Polietilén-glikollal képezett eritropoietin

konjugatumok
KIVONAT

A taldlmény targyat az EPO PEG-szarmazékainak Uj cso-
portja képezi. A taldlmany szerinti fizioldgiailag aktiv
PEG-EPO konjugatumok olyan eritropoietin glikoproteint tar-
talmaznak, melynek legaldbb egy szabad aminocsoportja wvan
és amely rendelkezik a csontveld sejtek retikulocita és voé-
rosvértest termelésének névelését kivaltd in vivo biolégiai
aktivitadssal és amely a kovetkezd8k barmelyike: humdn erit-
ropoietin és olyan analdgjai, melyek primer szerkezete meg-
egyezik az 1-6 glikozilacids hely hozzdadasaval vagy lega-
ladbb egy glikozilaciés hely atrendezésével mdédositott human
eritropoietin szerkezetével; a glikoprotein kovalensen hoz-
z4 van kotve 1-3 kis szénatomszami alkoxi poli(etilén-gli-
kol) csoporthoz, ahol mindegyik poli(etilén-glikcl) csoport
a glikoproteinhez kovalensen kotédik egy specidlis szerke-
zetd linkeren keresztiil. Az egyes poli(etilén-glikol) rész-
egységek atlagos molekulatdmege mintegy 20 kilodaltontdl
mintegy 40 kilodaltonig valtozik, és a konjugadtum molekula-
témege mintegy 51 kilodaltontdél mintegy 175 kilodaltonig
valtozik.

A talalmany targyat képezi a taldlmény szerinti konju-
gatumok alkalmazasa, valamint az azokat tartalmazé gyégya-

szati készitmények is.

Aktaszamunk: 95952-2308A/PA
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Az eritropoiezis a vdrdsvértestek termelésének folya-
mata, amely a sejtek szétesésének ellensulyozasdra szolgal.
Az eritropoiezis egy szabalyozott fizioldégiai mechanizmus,
amely lehetdvé teszi kelld szami vordsvértest rendelkezésre
dllasat a szovetek megfeleld mennyiségli oxigénnel vald el-
latasara. A természetes korllmények kozétt elédforduld human
eritropoietin (hEPO) egy 165 aminosavat tartalmazéd gliko-
protein, amely a vesében termelddik és ez az a humoralis
plazma faktor, amely serkenti a vordsvértestek termelddését
[Carnot és Deflandre: C.R. Acad. Sci. 143 432 (1906);
Erslev: Blood 8 349 (1953); Reissmann: Blood 5 372 (1950);
Jacobson és mtsai.: Nature 179 6331 (1957)]. A human EPO
stimulalja az elkotelezett eritroid progenitor sejtek osz-
todasat és differencialddésat a csontveldben. A humdn EPO
bioldégiai aktivitadsat az eritroid prekurzorokon talalhatéd
receptorokhoz kotédve fejti ki [Krantz: Blood 77 419
(1991)]. A természetes korlUlmények kozott eldforduld humin
eritropoietin egy savas glikoprotein, amely alacsony kon-
centracidkban talalhaté a plazmédban az 6regedésiik soran el-
vesztett vordsvértestek pdétlédsanak serkentésére.

Az eritropoietint mar elBallitottdk Dbioszintetikus
médszerekkel rekombinans DNS technolégiat alkalmazva [Egrie
és mtsai.: Immunobiol. 72 213 (1986)] és ez a kinai horcsdg
petefészek szdvet sejtjeibe (CHO sejtek) beillesztett és
ott expresszalt kldénozott humadn EPO gén terméke. A termé-
szetes korilmények k&zdtt eléfordulé humdn EPO eldszdr egy
166 aminosavat tartalmazd polipeptid lancba transzlalédik,

amely arginint tartalmaz a 166. pozicidéban. Egy poszt-
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transzlacids mbédositas soran a 166, arginint karboxipepti-
daz hasitja le. A human EPO (165 aminosav) primer szerkeze-
tét az 1. &abraban mutatjuk be. A human EPO (166 aminosav)
primer szerkezetét a 2. A4braban mutatjuk be. Két diszulfid
hid talalhat6é a ’Cys-!fCys és a »Cys-**Cys aminosavak k&-
z6tt. A humdn EPO polipeptid lanc molekulatémege a cukor
részegységek nélkil 18.236 Da. A teljes EPO molekulaban a
molekulatémeg mintegy 40 szazalékat teszik ki a szénhidrat
csoportok [Sasaki és mtsai.: J. Biol. Chem. 262 12059
(1987) 1.

Mivel az eritropoietin létfontossagu a virdsvértestek
kialakuldsa sordn, a hormon Jo6l alkalmazhaté olyan vér
rendellenességek kezelésére, amelyekre a vbrdsvértestek
alacsony szint@i vagy hibas termelddése jellemz§. Klinikai-
lag az EPO-t példaul anémia kezelésére alkalmazzak krénikus
vese eleégtelenségben (CRF) szenvedd pacienseken [Eschbach
es mtsai.: NEJM 316 73 (1987); Eschbach €s mtsai.: Ann. In-
tern. Med. 111 992 (1289); Egrie és mtsai.: Kidney Intl. 33
262 (1988); Lim és mtsai.: Ann. Intern. Med. 110 108
(1989)], valamint AIDS esetén és kemoterdpian atess rakbe-
tegek kezelésében [Danna és mtsai., 1In: Erytropoietin in
Clinical Applications - Aan International Perspective,
szerk: Garnick, 301-324. old., Marcel Dekker, New vYork,
(1990)]. Azonban a jelenleg hozzaférhetd terapiéas fehérje
készitmények - mint példaul az EPO - biolégiai rendelkezés-
re allasa korlatozott ezek révid prlazma fél-életideje miatt
és a protedzok lebonté hatasa kdvetkeztében. Ezek a hia-

nyossagok megakadalyozzak, hogy az ilyen készitmények elér-



jék maximalis klinikai potenci&djukat.

Ennek megfelelden a taldlmany tédrgyadt EPO PEG-szarma-
zékainak Uj csoportja képezi. A taldlmdny szerinti fiziold-
giailag aktiv PEG-EPO konjugatumok olyan eritropoietin gli-
koproteint tartalmaznak, amelynek legaldbb egy szabad ami-
nocsoportja van és amely rendelkezik a csontveld sejtek re-
tikulocita és vordsvértest termelésének noévelését kivaltd
in vivo biolbgiai aktivitassal és amely a kévetkezdk barme-
lyike lehet: human eritropoietin és analégjai, amelyek pri-
mer szerkezete megegyezik a humdn eritropoietin szerkezeté-
vel, 1-6 glikoziladcids hely hozzdadasdval médositva; ez a
glikoprotein kovalensen kétd8dik egy-hdrom kis szénatomszamu
alkoxi poli(etilén-glikol) csoporthoz, ahol mindegyik po-
li (etilén—-glikol) csoport a glikoproteinhez kovalensen k&-
tédik egy linkeren keresztil, amely linker képlete a kdvet-
kezé: -C(0)-X-5-Y-; ahol a linker C(0) csoportja amid k&-
tést alakit ki a fentebb emlitett amino csoportok egyiké-
vel, és ahol az X -(CH;)x vagy -CH,(0O-CH,-CH,),~ részletet
jelsl, amelyben a k értéke 1-10-ig terjedhet, az Y pedig az

I-IV. képlettel jellemzett molekularészletek barmelyike le-

het.
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Az egyes poli(etilén-glikol) részegységek Aatlagos mo-
lekulatémege mintegy 20 kilodaltontél mintegy 40 kilodal-
tonig valtozik, és a konjugatum molekulatémege mintegy 51
kilodaltontdél mintegy 175 kilodaltonig valtozik. A talal-
many targyat képezik még tovabba olyan készitmények, ame-
lyekva. talalmédny szerinti konjugdtumokat tartalmazzak és
amelyekben ezeknek a konjugatumoknak a sz&zalékos mennyisé-
ge olyan készitményben ahol n az 1, legaldbb kilencven sza-
zalék.

A mbédositatlan EPO-val (azaz olyan EPO-val, amelvyhez
nincs PEG hozzakapcsolva), és a hagyomdnyos PEG-EPO konju-
gatumokkal Osszehasonlitva a taldlmdny szerinti konjugatu-
mok megnovekedett keringési féléletidével és a plazméban
fennmaradasi idével rendelkeznek, csokkent a kitrilésik és
megnovekedett in vivo klinikai aktivitast mutatnak. A ta-
lalmany szerinti konjugatumok alkalmazdsi teriilete megegye-
zik az EPO alkalmazasi teriiletével. Kdzelebbrél meghatéroz-
va, a talalmany szerinti konjugatumok 3j61 alkalmazhatdak
paciensek kezelésére a csontveldben az elkdtelezett eritro-
id progenitor sejtek osztdddsdnak és differencidléddasanak
stimulalasan keresztil ugyanugy, mint ahogy az EPO-t alkal-
mazzuk paciensek kezelésére.

A talalmany targyat képezi egy eljards is a vérsze-
génység kezelésére emberekben. A taldlmany targyat képezi
eljarads olyan eritropoietin glikoprotein termékek el@alli-
tasara, amely soran kovalensen reagéaltatjuk eritropoietin
fehérje 1lizin aminosavénak az e-aminocsoportjat egy két-

funkcidés reagenssel, igy egy amid koétést tartalmazd kdztes
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terméket kialakitva. A kétfunkcids reagens egy reagidld cso-
portot és egy védett tiol csoportot tartalmaz. Az amid-
kapcsolt k&ztes terméket ezutan kovalens médon reagaltatjuk
aktivalt polietilén-glikol szarmazékkal, ezzel kialakitva a
talalmany szerinti eritropoietin glikoprotein terméket.

Az 1. abra a human EPO primer szerkezetét mutatja be
(165 aminosav) .

A 2. abra a human EPO primer szerkezetét mutatja be
(166 aminosav) .

A 3. é&bra a PEG-gel kapcsolt EPO 1in vivo aktivitast
mutatja be, amelyet normocitémids egér vizsgalati eljaras
segitségével hataroztunk megqg.

Meghatéarozéasok:

Az alabb kovetkezd kifejezések alatt a leiras soran az
itt leirtakat értjuk:

Az "eritropoietin fehérje", T"eritropoietin", "EPQ"
vagy "eritropoietin glikoprotein" kifejezések alatt olyan
glikoproteint értink, amely az 1. &bran (1. azonositéasi
szam szerinti szekvencia) vagy a 2. &bradn (2. azonositéasi
szam szerinti szekvencia) bemutatott szekvencidval rendel-
kezik, vagy olyan fehérjét 1illetve polipeptidet értink,
amely ezekkel lényegében homolég és amelynek bioldgiai tu-
lajdonsagal a vordsvértest termelés stimulalasaval és a
csontveldben az elkdtelezett eritroid progenitor sejtek
osztddasanak és differencidlddadsanak stimuldlasaval Ossze-
fliggésben vannak. A leirds szerint az EPO-fehérje kifejezés
magaba foglal olyan fehérjéket, amelyeket szandékosan modo-

sitottunk - példaul hely specifikus mutagenezissel - vagy
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véletlenliil médosultak, példaul mutacidk ksvetkeztében. Ezek
a kifejezések szintén magukba foglaljak az 1-6 tovabbi gli-
kozilacids hellyel rendelkezé analdgokat, a fehérje karboxi
végén legalabb egy tovabbi aminosavat tartalmazé analégo-
kat, ahol a tovabbi aminosav(aminosavak) legaladbb egy gli-
kozilaciés helyet tartalmaznak, illetve magukban foglalnak
olyan analdgokat, amelyek aminosav szekvencidjaban tartal-
mazzak legalabb egy glikozilécidés hely atrendezddését, mint
példaul a 640619 lajstromszami eurdpai szabadalmi bejelen-
tésben kozzétett analdgokat. Ezek a kifejezések magukban
foglaljék mind a természetes uUton, mind a rekombinans médon
el84llitott humén eritropoietint.

