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HGT-NK4 PEG-konjugatumai

A taldlmany tdargya konjugdtum, amely dll a hepatocita névekedési
faktor (HGF/SF) N-termindlis fragmentumabdl, ahol ez tartalmazza az a-
ldnc hajtli doménjét és négy hurok (kringle) régidjat, és mintegy 20 és 40
kDa kozti 6sszmolekulatomegli polietilénglikol csoportbél. A nevezett

konjugdtum javult tulajdonsdgokkal bir hasznos gydgyszerként tumor

kezeléshez.
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A taldlmaény a hepatocita névekedési faktor (NK4) 4 hurkot (kringle)
tartalmazé N-termindlis fragmentumanak konjugdtumaival foglalkozik
polietilénglikollal (PEG), ezeket tartalmazé gydgyszerkészitményekkel,
eljgrasokkal ezek el&dllitasdra, és alkalmazdsuk eljarasaival.

A tovdbbiakban megvildgitjuk a taldlmany hatterét.

A hepatocita novekedési faktor (HGF/SF) egy polipeptid, amelyet
Nakamura T. és munkatdrsai azonositottak és tisztitottak [Biochem.
Biophys. Res. Commun. 22, 1450-1459 (1984)]. Arra is rdjsttek tovabbg,
hogy a hepatocita névekedési faktor azonos a széréddsi (scatter) faktorral
(SF) [Weidner K. M. és munkatdrsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 7001-
7005 (1991)]. A HGF egy glikoprotein mintegy 100 kDa molekula-
't6meggel, és ez érintett sokféle celluldris fenotipus kifejlédésében, ide értve
a burjanzast, mitogenezist, eldgazé csévecskék kialakuldsat, és tumorsejtek
esetén a behatoldst és Gttételt. A helyzet 6sszefoglaldsat adjdk meg Stuart
K. A. és munkatdrsai [International Journal of Experimental Pathology 81,
17-30 (2000)]. Mind a patkdny, mind a humdn HGF-nél elvégezték a
szekvencia elemzését és klénozdsdat [Miyazawa K. és munkatérsai:
Biochem. Biophys. Res. Comm. 163, 967-973 (1989);, Nakamura T. és
munkatdrsai: Nature 342, 440-443 (1989); Seki T. és munkatdrsai:
Biochem. and Bic;phys. Res. Comm. 172, 321-327 (1990); Tashiro K. és
munkatdrsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 3200-3204 (1990); Okajima
A. és munkatdrsai. Eur. J. Biochem. 193, 375-381 (1990)]. Az 6t N-

termindlis aminosavat nélkilozs HGF (dHGF) farmakokinetikai és
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farmakoldgiai hatdsait Uematsu Y. és munkatdrsai vizsgdltdk [J. Pharm.
Sciences 88, 131-135 (1999)]. Arra jottek r4, hogy a dHGF szérum
koncentrdcibja gyorsan csdkken, és ezdltal az infGzié az el6nyds beviteli Gt a
bélusz injekciéval szemben.

Az 5,977,310 Iajstrbmszémﬁ amerikai  egyesilt dallamokbeli
szabadalom PEG-gel médositott HGF-et ir le. Az ilyen PEG-gel médositott
HGF megnytjtott kitirtiléssel bir in vivo, és azonos fiziolégiai aktivitdsa van,
mint a HGF-nek. Az 5,977,310 lajstromszdmd amerikai egyesult
allamokbeli szabadalom szerint azonban a HGF félélettartama 59,2 percrdl
csak 76,7 percre, illetve 95,6 percre hosszabbodhat meg (példaul az
5,977,310 lajstromszdm( amerikai egyesult dllamokbeli szabadalom 5.
példajaban). Ebben a szabadalomban tovdbbda azt sugalljgk, hogy a PEG
reagens moldris mennyisége a HGF molekulatomegének 5-100 szorosa
kozti tartomdnyban van. Egy fehérje lizin amino-csoportjdnak vagy N-
" termindlisdnak médositdsa esetében a PEG reagens el6nyds méltartomdanya
a HGF molekulatémegének 10-szerese és 25-sz6rose kozott van. A rogzitett
PEG lanc molekulatémege mintegy 10 kDa. A PEG-et és polipeptideket,
mint példaul HGF-et tartalmazé konjugdtumok szintézisének eljdrdsait
lefrjak példdul a WO 94/1332 szam PCT kozzétételi iratban is. Ezek a
konjugatumok egy el6re meghatdrozott helyzetnél kapcsolédnak 6ssze,
mivel a véletlenszer(i (random) konjugécié a szerzék szerint polimer részek
bevezetéséhez vezet a molekula azon doménjeibe, amelyek kozvetitik a
terdpidsan vagy diagnosztikailag kivanatos aktivitdsokat. Kévetkezésképpen
a molekuldk hozzdjuthatnak egy megnydjtott félélettartamhoz in vivo, és
heterogén fehérjék esetében csokkentett immungenicitdshoz, de a kivant

bioldgiai aktivitdsok jelentSs vagy teljes veszteségének kardra [Kitamura K.

és munkatdarsai: Cancer Res. 51, 4310-4315 (1991); és Maiti P. K. és
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munkatdarsai: Int. J. Cancer Suppl. 3, 17-22 (1988)]. A PEG-ezett IFN-o
példaul képességeinek csak 7%-at mutatja a nem-PEG-ezett IFN-a-hoz
viszonyitva [Bailon P.: Bioconjugate Chem. 12, 195-202 (2001).

Arra is rdjottek tovdbbd, hogy egy HGF/SF fragmentum, amelyet
NK4-nek neveznek, és a HGF/SF N-termindlis hajti doménjébdl és a négy
hurok (kringle) doménjébdl dll, olyan farmakolégiai tulajdonsdgokkal bir,
amelyek teljes mértékben eltérnek a HGF/SF  farmakolégiai
tulajdonsdgaitél, és antagonista a HGF/SF befolydsoldsaval kapcsolatban a
végbél rdksejtek mozgékonysdgdra és behatoldsdra, és ezen kivul
angiogenezis inhibitor, amely visszaszoritja a tumor ndvekedést és dttételt
[WO 93/23541 szadml PCT kozzétételi irat; Parr C. és munkatarsai: Int. J.
Cancer 85, 563-570 (2000); Kuba K. és munkatdarsai: Cancer Res. 60,
6737-6743 (2000); Date K. és munkatarsai: FEBS Letters 420, 1-6 (1997);
Date K. és munkatarsai: Oncogene 17, 3045-3054 (1989); Tomioka D. és
" munkatdrsai: Cancer Res. 61, 7518-7524 (2001)].

Amint ez Kuba és munkatérsai kézleményébsl [Cancer Res. 60,
6737-6743 (2000)] kideriil, dllatkisérletekben az NK4 hatdsdnak
kimutatasdhoz tudé dttételre az NK4-et folyamatosan kell infGziéval beadni
egy kéthetes idGtartam soran.

Ismeretes, hogy polimerek rogzitése bizonyos polipeptidekhez
novelheti az ilyen polipeptidek szérum félélettartamat. Olyanokndl jottek ré
erre példdul, mint a PEG-ezett interleukin-6 (EP O 442 724 szdmu eurdpai
szabadalmi irctj, PEG-ezett interleukin-2 (WO 90/07938 szdmu PCT
kozzétételi irat) vagy PEG-ezett eritropoietin (WO 01/02017 szama PCT
kozzétételi irat). A polietilénglikol és mas polimerek régzitése azonban nem
szikségszer(ien vezet szérum félélettartamuk meghosszabboddsdhoz.

Ismeretes  példaul, hogy kilénboézd polietilénglikolok  konjugdlasa
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interleukin-8-hoz, G-CSF-hez vagy mads interleukinokhoz olyan molekulak
termeléséhez vezet, amelyeknek csokkent tulajdonsdgaik vannak [Mehvar
R. J. : Pharm. Sci. 3 (1), 125-136 (2000)]. I'gy egy polipeptid PEG-ezésének
kimenetele igen kevéssé jésolhaté meg. Gaertner H. F. és Offord R. E.,
leirjdk PEG helyspecifikus .régzijlését a fehériék amino-termindlisGhoz
[Bioconjugate Chem. 7, 38-44 (1996)]. Gaertner és munkatdrsai (a mar
emlitett WO 94/13222 szamu PCT kozzétételi iratban) megdllapitjék, hogy
a PEG-ezés nagy problémat jelent, ha a rogzitési helyzeteket nem lehet
pontosan szabdlyozni, mivel ezek fontos szerepet jdtszhatnak a fehérje
stabilitdsdban és miikédésében.

