e e
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™. s

Paraméterek 40K Br | 40K Br 30K 20K 4-6x
ALD hGH| NHS hGH [ ALD hGH | ALD hGH 5K SPA
Dézis iv1.0 1.0 iv1.0 iv1.0 1.0
(mg/kg) sc18 sc1.8 sc1.8 sc 1.0 sc 1.8
CL
(mbhifig) 2.29 212 443 7.89 453
Vss
(mikg) 18 16 24 17 51
Tll.!,!v
(hr) 4.3 38 2.8 1.8 1!
Tz, 6
{hr) 4 8.2 3.7 2.5 9
Tmax, sc
{hr) 11 9 6 ) 12
SC AUC
{ ug/mi*hr) 682 577 160 31 668
SC
Biologiai elér-
hetdség (%) 87 87 39 24 167
: v 1.0 vi.0 ivi.0 ivi8 ivi0
Dozis(mghe) | ooyg | sc18 | sc18 | sc1.8 | sci8
CcL
(mibhrkg) 1.86 1.75 5.75 9.9 29
Vss
(mikg) 19 25 Ad 33 36
12, v
hr) 54 58 36 2.2 24
Tlt?.sc
(hn) 58 71 8.7 29 29
Tmax, sc
(hr) 24 22 12 9 20
SC AUC
(ug/mi*hr} 398 344 a7 70 249
SC
Biolégiai elér-
hetéség (%) 30 33 31 38 40
. iv018 wv0.18 Iv0,18 iv0. 18 v 0.18
Dézis mg'ke) o 048 | sc0.18 | sc0.48 | sc0.18 | sc0.18
CL
(mithr/kg) 1.83 0.78 1.94 2.19 0.49
Vss
(mlkg) 57 20 29 44 25
Tig.w
{hn) 21 138 14.9 7.3 a8
Ty, e v
v 19 21 12 83 35
Tmax, s¢
{hr) 22 22 10 8 32
SC AUC
{ ug/mi*hr) 100 483 125 38 242
sC
Biologiai elér
hetdség (%) 84 77 g7 44 68
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Szabadalmi igénypontok

1. Konjugitum, amely bioldgiailag aktiv emberi novekedési hormon (hGH)
polipeptidet vagy annak antagonista valtozatit és ezek barmelyikének legalabb egyetlen
aminosavahoz kovalensen kapcsoltan legalabb egyetlen vizben oldhaté polimermolekulat
tartalmazo.

2. Az 1. igénypont szerinti konjugatum, amelyben a hGH-polipeptid a szekvencia-
listaban 1. azonositészamon megadott aminosav-szekvenciat tartalmazza.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti konjugatum, amelyben a polimermolekula
poli(etilénoxid).

4. A 3. igénypont szerinti konjugitum, amelyben a poli(etilénoxid)-molekula
poli(etilénglikol)-molekula.

5. A 4. igénypont szerinti konjugitum, amelyben a poli(etilénglikol) szabad
aminocsoporto(ka)t, karboxilcsoporto(ka)t, vagy szulfhidril-csoporto(ka)t tartalmazé ami-
nosavhoz kapcsolédik.

6. Az 5. igénypont szerinti konjugatum, amely aktivalt poli(etilénglikol) alkalma-
zasaval kialakitott.

7. A 6. igénypont szerinti konjugatum, amelyben az aktivalt poli(etilénglikol)
funkcids csoportot tartalmaz.

8. A 7. igénypont szerinti konjugdtum, amelyben az aktivalt poli(etilénglikol) sza-
bad aminocsoportot tartalmaz6 aminosavhoz kapcsolt.

9. A 8. igénypont szerinti konjugatum, amelyben a funkcids csoport karbonat,
karbonil-imidazol, karbonsav aktiv észtere, azlakton, ciklikus imidtion, izocianat vagy
izotiocianat, imidat vagy aldehid.

10. A 9. igénypont szerinti konjugatum, ahol a funkcids csoport karbonét vagy

karbonil-imidazol.
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11. A 10. igénypont szerinti konjugatum, amelyben az aktivalt poli(etilénglikol)

az alabbiak barmelyike:

Qa
wecogo a
, €s
|
g, / *NI
5 12. A 11. igénypont szerinti konjugatum, amelynek szerkezete az alabbi:

N

ahol R jelentése emberi nvekedési hormon polipeptid.
13. A 12. igénypont szerinti konjugatum, amelyben az emberi novekedési hormon
polipeptid a szekvencialistaban 1. azonositészamon megadott aminosav-szekvenciat tar-

10 talmazza.