A "lényegében homoldg" kifejezés alatt azt értjik,
hogy az adott targyalt szekvencia - mint példiul egy mutans
szekvencia - egy referencia szekvenciatél egy vagy tobb
szubsztitucidban, delécidban vagy addiciéban tér el, ame-
lyek Osszhatasa nem eredményezi a referencia és a targyalt
szekvencia hatranyos funkcionalis kiilénbéz&ségét. A talal-
many szerint a nagyobb, mint 95% homoldgidt mutato, egye-
nértékd bioldgiai tulajdonsagokkal rendelkezé és egyenérté-
ki expresszids Jjellemzbkkel rendelkezd szekvencidkat te-
kinthetjik lényegében homolégnak. A homoldégia meghatarozasa
szempontjabdél az érett szekvencia lerdviditését figyelmen
kivil hagyjuk. A kisebb mértékd homolégidt mutatéd, OSssze-
vethetd bioaktivitasu és egyenértékli expressziés jellemz&k-
kel rendelkez& szekvencidkat lényegében egyenértékiinek te-

kinthetjiik.



Az "EPO-fehérje fragmens" kifejezés alatt olyan fehér-
jét vagy polipeptidet értink, amely EPO-fehérje részének
vagy fragmensének aminosav szekvencidjaval rendelkezik és
rendelkezik az EPO bioldgiai aktivitasdval. A fragmens ki-
fejezés magaba foglal fehérjéket vagy polipeptideket, ame-
lyeket az EPO-fehérje proteolitikus lebontédsaval &llitot-
tunk eld, vagy amelyeket a technika alldsa szerint jol is-
mert eljardsok segitségével kémiai szintézissel &llitottunk
elé. EPO-fehérje vagy annak fragmense biolbégiailag aktiv,
ha a fehérje vagy fragmens emberbe vald beaddsa a vordsvér-
testek termelésének stimuldlasdt és a csontveldben az elks-
telezett eritroid progenitor sejtek osztdéddisdnak és diffe-
rencialédasanak stimulalasat eredményezi. Az EPO-fehérje
ilyen bioldgiai aktivitasédnak meghatdrozasa elvégezhetd ha-
gyomanyos, a technika allésa szerint j6l ismert vizsgalatok
segitségével, amelyeket eml8sdk egy vagy tobb fajaban al-
kalmaztak ilyen célokra. Egy megfeleld tesztet, amely al-
kalmazhaté az ilyen bioldgiai aktivitéds kimutatisara, is-
mertetiink az alébbiakban.

A "terapiasan hatékony mennyiség" kifejezés alatt
olyan mennyiségl eritropoietin glikoprotein terméket ér-
tink, amely szikséges a csontveld sejtek retikulocita és
vorosvértest termelésének megnovelését kivaltd in vivo bio-
légiai aktivitéashoz. Az eritropoietin glikoprotein termék
pontos mennyisége a szakember ismeretei szerint kivalaszt-
hat6é, de a kovetkezd tényezdktdl fligg: a kezelendS pontos
kérulményektdl, a kezelendd paciens allapotatodl és ugyanugy

a készitmény mas &sszetev8itdl is. Az eritropoietin gliko-
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protein termékeket tartalmazdé gydgydszati készitmények kii-
16nb6z6 médokon torténd beadashoz megfeleld hatékony erds-—
ségben formulazhatdk vérrel kapcsolatos rendellenességekben
szenvedS emberi paciensnek, ahol a problémakat az alacsony
vagy hibas vorosvértest termelés jellemzi. Az eritropoietin
glikoprotein termék atlagos terdpidsan hatékony mennyiségei
valtozéak lehetnek, és kdzelebbrSl meghatarozva a szakkép-
zett orvos javaslatai és felirdsa alapjan hatdrozhatodak
meg.

A talalmany targyat eritropoietin glikoprotein termé-
kek képezik, amelyek rendelkeznek a csontveld sejtek re-
tikulocita és vOrosvértest termelésének megndvelését kival-
té in vivo bioldgiai aktivitassal, ezeket az alabbi V. kép-

lettel foglalhatjuk Ossze:

P- [NH-CO-X-S-Y- (OCH,CH,) »~—OR], V. képlet

ahol X és Y a fentebb meghatarozott molekularészeket
jelenti, m értéke 450-900 ko6zott lehet, n értéke 1-3 kozdtt
lehet, R kis szénatomszamu alkil csoportot jeldl és P erit-
ropoietin glikoproteint jeldl az aminocsoport vagy amino-
csoportok nélkil amelyek X-szel amidkotést alkotnak. Amit
ezt alabb részletesen ismertetjlik, az EPO elGallitasa és
tisztitasa a technika &lldsa szerint jo6l ismert. EPO r&vi-
dités alatt természetes eredetli vagy rekombinans fehérjét
értiink, eldénydsen humén fehérjét, amelyet barmely hagyoma-
nyos forrasbdl szereztiink be, mint példaul szoévetek, fehér-

je szintézis, természetes eredetd vagy rekombinans sejt te-
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nyészet. A talalmany targyat képezi barmely olyan fehérje
amely az EPO aktivitasaval rendelkezik, mint példaul mutei-
nek vagy masképp médositott fehérjék. Rekombinadns EPO eld-
allithaté CHO, BHK vagy Hela sejtvonalak alkalmazasaval
torténd expresszidéval, rekombindns DNS technolégiaval vagy
endogén gén aktivalassal, azaz példaul az eritropoietin
glikoproteint endogén gén aktivalassal expresszalhatjuk. Az
eritropoietin glikoprotein termékek elSallitasara eldnydsen
alkalmazhat6é EPO tipusok a human EPO tipusok. Még eldnys-
sebben az EPO tipusok azok a humdn EPO-k, amelyek az 1. ab-
ran (l. azonositasi szam szerinti szekvencia) vagy a 2. &ab-
ran (2. azonositasi szdm szerinti szekvencia) bemutatott
aminosav szekvenciaval rendelkeznek, legeldnydsebbek azok a
human EPO-k, amelyek az 1. abran (1. azonositasi szam sze-
rinti szekvencia) bemutatott aminosav szekvenciaval rendel-
keznek.

A huméan eritropoietin fehérje ugyanakkor médosithatd
ugy 1is, hogy legaldbb egy tovabbi glikozilaciés helyet tar-
talmazzon, példaul 1-6 tovabbi glikozildciés helyet, mint
példaul az alabbi, nem korlatozd értelemben bemutatott ami-
nosav szekvenciak. Az alabbi megjegyzés azt jelzi, hogy az
1. abraban ismertetett szekvenciat médositottuk ugy, hogy a
felsd indexben megadott szamozott pozicidban taladlhaté ter-
mészetes eredetdi aminosavat helyettesitettiik a felsé index-
ben megadott szamtdl balra 4116 aminosavval.

Asn®°Thr*? 1. abra;

Asn’'Thr® 1. abra;

Asn’'Thr®® 1. &bra;
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Asn®® 1. abra;

Asn®’Thr’* 1. &bra;

Ser®®Asn®°Thr’ 1. abra;

val®’Asn®®*Thr®® 1. abra;

Ser®’Asn®®*Thr? 1. abra;

Ser®’Asn®®G1y®*°Thr°° 1. &bra;

Ser®Asn®®Thr’°Thr’? 1. abra;

Ser®Asn®®Thr®®Ala’®® 1. &bra;

Asn®*Thr''ser®Asn®®*Thr®® 1. abra;

Asn’°Thr’*val®’Asn®®*Thr®® 1. abra;

Asn®’I1e’°Thr® 1. &bra;

Ser®’Asn®’11e’°Thr’® 1. &bra;

Asn'?*Thr'*® 1. &bra;

Asn'*Thr'® 1. abra;

Thr'*® 1. abra; és

Pro'**Thr'?®* 1. abra;

A human eritropoietin fehérje lehet még olyan analég
is, amely legalabb egy tovabbi aminosavval rendelkezik a
glikoprotein karboxi termindlisédn, ahol a tovabbi aminosav
legalabb egy glikozilaciés helyet tartalmaz; azaz a gliko-
protein szekvenciaja tartalmazza a humdn eritropoietin
szekvenciajat és egy masodik szekvenciat a human eritropoi-
etin szekvencia karboxi terminalisan, ahol a masodik szek-
vencia legaléabb egy glikozilédcidés helyet tartalmaz.

A tovabbi aminosav tartalmazhat a human "chorionic"
gonadotropin karboxi termindlis végérdl szarmazd peptid
fragmenst is. Eldnydsen a glikoprotein analdg a kévetkezdk

barmelyike lehet: (a) karboxi terminalisrol kiinduld human
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eritropoietin, amelynek szekvencidja a kovetkezd: Ser Ser
Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro Ser Pro Ser Arg Leu
Pro Gly Pro Ser Asp Thr Pro Ile Leu Pro Gln (3. azonositasi
szam szerinti szekvencia); (b) az (a) pontban ismertetett
szekvencia analdgja, amely tovabba tartalmazza a
Ser®’Asn®®Thr’® EPO-fehérjét; és (c) az (a) pontban ismerte-
tett szekvencia analdgja, amely tovabba tartalmazza az
Asn**Thr**val® Asn®®Thr®® EPO-fehérjét.

A human eritropoietin fehérje lehet még tovabba olyan
analdég is, amely szekvencidjaban legalabb egy glikoziléaciés
hely atrendezdédését tartalmazza. Az Aatrendezddés magaba
foglalhatja barmely N-kapcsolt szénhidrat kétéhely delécio-
jat a human eritropoietinb&l és egy N-kapcsolt szénhidrat
kotéhely addicidjat a humdn eritropoietin aminosav szekven-
ciajanak 88. pozicibéjdban. EldénySsen a glikoprotein analébg
a kovetkezdk barmelyike lehet: Gln*Ser®Asn®*Thr®® EpO;
Gln>*ser®Asn®*Thr’® EPO és Gln®’Ser®*’Asn®*Thr®® EPO.

Tovabbi glikozilacidés helyekkel rendelkezd eritropoie-
tin analdgokat ismertettek Elliot 640619 lajstromszamu,
1995 marcius 1-én lek6zolt eurdpai szabadalmi bejelentésé-
ben, amely teljes egészében a kitanitas részének tekinten-
ds.

Az V. altalanos képletben R barmely kis szénatomszamu
alkilcsoport lehet, amely alatt 1-6 szénatomot tartalmazé
linearis vagy elagazdé alkil csoportot értiink, mint példaul
metil, etil, izopropil, stb. csoportokat. Elény6sen alkal-

mazhaté alkil csoport a metil csoport.
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Az V. altalanos képletben az X - (CHy)x—- vagy -CH,(O-
CH,-CH.)x— molekularészlet lehet, ahol k értéke 1 és mintegy
10 ko6zo6tt valtozhat. Eldnydsen k értéke 1 és mintegy 4 k-
zott valtozik, eldnySsebben k értéke 1 vagy 2 lehet. Leg-
elénybsebben az X - (CH;)- csoportot jelol.

Az V. &ltalénos képletben az Y az I-IV. képletekkel

jellemzett csoportok barmelyike lehet.

Elényosen Y a II. és IV. képletekkel jellemzett cso-

portok barmelyike,

!

. »
1 =

WNJ} o )@:‘;N\/\g/nv}

legeldnySsebben Y a IV. képlettel jellemzett csoport.