Francis G. E. és munkatdrsai [Int. J. Hematol. 68, 1-18 (1998)]
attekintést nyajtanak citokinek és mds terdpids jelentGségli fehériék PEG-
ezésérdl. Francis és munkatarsai megdllapitjk, hogy a PEG-ezési eljarasok
tobbségénél a biolégiai aktivitds jelentSs csokkenése kovetkezik be
~(tipikusan 20-95%). Francis és munkatdrsai szerint fehériék PEG-ezése
mindig prébdlkozason és hibdan alapul, és egy ilyen PEG-ezés j6részt minden
paraméterének meglepd és nagyon mély hatdsa lehet a termék
miikodésére. Tsutsumi Y. és munkatarsai [Thromb. Haemost. 77, 168-173
(1997)] leirjak interleukin-6 PEG-ezését. Tsutsumi és munkatdrsai szerint az
IL-6 lizin aminocsoportjainak mintegy 54%-a 6sszekapcsolédik PEG-gel, 5
kDa molekulatémeggel PEG-csoportonként. Tsutsumi és munkatdrsai [Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 97, 8548-8533 (2000)] leirjak egy immuntoxin kémiai
modositasat PEG-geI. Mivel a véletlenszerli (random) PEG-ezéshez a
fajlagos citotoxikus  aktivitds jelentGs vesztesége tdrsul, Tsutsumi
helyspecifikus PEG-ezést végez egy immuntoxin mutdns, amely egy vagy két
tovdbbi ciszteinnel bir, alkalmazdsdval, és ezt alkalmazza PEG

kapcsoldshoz. Heinzerling L. és munkatarsai [Dermatol. 201, 154-157
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(2000)] leirjak PEG kapcsolasat 5 kDA molekulatomeggel interferon a-hoz.
Tsutsumi Y. és munkatdrsai [J. Pharmacol. Exp. Ther. 278 1006-1011
(1996)] leirjdk a TNF-oo PEG-es médositasat, amelyekbdl az alkalmazott
PEG csoportok molekulatémege ismét 5 kDa. Mivel az alkalmazott PEG-
ezett TNF-a molekulotémeée legalébb 84 kDa (a TNF-a 17 kDa-os
molekulatomegére), itt legaldabb 13 darab 5 kDa-os PEG csoportnak kell
lennie a TNF-a-hoz rogzitve.

A PEG-ezett fehérjékrol és farmakoldgiai hatdsaikrél Reddy K. R. és
munkatdrsai is adnak dttekintést [Ann. Pharmacotherapy 34, 915-923
(2000)]. It is megdllapitjak, hogy a terdpids hatdsu fehériék PEG-ezését
gondosan kell értékelni. Reddy és munkatdrsai szerint minden fehérje
kiilonboz6 optimatizdlt kémiai beavatkozdst igényel, ezért a PEG-ezés
befolydsa nem jésolhaté meg.

A taldlmany tdargya javitott, NK4 aktivitdst polipeptidek megtaldldasa,
és ezekbdl egy gydgyszerkészitmény kialakitdsa, amelyet hetenként csak
kevés bolusz készitmény alkalmazasdval is be lehet vezetni és/vagy nagyon
kis dézisban, és amely képes tumor névekedés,'ongiogenezis és attétel
visszaszoritdsara.

A kovetkezSkben 6sszefoglaljuk a taldlmanyt.

A talalmdany NK4 konjugdtumokat nyGjt, amelyek NK4-et
tartalmaznak kovalensen hozzdkapcsolva egy mintegy 20-40 kDa-os
polietilénglikol (PEG) csoporthoz (mono-PEG-ezett NK4), el6nyésen az NK4
lizin s-ominocsc;portjo vagy az N-termindlis aminocsoport révén. A
legelényosebben az NK4 véletlenszerien van PEG-ezve az NK4 lizin
g-aminocsoportjandl vagy az N-termindlis aminocsoportndl. Meglepd

médon arra jéttiink rd, hogy a taldlmany szerinti mono-PEG-ezett NK4-nek
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kivalébb tulajdonsdgai vannak a terdpids alkalmazhatésdg tekintetében az
NK4-re vagy mds PEG-ezett NK4-re vonatkoztatva.

A taldlmdny tovdbba eljarast nydjt a taldlmany szerinti mono-PEG-
ezett NK4 elddllitasara.

A taldlmany tovdbbd mono PEG-ezett NK4-et tartalmazé
gyégyszerkészitményt nyuijt.

A taldlmany tovdbba eljarast nydjt mono PEG-ezett NK4-et
tartalmazd gydgyszerkészitmények elSallitasara.

A talalmany tovabbd eljarast nydjt emberi rak (példaul mell-, tidé-,
prosztata-, hasnydlmirigy- vagy végbél rdk) kezelésére, amely eljardst az
jellemez, hogy mono-PEG-ezett NK4 gydgydszatilag hatékony mennyiségét
bevezetjiik hetenként 1-7 bélusz alkalmazdsban a betegbe ilyen igény
esetén.

Meglep6 mdbdon arra jijttijnk rd, hogy a talalmany szerinti
" véletlenszer(ien PEG-ezett NK4-nek a kezelés sordn alkalmazandé teljes
mennyisége jelentdsen kisebb, &sszehasonlitva a nem-PEG-ezett NKA4
alkalmazdsdval. Ennél fogva a gydgykezelésben alkalmazott PEG-ezett NK4
mennyisége mintegy 50%-a vagy kevesebb, el6nyésen 20%-a vagy
kevesebb, és legelényésebben mintegy 10%-a vagy kevesebb a nem-PEG-
ezett NK4 igényelt mennyiségének.

A tovabbiakban részletesen leirjuk a taldlmdnyt.

A humdén HGF egy diszulfid-kapcsolt heterodimer, amelyet el lehet
hasitani egy 463 aminosavas o-alegységgé és egy 234 aminosavas PB-
alegységgé, az R494 és V495 aminosavak kozott hasitva. Az a-lanc N-
termindlisdt megelézi egy 31 aminosavas a-lanc, amely egy metionin
csoporttal indul. Ez a szegmens magdban foglal egy 31 aminosavas szigndl

szekvencidt. Az a-lanc a 32. aminosavndl indul, és 4 hurok (kringle)
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domént tartalmaz. Az Ggynevezett ,hajti domén” a 70-96. aminosavakbdl
all. Az 1. hurok domén a 128-206. aminosavakat tartalmazza. A 2. hurok
domén a 211-288. aminosavakat tartalmazza, a 3. hurok domén a 305-
383. aminosavakat tartalmazza, és a 4. hurok domén a 391-469.
aminosavakat tartalmazza az o-lancban, hozzavet6legesen. Ezeknek a
szekvencidknak vdltozatai is léteznek, ezek azonban lényegében nincsenek
hatdssal az NK4 biolégiai tulajdonsdgaira (kilénésen nincsenek hatdssal
ezek HGF-re antagonisztikus aktivitdsaira és ennek antiangiogén
aktivitasaira). llyen vdltozatokat ir le példaul a WO 93/23541 szama PCT
kozzétételi irat. Az NK4 hosszisdga is valtozd lehet néhany aminosavon
beliil, olyan hossziisdgban, amely nem hat ennek biolégiai tulajdonsagaira.

Az NK4 a HGF/SF a-lanc N-termindlis 447 aminosavabdl tevédik
ossze, amely magdban foglalja az el6z8ekben emlitett hajtli domént és a
négy hurok (kringle) domént. Ez elGdllithaté rekombindns Gton, vagy a
rekombindns human HGF/SF elGadllitdsdval és emésztésével elasztdzzal
[Date K.: FEBS Letters 420, 1-6 (1997)], vagy egy NK4-et kdédold
nukleinsav  rekombindns  expresszidjaval megfelel6 gazdasejtekben,
ahogyan a tovébbiakban leirjuk. Az NK4 glikoprotein molekulatémege
mintegy 57 kDa (ebbél 52 kDa a polipeptid rész egymagdban), és olyan in
vivo biolégiai aktivitassal rendelkezik, amely a tumor névekedés,
angiogenezis és/vagy attétel gatlasat idézi eld.