14. A 9. igénypont szerinti konjugatum, ahol a funkcids csoport ciklikus imidtion.
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15. A 14. igénypont szerinti konjugatum, ahol az aktivalt poli(etilénglikol) az

alabbiak barmelyike:
g Q )L
wPBG—C mPEG—
{ (&1\/ }
8 §
)
mPEG-L—C
s »
S !
-3
mrzemg Q@ @
mPBG—C—N/ ; '
2——5
mPEG-t o
e
mPEG-L— .
_{
s
5 ahol, L jelentése az alabbiak barmelyike: -O-, -NH-, -OCH,-, -NH-CO(CH_)n-,

NH-CO(CH3),0-, -CO-NH(CH,),-, -S-, -CO-NH(CH3),O-, -O(CH2)sO-, -O(CH2)n-, -
SCH,CH,-, vagy -NH(CH,)n-.

16. A 9. igénypont szerinti konjugatum, ahol a funkci6s csoport azlakton.

17. A 16. igénypont szerinti konjugatum, ahol az aktivalt poli(etilénglikol) az

3
R?
- i
o Q
, €s
1
mPEG"‘L-[{
o 0

10  alabbiak barmelyike:

ahol
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R! jelentése hidrogén, alkil, cikloalkil, karbociklusos vagy heterociklusos aromds
gytirti, o-, B-telitettlen alkil;

és

R? és R® egymastol fiiggetleniil hidrogén, alkil, aril vagy arilalkil.

18. A 9. igénypont szerinti konjugatum, ahol a funkciés csoport izocianat vagy
izotiocianat.

19. A 18. igénypont szerinti konjugatum, ahol az aktivélt poli(etilénglikol) az

alabbiak barmelyike:
mPEG-N=C=0, vagy mPEG-N=C=S
20. A 9. igénypont szerinti konjugatum, ahol a funkcids csoport aldehid vagy

aldehidhidrat.
21. A 20. igénypont szerinti konjugatum, ahol az aktivalt poli(etilénglikol) az

alabbiak barmelyike:
mPEG-0-CH,CHO, | mPEGOCHQCchFFJL '

mPEG~OCHQCHgCHZJL' ang MPEG-O-CH,CHO;

MPEG-OCHCHCH(OH)z,

-~
\m—cnzcaz«g—u

]

wPEG—N NC’H;CHQCB;‘O/ \HN"CH;CH,-'%H , és

]

mPEG—=C—N —G=H

P h

_—

<a
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22. A 9. igénypont szerinti konjugdtum, ahol a funkci6s csoport valamilyen kar-

bonsav aktiv észtere.

23. A 22. igénypont szerinti konjugatum, ahol az aktivalt poli(etilénglikol) az

alabbiak barmelyike:
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24. A 23. igénypont szerinti konjugatum, amelynek szerkezete az alabbiak barme-
lyike:

o} ¢
BPEG—O—CH—C—NH-R P B O oo Q- R

g
mrm—f}—mam?:--ema ﬂﬁﬂ—o—g‘ﬂ&ﬂﬁwﬂ

O o]
I
.mpm-o-cngcﬂgmg—g--w KR  ®PEG—0~—C~CR,CH,CH,—C—NH-R

a le]
H, § ] DE
sPEG—Q—C—C—O0—CH-CHy C——NHR  mPEG—N~Cit=C~=NH-R

&, !
mrmHQw 9
/C\mv*ca,cn,—g—mm '

B
MPEG——0] : i——-—nm
ave-o—b—in o
|
CH,
Lo

§
mPEG—N nm,m,czf,éa/c\m@m,mvi-m;a

ahol R jelentése: emberi novekedési hormon polipeptidje.

25. A 24. igénypont szerinti konjugatum, amelyben az emberi novekedési hormon

polipeptid a szekvencialistdban 1. azonositészdmon megadott aminosav-szekvenciat tar-
talmazza.

26. A 9. igénypont szerinti konjugatum, ahol az aktivalt poli(etilénglikol) az alab-
biak barmelyike:

Cl

mMPEG-0-80,.CHyCF4, €5 -
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27. A 26. igénypont szerinti konjugatum, amelynek szerkezete az alabbiak barme-
lyike:
cl

N
mPE(:«l—tzJ-w<5 fM
PEG-NH-R, ©S NH-R

ahol R jelentése: emberi novekedési hormon polipeptidje.

5 28. A 27. igénypont szerinti konjugatum, amelyben az emberi névekedési hormon
polipeptid a szekvencialistaban 1. azonositészdmon megadott aminosav-szekvenciat tar-
talmazza.