(e}
0
(o}
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Az V. képletben az m szamot ugy valasztjuk meg, hogy
az eredményiil kapott V. képletben feltintetett konjugatum-
nak a mdédositatlan EPO-val 6sszehasonlithatd fizioldgiai
aktivitasa legyen, amely aktivitds jelentheti a médositat-
lan EPO megfeleld aktivitdsadnak azonos mértékét, annal tob-
bet, vagy annak részét. Az m szam az etilén-oxid csoportok
szamat Jelenti a PEG egységben. Egyetlen - (OCH,CH,) - PEG
alegység molekulaﬁémege mintegy 44 dalton. Ebbd&l kévetke-
2ik, hogy a konjugatum molekulatémege (nem szamitva bele az
EPO molekulatémegét) az m szamtdl figg. A molekulatdmegnél
az egy adott szam ,mintegyi” értéke kifejezés alatt azt
értjik, hogy az érték a szamhoz képest realis tartomanyon
belul van, ahogy azt hagyomdnyos analitikai eljarasokkal
meghataroztuk. Az m szam egész szam, amely mintegy 450 és
mintegy 900 tartomanyba esik (ez megfelel eqy 20 és 40 kDa
k6zotti tartomanyt atfogo molekulatdmegnek), eldnydsen az m
szam értéke mintegy 550 és mintegy 800 k&zé esik (mintegy
24-35 kDa) és legeldnydsebben az m szam értéke mintegy 650
és mintegy 700 k&zé esik (mintegy 29 és mintegy 31 kDa ké&-
z6tti molekulatémeg tartomany) .

Az V. képletben az n szam egy eritropoietin fehérje
azon lizin aminosavainak szamat jelenti, amelyek e-amino-
csoportjai amidkotéssel kovalens k&tésen keresztiil kapcso-
lédnak egy PEG egységhez. A taldlmédny szerinti konjugatum
EPO molekulanként egy, kettd vagy harom PEG egységet tar-
talmazhat. Az n szam egész szam, amelynek értéke 1 és 3 ko-
zé esik, eldnybsen n értéke 1 vagy 2, és elénytsebben n ér-

téke 1.
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EldnyOsen alkalmazhatd eritropoietin glikoprotein ter-
mékek lehetnek a VI. és VII. képletek 4&ltal reprezentalt

molekulék,

0
o]

n

@]
H H I
(o] .

n

ahol P, R, X, m és n értékei a fentebb meghatarozott
értékek lehetnek.
A legeldnySsebben alkalmazhaté eritropoietin glikopro-

tein termékek a VII. képlet altal reprezentalt molekulak,

O
P ‘[H X N “ OR ‘:!;\1: i
o) o) o]
n

ahol P, R, X, m és n értékei a fentebb meghatarozott
értékek lehetnek.

Tovabbi eldnytsen alkalmazhatd eritropoietin glikopro-
tein termékek lehetnek a VIII. és IX. képletek altal repre-

zentalt molekuldk,

O
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ahol P és n értékei a fentebb meghatarozott értékek
lehetnek.
Eldény6sebben alkalmazhatd eritropoietin glikoprotein

termékek lehetnek a IX. képlet &ltal reprezentalt moleku-

lak,
i o |
0 H o
el S N OCH, VA
P N \/\[\o/\/}’
-700
(0] o n
ahol P és n értékei a fentebb meghatarozott értékek
lehetnek.

Elénytsen alkalmazhatd vegylileteknek tekinthetdék azok,
amelyekben X a -(CH.)x- csoportot reprezentilja, kodzelebb-
r61 meghatdrozva azok, amelyek esetében k értéke az 1-4
tartomédnyba esik, legeldnyOsebben alkalmazhaté vegyiiletek
azok, ahol az X csoport -CH,- csoportot reprezental.

A taldlmany targyat képezik tovabba olyan fentiek sze-
rinti konjugdtumok, amelyeknél m egy 550-800 kozotti tarto-
manyba esdé egész szam, eldénydsen m eqgy 650-700 kozotti tar-
tomanyba esé egész szam.

A talalmany szerinti eldnydsen alkalmazhatd vegyiile-
teknek tekinthetédk azok, amelyek esetében n értéke 1

és/vagy R metil csoportot képvisel.
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Tovabba a taldlmany targyat képezik a fentiek szerinti
vegyiletek, amelyekben az egyes poli(etilén-glikol) rész-
egységek atlagos molekulatdémege minteqgy 24 kilodaltontél
mintegy 35 kilodaltonig terjed, még elénydsebben mintegy 30
kilodaltonig terjed.

Tovabba, a talalmany targyat képezik olyan vegylletek
amelyekben a glikoproteint kovalensen kapcsoltuk egy vagy
két kis szénatomszamu alkoxi csoporttal lezart poli(etilén-
glikol) részegységhez, még eldnydsebben egy kis szénatom-
szami alkoxi csoporttal lezart poli(etilén-glikol) részegy-
séghez.

A talalmany egy eldnyds megvaldsitidsi médja szerint
eljarva a poli(etilén-glikol) részegységeket metoxi cso-
porttal zarjuk le.

A talalmany legeldnybsebb megvalésitasi médja szerint
eljarva olyan talalmany szerinti fentebb ismertetett vegyii-
leteket hozunk létre, amelyekben az X -CH,- csoportot Jje-
161, m egy 650-700 k&zé esd egész szam, n értéke 1, R metil
csoportot jelol és az egyes poli(etilén-glikol) részeqgysé-
gek atlagos molekulatdmege mintegy 30 kilodalton.

A talalmany egy tovabbi megvaldsitasi moédja szerint
eljarva eljarast dolgozunk ki vérszegénység kezelésére em-
berekben, amely eljaras sorédn az V. képlet szerinti eritro-
poietin glikoprotein termék terdpidsan hatékony mennyiségét
adjuk be a paciensnek.

A talalmany egy még tovébbi megvaldésitasi moédja sze-
rint eljarva médszert dolgozunk ki a csontveld sejtek reti-

kulocita és vordsvértest termelésének novekedését kivaltd
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in vivo biolégial aktivitassal rendelkezd eritropoietin
glikoprotein termék el&allitidsara, amely eljaras a kévetke-
z8 lépéseket foglalja magéaba:

(a) a P-[NH,], képlettel reprezentdlt eritropoietin
fehérje lizin aminosavanak e-amino csoportjaval kovalensen
reagaltatunk egy kétfunkcidés reagenst, amelyet a Z-C0-X-S-0
képlet reprezental, hogy igy az alabbi képlettel jellemez-
heté amidkotést tartalmazd koztes terméket hozzuk létre:

P- [NH-CO-X-S-Q]l,

ahol P az amidkotést kialakitdé aminocsoport nélkiili
eritropoietin fehérje, n értéke 1-3 kozdtti egész szam, 2
egy reaktiv csoportok képvisel, mint példaul karboxil-NHS
észter, X - (CHz)x—~ vagy -CH;(O-CH;-CH:),~ csoportot jelsl,
ahol k értéke 1 és mintegy 10 kozé esd egész szam és Q vé-
dScsoportot jelent, amilyen példaul egy alkanoil csoport,
mint példaul acetil.

(b) az (a) 1lépésbdl szarmazd, amidksétést tartalmazo
koztes terméket kovalensen reagaltatjuk a W-[OCH,CH,],—OR
képlettel reprezentalt aktivalt polietilén-glikol szarma-
zékkal, hogy a X. képlettel jellemezhetd eritropoietin gli-

koprotein terméket hozzunk létre,

P n\n/x\s,\(\[\ O/\V}/mOR i<
o ' n

amely képletben W az Y csoport szulfhidril reaktiv
alakja, m értéke egy mintegy 450 és mintegy 900 k&zotti
tartomanyba esé egész szam, R kis szénatomszamu alkil cso-

portot jeldl és Y az I-IV. képletekkel jellemezhetd csopor-
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tok barmelyike lehet.

A talalmany ezen megvaldésitasi médja szerint eljarva
kétfunkcidés reagensként eldnydsen N-szukcinimidil-S-acetil-
tiopropiondtot vagy N-szukcinimidil-S-acetil-tioacetatot
alkalmazunk, Z eldnydsen N-hidroxi-szukcinimid és a w-
[OCH,CH;],~OR aktivalt polietilén-glikol szarmazék eldénydsen
az aladbbiak barmelyike lehet: jédacetil-metoxi-PEG, metoxi-
PEG-vinil-szulfon és metoxi-PEG-maleimid.

A taldlmdny egy tovabbi megvalésitasi médja szerint
eljarva olyan konjugatumokat tartalmazé készitményt alkal-
mazunk, amelyben mindegyik konjugatum tartalmaz legalabb
egy szabad amino csoporttal rendelkezd eritropoietin gliko-
proteint, amely rendelkezik a csontveld sejtek retikulocita
és vordsvértest termelésének megnivelését kivaltd in vivo
biolbébgiai aktivitassal és amely a kovetkezdk barmelyike le-
het: human eritropoietin és analdégjai, amelyek a human
eritropoietin 1-6 glikozilacids hely addiciéjaval vagy le-
galabb egy glikozilacidés hely Aatrendezésével mbédositott
primer strukturajaval rendelkeznek; amely glikoprotein ko-
valensen kapcsolddik egy-harom kis szénatomszamu alkoxi-

poli(etilén-glikol) csoporthoz, ahol mindegyik poli (etilén-
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glikol) csoport kovalensen kotdédik a glikoproteinhez egy -
C(0)-X-S-Y- képlettel Jjellemezhetd 1linkeren keresztiil,
amelyben a linker C(0O) csoportja amid kétést alakit ki az
egyik emlitett amino csoporttal;

X csoport - (CHz)x~ vagy -CH;(0-CH;-CH;)x~ csoportot je-
161, amelyekben k értéke 1-10 kozott lehet és Y az I-IV.
képlettel jellemezhetd molekularészletek barmelyike lehet;

i

az egyes poli(etilén-glikol) részegységek atlagos mo-
lekulatomege mintegy 20 kilodaltontél mintegy 40 kilodal-
tonig valtozik, és a konjugatum molekulatdmege mintegy 51
kilodaltont6l mintegy 175 kilodaltonig valtozik; és a ké-
szitményben azon konjugatumok szazalékos mennyisége ame-
lyekben n értéke 1, legalabb kilencven szazalék. Eldnydsen
a készitmény a fentiek szerint meghatarozott konjugatumokat
tartalmazza, ahol azon konjugatumok szazalékos mennyisége,
amelyekben n értéke 1, legalabb kilencven szazalék; még
elénySsebben azon konjugatumok szazalékos mennyisége, ame-
lyekben n értéke 1, legalabb kilencvenkét szazalék, még
mindig elénydsebben azon konjugatumok szazalékos mennyisé-

ge, amelyekben n értéke 1, legaldbb kilencvenhat szazalék
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és legeldnydsebben azon konjugatumok szazalékos mennyisége,
amelyekben n értéke 1, kilencven szazaléktdl kilencvenhat
szadzalékig terjedhet.

Tovabba, a talalmany targyat képezi gybégyaszati ké-
szitmény amely a fentiek szerint meghatérozott konjugatumot
vagy készitményt és egy gyodgyaszatilag elfogadhatd excipi-
enst tartalmaz, tovabba a taladlmany targyat képezi a fenti-
ek szerint meghatéarozott konjugatum vagy készitmény alkal-
mazasa gyégyhatasu anyagok el6allitdsdra vérszegénységgel
kapcsolatos betegségek kezelésére vagy profilaxisdra kréni-
kus veseelégtelenségben (CRF), AIDS-ben szenvedd paciensek-
ben, valamint a kemoterapian atesd rakos betegek kezelésé-
re. Tovabba a talalmany targyat képezi egy eljaras vérsze-
génységgel kapcsolatos rendellenességek profilaktikus és/-
vagy gyoégyitd kezelésére kronikus veseelégtelenségben (CRF)
és AIDS-ben szenvedd paciensek, valamint kemoterdpidn atesd
rakos betegek esetében, amely eljards soran a paciensnek a
fentiekben meghatarozott készitményt beadjuk.