A ,mono-PEG-ezett NK4" kifejezés, ahogyan itt hasznaljuk, ennél
fogva azt jelenti, hogy az NK4 kovalensen régzitve van egy 20-40 kDa
molekulatomeg(i  polietilénglikol csoporthoz. A  csoport elSnydsen
véletlenszerien lehet rogzitve az NK4 molekula kilonb6zé helyeihez,
el6nydsen azonban a legreaktivabb helyekhez, amilyenek példdaul a lizin

oldalldncok és az N-termindlis aminocsoport. A mono-PEG-ezett NK4
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(amely ennél fogva mono-PEG-ezett NK4 molekuldk keveréke, kulonbozs
helyeknél PEG-ezve, amely helyek az NK4 lizin e-aminocsoportjai és az N-
termindlis aminocsoport) a készitmény legaldbb 90%-a, és legelGnytsebben
a mono-PEG-ezett NK4 a készitmény 92%-a, vagy még nagyobb szdazaléka.
A taldlmany szerinti mono-PEG-ezett NK4 készitmények ennél fogva
lényegében elég homogének ahhoz, hogy bemutassdk a homogén
készitmény elényeit, példaul egy gyégydszati alkalmazdsban.

A ,lényegében homogén” kifejezés, ahogyan itt alkalmazzuk, azt
jelenti, hogy a termelt, befogott vagy alkalmazott PEG-NK4 konjugatum
molekuldk csak azok, amelyek egy rogzitett PEG csoporttal birnak. A
készitmény tartalmazhat el nem reagdlt fehérjét is (vagyis olyant, amelybdl
hianyzik a PEG csoport). Amint a peptid térképezéssel és N-termindlis
szekvencia-elemzéssel meghatarozzuk, egy példa a tovdbbiakban olyan
készitményt szolgdltat, amely legaldbb 90%-ban mono-PEG-NK4
" konjugdtum és legfeljebb 2%-ban el nem reagalt fehérje.

A  taldlmdny szerint alkalmazott PEG  polimer molekuldk
molekulatdmege mintegy 20-40 kD kozott van, ezdltal azok a PEG
polimerek az el6nyések, amelyek mintegy 20, 30 vagy 40 kDa
molekulatdmeggel birnak (a ,molekulatomeg” kifejezésén, ahogyan itt
haszndljuk, a PEG dtlagos molekulatémegét értjiik; a ,mintegy” kifejezés
azt jelzi, hogy az emlitett PEG készitményekben néhdny molekula témege
tobb vagy kevesebb, mint a megdllapitott molekulatomeg.

A ,PEG” vagy ,PEG csoport” kifejezés a bejelentésben egy olyan
gyokot jelent, amely esszencidlis részként poli(etilénglikol)-t tartalmaz. Az
ilyen PEG tartalmazhat tovabbi kémiai csoportokat is, amelyek sziikségesek
a kotési reakcidkhoz; amelyek a molekula kémiai szintézisének eredményei;

vagy amelyek tavtartok a molekula részeinek optimdlis tavolsdgahoz. Ezen
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kiviil egy ilyen PEG tartalmazhat egy vagy tobb PEG oldallancot, amelyek
egymdshoz vannak kapcsolva. Azokat a PEG-eket, amelyek egynél tébb
PEG lanccal birnak, tébbkarl vagy eldgazdé PEG-eknek nevezziik. Eldgazéd
PEG-eket lehet késziteni példaul polietilén-oxid hozzdaddsaval kiilonb6zé
poliolokhoz, ezek k6zé értve .példéul a glicerint, pentaeritriolt és szorbitot.
igy példaul egy négykart, eldgazé PEG-et elS lehet dllitani pentaeritriolbdl
és etilén-oxidbdl. Eldgazd PEG-et irnak le példaul az EP-A 0 473 084 szamu
eurdpai szabadalmi iratban és az 5,932,462 lajstromszdmu amerikai
egyestilt dllamokbeli szabadalomban. Kuléndsen eldnydsek a PEG-ek két

PEG oldallanccal (PEG2) lizin primer aminocsoportjai révén kapcsolva

[Monfardini C. és munkatdarsai: Bioconjugate Chem. 6, 62-69 (1995)]. PEG
polimerekként a 20-30 kDa molekulatémegti linearis PEG molekuldk az
elényosek, és a tobb, mint 30 kDa, elsGsorban tobb, mint 40 kDa
molekulatémegl, eldgazé PEG-ek is elénydsek PEG polimerekként. 40 kDa-
" os PEG-ként egy kétkarti PEG (PEG2) kulonésen elonyos.

A taldlmany szerint eljarast nyudjtunk egy lényegében homogén mono-
PEG-ezett NK4 el&dllitasdra. Az NK4 PEG-ezését a technika dlldsa szerinti
eljarasokkal lehet kivitelezni, példaul az NK4 reakcidjaval elektrofilesen
aktivalt PEG-ekkel (szallité: Shearwater Corp., Amerikai Egyesiilt Allamok;
www.shearwatercorp.com). Eldnyds PEG reagesek példaul az N-hidroxi-
szukcinimidil-propiondtok (PEG-SPA) vagy -butanodtok (PEG-SBA), vagy
eldgazé N-hidroxi-szukcinimidek, mint példaul az mPEG2-NHS [Monfardini
C. és munkatdrsai: Bioconjugate Chem. 6, 62-69 (1995)]. Az ilyen
eljdrasok olyan NK4 polipeptidet eredményeznek, amely véletlenszer(ien
van PEG-ezve egy NK4 lizin g-aminocsoportjandl vagy az N-termindlis
aminocsoportndl. Nem véletlenszerlien, N-termindlisan PEG-ezett NK4-et

lehet elBallitani a WO 94/01451 szama PCT kozzétételi irat szerint.
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Egy elényés kiviteli médban az emlitett NK4 kovalensen van
kapcsolva egy (IV) dltaldnos képletli poli(etilénglikol) csoporthoz, ahol a
poli(etilénglikol) csoport -CO (vagyis karbonil)-csoportja amid kotést képez
az NK4 egyik aminocsoportjgval; R jelentése kis szénatomszdmu
alkilcsoport, x értéke 2 vagy 3: m értéke mintegy 450 és mintegy 950 k&zott
van; és x és m egyltt Ggy van kivalasztva, hogy a konjugdtum
molekulatomegébdl kivonva az NK4 fehérje molekulatomegét mintegy 20
és mintegy 40 kDa kozti molekulatémeg érték alakuljon ki. Az NK4
aminocsoportjaként az NK4 lizin g-aminocsoportja a rendelkezésre 4ll6
(szabad) aminocsoport.

Pontosabban az el8z6ekben emlitett konjugdtumokat az (1) éltaldnos
képlet képviselheti, amelyben P jelentése az el6zGekben leirt NK4 fehérje
csoport (vagyis az aminocsoporttal vagy aminocsoportok nélkil, amelyek
amid kapcsoldast képeznek az (l) képletben bemutatott karbonil-csoporttal);
"R jelentése kis szénatomszdma alkilcsoport; x értéke 2 vagy 3; m értéke
mintegy 450 és mintegy 950 kozott van, és x és m egyutt ugy van
megvdlasztva, hogy a konjugdtum molekulatémegébdl kivonva az NK4
fehérje molekulatomegét mintegy 20 és mintegy 40 kDa kozti
molekulatomeg érték alakuljon ki. Ahogyan itt alkalmazzuk, az ,m”
megadott értékei csak tdjékoztatd jelleggel birnak. Az ,m” értékek
tartomdnydat esetenként és pontosan hatdrozzuk meg a PEG csoport
molekulatomegével.

Egy tovabbi elényds kiviteli médban az emlitett NK4 kovalensen van
dsszekapcsolva egy (V) dltaldnos képletii poli(etilénglikol) csoporttal, ahol a
képletben y értéke 1 és 4 kozott van, elényésen 4, n és p értéke egyutt ugy
van meghatdrozva, hogy a konjugdtum molekulatémegébdl kivonva az

NK4 fehérje molekulatomegét mintegy 20 és 40 kDa kozti molekulatémeg
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adédjék, és n és p értékei nem kulonbozhetnek jobban, mint 25%,
elényésen jobban, mint 10%, és legel6nyésebben azonosak; és R jelentése
kis szénatomos alkilcsoport.