29. A 28. igénypont szerinti konjugatum, ahol a funkci6s csoport imidat.
30. A 9. igénypont szerinti konjugatum, ahol az aktivélt poli(etilénglikol) az alab-
10  biak barmelyike:

CH,

ahol m értéke 0-20. barmely
mPEG—NH-(CH;)"fC:NH;Cr egész szam, és

Rl

=NH,"CI ahol R' jelentése alkil, fenil,
fenilalkil, vagy cikloalkil

31. A 9. igénypont szerinti konjugatum, ahol a szabad aminocsoport
aminoterminalis o.-aminocsoport.
15 32. A 31. igénypont szerinti konjugatum, ahol az aminoterminalis o-aminocsoport
fenilalaninon 1évé aminocsoport.
33. A 8. igénypont szerinti konjugdtum, ahol a kapcsolédas szabad
karboxilcsoportot tartalmazé aminosavnal talalhato.
34. A 33. igénypont szerinti konjugdtum, ahol a funkciés csoport primer amin,

20  hidrazin, és hidrazid funkcids csoportok.
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35. A 34. igénypont szerinti konjugatum, ahol a funkciés csoport az aldbbiak
barmelyike:

mPEG-CHCH,;-NH,, mPBEG-0-CH;-CO-NH-NH;,

mPE A NE mPE .{ N N\
H H 0 ]
3 P B
P A RN N
VAN N
H H v H S .
0
o A H H
PEG\ ’N N-\ /NH],
N N NH,
H H , H .
8) , €S
0
mres_ A\
BG\O N _NH,
H

36. A 8. igénypont szerinti konjugdtum, ahol a kapcsolédas szabad
szulfhidrilcsoportot tartalmazé aminosavnal talalhaté.
37. A 36. igénypont szerinti konjugatum, ahol a funkcids csoport tiol, maleimid,

vinilszulfon, vagy fenilglioxal.

38. A 37. igénypont szerinti konjugatum, ahol a funkciés csoport az alabbiak

barmelyike:

H
mPEG——N mPEG—8§-C=CH,

O=mwi==g)

o
., i - A
mPEG—~HN==C—1 mPEG—5=S8
H, ,és N=—
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39. A 38. igénypont szerinti konjugatum, ahol a funkcids csoport az alabbiak

barmelyike:

Il
mPEG=—=8=CH;CH,-5-R

0
!
mPEG—HN—C—CHyS-R mPEG53-R

5 ahol R jelentése: emberi névekedési hormon polipeptidje.
40. A 39. igénypont szerinti konjugatum, amelyben az emberi névekedési hormon

polipeptid a szekvencialistaban 1. azonositészimon megadott aminosav-szekvenciat tar-

talmazza.

41. A 8. igénypont szerinti konjugatum, amelyben a poli(etilénglikol) molekula-

10  tomege koriilbeliil 0,5-100 kDa.
42. A 41. igénypont szerinti konjugatum, amelyben a poli(etilénglikol) molekula-

tdmege koriilbelil 5-40 kDa.
43. A 8. igénypont szerinti konjugatum, amelyben a poli(etilénglikol) eldgazé po-
limer.
15 44. A 43. igénypont szerinti konjugatum, amelyben az elagaz6 polimer az alabbi-

ak barmelyike:
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0 H

mo-o—g—‘(CH;}; MH—C-—N ‘g—

CHy
H-CHg
CHy

, és

.
LY X

45. Emberi névekedési hormon és PEG konjugatuma, amelynek szerkezete az

alabbiak barmelyike:

Q
mPBG‘O"'C"'N Q-N"CH-_.{%—MH-R

H

ahol R jelentése: emberi ndvekedési hormon polipeptidje.
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46. A 45. igénypont szerinti konjugatum, amelyben az emberi névekedési hormon
polipeptid a szekvencialistaban 1. azonositdszamon megadott aminosav-szekvenciat tar-
talmazza.

47. A 46. igénypont szerinti konjugatum, amelyben a poli(etilénglikol) legalabb
80%-a az aminoterminalis fenilalaninhoz kapcsolédik.

48. A 47. igénypont szerinti konjugatum, amelyben a poli(etilénglikol) legalabb
90%-a az aminoterminalis fenilalaninhoz kapcsolédik.

49. A 47. vagy 48. igénypont szerinti konjugdtum, amelyben az egyes mPEG-ek
molekulatomege koriilbeliil 20 kDa.

50. Emberi novekedési hormon és PEG konjugatuma, amelynek szerkezete az

alabbi:

ahol R az emberi névekedési hormon polipeptidje.