A taldlmédny targyat képezi egy eljards is a fentiek
szerint meghatérozbtt konjugatumok vagy készitmények elBal-
litdsdra, amely eljards sordn tiol-csoportokat kovalensen
kapcsolunk eritropoietin glikoproteinhez és az eredményiil
kapott aktivalt eritropoietin glikoproteint poli (etilén-
glikol) (PEG) szarmazékkal kapcsoljuk ©ssze. Tovabba a ta-
lalmany téargyat képezik a fentiek szerint meghatédrozott
konjugatumok és készitmények, amelyeket barmely fentebb is-
mertetett eljarassal allitunk eld, és tovabba a talalmany

targyat képezi a fentiek szerint meghatarozott konjugé&tumok
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és készitmények alkalmazasa vVérszegénységgel kapcsolatos
betegségek kezelésére krdnikus veseelégtelenségben (CRF) és
AIDS-ben szenvedd paciensekben, valamint kemoterapian atesé
rdkos betegek esetében.

Mbédszerek EPO fehérjék expresszidjara:

Az eritropoietin (EPO) egy human glikoprotein, amely
az eritrocitdk kialakuldsadt stimuldlja. E184llitasat és te-
rapiads alkalmazasat részletesen leirtdk a kdvetkezd publi-
kadcidkban: 5,547,933 és 5,621,080 lajstromszamu US szaba-
dalmak; EP-B 0 148 605 lajstromszami eurbdpai szabadalom;
Huang és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2708 (1984);
EP-B 0 205 564, EP-B 0 209 539 és EP-B 0 411 678 lajstrom-
szaml eurdpai szabadalmak; valamint Lai és mtsai.: J. Biol.
Chem 261 3116 (1986); Sasaki és mtsai.: J. Biol. Chem. 262
12059 (1987). Terapias alkalmazasra az eritropoietin el&al-
lithaté rekombindns médon [EP-B 0 148 605, EP-B 0 209 539
lajstromszamu eurdpai szabadalmak, Egrie és mtsai.:
Immunobiol. 72 213 (1986)]. Fehérjék - beleértve az EPO-fe-
hérjét is - expresszidja endogén gén aktivalassal a techni-
ka 4llésa szerint jOl ismert, ismertették példaul a k&vet-
kez6 publikacidkban: 5,733,761, 5,641,670, 5,733,746 lajst-
romszamu US szabadalmakban és a WO 893/09222, WO 94/12650,
WO 95/31560, WO 90/11354, WO 91/06667 és WO 91/09955 lajst-
romszamu nemzetkdzi szabadalmi bejelentésekben, ezen publi-
kdcidok tartalma teljes egészében a kitanitds részének te-
kintendd.

Az eritropoietin szérummentes taptalajban torténd ex-

presszidjara és eldballitasara szolgdld eljarasokat ismer-
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tettek példaul a kovetkezd publikacidkban: Burg: WO
96/35718 lajstromszamu nemzetkdzi szabadalomban; nyilvanos-
sdgra hozva 1996. november 14-én, valamint Koch: 513 738
lajstromszami eurdpai szabadalmi bejelentésben, nyilvanos-
sdgra hozva 1992. junius 12-én.

Médszerek humadn EPO fehérjék tisztitdsara:

A fenti referencidkban hivatkozott mdédszereken kiviil
ismert, hogy EPO gént tartalmazé rekombindns CHO sejtek
szérummentes fermentacidja is megvalésithatd. Ilyen eljara-
sokat ismertetnek példaul a kovetkezd publikacidk: EP-A 0
513 738 és EP-A 0 267 678 lajstromszami eurdpai szabadal-
mak; illetve &ltaléanos forméban a kdvetkezdk: Kawamoto és
mtsai:: Analytical Biochem. 130 445 (1983); EP-A 0 248 656
lajstromszamu eurdpai szabadalom; Kowar és Franek: Methods
in Enzymology 421 277 (1986); Bavister: Expcology 271 45
(1981); EP-A 0 481 791, EP-A 0 307 247, EP-A 0 343 635 és
WO 88/00967 lajstromszami szabadalmi dokumentumok.

Az EP-A 0 267 678 lajstromszami szabadalomban ismer-
tették a szérummentes tenyészetben eldallitott EPO dializis
utani tisztitasara szolgald S-Sepharose-on végzett ioncse-
rés kromatografidjat, Cs oszlopon végrehajtott preparativ
forditott fazisu HPLC-t és gélsziréses kromatografiat. Eb-
ben az Osszefuggésben a gélszlréses kromatografias 1lépés
helyettesithetdé Fast Flow S-Sepharose oszlopon végzett ion-
cserés kromatografiaval. Javasolhaté tovabba az is, hogy
Blue Trisacryl oszlopon végzett festék kromatografiat vé-

gezziink az ioncserés kromatografia eldtt.
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Rekombinans EPO tisztitasara szolgald eljarast ismer-
tettek Nobuo és munkatdrsai [Nobuo és mtsai.: J. Biochenmn.
107 352 (1990)]. Ezen eljaras soran az EPO-fehérjét a tisz-
titdsi lépés eldtt a kovetkezd8ket tartalmazéd oldattal ke-
zeljik: Tween® 20, fenil-metil-szulfonil fluorid, etil-
maleimid, pepsztatin A, réz-szulfat és oxamsav.

Tébb referencia, mint példdul a Burg: WO 96/35718
lajstromszamu nemzetk&zi szabadalom; nyilvanossagra hozva
1996. november 14-én, eljarast ismertet az eritropoietin
elSallitasara szérummentes fermentdcids eljardssal (EPOsE).
Az alabb kovetkezdkben példaképpen ismertetiink egy EPO eld-
dllitasara szolgald eljarast a PEG-gel végzett kapcsolas
kiindulé anyaganak a létrehozéaséara.

Bioldgiai vizsgalati médszer EPO és EPO konjugdtumok
specifikus aktivitadsadnak meghatarozasira:

A talalmany szerinti EPO vagy EPO-konjugatumok speci-
fikus aktivitasa meghatarozhatd szamos, a technika &llasa
szerint joOl ismert eljaras segitségével. A taldlmény sze-
rinti tisztitott EPO-fehérjék bioldgiai aktivitasa olyan,
hogy human paciensekben az EPO-fehérje injekcidéval tdrténd
bejuttatasa megnoveli a csontveld sejtek retikulocita és
vorosvértest termelését a nem-injektalt vagy kontroll cso-
porthoz képest. A talalmany szerint eldallitott és tiszti-
tott EPO-fehérjék vagy fragmenseik biolégiai aktivitasa a
kovetkezd publikacidban ismertetett eljarasokkal tesztelhe-
té: Pharm. Europa Spec. Issue Erythropoietin BRP Bio

1997 (2).
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Az EPO-fehérje aktivitasanak meghatdrozdsidra eqgy masik
bioldégiai vizsgalati eljarast, a normocitémids egér vizsga-
lati eljarast ismertetjik a 4. példaban.

Eljarasok PEG-gel kapcsolt EPO eldallitaséra:

Az V. képlettel jellemzett eritropoietin glikoprotein
termékek eldallitasara szolgald eljarasok magukban foglal-
jdk tiol csoportok kovalens kotését az EPO-fehérjéhez (ak-
tivalads) és az eredményill kapott aktivalt EPO-fehérje
Osszekapcsolasat poli(etilén-glikol) (PEG) szarmazékkal. A
taldlmany szerint eljdrva a PEG-gel kapcsolt EPO elBallita-
sadban az elsé lépés a tiol csoportok kovalens kdtése az EPO
NH, csoportjaihoz. Az EPO ilyetén aktivalasat kétfunkcids
reagensekkel végezziik, amelyek védett tiol csoportot és egy
tovabbi reaktiv csoportot hordoznak, mint példaul aktiv
észtereket (példaul szukcinimidil-észtert), anhidrideket,
szulfonsavak észtereit, karbonsavak és szulfonsavak halo-
genidjeit, sorrendben megfeleltetve. A tiol csoportot a
technika 4&llasa szerint 3Jj6l ismert csoportokkal védjiik,
példaul acetil csoportokkal. Ezek a kétfunkcidés reagensek
amidkotést kialakitva reagdlni képesek a lizin aminosavak
g-aminocsoportjaival. A reakcid elsé lépése az alabbi abran

lathaté reakcidegyenlettel irhatd le:

Z o EPO—N o
EPO{—NHZ]n + %x~—s—q —_— 2 w54/
@] CH,
o] CH, |
n

A reakcidbegyenletben az EPO, n és X jeldlések a fen-

tebb leirtak szerint értelmezenddk; Z egy, a technika alla-
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sa szerint ismert reaktiv csoportot jeldl, példaul N-
hidroxi-szukcinimid (NHS) szubsztituens lehet, amelynek

szerkezete a XI. képlettel jellemezhetd:

0

0

A talalmany egy eldényds megvaldsitasi médja szerint
eljadrva az g-amino lizin csoportok aktivalasat szukcinimi-
dil részegységet tartalmazé kétfunkcids reagensekkel vég-
zett reakcidval hozzuk létre. A kétfunkcids reagens kiilén-
b6z8 tavtartd szekvenciakat hordozhat, példaul - (CH,),.-
vagy —CHz— (O-CH,-CH:-)x~ részegységek, ahol k értéke 1 és
mintegy 10 kozdtt lehet, eldnydsen 1 és mintegy 10 kdzdtt
lehet, még eldnybsebben k értéke 1 vagy 2 lehet, és legeld-
nydsebben k értéke 1. Ilyen reagensekre példaul szolgAlhat-~
nak a koévetkezdk: N-szukcinimidil-S-acetil-tiopropionat
(SATP; XIII. keplet) és N-szukcinimidil-S-acetil-tioacetat

(SATA; XIV. képlet)
o) 0
|
_0 1
&Z \“/{/}s/l\cr{,
(@]
o

Acetylthioalky!l-carboxylic-NHS-ester, like

o AN
5 _ i 0 o
\ -0 |
/O ~ -
Q \”/\/STCH: or Q Y\S)\CHS
o) (0] (0] °
o .
.SATP SATA

(0]

/O : R 8 . ." e
N j_l/}o/\/ks .._-CH, i
i I e
o .
o] 0

2-(Acetylthio)-(ethoxy),-acetic-acid-NHS-ester
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az Abran k értéke a fentebb meghatarozott érték lehet.

A technika &allasa szerint j6l ismert a kétfunkcids re-
agensek el64dllitédsa. A 2-(acetil-tio)-(etoxi),—ecetsav-NHS-
észterek prekurzorait a DE-3924705 lajstromszamu szabada-
lomban ismertették, mig az acetil-tio vegyllet derivatiza-
lasat March ismertette [March: Advanced Organic Chemistry,
McGraw-Hill, 1977, 375-376. oldalak]. A SATA kereskedelem-
ben beszerezhetd (Molecular Probes, Eugene, OR, Egyesiilt
Allamok valamint Pierce, Rockford, IL).

Az EPO-molekuldhoz hozzdadandd tiol csoportok szamat a
reakcidékortilmények médositasaval allithatjuk be, azaz pél-
daul a fehérje (EPO) koncentracié és a fehérje/kétfunkciés
reagens arany médositéasaval. EldénySsen az EPO-fehérjét EPO-
molekulanként 1-5 tiol csoport kovalens hozzdkapcsolasaval
aktivaljuk, eldénydsebben EPO-molekulédnként 1,5-3 tiol cso-
port hozzakapcsolasaval. Ezek a tartomanyok a tiol csopor-
tok statisztikus eloszlasat tiikrozik a teljes EPO-fehérje
populacidéban.