III

Ahogyan itt haszndljuk a “kis szénatomszamu alkil” kifejezés egyenes
vagy eldgazd lancq, 1-6 szénatomos alkil-csoportot jelent (1-6 szénatomos
alkilcsoport). A kis szénatomszdmi alkilcsoportokra példdk lehetnek a
metil-, etil- és izopropilcsoportok. A taldlmdny szerint R bdarmely kis
szénatomszdmu alkilcsoport lehet. El8nyosek azok a konjugatumok,
amelyekben R jelentése metilcsoport.

Az ,m” jelolés az etilén-oxid (OCH,CH,;) csoportok szamdat képviseli a
poli(etilén-oxid) csoportban. Az etilén-oxid egy egyedi PEG alegysége
mintegy 44 dalton molekulatémeggel bir. gy a konjugétum
molekulatémege (kivéve az NK4 molekulatomegét) fligg az ,m" értékétdl.
A taldlmdny szerinti konjugdtumokban m értéke mintegy 450 és mintegy
- 950 kozott van (amely megfelel mintegy 20 kDa és mintegy 40 kDa kozti
molekulatdomegnek). Az m értékét agy kell kivalasztani, hogy a létrejove
taldlmany szerinti konjugdtumnak olyan fiziolégiai aktivitdsa legyen, amely
dsszehasonlithaté a nem médositott NK4-ével, ahol ez az aktivitds a nem
médositott NK4 megfeleld aktivitdsdval azonos lehet, ennél tobb lehet, vagy
ennek toredéke lehet. Egy megadott molekulatomeg szdm mellett a
,mintegy” azt jelenti, hogy ennek a szdmnak ésszer(i tartomdnydn beliil
van, ahogyan ez a hagyomdnyos analitikai technikdkkal meg van
hatdrozva. Az ,m” értéke Ggy van kivdlasztva, hogy az NK4 fehérjéhez
kovalensen kotétt poli(etilénglikol) csoport molekulatdémege mintegy 20 kDa
és mintegy 40 kDa kozott legyen.

Az (1) dltalanos képletli vegyulet el6allithatd egy ismert, (1) dltaldnos

képletli aktivalt polimer anyagbdl, amely képletben R jelentése és m értéke
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az el6z6ekben meghatarozott, egy (ll) daltaldnos képletli vegyliletet
kondenzdlva az NK4 fehérjével. Azok a (ll) dltaldnos képletii vegyiiletek,
amelyekben x értéke 3, a poli(etilénglikol) a-(kis szénatomszdmiu) alkoxi-
vajsav szukcinimidil észterei (kis szénatomszdmi alkoxi-PEG-SBA). Azok a
(I1) altalanos képletd vegyUlefek, amelyekben x értéke 2, a poli(etilénglikol)
o-(kis szénatomszdmu) alkoxi-propionsav  szukcinimidil észterei  (kis
szénatomszdm(  alkoxi-PEG-SPA).  Barmely  hagyomdényos  eljdras
hasznosithaté egy aktivdlt észter reagdltatdsdhoz egy aminnal, hogy amid
keletkezzék. Az el6z6ekben leirt reakcidban a példaként ismertetett
szukcinimidil észter egy kilép6 csoport, amely el6idézi az amid kialakulasat.
A szukcinimidil észterek alkalmazdsa, mint példdul a (ll) dltalanos képletdi
vegytlleteknél fehérjével alkotott konjugdtumok elGdllitasdra, ismertetve van
az 5,672,662 lajstromszdmu amerikai egyesult dllamokbeli szabadalomban
(Harris és munkatérsai), amely 1997. szeptember 30-4n lett megadva.

A humdn NK4 tartalmazza 30 lizin gyok 30 szabad e-
aminocsoportjat. Amikor a PEG-ezs reagens egyesitve van egy (ll) dltalanos
képletli SBA vegyiilettel, észlelhets, hogy mintegy 5-10 mg/ml fehérje
koncentrdciéndl, mintegy 7,0-8,0 kézti pH-ndl, mintegy 1:3 fehérje: PEG
aranyndl és 20-25°C kozti reakcidhémérsékletnél mono-di- és nyomnyi
mennyiségl tri-PEG-ezett fajtdk keveréke alakul ki. Amikor a fehérje: PEG
ardny mintegy 1:1 és 1:2 kozott van (példaul elényosen 1:2 a 30 kDa-os
PEG-SBA-nél, és mintegy 1:5 40 kDa-os PEG2-NHS-nél), elsGsorban a
mono-PEG-ezett fajta  keletkezik. A reakcidfeltételek manipuldlaséval
(példaul a reagensek ardnya, pH, hdémérséklet, fehérjekoncentracis,
reakciéidé és hasonldk), a kilonboz8 mono-PEG-ezett fajtdk relativ
mennyiségei optimalizdlhaték. Tipikus feltételek, a korladtozds szandéka

nélkil, mintegy 8 és 12 mg/ml kozti NK4, 0,3 mél/l kélium-foszfat, pH 8,
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25°C, 1 4ra reakcisidd. llyen koriilmények kozott 30 kDa-os PEG-SBA-t
alkalmazva (fehérie: PEG 1:2), a kitermelés mintegy 38% mono-PEG-ezett
NK4.

Mono-PEG-ezett NK4 elédllithatd a WO 94/01451 szédma PCT
kozzétételi iratban ismertett eljardssal is. A WO 94/01451 szédma PCT
kozzétételi irat eljarast ismertet rekombindns polipeptid el&allitaséra
modositott termindlis aminosav a-szén reaktiv csoporttal. Az eljaras lépései
magukban foglaljak a rekombindns polipeptid kialakitdsat és ennek
védelmét egy vagy tobb biolégiailag hozzdadott véddScsoporttal az N-
termindlis a-aminndl és a C-termindlis a-karboxilndl. A polipeptid azutan
reagdltathaté kémiai véddszerekkel a reaktiv oldalldnc csoportok szelektiv
védelmére, ezdltal megakaddlyozva, hogy az oldalldnc csoportok
médosuljanak. A polipeptidet ezutdn elhasitiuk egy, a biolégiai
~védGcsoportra fajlagos hasité enzimmel, igy alakitva ki egy nem-védett,
termindlis aminosav o-szén reaktiv csoportot. A nem-védett, termindlis
aminosav a-szén reaktiv csoportot azutdn médositjuk egy kémiai médositd
szerrel. A védett oldallancd, termindlisan modositott, egymasolatos
polipeptidet azutan védScsoport-mentesitjik az oldalldnc csoportokndl, igy
alakitunk ki egy temindlisan médositott, rekombindns, egymadsolatos
polipeptidet. A |épések szdma és sorrendje az eljarasban véltoztathats, hogy
szelektiv moddositdst érjiink el a polipeptid N- és/vagy C-termindlis
aminosavaindl.

Tovabbi elényds taldlmdny szerinti konjugdtumok NK4 fehériéket
tartalmaznak kovalensen hozzdkapcsolva egy kis szénatomszadmua alkoxi-
poli(etilénglikol) csoporthoz egy -C(O)-X-S-Y- dltaldnos képletli tavtarté
(linker) csoporton at, ahol a tavtarté C(O) csoportja amid kotést képez az

NK4 egy aminocsoportjaval (amint az el6z6ekben emlitettiik, a lizin gyok e-
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amino csoportja rendelkezésre dll), X jelentése -(CH3)x - vagy -CHo(O-CH,-
CHy)i- csoport, k értéke 1 és 10 kozott van, és Y jelentése (VI a), (VI b),
(VI ¢) vagy (VI d) képletli csoport; a poli(etilénglikol) rész dtlagos
molekulatdmege mintegy 20 kDa és mintegy 40 kDa koézétt van, és a
konjugatum molekulatémegé mintegy 72 kDa és mintegy 92 kDa kozott
van 52 kDa NK4 polipeptid molekulatomegnél, vagy mintegy 77 kDa és
mintegy 97 kDa k6z6tt van 57 kDa NK4 glikoproteinnél.