51. Az 50. igénypont szerinti konjugatum, amelyben az emberi névekedési hor-
mon polipeptid a szekvencialistdban 1. azonositdszamon megadott aminosav-szekvenciat
tartalmazza.

52. Az 51. igénypont szerinti konjugitum, amelyben a poli(etilénglikol) legalabb
80%-a az aminoterminalis fenilalaninhoz kapcsolodik.

53. Az 52. igénypont szerinti konjugitum, amelyben a poli(etilénglikol) legalabb
90%-a az aminoterminalis fenilalaninhoz kapcsoldodik.

54. Az 52. vagy 53. igénypont szerinti konjugatum, amelyben az egyes mPEG-ek
molekulatomege koriilbeliil 20 kDa.

55. Ember novekedési hormon és PEG konjugatuma, amelynek szerkezete az
alabbi:

mPEG-OCH,;CH,CH;NH-R

ahol R az emberi novekedési hormon polipeptidje.
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56. Az 55. igénypont szerinti konjugidtum, amelyben az emberi névekedési hor-
mon polipeptid a szekvencialistaban 1. azonositdszamon megadott aminosav-szekvenciat
tartalmazza.

57. Az 56. igénypont szerinti konjugitum, amelyben a poli(etilénglikol) legalabb
80%-a az aminoterminalis fenilalaninhoz kapcsolddik.

58. Az 56. igénypont szerinti konjugatum, amelyben a poli(etilénglikol) legalabb
90%-a az aminoterminalis fenilalaninhoz kapcsolodik.

59. Az 57. vagy 58. igénypont szerinti konjugatum, amelyben az egyes mPEG-ek
molekulatomege koriilbeliil 20 kDa.

60. A 8. igénypont szerinti konjugitum, amelyben a poli(etilénglikol)
bifunkcionalis polimer.

61. Az 56. igénypont szerinti konjugatum, amelyben a poli(etilénglikol) prodrog.

62. Az 1. igénypont szerinti hGH-t és legalabb egy, gyogyaszati szempontbdl el-
fogadhato hordoz6t tartalmazo készitmény.

63. Eljaras novekedési vagy fejlédési rendellenességtdl szenvedd paciensek keze-
lésére, azzal jellemezve, hogy a péaciensnek az 1. igénypont szerinti hGH terapidsan haté-
kony mennyiségét adjuk be.

64. A 63. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a novekedési vagy fej-
16dési rendellenesség a novekedési hormon hidnya (GHD).

65. A 63. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a névekedési vagy fej-
16dési rendellenesség Turner-féle szindroma.

66. A 63. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a novekedési vagy fej-
16dési rendellenesség kronikus veseelégtelenség.

67. A 63. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a ndvekedési vagy fej-
16dési rendellenesség a terhességi korhoz képesti elmaradas (SGA).

68. A 48. igénypont szerinti hGH-t és legalabb egy, gyogyaszati szempontbdl el-
fogadhato hordozét tartalmazé készitmény.

69. Eljaras novekedési vagy fejlédési rendellenességtdl szenvedé paciensek keze-
lésére, vagy az eljarasban a paciensnek a 48. igénypont szerinti hGH-t terapidsan hatékony
mennyiségben beadjuk.

70. A 69. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a novekedési vagy fej-
16dési rendellenesség a novekedési hormon hianya (GHD).

71. A 69. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a novekedési vagy fej-

16dést rendellenesség Turner-féle szindroma.
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72. A 69. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a novekedési vagy fej-
16dési rendellenesség krénikus veseelégtelenség.

73. A 69. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a novekedési vagy fej-
16dési rendellenesség a terhességi korhoz képesti elmaradas (SGA).

74. Az 50. vagy 55. igénypont szerinti hGH-t és legalabb egy, gydgyaszati szem-
pontbol elfogadhaté hordozoét tartalmazé készitmény.

75. Eljaras novekedési vagy fejlodési rendellenességtdl szenvedd péaciensek keze-
1ésére, azzal jellemezve, hogy a paciensnek az 1. igénypont szerinti hGH terapidsan haté-
kony mennyiségét adjuk be.

76. A 75. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a névekedési vagy fej-
16dési rendellenesség a ndovekedési hormon hianya (GHD).

77. A 75. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a névekedési vagy fej-
16dési rendellenesség Turner-féle szindroma.

78. A 75. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a novekedési vagy fej-
16dési rendellenesség kronikus veseelégtelenség.

79. A 75. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a névekedési vagy fej-

16dési rendellenesség a terhességi korhoz képesti elmaradas (SGA).

A meghatalmazott:

? 7 DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.
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