A reakcidét elvégezhetjik példaul vizes alapu puffer
oldatban, 6,5-8,0 pH tartomanyban, mint példiul a kovetkezd
oldatban: 10 mM kalium-foszfat, 50 mM NaCl, pH 7,3. A két-
funkcidés reagenst DMSO oldatban adhatjuk hozza&. A reakcid
lezajlédsa utén, eldénydsen 30 perc elteltével, a reakcidt
lizin hozzdadasaval leallitjuk. A folosleges kétfunkcidbs
reagenst a technika allasa szerint jél ismert eljarasokkal
valaszthatjuk el, példaul dializissel vagy oszlopon t&rténd
szlréssel. Az EPO-fehérjéhez hozzakapcsoléddott tiol csopor-

tok &tlagos szamat meghatdrozhatjuk példaul fotometrikus
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eljarasokkal, mint amelyeket példaul Grasetti és Murray is-
mertettek [Grasetti és Murray: J. Appl. Biochem.

Biotechnol. 119 41 (1967)].

A fenti reakcidét kévetheti egy aktivalt polietilén-
glikol (PEG) szarmazék kovalens kapcsolasa. Megfeleld PEG-
szarmazékoknak tekinthetdk azon aktivalt PEG molekulak,
amelyek atlagos molekulatdmege a mintegy 20 és mintegy 40
kDa koézotti tartomanyba esik, elénybsebben a mintegy 24 és
mintegy 35 kDa koz6tti tartoményba esik, és legeldnydsebben
mintegy 30 kDa.

A technika allésa szerint ismertek aktivélt PEG-
szarmazékok, példaul Morpurgo és munkatarsai leirasabdl
[Morpurgo és mtsai: J. Bioconj. Chem. 7 363ff (1996); a
PEG-vinilszulfon ismertetése]. Linearis lancu és elagazé
lancu PEG tipusok egyarant megfelelSek az V. képlettel jel-
lemezhetd vegylletek eldallitasara. A reaktiv PEG-reagen-
sekre példaul szolgalhatnak a kovetkezdk: jédacetil-metoxi-
PEG (XVI. képlet) és metoxi-PEG-vinilszulfon (XVII. kép-

let) :

Y o

(@]
N [ OR I .
Y o /\ICS])J\[\O/\/};‘OR

o

Ezeknek a joddal aktivalt vegyilileteknek az alkalmazasa
a technika allasa szerint ismert és leirasra keriultek pél-
ddul Hermanson publikadcidéjaban [Hermanson: Bioconjugate

Techniques, Academic Press, San Diego, 147-148. oldalak

(1996) 1.
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Legeldnytsebb médon eljadrva a PEG tipusokat maleimid-
del aktivaljuk (alkoxi-PEG-maleimid) olyanok alkalmazasa-
val, mint  példaul a metoxi-PEG-maleimid (MW: 30000,
Shearwater Polymers, Inc.). Az alkoxi~-PEG-maleimid szerke-

zete a XVIII. képlettel:

0

N/\/{/O\/\};OR or

o

\

vagy a XIX. képlettel jellemezhetéd:
§ /\/l?\
o) VIR
&1 ﬁ/\/{/ \/\};OR EarS
, o

ahol R és m a fentiek szerint meghatdrozott molekula-
részleteket illetve értékeket jelsl.
A legeldnybsebben alkalmazhatd szarmazék a XIX. kép-

lettel jellemezhetd:

Ly,

ahol R és m a fentiek szerint meghatarozott molekula-

részleteket illetve értékeket jelsl.

Az alkoxi-PEG-maleimiddel végzett kapcsolasi reakcid a
tiol véddécsoport in situ hasitasa utan tdrténik vizes alapu
puffer oldatban, mint példaul a kdvetkezd oldatban: 10 mM

kalium-foszfat, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 6,2. A véddcso-
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port lehasitasa elvégezheté példaul hidroxilaminnal 25 °c-
on DMSO-ban, pH 6,2, a reakcid¢ ideje mintegy 90 perc. A PEG
moédositasahoz az aktivalt EPO/alkoxi-PEG-maleimid mélaranya
mintegy 1:3 és mintegy 1:6 k&6zott kell legyen, eldnydsen az
arany l:4-hez. A reakcidt leallithatjuk cisztein hozzaada-
saval és a visszamaradd tiol (-SH) csoportok N-metil-
maleimiddel vagy mas, diszulfid kotések kialakitasara képes
vegylilettel torténd reagaltatédsaval. Mivel a maradék aktiv
tiol csoportok példaul N-metil-maleimiddel vagy mas megfe-
leld veéddcsoporttal reagalni képesek, a taldlmany szerinti
konjugatumokban az EPO glikoproteinek tartalmazhatnak ilyen
véd8csoportokat. Altaldnossdgban az itt ismertetett eljaras
segitségével molekulak keveréke 4allithaté eld, amelyben
valtozd szamu, kiilénbdz8 szamu véddcsoporttal védett tiol
csoport talalhaté attdl fiiggéen, hogy a glikoproteinen hany
aktivalt tiol csoport nem konjugalédott a PEG-maleimiddel.
Mig az N-metil-maleimid ugyanolyan tipusu kovalens k&-
tést alakit ki amikor a PEG-gel kapcsolt fehérjén a vissza-
maradé tiol csoportok blokkoldsdra alkalmazzuk, a diszulfid
vegyluletek intermolekularis szulfid/diszulfid kicserélddési
reakcidoval a blokkold reagens diszulfid hidas kapcsolédasa-
hoz vezetnek. Az eldnybsen alkalmazhatdé blokkolé reagensek
az ilyen tipusu blokkolédsi reakciéhoz a kdvetkezdk lehet-
nek: oxidalt glutation (GSSG), cisztein és ciszteamin. Mig
cisztein alkalmazasaval nem juttatunk be tovabbi nettd tol-
tést a PEG-gel kapcsolt fehérjébe, a GSSG vagy ciszteamin
blokkold reagensek alkalmazésa tovabbi negativ vaqy pozitiv

toltés bejuttatdsat jelenti.



s oeee e
* o . o .
See oo - .o
- .

- 31 - o et eee” le it

Az V. &ltalanos képlettel jellemzett vegyiiletek tovab-
bi tisztitasa - beleértve a mono-, di- és tri-PEG-gel kap-
csolt EPO tipusok elvalasztasat - elvégezhetd a technika
dllasa szerint ismert eljaréasok alkalmazasaval, mint példa-
ul oszlop kromatografia segitségével.

Gybégyaszati készitmények:

A talalmany szerint eldallitott eritropoietin gliko-
protein termékek elkészithetfek injekcidéban alkalmazhatéd
gybgyaszati készitményként gydgyaszatilag elfogadhatd hor-
dozdéval vagy vehikulummal a technika 4lladsa szerint ismert
eljarasok segitségével. Példaul megfeleld készitményeket
ismertettek a kovetkezdé publikacidkban: a WO 97/09996, WO
97/40850, WO 98/58660 és WO 99/07401 lajstromszamu szaba-
dalmakban. A taldlminy szerinti termékek eldallitadsa soran
elénydsen alkalmazhatd gydgyaszatilag elfogadhatd hordozok
k6zé tartoznak a koévetkezdk: human szérum albumin, human
plazma fehérjék, stb. A talalmany szerinti vegyiiletek for-
mulazhaték példaul 10 mM koncentraciéju natrium/kalium-
foszfat pufferben (pH 7), amely ionerdsséget biztositd
agenst, példaul 132 mM nAtrium-kloridot tartalmaz. Kivant
esetben a gydgyaszati készitmény tartalmazhat tartésitéo-
szert 1is. A gybdgyadszati készitmény kiilénbszé mennyiségi
eritropoietint tartalmazhat, példdul 10-1000 pg/ml koncent-
raciéju, azaz 50 pg vagy 400 ug eritropoietint.

Vér rendellenességek kezelése, amelyekre alacsony
szintd vagy hibas vordsvértest termelés jellemzd:

A taiélmény szerinti eritropoietin glikoprotein termé-

kek beadasa emberekben vordsvértest termelést eredményez.
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EbbS1 koOvetkezéen az eritropoietin glikoprotein termékek
beadasa pdétolja az EPO-fehérjét, amely fontos a vdrdsvér-
testek termeléséhez. Az eritropoietin glikoprotein terméke-
ket tartalmazé gydgyaszati készitmények elBallithatodak
olyan er8sség mellett, amely hatékony egy emberi péaciensbe
bevitelhez, kiilonboz6 beaddsi formdk szémara, amely paciens
olyan vér rendellenességekben szenved, amelyeket alacsony
vagy hibas vOrdsvértest termelés jellemez, akdr 6nalléd je-
lenségként, akar allapot vagy betegség részeként. A gydgya-
szati készitmények beadhatdak injekcid utjan, mint példaul
szubkutan vagy intravénas injekcidé utjédn. Az eritropoietin
glikoprotein termékek atlagos mennyisége valtozé lehet és
els6sorban a szakképzett orvos javaslatai és el8irasai
alapjan keril meghatarozasra. A konjugdtum pontos mennyisé-
ge preferencia kérdése, amely fiigg olyan k&riilményektdl
mint példaul a kezelendd 4llapot pontos tipusa, a kezelend§
paciens allapota és a készitményben megtaldlhatd mas &ssze-
tevdk. Példaul testsily kilogrammonként 0,01-10 HLg mennyi-
séget, eldnydsen testsuly kilogrammonként 0,1-1 pg mennyi-
séget adhatunk be példaul hetenként egyszer.

A szabadalmi leiras sordn szamos publikdciéra hivat-
koztunk. Az ezen publikacibdkban lekdzoltek teljes egésziik-
ben a kitanitas részének tekintend6k annak érdekében, hogy
szélesebb korben ismertessiik a technika &llasat.

A talalmanyi leirast az alabbiakban a kdvetkezd példak
segitségével részleteiben is ismertetjiik, ezeken keresztiil
- nem korlatozdé értelemben - a taldlmany szerinti vegyiile-

tek és készitmények elSallitasdt mutatjuk be.
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1. példa

Human EPO fermentiladsa és tisztitasa

(a) Oltdanyag elkészitése és fermentadcio:

A Working Cell Bank-bdél egy ampulla mennyiségd EPO-
termelé CHO sejtvonalat (alkalmazhaté az ATCC CRL8695,
amely ismertetésre kerilt az EP 411678 lajstromszami eurd-
pai szabadalomban (Genetics Institute)) emeliink ki a folyé-
kony nitrogén tarold edény gaz fazisadbdél. A sejteket iiveg
razbépalackokba visszik at és hidrogén-karbonattal pufferolt
tédptalajban, nagy nedvességtartalmu CO, inkubatorban te-
nyésztjik. Az oltdanyag elkészitéséhez és fermentacidhoz
alkalmazhaté tipikus szérummentes taptalajt ismertettek
Koch: 513738 azonositdszamu eurdpai szabadalmi bejelentésé-
ben (publikaldsra kerilt 1992. junius 12-én) illetve Burg:
WO 96/35718 lajstromszamu szabadalmaban (publikalasra ke-
rult 1996. november 14-én), amelyek példaul taptalajként
DMEM/F12-t (példaul JRH Biosciences/Hazleton Biologics,
Denver, Egyesiilt Allamok, kataldégusszam: 57-736) alkalmaz-
nak valamint tartalmazzdk még a k&vetkez8ket: natrium-hid-
rogén-karbonat, L+ glutamin, D+ gliikéz, rekombinadns inzu-
lin, nadtrium-szelenit, diamino-butén, hidrokortizon,
vas (IT)-szulfat, aszparagin, aszparaginsav, szerin é&s egy
stabilizatort eml8s sejtek szamara, mint példaul poli-vi-
nil-alkohol, metil-celluldz, polidextran, polietilén-gli-
kol, Pluoronic F68, plazma expander poligelin (HEMACCEL®)
vagy polivinil-pirrolidon (WO 96/35718 azonositészami sza-

badalmi bejelentés).
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A tenyészeteket mikroszkép segitségével ellendrizziik a
szennyez$ organizmusok tavollétére és meghatarozzuk a sejt
koncentracidkat. Ezeket a teszteket mindegyik szétosztasi
lépésnél megismételjiik.