Ezt az NK4 fajtat a (lll) dltalanos képlet(i polipeptid képviselheti,
amely képletben R jelentése bdarmilyen kis szénatomszamu alkilcsoport
lehet, amely linedris vagy eldgazd lanci, 1-6 szénatomos alkilcsoport, mint
példdul metil-, etil-, izopropilcsoport vagy hasonlé csoport lehet. ElGny6s
alkilcsoport a metilcsoport. X jelentése -(CHj) - vagy CHo(O-CHy-CHj)-
csoport lehet, ahol k értéke 1 és 10 kozott van. A k értéke elSnydsen
mintegy 1 és mintegy 4 kozott van, k értéke elonydsebben 1 vagy 2. X
" jelentése legelGnyssebben -(CH>)- csoport.

A (lll) altaldnos képletben Y jelentése (VII a), (VII b), (VIl ¢) vagy
(VII d) képletli csoport, elénydsen (VII b) vagy (VII d) képletii csoport, még
elényosebben (VII d) csoport.

A (lll) daltaldanos képletben m értékét Ggy vdlasztjuk ki, hogy a
létrejové  (lIl)  &ltaldnos  képletd  konjugdtum  fiziolégiai  aktivitdsa
osszehasonlithaté legyen a nem modositott NK4-ével, amely aktivitds a
nem mddositott NK4 megfelelé aktivitdsaval azonos, anndl tébb vagy
annak egy toredéke, m értéke az etilén-oxid ldncok szamat képviseli a PEG
egységben. Egy -(OCH,CH,)- egyedi PEG alegység molekulatémege
mintegy 44 dalton. igy a konjugdtum molekulatomege (kizarva az NK4
molekulatdmegét) fugg az m értékétdl. A molekulatomegnél a ,mintegy”

kifejezés bizonyos szdmok mellett azt jelenti, hogy ez ennek a szdmnak
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ésszer(i tartomdnydan belil van, ahogyan ezt hagyomanyos andlitikai
technikdkkal meghatdrozzuk. m értéke ennél fogva egy egész szam mintegy
450 és mintegy 950 kozott (amely mintegy 20 és mintegy 40 kDa kozti
molekulatdmegnek felel meg).

Elényos (lll) altalanos képlet(j NK4 fehérjéket képviselnek a (lll a) és
(Il b) képleti vegyuletek.

A legel8nydsebb NK4 fehérje termékeket a (lll b) dltaldnos képlet
képviseli.

Ezeket az NK4 fehérjéket a kovetkezéképpen dllithatjuk els:

(a) kovalensen reagdltatjuk NK4  fehérie egy szabad
aminocsoportjat, elénydsen lizin aminosav e-aminocsoportjdt, vagy a P-NH,
képletli N-termindlis aminocsoportot egy Z-CO-X-S-Q dltalanos képletd
bifunkciondlis reagenssel, igy alakitva ki a (VIll) dltaldnos képletli koztes
terméket egy amid kotéssel, amely képletben P jelentése egy NK4 fehérje a
" nélkiil az aminocsoport nélkil, amely amid kotést képez;, Z jelentése egy
reaktiv csoport, példdul karboxil-NHS észter; X jelentése -(CHy)- vagy
-CH,(O-CH,-CH,)«- csoport, ahol k értéke mintegy 1 és mintegy 10 kozott
van; és Q jelentése védbcsoport, példaul alkanoil-csoport, mint
acetilcsoport;

(b) az (a) lépésbdl vald koztes terméket egy amid kapcsoldssal
kovalensen reagdltatjuk egy W-[OCH,CH,].-OR déltaldnos képletli aktivalt
poli(etilénglikol) szdrmazékkal, egy (IX) dltalanos képleti NK4 fehérje
terméket alakitva ki, ahol a képletben W jelentése Y szulfhidril-reaktiv
formdja, m értéke egész szam mintegy 450 és mintegy 950 kozétt; R
jelentése kis szénatomszama alkilcsoport; és Y jelentése az el6zbekben

meghatdrozott.
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Az egyik kiviteli médban a bifunkciondlis reagens elGnyssen N-
szukcinimidil-S-acetil-tiopropionat vagy N-szukcinimidil-S-acetil-tioacetat; Z
jelentése elényssen N-hidroxi-szukcinimid, és a W-(OCH,CH3)~ -OR aktivalt
poli(etilénglikol) szarmazék elEnyosen jod-acetil-metoxi-PEG, metoxi-PEG-
vinil-szulfon vagy metoxi-PEG-maleimid.

Részletesebben a (lll) dltalanos képletii NK4 fehérjiéket egy
merkaptocsoport  kovalens  kapcsoldsaval  dllithatjuk el NK4-hez
(,aktivalas”), és a létrejott aktivalt NK4 6sszekotésével egy poli(etilénglikol)
szarmazékkal. A taldlmany szerinti mono-PEG-ezett NK4 elédllitasanak elsé
lépése tartalmazza egy merkaptocsoport kovalens kapcsoldsat az NK4 NH,-
csoportjai révén. Az NK4-nek ezt az aktivaldsat bifunkciondlis reagensekkel
hajtjuk végre, amelyek hordoznak egy védett merkaptocsoportot és egy
tovabbi reaktiv csoportot, példaul aktiv észtereket (mint egy szukcinimidil-
észtert), anhidrideket, szulfonsavak észtereit, vagy karbonsavak illetve
~ szulfonsavak halogenidjeit. A merkaptocsoport olyan csoporttal van védve,
amely a szakteriileten ismert, példaul acetilcsoporttal. A bifunkciondlis
reagensek képesek reagdlni az aminocsoportokkal amid-6sszekottetést
alakitva ki.

Az amino-csoportok aktivaldsanak egy el6nyos kiviteli modjat egy
szukcinimidil résszel biré bifunkciondlis reagensekkel torténd reakciéval
hajtiuk végre. A bifunkciondlis reagensek hordozhatnak kilonb6zé
térkoztartd fajtakat, példaul -(CHy)- részeket [mint példaul a (X) képletd
acetil-tioalkil-karboxil-NHS észtereknél], vagy-CHo-(O-CH,-CH3)- részeket,
[mint példaul a (XIII) képletlii 2-(acetil-tio)-(etoxi)k-ecetsav NHS-észterek-
nél], ahol k értéke 1 és mintegy 10 kozétt van, elonydsen 1 és mintegy 4
kozott, még elénydsebben 1 vagy ketts, és legelénydsebben 1. Ezekre a

reagensekre példa lehet a (XI) képletli N-szukcinimidil-S acetil-tiopropionat
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(SATP) és a (XIl) képletli N-szukcinimidil-S-acetil-tioacetdt (SATA), amely
képletekben k értéke az el6z6ekben meghatdarozott.

A bifunkciondis reagensek elddllitdsa a szakterileten ismert. A 2-
(acetil-tio)-(etoxi)- ecetsav NHS észterek prekurzorait a DE-3924705 szam
német szovetségi kéztérsoségbeli szabadalmi irat ismereteti, mig az acetil-
tio-vegylilet szdrmazékképzését March J. irja le [Advanced Organic
Chemistry, 375-376 (1977)]. A SATA kereskedelmi forgalomban kaphaté
(Molecular Probes, Eugene, Oregon, és Pierce, Rockford, Illinois, Amerikai
Egyesiilt Allamok).

Csak egy merkaptocsoport hozzdaddsa egy NK4 molekuldhoz Ggy
alakithaté ki, hogy megfelelSen bedllitjuk a reakcioparamétereket, vagyis a
fehérje (NK4) koncentrdciét és a fehérje/bifunkciondlis reagens ardnyt.

A reakciét példaul pH 6,5-8,0 kozott vizes pufferoldatban hajtjuk
végre 10 vagy 100 mmél/l kdlium-foszfatban, 300 mmdél/I natrium-kloriddal
(pH 7,3) vagy anélkil. A bifunkciondlis reagenst dimetil-szulfoxidban
adhatjuk be. Miutdn a reakcié teljessé valt, elénydsen 30 perc mulva, a
reakciét ledllitiuk lizin hozzdadasaval. A folésleges bifunkciondlis reagenst
elkildnithetjilk a szakterileten ismert eljarasokkal, példaul dializissel vagy
oszlop sziréssel. Az NK4-hez adott merkaptocsoportok datlagos szamdat
fotometrids eljarasokkal hatdrozhatjuk meg, amilyen példaul Grasetti D. R.
és Murray J. F. eljarasa [J. Appl. Biochem. Biotechnol. 119, 41-49 (1967)].