Az inicialis novekedési periédus utdn a sejttenyésze-
tet friss téaptalajjal a kezdeti sejt koncentrdcidra felhi-
gitjuk és ujabb ndvekedési ciklusnak vetjiik ala. Ezt az el-
jarast addig ismételjik, ameddig liveg ré&zépalackonként min-
tegy 2 1 tenyészet térfogatot érink el. Mintegy 12 duplazé-
das utén 1-5 liter ilyen tenyészet &ll rendelkezésre, ame-
lyet ezutdn oltdanyagként hasznidlunk fel a 10 l-es olté-
anyag fermentorban.

3-5 nap eltelte utan a 10 l-es fermentorban létrejstt
tenyészet oltdanyagként alkalmazhaté a 100 l-es oltbdanyag
fermentorban.

Tovabbi 3-5 nap tenyésztés utadan a 100 l-es fermentor-
ban létrejott tenyészet oltdanyagként alkalmazhatd az 1000
l-es termeld$ fermentorban.

(b) Begyljtés és a sejtek elvalasztasa:

Egy sarzsonként toérténd visszaforgatasi eljarast al-
kalmazunk, azaz amikor elérjik a kivant sejtkoncentraciot,
a tenyészet mintegy 80 szazalékat gydjtjik be. A visszama-
radd tenyészetet friss tenyész taptalajjal kiegészitjik, és
a kovetkezd begyljtésig tenyésztjik. Egy termelési folyamat
maximum 10 egymast kovetd begyldjtést tartalmaz, 9 részleges
begyldjtést és 1 teljes begylijtést a fermentacid legvégén. A

begylijtést 3-4 naponként végezziik.
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A meghatarozott térfogatu gydjtott mennyiséget hitstt
edénybe visszik at. A sejteket centrifugdldssal vagy szi-
réssel tavolitjuk el és eldobjuk. A centrifugalasi lépésben
kapott EPO-t tartalmazd feliiluszét a folyamat soran szlirjik
és egy masodik hitott edényben &sszegyldjtjik. Mindegyik be-
gydjtést kilon dolgozzuk fel a tisztitds sorén.

Az EPO fehérje tisztitasara egy tipikus eljarast ko-
z6ltek 1le a koévetkezd szabadalomban: Burg: WO 96/35718
lajstromszami szabadalom, publikdlasra keriilt 1996. novem-
ber 14-én. A tisztitas folyamatat az aldbbiakban példaként
ismertetjik:

(a) Blue Sepharose kromatogréafia:

A Blue Sepharose (Pharmacia) Sepharose gyéngyskbdl
all, amelyek fellletére Cibacron Blue festéket kotottek ko-
valens médon. Mivel az EPO fehérje erdsebben kotddik a Blue
Sepharose-hoz mint a legtobb nem fehérje jellegld szennyezd-
dés, néhany fehérje jellegl szennyezddés és a PVA, EPO du-
sithaté fel ezzel a lépéssel. A Blue Sepharose oszlop elu-
cidjat ugy végezzilk, hogy a pH értéket és a sé koncentraci-
6t is megnoveljik.

Az oszlopot 80-100 1 Blue Sepharose-zal tsltjiik fel,
amelyet NaOH-dal regeneralunk és ekvilibralé pufferrel
(natrium/kalcium-klorid és natrium-acetat) hozunk egyen-
sulyba. Az oszlopra felvisszik a megsavanyitott és szirt
fermentor felliliszét. A felvitel befejezése utan az oszlo-
pot eldszdr az ekvilibralé pufferhez hasonlé, magasabb nat-
rium-klorid koncentraciéju pufferrel mossuk, majd ezt kove-

téen Tris-alapu pufferrel mossuk. A terméket Tris-alapu
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pufferrel elualjuk és egyetlen frakcidban gydjtjiik a minta-
ként szolgald elucids profil alapjan.
(b) Butil-Toyopearl kromatografia:

A Butil-Toyopearl 650 C (TosoHaas) egy polisztirol
alapu matrix, amelyhez kovalensen alifds butil-csoportokat
kotottek. Mivel az EPO-fehérje erdsebben kdtddik ehhez a
gélhez mint a szennyez&dések tobbsége és a PVA, izopropa-
nolt tartalmazé pufferrel kell eludlni.

Az oszlopot 30-40 1 Butil-Toyopearl 650 C géllel t&1lt-
jik meg, NaOH-dal regeneraljuk, Tris-alapu pufferrel mossuk
és izopropanolt tartalmazé Tris-alapu pufferrel ekvilibral-
juk.

A Blue Sepharose eluatumot az oszlop ekvilibralé puf-
ferben fenné&lldé izopropanol koncentracidéhoz beallitjuk,
majd felvisszik az oszlopra. Ezutdn az oszlopot az ekvilib-
raldé pufferrel mossuk névekvd izopropanol koncentrécié mel-
lett. A terméket az elucids pufferrel (Tris-alapu puffer
magas lzopropanol tartalommal) eludljuk és egyetlen frakci-
O6ba gyljtjuk a mintaként szolgald elucids profil alapjan.

(c) Hidroxiapatit Ultrogel kromatogréafia:

A hidroxiapatit Ultrogel (Biosepra) a mechanikai tu-
lajdonsagok javitasara agardz matrixba beépitett hidroxi-
apatitb6él &ll. Az EPO-fehérje alacsony affinitast mutat a
hidroxiapatittal szemben, ezért tehdt alacsonyabb foszfat
koncentraciéknal elualdédik mint a fehérje szennyezédések.

Az oszlopot 30-40 1 hidroxiapatit Ultrogel-lel fel-
toltjik, majd kalium-foszfat/kalcium-klorid pufferrel és

natrium-hidroxiddal regeneraljuk majd ezt k&vetden Tris-
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alapu pufferrel mossuk. Ezutan kis mennyiségd izopropanolt
és natrium-kloridot tartalmazé Tris-alapu pufferrel ekvi-
libraljuk.

A Butil-Toyopearl kromatografia EPO-fehérjét tartalma-
z6 eludtumat vissziik fel az oszlopra. Ezutdn az oszlopot az
ekvilibrald pufferrel és izopropanolt valamint natrium-
kloridot nem tartalmazd Tris-alapu pufferrel mossuk. A ter-
méket alacsony koncentracidban ké&lium-foszfitot tartalmazd
Tris-alapu pufferrel elualjuk és egyetlen frakcidban gyiijt-
jik 6ssze a mintaként szolgald elucids grafikon alapjan.

(d) Forditott fazisu HPLC Vydac C4 oszlopon:

A Vydac C4 (Vydac) RP-HPLC anyag szilikagél részecs-
kékbsl all, amelyek felszinén Cé4-alkil l&ncok helyezkednek
el. Az EPO elvalasztasa a fehérje jellegl szennyezdédésektdl
a hidroféb kolcsénhatasok erdsségének kiilénbségein alapul.
Az eldcidt higitott trifluor-ecetsav jelenlétében acetonit-
ril gradienssel végezziik.

A preparativ HPLC-t rozsdamentes acél oszlop (amelyet
2,8-3,2 1 Vydac C4 szilikagéllel toltottink fel) alkalmaza-
saval végezzitk. A hidroxiapatit Ultrogel eludtumot triflu-
or-ecetsav hozzdadasaval megsavanyitjuk és felvissziik a
Vydac C4 oszlopra. Mosasra és elucidéra acetonitril gradi-
enst alkalmazunk higitott trifluor-ecetsavban. A frakciodkat
begydjtjuk és rogtdon semlegesitjiik foszfat pufferrel. Az
IPC hatarokon belil es6 EPO frakcidkat osszesntijiik.

(e) DEAE-Sepharose kromatografia:

A DEAE-Sepharose (Pharmacia) anyag dietil-aminoetil

(DEAE) -~csoportokat tartalmaz, amelyeket kovalensen
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Sepharose gyongydk felszinére kotottek. Az EPO kotddését a
DEAE csoportokhoz ionos kdlcsdnhatasok biztositjak. Az ace-
tonitril és a trifluor-ecetsav az oszlopon visszatartés
nélkill halad at. Miutéan ezeket az anyagokat lemostuk, a
nyomszennyezddéseket az oszlop alacsony pH értéknél, acetat
pufferrel torténd mosasaval tavolitjuk el. Ezutén az oszlo-
pot semleges foszfat-pufferrel mossuk és az EPO-t ndvekvd
ionerésségl pufferrel eluadljuk.

Az oszlopot DEAE Sepharose Fast Flow matrixszal t&lt-
juk meg. Az oszlop térfogatat ugy allitjuk be, hogy az EPO
mennyisége a 3-10 mg EPO/ml gél tartomanyban legyen. Az
oszlopot vizzel és ekvilibralé pufferrel (natrium/kalium-
foszfat) mossuk. A HPLC eludtum Osszeodntott frakcidit fel-
visszlik és az oszlopot ekvilibrald pufferrel mossuk. Ezutan
az oszlopot a mosé pufferrel (ndtrium-acetat puffer) mos-
suk, amelyet az ekvilibraldé pufferrel végzett mosas kdvet.
Ezt kovetden az EPO-t az oszloprél az elucidés pufferrel
(natrium-klorid, natrium/kalium-foszfat) eludljuk és egyet-
len frakcidban gydjtjuk a mintaként szolgdld eliicids profil
alapjan.

A DEAE-Sepharose oszlop eludtumdt meghatdrozott veze-
t8képességre allitjuk be. Az eredményilil kapott gybégyszer
hatbanyagot sterilen Teflon palackokba szilirjiikk és -70 °C-on
taroljuk.

2. példa

Tiol csoportok kovalens kapcsolasa az EPO-hoz

Ebben a példadban ismertetjik a reakcid kdrilmények

meghatarozasat tiol csoportok EPO-fehérjéhez toérténd kova-
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lens kapcsolasdhoz. A koriilmények meghatadrozasdhoz blokkolt
tiol csoportot tartalmazd reagens - itt SATA vagy SATP (10
mg/ml koncentraciéban DMSO-ban feloldva) - kiilénbozd
mennyiségét adtuk az EPO oldathoz - itt 1 ml 5 mg/ml EPO
oldathoz, amely még a kovetkezdket tartalmazta: 10 mM kali-
um-foszfat (pH 7,3), 50 mM NaCl. A reakcidét mintegy 30 per-
cig kevertettiik (25 °C) és 1 M lizin oldat hozz&adasaval
dllitottuk le, 10 mM végsd koncentracidig. A SATA és SATP
felesleges mennyiségét 10 mM kalium-foszfit, 50 mM NaCl és
2 mM EDTA (pH 6,2), oldatdval szemben végzett dializissel
tavolitottuk el. Miutdn a védé acetil csoportot hidroxila-
minnal eltavolitottuk, az EPO-fehérjéhez kovalensen kap-
csolt tiol csoportok szamat fotometridsan hataroztuk meg
ditio-dipiridin segitségével Grasetti és Murray eljaréasa
alapjadn [Grasetti és Murray: J. Appl. Biochem. Biotechnol.
119 41 (1967)].