Az elébb ismertetett reakciét egy aktivdlt poli(etilénglikol) (PEG)
szérmazék kovalens kapcsoldsa koveti. Megfelel6 PEG szdarmazékok az
aktivalt PEG molekuldk mintegy 20 és mintegy 40 kDa kozti Gtlagos
molekulatomeggel.

Aktivalt PEG szarmazékok ismertek a szakteriileten, és le vannak irva

példdul Morpurgo M. és munkatdrsai kézleményében [J. Bioconj. Chem 7,
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363 (1996)] PEG-vinil-szulfonokra. Linedris lancd és eldgazd lanci PEG
fajtak alkalmasak az (1) dltalanos képletii vegyuletek elSdllitdsara. Reaktiv
PEG-reagensekre példa lehet egy (XIV) dltaldnos képleti jod-acetil-metoxi-
PEG és egy (XV) dltaléanos képletli metoxi-PEG-vinil-szulfon. Ezeknek a j6d-
aktivdlt vegyulleteknek az alkalmazdsa a szakterileten ismert, ahogyan ezt
példaul Hermanson G. T. leita [a Bioconjugate Techniques cimd
szakkonyvben, 147-148. oldal, kiadé: Academic Press, San Diego (1996)].

A PEG fajtdk legelényosebben maleimiddel vannak aktivdlva, alkoxi-
PEG-maleimidet, elsésorban  metoxi-PEG ~ maleimidet  alkalmazva
(molekulatomeg: 20000 és 40000 kozott; Shearwater Polymers, Inc). Az
alkoxi-PEG-maleimidek szerkezetét a (XVI) vagy (XVII) dltaldnos képlet
mutatja be, ahol R jelentése és m értéke az el6z6ekben meghatdrozott;
kiulonosen eldnyosek a (XVII) altalanos képletl vegyuletek.

A kapcsolasi reakcié alkoxi-PEG-maleimiddel a merkapto védGcsoport
in situ hasftdsa utén megy végbe vizes pufferoldatban, példéaul olyan
pufferoldatban, amely 10 mmdl/l kdlium-foszfatot, 300 mmol/l ndtrium-
Kloridot és 2 mmél/l EDTA-t tartalmaz (pH 6,2). A védScsoport hasitdsat
példaul hidroxil-aminnal lehet végrehajtani dimetil-szulfoxidban 25°C
hémérsékleten, pH 6,2-nél, mintegy 90 perc alatt. A PEG mddositashoz az
aktivalt NK4/alkoxi-PEG-maleimid mélarany mintegy 1:1 és mintegy 1:6
kozott lehet. A reakcid cisztein hozzdaddsdaval dllithatd be, és a megmaradd
merkaptocsoportok (-SH) reakciéjaval N-metil-maleimiddel vagy mas
diszulfid kétés. kialakitasara képes, megfelelé vegyllettel. Barmely
megmaradé aktiv merkaptocsoport reakciéja miatt egy véddcsoporttal,
példaul N-metil-maleimiddel vagy mds alkalmas véd&csoporttal, az NK4
fehérigk a taldlmany szerinti konjugdtumokban tartalmazhatnak ilyen

véd8csoportokat. Az itt leirt munkamenet dltaldban molekuldk keverékét
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alakitja ki, amelyek valtozé szami merkaptocsoporttal birnak, ahol ezek a
merkaptocsoportok kiilonb6z8 szadmi véddesoporttal vannak védve a PEG-
maleimidhez nem konjugdlt aktivalt merkaptocsoportok szamatdl fliggéen a
fehérjén.

Mig az N-metil-maleimid azonos tipusti kovalens kétést alakit ki,
amikor a megmaradé merkaptocsoportok blokkolasdara alkalmazzuk PEG-
ezett fehérjéken, a diszulfid vegyiiletek egy intermolekuldris szulfid/diszulfid
cserereakciéban a blokkol6 reagens diszulfid-hidas kapcsoldsdhoz vezetnek.
Az ilyen tipusi blokkolési reakcidhoz az el6nyods blokkolé reagensek az
oxidalt glutation (GSSG), cisztein és cisztamin. Mig a cisztein nem vezet be
tovabbi netté toltést a PEG-ezett fehériébe, a GSSG blokkolé reagens vagy
cisztamin tovdabbi negativ vagy pozitiv toltést eredményez.

A (lll) é&ltaldnos képletl vegyliletek tovabbi tisztitdasa, ide értve a
mono-PEG-ezett NK4 fajtak elkulonitését a di-, tri- és multi-PEG-ezett NK4
" fajtadktdl, olyan eljardsokkal hajthaté végre, amelyek a szakterileten
ismertek, példaul oszlopkromatogrdfigval. A mono-PEG  konjugatum
szdzaléka a szélesebb frakcidk osszegylijtésével szabdlyozhaté az elucids
cstics kézul, hogy csokkenjen a mono-PEG szdzaléka, vagy a keskenyebb
frakcidk osszegydijtésével, hogy novekedjék a mono-PEG szdzakéka a
kompozicidban. Mintegy 90% mono-PEG j6 egyensulyt jelent a
kitermelésben és aktivitdsban. Azok a kompoziciok kivanatosak,
amelyekben példaul a konjugatumokndl legaldbb 92%-a vagy legaldbb
96%-a mono-PEG fajta. A taldlmany egyik kiviteli formdjaban a mono-PEG
konjugatumok szazaléka 90% és 96% kozott van.

Gydgyszerkészitmények
A taldlmdany szerinti  vegyilletek a  gydgyszerkészitmények

el8dllitdsdhoz alkalmas eljardsok szerint szerelhetSk ki, amely eljarasok
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ismeretesek azok szdmara, akik a szakterileten jaratosak. Az ilyen
készitmények el8dllitdsdhoz a taldlmany szerinti mono-PEG-ezett NK4-et
egyesitink egy keverékben valamely gydgyszerészetileg elfogadhatd
hordozéban. llyen elfogadhaté hordozékat irnak le példdul a Remington’s
Pharmaceutical Sciences cimi szakkonyv 18. kiaddsdban (kiadé: Mack
Publishing Company, szerkesztd: Oslo és munkatarsai), elsésorban az 1435-
1712. oldalon. A tipikus készitmények hatékony mennyiségl taldlmdany
szerinti vegyiiletet tartalmaznak, példdul mintegy 0,1-100 mg/ml-t,
megfelel6 mennyiségl hordozéval egyitt. A készitményeket parenterdlisan
lehet beadni.

A taldlmény tovdbbd gydgyszerkészitményeket nyudjt, amelyek
tartalmazzdk az itt leirt konjugdtumokat, amelyekben a mono-PEG
konjugdtumok szdazaléka el8nydsen legaldabb 90%, elényésebben legaldbb
92%.

A taldlmdny szerinti gydgyszer kiszerelések elGallithaték barmely, a
szakterlleten ismert eljardssal. Szokdsosan a mono-PEG-ezett NK4 oldatait
olyan pufferral szemben dializdljuk, amelyet alkalmazni szandékozunk a
gydgyszerkészitményben, és a kivint végsSé fehérjekoncentrdciét
koncentrdlassal vagy higitassal bedllitjuk.

llyen  gydgyszerkészitmények alkalmazhaték injekcidval  valé
beaddshoz, és ezek a mono-PEG-ezett NK4 hatékony mennyiségét
tartalmazzdk gyégyszerészetileg elfogadhatéd higitdkkal, tartésité szerekkel,
szolubilizalé  szerekkel, emulgedlé szerekkel, adjuvansokkal és/vagy
hordozdkkal egytitt. Az ilyen készitmények magukban foglanak kilénbozé
puffer tartalma (példdul arginin, acetdt, foszfat), pH-jG és ionerGsségli
higitdkat, adalékanyagokat, mint detergenseket és szolubiliz4lé szereket

(példaul Tween 80/poliszorbat, Pluronic F68, ndtrium-klorid, ndatrium-
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szulfat), antioxiddnsokat (példdaul aszkorbinsav, L-metionin), tartdsité-
szereket (Timersol, benzil-alkohol) és toltéanyagokat (példaul szacharéz,
mannit), tovabbd olyan anyagok épithet6k be a szemcsés készitményekbe
vagy liposzébmdkba polimer vegytiletekként, mint politejsav, poliglikolsavy és
hasonlék. Az ilyen készitményék befolyasolhatjak a taldalmany szerinti mono-
PEG-ezett NK4 fizikai dllapotat, stabilitdsat és kibocsatdsanak és
kitirilésének sebességét.

Adagolds és gydgyszerkoncentraciod

Egy standard rdkkezelési menetrendben dltalaban a betegeket mono-
PEG-ezett NK4 1 és 30 mg kozti tartomdanyban levé dézisaival kezeljuk
testtomeg kg-ra szamitva naponta egy adott idGtartamon at, amely 1 naptdl
mintegy 30 napig terjed vagy még tovdbb. A gydgyszert egyetlen napi
dozisként alkalmazzuk egy gydgyszer kiszerelés szubkutdn vagy intravénds
bélusz injekcidjaként, amely kiszerelés 0,1-100 mg mono-PEG-ezett NK4-et
tartalmaz milliliterenként. Ez a kezelés kombindlhaté barmely standard
(példaul kemoterdpias) kezeléssel, a mono-PEG-ezett NK4-et a standard
kezelés elStt, kézben vagy utédn alkalmazva. Ez javitott kimenetelt
eredményez dsszehasonlitva a standard kezeléssel egymagdban.

Barmely esetben a beadott taldlmany szeinti PEG-ezett NK4 6sszes
mennyisége jelentdsen kisebb, mint az NK4 mennyisége egymagdban
ugyenilyen kezeléshez.

A kovekezbkben kiviteli példdkat, referencidkat és szekvencialistdkat
adunk, hogy segitsﬂk megérteni a talaimanyt, amelynek valédi oltalmi kére
a mellékelt igénypontokbdl ismerhetd meg. Magdatdl értetédik, hogy
moddositdsokat lehet végezni az ismertetett munkamenetekben anélkdil,

hogy kilépnénk a taldlmany szellemébdl és oltalmi korébdl.
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A szekvencidk leirasa
SEQ ID NO:1 az NK4 DNS- és polipeptid szekvencidjat mutatja be
SEQ ID NO:2 az NK4 polipeptid szekvencidjat mutatja be

Az abrdk leirasa

1. abra HGF-fel indukalt .HUVEC burjdnzds gatlasa NK4-gyel, 20 kDA-
os mono-PEG-NK4-gyel és 30 kD-os mono-PEG-NK4-gyel.

2. abra HFG-vel indukdlt HUVEC burjanzds gdatldsa NK4-gyel és 40
kDA-os mono-PEG-NK4-gyel.

3. dbra bFGF-fel indukdlt HUVEC burjdnzas gatlasa NK4-gyel, 30 kDa-
os mono-PEG-NK4-gyel és 40 kDa-os mono-PEG-NK4-gyel.

4. abra NK4, 30 kDa-os mono-PEG-NK4, 40 kDa-os mono-PEG-NK4
id6-koncentrdcié gorbéje plazmdban intravénds (i.v.) (4A. dbra)
vagy szubkutdn (s.c.) (4B. dbra) injekcié utan.

1. példa

- NK4 rekombinans el8dllitasa

NK4-et dllithatunk elé terdpids alkalmazashoz rekombindns
eszkozokkel bakteridlis vagy eukariéta expressziés rendszereket alkalmazva.

Megfelels eukariéta expresszidés rendszerek példaul a manipuldlt Helq,

BHK vagy elsésorban CHO sejtek. Az NK4 termeléshez a manipulalt

sejteket megfelels tdpkozegben tenyésztjik. Tipikusan 1-5 literes

sejttenyészeket alkalmazunk inokulumként egy 10 literes fermentorhoz. 3-5

nap mulva a 10 literes fermentorban levs tenyészetet haszndljuk

inokulumként a 100 literes fermentorhoz. Tovébbi 3-5-napos fermentdlds
utdn ezt a tenyészetet alkalmazzuk inokulumként az 1000 literes termel&
fermentorhoz. 3-4 nap mulva a sejteket sziiréssel vagy centrifugdlassal

eltavolitiuk és eldobjuk. Az NK4-et tartalmazd feliilGszét — szirjlik,
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osszegy(ijtjiuk és feldolgozzuk tisztitds céljabdl. A tisztitdsi folyamatokat a
kovetkezd példaban irjuk le.
2. példa
Tisztitas

A heparin-Sepharose .Sepharose gyongyoket tartalmaz, amelyek
fellletére heparin van kovalensen hozzdkotve. Mivel az NK4 nagy affinitast
mutat a heparinhoz, ez visszamarad ezen az oszlopon, és nagy
s6koncentraciéval eludlhatd, mig a fehérje szennyezések és mas
tisztatalansdgok nem kotdédnek, vagy kis sékoncentracidkndl eludlédnak. Az
NK4 tartalmi frakcidkat, amelyek mintegy 0,7 és mintegy 1,1 mél/l
natrium-kloridndl eludalédnak 50 mmél/l HEPES-sel (pH 7,5), dsszegydijtjlik
és hidroxi-apatit oszlopra vissziik fel. Az NK4 mintegy 0,4 és 0,7 modl/l
kdalium-foszfatnal (pH 7,5) eludlédik. A kapott frakcidk |ényegében
mentesek a szennyezd fehérjékt6l, és tovdbb tisztithaték S-Sepharose

~ kromatogréfidval.

3. példa
Mono-PEG-ezett NK4 el8dllitasa

Az el6z6ekben emlitett munkamenettel tisztitott NK4-et alkalmazzuk
a PEG-ezési reakcidkban. Példaként hdrom el6zéleg emlitett megfelels
eljarast ismertetiink részletesen.
a) NK4 PEG-ezése mPEG-SBA-val

NK4 alikvotjait regéltatjuk metoxi-PEG-SBA-val (5 kDa 6sszehason-
litdsdhoz, 20 kDA illetve 30 kDa; Shearwater Polymer, Inc., Huntsville,
Alabama, Amerikai Egyestilt Allamok). A reakciét 1:1 és 1:5 kozti fehérje-
reagens ardnyndl hajtjuk végre, mintegy 2 6ran at szobahémeérsékleten (az
1:2 ardny az elényds, amikor 20 és 30 kDa-os PEG-et alkalmazunk). A

reakciét 10 mmdél/l trisz puffer vagy arginin. HCl (pH 8) hozzdadasaval
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allitjuk le, és a mintdkat SDS-PAGE-val vagy Superose 6 oszlopon
(Pharmacia) méretkizaradsos kromatogrdéfiaval elemezziik, pufferoldatként
500 mmdél/l kélium-foszfatot (pH 6,8) alkalmazva a kiegyensulyozashoz és
eludldshoz. A reakciét vdltozé fehérje-reagens aranyokkal, pH-kal,
hémérséklettel és idétartammal optimalizaljuk, hogy zé6mmel mono-PEG-
ezett NK4-et kapjunk.

llyen koralmények példaul:

NK4 koncentracio: 8-12 mg/ml
Puffer rendszer/pH: 0,3 mdél/l kélium-foszfat, (pH 8)
Hdomérséklet: 25°C
Reakciéido: 1 4bra
Mdlaranyok (fehérje:reagens) 1:2
Kitermelés:
Mono-PEG-ezett NK4: 38%
- Di-PEG-ezett NK4: 17%
Nem PEG-ezett NK4: 45%

b) NK4 PEG-ezése mPEG-SPA-val

NK4 alikvotjait (fehérje koncentracié 8-12 mg/ml koézétt 0,3 mél/l
kdlium-foszfatban, pH 8) reagdltatjuk metoxi-PEG-SPA-val (5 kDa
osszehasonlitdshoz, illetve 20 kDa; Shearwater Polymers, Inc., Huntsville,
Alabama, Amerikai Egyesiilt Allamok). A reakciét 1:2 fehérje—reagens
aranyndl haijtjuk végre mintegy 2 éra alatt szobahSmérsékleten. A reakciét
10 mmél/l trisz puffer vagy arginin HCl hozzdaddsdval dllitjuk be, és a
mintdkat elemezzik SDS-PAGE-val, forditott fazist HPLC-vel vagy Superose
6 oszlopon (Pharmacia) méretkizarasos kromatogrdfidval, pufferoldatként
500 mmdél/l kélium-foszfatot (pH 6,8) alkalmazva a kiegyenstlyozashoz

eluéldshoz. A reakciét valtozé fehérje—reagens ardnyokkal, pH-val,
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hémérséklettel és idétartammal optimalizdljuk, hogy zommel mono-PEG-
ezett NK4-et kapjunk, a di- és tri-PEG-ezett NK4-gyel szemben.
c.) NK4 PEG-ezése mPEG2-NHS-sel

A PEG-ezést a 3 c. példdban leirtak szerint hajtjuk végre azzal a
kivétellel, hogy PEG-SPA helYett mPEG2-NHS-et (40 kDa-os PEG, eldgazd
egy lizin kapcsolé tag révén) alkalmazunk 1:5 mélardnyndl (fehérie — PEG
reagens).