Az EPO molekulanként kovalensen kapcsolt tiol csopor-

tok szamédnak alakulédsa az aladbbi tédblazatban lathatéd:

mélarany tiol csoportok molaris

EPO : SATA vagy SATP mennyisége/mol EPO
EPO : SATA =1 : 3 1,5

EPO : SATA =1 : 5 2,4

EPO : SATA = 1 6 3,2

EPO : SATP = 1 : 3 1,3

EPO : SATP = 1 4 2,5

EPO : SATP =1 6 3,7
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3. példa

Aktivalt EPO mddositisa metoxi-PEG-maleimiddel

(A) EPO aktivaléasa:

Az 1. példa szerint elSallitott 100 mg EPO-t (180.000
IU/mg a normocitémias egér vizsgalati eljarassal meghata-
rozva) a 2. példa szerint SATA-val (EPO/SATA mbélarany =
1:5) aktivaltunk. Az eredményll kapott kovalensen kapcsolt
blokkolt tiol csoportokat hordozdé EPO-t (,aktivalt EPO”) az
1. példadban leirtak szerint, dializissel valasztottuk el a
melléktermékektdl, mint példaul az N-hidroxi-szukcinimidtél
vagy az el nem reagalt SATA-t6l. Igy végiill a kdvetkezd ol-
datot kaptuk: 4,5 mg/ml aktivalt EPO 10 mM kalium-foszfat
(pH 6,2), 50 mM NaCl, 2 mM EDTA oldatéban.

(B) Aktivalt EPO PEG-gel torténd kapcsoléasa:

380 mg metoxi-PEG-maleimidet - amely a fentebb bemuta-
tott ,legeldénydsebb” szerkezettel rendelkezik (MW 30.000;
Shearwater Polymers, Inc., Hunstville, Alabama, Egyesiilt
Allamok) - oldottunk 95 mg aktivalt EPO-t tartalmazé fenti
oldatban (4,5 mg/ml EPO, 10 mM kalium-foszfat (pH 6,2), 50
mM NaCl, 2 mM EDTA oldatédban). Az oldatban az aktivalt EPO
és metoxi-PEG-maleimid igy elért mbélardnya 1:4 volt. Az
elébbi oldathoz 1 M vizes hidroxilamin oldat (pH 6,2) 30 mM
végss koncentrédcidig torténd hozzdadasaval az aktivalt EPO
kovalensen kotoétt, blokkolt tiol csoportjainak a védelmét
eltavolitottuk. Az eredményil kapott aktivalt EPO a reakcid
elegyben szabad tiol (-SH) csoportokat tartalmazott. A tiol
csoportok véddécsoportjainak eltavolitast kdzvetlenil kdvet-—

te a most mér szabad tiol (-SH) csoportokat tartalmazé ak-
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tivalt EPO és a metoxi-PEG-maleimid kozotti kapcsolasi re-
akcid, 90 percig, keverés kdzben 25 °C-on. A kapcsolasi re-
akcidét 0,2 M vizes cisztein oldat hozzaadasaval 4allitottuk
le, amit 2 mM végsd koncentracidig adagoltunk a reakcioé-
elegyhez. 30 perc utéan az aktivalt EPO felesleges szabad
tiol <csoportijait, amelyek nem reagdltak a metoxi-PEG-
maleimiddel, 5 mM végsd koncentracidéig DMSO-ban oldott 0,5
M N-metil-maleimid hozzdadasaval blokkoltuk. 30 perc utéan
az eredményiil kapott, most mar PEG-gel kapcsolt EPO tipuso-
kat tartalmazd reakcidelegyet 10 mM kalium-foszfattal (pH
7,5) szemben dializaltuk legaldbb 15 6ran keresztil.

(C) PEG-gel kapcsolt EPO tipusok tisztitésa:

A PEG-gel kapcsolt EPO tipusok reakcidelegytdl térténd
elvadlasztdsara a kovetkezd tisztitdsi eljdrdst alkalmaztuk:
50 ml térfogatu Q-Sepharose Fast Flow oszlopot ekvilibral-
tunk 10 mM ka&lium-foszfattal (pH 7,5). A B-lépésben kapott
reakcidelegyet az oszlopra felvittiik (4tfolyadsi sebesség: 3
oszlop térfogat oOranként). A nem reagalt metoxi-PEG-
maleimid reagens eltavolitasa céljabdél az oszlopot 5 oszlop
térfogat mennyiségd 10 mM k&lium-foszfattal (pH 7,5) mos-
tuk. A PEG-gel kapcsolt EPO tipusokat novekvd sotartalmu
gradienssel elualtuk, amely 5 oszlop térfogat mennyiségii A
puffert (10 mM kalium-foszfat, pH 7,5) és 5 oszlop térfogat
mennyiségl B puffert (10 mM kalium-foszfat, 500 mM NaCl, pH
7,5) tartalmazott, az atfolyasi sebesség 3 oszlop térfogat
éranként volt. A NaCl gradiens alapjan a PEG-gel kapcsolt
EPO tipusok (tri-, di- és mono-PEG-gel kapcsolt EPO tipu-

sok) elualdédtak eldszdr, majd ezt a PEG-gel nem kapcsolt
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EPO tipusok kovették. A PEG-gel kapcsolt EPO tipusokat
(tri-, di- és mono-PEG-gel kapcsolt EPO tipusok) tartalmazd
eludtum frakcidt Osszedntottiik és szlrtilk (steril sziirés
0,2 um-es szUrdével).

A tri-, di- és mono-PEG-gel kapcsolt EPO tipusok
Osszetételét és tisztasagat Coomassie-festett SDS-PAA géle-
ken [Laemmli: Nature 227 680 (1970)] vizsgaltuk, mig a fe-
hérje koncentracidkat 280 nm hulldmhosszndl mértiik a Beer-
Lambert toérvényt alkalmazva. Az EPO tipusok SDS-PAA
elektroforézissel meghatarozott latszélagos molekulatémege
mintegy 68 kDa (mono-PEG-gel kapcsolt EPO tipusok), mintegy
98 kDa (di-PEG-gel kapcsolt EPO tipusok) és mintegy 128 kDa
volt (tri-PEG-gel kapcsolt EPO tipusok).

A tri-, di- és mono-PEG-gel kapcsolt EPO tipusok to-
vabbi szétvalasztasa kromatografiaval végezhetd el, példaul
a méret szerinti szétvalasztason alapuld kromatografiaval
(Superdex PG200, Pharmacia).

A tri-, di- eés mono-PEG-gel kapcsolt EPO tipusokat
tartalmazé eluadtum in vivo bioldgiai aktivitasdnak meghata-
rozasat a 4. példaban ismertetett eljarassal végeztiik.

4. példa

PEG-gel kapcsolt EPO in vivo aktivitdsa, a normocité-

mias egér vizsgalati eljarassal meghatiarozva

A normocitémias egér bioldgial vizsgdlati eljaras a
technika 4llasa szerint ismert [Pharm. Europa Spec. Issue
Erythropoietin BRP Bio (1997(2))] tovabba erre szolgild el-
jaras talalhaté Ph. Eur. BRP eritropoietin monografiajaban.

A mintadkat BSA-PBS oldattal higitjuk. Normal, egészséges,
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7-15 hetes egereknek s.c. 0,2 ml adunk be a 2. példaban le-
irtak szerinti tri-, di- és mono-PEG-gel kapcsolt EPO-t
tartalmazdé EPO frakcidobdl. A beadas utani 72 o6rat kovetden
4 napon keresztil vért veszink a farok véndbdél és meghigit-
juk oly médon, hogy 1 pl vér legyen 1 ml 0,15 pumol akridin-
narancs festé oldatban. A festési idé 3-10 perc. A retiku-
locita szamlalasokat mikro-fluorimetridval végezziik &atfo-
lyadsos citométerben a vords fluoreszcencia hisztogram ana-
lizisével. A retikulocita szamoladsokat abszolut é&rtékben
adjuk meg (30.000 analizalt vérsejtre szamolva). A bemuta-
tott adatoknal mindegyik csoport naponta 5 egérbdl allt, és
az egerektsl csak egyszer vettink vért.

A 3. példa szerinti EPO-hoz kapcsolt metoxi-PEG-
maleimidet, mdédositatlan EPO-t és puffer oldatot adtunk be
az egereknek. Az eredményeket a 3. &bran mutatjuk be. Az
eredmények a PEG-gel kapcsolt EPO tipusok kiemelkedden 76
aktivitisat és hosszabb felezési idejét mutatjak a jelentd-
sen megnovekedett retikulocita mennyiségekkel és a
retikulocita szam maximumanak eltoldddsaval, mikor egeren-

ként ugyanakkora dézist alkalmaztunk.
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SZABADAIMI IGENYPONTOK

1. Eritropoietin glikoproteint tartalmazd konjugatum,
amelyben az eritropoietin glikoprotein legaladbb egy szabad
aminocsoporttal rendelkezik és csontveld sejtek retikuloci-
ta és vordsvértest termelésének ndvelését kivaltd in vivo
bioldgiai aktivitast mutat és amely a kovetkez8k barmelyi-
ke: human eritropoietin vagy olyan analdégja, melynek primer
szerkezete megegyezik az 1-6 glikozilacidés hely hozzdadasa-
val vagy legaladbb egy glikozildcids hely Atrendezésével moé-
dositott human eritropoietin szerkezetével; a glikoprotein
kovalensen hozza van k&tve 1-3 kis szénatomszadmi alkoxi
poli(etilén-glikol) csoporthoz, ahol mindegyik poli (etilén-
glikol) csoport a glikoproteinhez kovalensen k&tédik egy
linkeren keresztiil, amely linker &altaldnos képlete a kdvet-
kezb: -C(0)-X-5-Y-; ahol a linker C(0O) csoportja amid k&-
tést alakit ki az emlitett amino csoportok egyikével, és

ahol X jelentése - (CH;)x vagy -CH,(O-CH,-CH,),~, ahol

k értéke 1-t8l 10-ig terjedhet,

Y pedig az I-IV. képlettel jellemzett molekularészle-

tek barmelyikét jeloli:
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az egyes poli(etilén-glikol) részegységek atlagos mo-
lekulatomege mintegy 20 és mintegy 40 kilodalton kézotti,
és a konjugatum molekulatsémege mintegy 51 és mintegy 175
kilodalton kéz&tti.

2. Az 1. igénypont Szerinti konjugétum, amely a kovet-

kez8, V. altalanos képlettel jellemezhetd:
P—[NH—CO—X—S—Y—(OCHQCHz)m—OR]n V.

ahol X és Y jelentése az 1. igénypont Szerinti, m ér-
téke 450-900 k6z8tti, n értéke 1-3 lehet, R kis szénatom-~
szama alkilcsoportot, P pedig eritropoietin glikoproteint
jelsl, az X részegységgel amidkstést kialakité amino cso-

port vagy amino csoportok nélkiil.

3. Az 1. vagy 2. igénypont Szerinti konjugatum, mely-

nek szerkezete a VI. képlettel jellemezhetd:

0
-
i HYX\S/Q//< MR o OR Rl
0] O .

n
ahol P, R, X, m és n jelentése a 2. igénypont szerin-

ti.
4. Az 1. vagy 2. igénypont SzZerinti konjugétum, mely-

nek szerkezete a VII. képlettel jellemezhetd:

O
K H R
P{N?{x\séf"\/\‘gh}\/\f\o/\ﬁm n
o)
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ahol P, R, X, m és n jelentése a 2. igénypont szerin-
ti.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti konjugatum,
ahol X jelentése —(CH;)-.

6. Az 5. igénypont szerinti konjugatum, ahol k értéke
1-t81 4-ig terjedhet.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti konjugatum,
ahol X jelentése -CH,-.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti konjugatum,
ahol m értéke egy, az 550-800 kozotti tartomdnyba esé egész
szam,

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti konjugatum,
ahol m értéke egy, a 650-700 kozotti tartomanyba esd egész
Szam.

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti konjuga-
tum, ahol n értéke 1.

11. Az 1-10. igénypontok barmelyike szerinti konjuga-
tum, ahol R jelentése metil csoport.

12. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti konjuga-
tum, amelyben az egyes poli(etilén-glikol) részegységek at-
lagos molekulatdmege mintegy 24 és mintegy 35 kilodalton
kozotti.

13. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti konjuga-
tum, amelyben az egyes poli(etilén-glikol) részegységek at-
lagos molekulatomege mintegy 30 kilodalton.

14. Az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti konjuga-
tum, amelyben a glikoprotein kovalens médon kapcsolédik egy

vagy két kis szénatomszami alkoxi csoporttal lezirt poli (e-



tilén-glikol) részegységhez.

15. Az 1-14. igénypontok bérmelyike szerinti konjuga-
tum, amelyben a poli(etilén-glikol) részegységeket metoxi
csoport zarja le.

16. Az 1-15. igénypontok barmelyike szerinti konjugéa-
tum, ahol X Jjelentése -CH,-, m értéke egy 650-700 kozotti
tartomadnyba esé egész szam, n értéke 1, R jelntése metil
csoport, és amelyben az egyes poli(etilén-glikol) részegy-
ségek atlagos molekulatdmege mintegy 30 kilodalton.

17. Az 1-16. igénypontok barmelyike szerinti konjugéa-
tum, amelyben az eritropoietin glikoprotein humédn eritro-
poietin.

18. Az 1-17. igénypontok barmelyike szerinti konjuga-
tum, amelyben az eritropoietin glikoprotein endogén gén ak-
tivadldsa Uutjan expresszilt eritropoietin.

19. Az 1-18. igénypontok barmelyike szerinti konjuga-
tum, amelyben az eritropoietin glikoprotein szekvenciaja az
1. abran (1. azonositasi szam szerinti szekvencia) vagy a
2. abran (2. azonositasi szam szerinti szekvencia) bemuta-
tott szekvencia.

20. A 19. igénypont szerinti konjugatum, amelyben az
eritropoietin glikoprotein szekvencidja az 1. 4&bran (1.
azonositadsi szam szerinti szekvencia) bemutatott szekven-
cia.

21. Az 1-16. igénypontok barmelyike szerinti konjuga-
tum, amelyben a glikoprotein szekvencidja az 1-6 glikozila-
cidés hely addicidjaval moédositott humdn eritropoietin szek-

venciaja.
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22. Az 1-6., 8. vagy 10. igénypontok béarmelyike sze-
rinti konjugatum, amelyben a glikoprotein szekvenciaja az
alabb felsorolt médositédsok barmelyikével médositott humén
eritropoietin szekvenciaja:

Asn*°Thr*;

Asn®'Thr>?;

Asn®’Thr*’;

Asn®’;

Asn®*Thr’';

Ser®*Asn®’Thr’!;

val®’Asn®*Thr®°;

Ser®’Asn®*Thr’’;

Ser®’Asn®G1y*°Thr®’;

Ser®’Asn®*Thr’°Thr**;

Ser®Asn®®*Thr’°ala’®?;

Asn®’Thr’'ser®’Asn®**Thr®°;

Asn*°Thr**val®’Asn®*Thr®°;

Asn®’11e’°Thr’';

Ser®’Asn®’11e°°Thr®';

Asn136Thr138;

Asnl.'iﬂThrldO;

Thr'?®; és

Pro'?*Thr'?®,

23. Az 1-22. igénypontok barmelyike szerinti konjuga-
tum, amelyben a glikoprotein szekvenciaja tartalmazza a hu-
man eritropoietin szekvenciajat és egy masodik szekvenciat
a human eritropoietin szekvencia karboxi termindlisan, és

ahol a masodik szekvencia legalabb eqy glikozilacids helyet
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tartalmaz.

24. A 23. igénypont szerinti konjugatum, amelyben a
masodik szekvencia a human chorionic gonadotropin karboxi
termindlis szekvenciajabdél szarmazd szekvenciadt tartalmaz.

25. A 24. igénypont szerinti konjugdtum, amelyben a
glikoprotein szekvenciaja az alabb kévetkezdk barmelyike:

(a) a karboxi terminalisr6l kiindulé humé&n eritropoie-
tin szekvenciaja, amely a kovetkezd: Ser Ser Ser Ser Lys
Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro Ser Pro Ser Arg Leu Pro Gly Pro
Ser Asp Thr Pro Ile Leu Pro Gln (3. azonositédsi szam sze-
rinti szekvencia);

(b) az (a) pontban ismertetett szekvencia, amely a
Ser?’Asn®®*Thr’° aminosavakkal lett médositva; és

(c) az (a) pontban ismertetett szekvencia, amely az
Asn’°Thr**val®’Asn®*Thr’® aminosavakkal lett médositva.

26. Az 1-16. igénypontok barmelyike szerinti konjuga-
tum, amelyben a glikoprotein szekvencidja legalabb egy gli-
kozilacidés hely atrendezésével médositott human eritropoie-
tin szekvencia.

27. A 25. igénypont szerinti konjugatum, ahol a gliko-
zilacids hely atrendezése a human eritropoietin N-kapcsolt
szénhidrat helyei kozul barmelyik deléciéjat, és egy N-kap-
csolt szénhidrat hely hozzdaddsat jelenti a humdn eritro-
poietin szekvencia 88. pozicidjaban.

28. A 14. igénypont szerinti konjugatum, amelyben a
glikoprotein szekvenciaja az alabbi médositésok barmelyiké-

vel mbédositott humédn eritropoietin szekvencia:
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Gln®*‘ser®’Asn®®Thr®® EPO;

G1ln’*®ser® Asn®*Thr’® EPO; és

Gln®ser®’Asn®*Thr’® EPO.

29. [Konjugatumokat tartalmazé készitmény, amelyben
mindegyik konjugatum tartalmaz legaldbb egy szabad amino
csoporttal rendelkezd eritropoietin glikoproteint, amely
rendelkezik a csontveld sejtek retikulocita és vdrosvértest
termelésének megndvelését kivaltd in vivo biolédgiai aktivi-
tdssal és amely a k&vetkezdk barmelyike: humdn eritropoie-
tin vagy olyan analdgja, émely a human eritropoietin 1-6
glikozilacidés hely addicidéjaval vagy legaldbb egy glikozi-
lacidés hely atrendezésével modositott primer strukturajaval
rendelkeznek; amely glikoprotein kovalensen kapcsolédik 1-3
kis szénatomszamu alkoxi-poli(etilén-glikol) csoporthoz,
amelyben mindegyik poli(etilén-glikol) csoport kovalensen
kétédik a glikoproteinhez egy -C(0)-X-S-Y- &ltalanos kép-
lettel jellemezhetd linkeren keresztiil, amelyben a linker
C(0) csoportja amid kotést alakit ki az egyik emlitett
amino csoporttal; ahol

X jelentése - (CH;)x~ vagy -CH,(0-CH,-CH,),-, ahol;

k értéke 1-10 kozotti; és

Y az I-IV. képlettel jellemezhetd molekularészletek

barmelyike:
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az egyes poli(etilén-glikol) részegységek &atlagos mo-

lekulatémege mintegy 20 és mintegy 40 kilodalton kozdtti,

és a konjugatum molekulatdmege mintegy 51 és mintegy 175

kilodalton k&zotti; és a készitményben azon konjugdtumok

szadzalékos mennyisége amelyekben n értéke 1, legalabb ki-
lencven szazalék.

30. Készitmény, amely 1-27. igénypontok barmelyike
szerinti Kkonjugatumot tartalmaz, és a készitményben azon
konjugatumok szazalékos mennyisége amelyekben n értéke 1,
legaladbb kilencven szazalék.

31. A 28. vagy 29. igénypont szerinti készitmény,
amelyben azon konjugatumok szazalékos mennyisége amelyekben
n értéke 1, legaldbb kilencvenkét szizalék.

32. A 30. igénypont szerinti készitmény, amelyben azon
konjugatumok sz&zalékos mennyisége amelyekben n értéke 1,
legalédbb kilencvenhat szazalék.

33. A 29. vagy 32. igénypont szerinti készitmény,
amelyben azon konjugatumok szazalékos mennyisége amelyekben
n értéke 1, kilencven és kilencvenhat szazalék kozotti.

34. Gyobgyaszati készitmény, amely 1-33. igénypontok
barmelyike szerinti konjugatumot vagy készitményt és gyé—
gyadszatilag elfogadhaté excipienst tartalmaz.

35. Az 1-33. igénypontok barmelyike szerinti konjuga-
tum vagy készitmény alkalmazdsa anémiaval kapcsolatos be-
tegségek kezelésére vagy megel8zésére, krénikus veseelégte-
lenségben (CRF), AIDS-ben szenvedd betegek vagy kemoterapi-
an atesd rakos betegek kezelésére alkalmas gydgyaszati ké-

szitmény eldallitiséara.
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36. Eljaras anémiaval kapcsolatos rendellenességek
megeldzésére és/vagy terdpias kezelésére kronikus veseelég-
telenségben (CRF), AIDS-ben szenved$ betegek szadmara vala-
mint kemoterdpian atesé rakos betegek esetén, azzal jelle-
mezve, hogy a paciensnek az 1-33. igénypontok barmelyike
szerinti konjugatumot vagy készitményt beadjuk.

37. Eljaras az 1-33. 1igénypontok barmelyike szerinti
konjugatum vagy készitmény eldallitéasara, azzal jellemezve,
hogy tiol csoportokat kapcsolunk kovalens médon eritropoie-
tin glikoproteinhez és az eredményiil kapott aktivalt erit-
ropoietin glikoproteint poli(etilén-glikol) (PEG) szarma-
zékhoz kapcsoljuk.

38. Az 1-33. igénypontok barmelyike szerinti konjuga-
tum vagy készitmény, amely a 36. igénypont szerinti elja-
rassal lett eldallitva.

39. Az 1-33. igénypontok barmelyike szerinti konjuga-
tum vagy készitmény, anémiaval kapcsolatos betegségek keze-
lésére torténd alkalmazasra, kronikus veseelégtelenségben
(CRF) vagy AIDS-ben szenvedd betegek vagy kemoterapidn at-
esd rakos betegek esetében.

40. Az Uj vegyiiletek, eljarasok és mdédszerek, valamint
az 1ilyen vegyliletek alkalmazdsa az el8z&ekben leirtakkal

lényegében azonos médon.

\/\?fg - /gﬁg& A meghatalmazott:
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Ala Pro Pro Arg Leu lle Cys Asp Ser Arg‘0 Val Leu Glu Arg Tyt Leu Leu Glu Ala Lysm

Glu Ala Glu Asn lle Thr Thr Gly Cys Ala®® Glu His Cys Ser Leu Asn Glu Asn lle Thr*
Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala® Trp Lys Arg Met Glu Val Gly Gln Gln Ala0
Val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu Leu’ Ser Glu Ala VlaI Leu Arg Gly Gin Ala Leu®®
Leu Val Asn Sér Ser Gln Pro Trp Glu Pro” Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser!%
Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg''® Ala Leu Gly Ala Gin Lys Glu Ala Ile Ser'®®
Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu'® Arg Thrlle Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys“o
Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu Arg *°Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala'®

Cys Arg Thr Gly Asp'®

1. dbra
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Ala Pro Pro Arg Leu Ile Cys Asp Ser Arg'’ Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys®®

Glu Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala®® Glu His Cys Ser Leu Asn Glu Asn Ile Thr*°
Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala>® Trp Lys Arg Met Glu Val Gly Gln Gln Ala®°
Val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu Leu”® Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu®
Leu Val Asn Se}- Ser Gln Pro Trp Glu Pro’® Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser'®
Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg”0 Ala Leu Gly Ala Gln Lys Glu Ala Ile Ser'?®
Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu'*® Arg Thr lle Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys'*
Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu Arg '5°Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala'®®

Cys Arg Thr Gly Asp Arg'®

2. abra
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3. abra
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