4. példa
Mono-PEG-ezett NK4 izolélasa.

Mono-PEG-ezett NK4-et kilonithetiink el nem PEG-ezett, di- és tri-
PEG-ezett NK4-b8l egy preparativ méretkizdrdsos kromatografigt futtatva
[példéaul Superose 6 vagy Superdex 200 (Pharmacia)], pufferoldatként 500
mmoél/l  kdélium-foszfdtot alkalmazva (pH 6,8) kigyensilyozdsdhoz és
eludlashoz, vagy ioncserél8 kromatogrdfiaval. A tisztitott fehérje z6mmel a
" mono-PEG-ezett fajtdkat tartalmazza. Frakcidkat gydijtink és elemezzik
SDS-PAGE-val és forditott fazisii kromatogrdafidval.

5. példa '
Mono-PEGezett NK4 molekuldris jellemzése
a) Méretkizardsos kromatogrdfia

A mono-PEG-ezett fajtdk kordbban eludlédnak a méretkizérdsos
kromatogréfidban (példdul Superose 6 vagy Superdex 200; pufferoldatként
500 mmdl/l kdlium-foszfatot (pH 6,8) alkalmazva a kiegyensulyozdshoz és
eludldshoz), 6sszehasonlitva a nem médositott formdaval. Ez a molekula
megnodvekedett hidrodinamikai sugardnak tulajdonithaté.

b) SDS-PAGE
Az SDS-PAGE-ban a fehérjéket molekulatomegiik szerint klonitjik el.

A PEG-ezés éltali megnovekedett molekulatémeg kovetkeztében a mono-
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PEG-ezett NK4 rovidebb vandorldsi tavolsdgot mutat 6sszehasonlitva a nem
méddositott NK4-gyel. A vandorlasi tavolsag forditott korrelaciéban van a
PEG rész ldnchossziisdgaval és az NK4 molekulanként rogzitett PEG
csoportjainak szdmdaval.
c) Peptid térképezés

Mono-PEG-ezett NK4 emésztése szekvencia-fajlagos endoproteind-
zokkal (példdul LysC vagy tripszin) jellegzetes peptid térképet eredményez.
A létrejove peptideket elkllonithetjuk forditott fazisi kromatografidval és
elemezhetjuk témegspektrometrigval és/vagy N-termindlis szekvencia-
elemzéssel. Ez lehetévé teszi a PEG-mddositott csoportok meghatdrozdsat
az NK4 molekulan beldl.
d.) Forditott fazisi kromatogrdafia

Mono-PEG-ezett NK4 jellemezhet6 forditott fazisa kromatogrdfiaval is.
Az NK4 PEG-ezése vdltozdst eredményez a retencids id6ben a nem
- mébdositott NK4-gyel 6sszehasonlitva.
6. példa
Mono-PEG-ezett, nem PEG-ezett és multi-PEG-ezett NK4 6sszehasonlitasa

Ebben a példdban nem PEG-ezett NK4-et 5 kDa PEG-gel, 20 kDa
PEG-gel, 30 kDa PEG-gel mono-PEG-ezett NK4-et, és multi-PEG-ezett
NK4-et (tobb mint egy PEG ldnccal PEG-ezett NK4) alkalmazunk.
a.) Eloszlasi vizsgdlat

MDCK sejteket osszefolydsig tenyésztiink szévettenyészté lemezeken.
Sejteket kezeliink HGF-fel (10 ng/ml) vagy HGF és NK4 kombindciival.
Ezekben a kisérletekben a HGF-indukalt sejteloszlast gatolja NK4 10-1000-
szeres moldris foloslegének hozzdadasa, a PEG-ezett NK4 funkciondlis
aktivitdsat mutatva. Arra jéttink ra, hogy a mono-PEG-ezett 5 kDa-PEG-
NK4, 20 kDa-PEG-NK4, 30 kDa-PEG-NK4 és 40 kDa-PEG-NK4 in vitro
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aktivitdsa hasonlé a nem PEG-ezett NK4 aktivitdsahoz. Arra is rdjottiink,
hogy a tébb, mint egy PEG lanc (20-40 kDa) hozzdaddsa szignifikdns

veszteséget jelent az in vitro aktivitasban (1. Tdblazat).

1. TABLAZAT

Az MDCK eloszldsi vizsgdlat pontértékei

NK4 40kDa-PEG-NK4 30kDa-PEG-NK4
(kontroll)
NK4 | NK4 | NK4 [ Mono- | Di- | Tri- | Mono- | Di- Tri- | Penta-
(ng/ml) PEG | PEG | PEG | PEG és és PEG
tri- tetra-
PEG | PEG
500 | ++ | ++ | ++ + +/- ++ ++ + -
1,67 | ++ | ++ | ++ + - ++ + +/- -
056 [ ++ [ ++ ++ +/- - ++ + - -
0,19 + + + - - + +/- - -
0,06 | +/- [ +/- +/- - - +/- - - -
0,02 - - - - - - - - -

20 kDa-| 5 kDa-PEG-NK4
PEG-NK4

NK4 | Mono- | Di- Tri- | Mono-| Di- | Tri- | Tetra- | Penta- [ Hexa- | Hepta-
(ng/ml) | PEG PEG | PEG |PEG PEG |PEG| PEG PEG | PEG | PEG

500 | ++ ++ + ++ ++ | ++ | ++ + - -
1,67 | ++ + + ++ ++ | ++ | ++ + - -
056 | ++ |+ +/- ++ ++ | ++ + +/- - -
0,19 + +/- - + + + +/- - - -
0,06 +/- - - +/- +/- - - - - -
0,02 - - - - - - - - - -

Az NK4 kilonb6zé PEG-ezett formdinak relativ képességét mérjuk
MDCK sejtek HGF (10 ng/ml) dltal indukalt szétszérédasdnak gétldsaban.
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++ jelenti a teljes gatlast, + jelenti a gatlast, +/- jelenti a gyenge gdtldst
és - jelenti azt, hogy nincs gatlas.
b) HUVEC burjanzasi vizsgdélat

A HGF mitogén aktivitdsanak NK4 dltali gatlasat a HUVEC
burjanzdsdnak mérésével hatérozzuk meg tenyészetben, ahogyan
Nakamura T. és munkatdrsai leirjidk [Nature 342, 440-443 (1989)].
Ezekben a kisérletekben a HGF-indukalt sejtburjGnzast NK4 10-1000-szeres
molaris foloslegének hozzdaddsaval gdtoljuk, kimutatva a mono-PEG-ezett
NK4 funkciondlis akvititdsat.

Egy madsik megoldds szerint a HUVEC burjdnzdsi vizsgdlatot a bFGF
(bézisos fibroblasztos névekedési faktor) mitogén aktivalasanak NK4 éltali
gatlasaval haijtjuk végre. A gatlast HUVEC burjdnzds mérésével hatdrozzuk
meg tenyészetben, ahogyan ezt Kuba és munkatérsai leirjdk [Cancer Res.
60, 6737-6743 (2000)]. Ezekben a kisérletekben az FGF-indukalt
~ sejtburjanzdst NK4 10-1000-szeres moldris foéloslege gdtolja, kimutatva a
mono-PEG-ezett NK4 funkciondlis aktivitasat (3. dbra).

c) Behatoldsi vizsgdlat '

Ebben a vizsgdlatban elemezziik a tumorsejtek behatoldasi képességét.
A vizsgdlatot lényegében gy hajtjuk végre, ahogyan ezt Albini és
munkatarsai leirjak (1987) HT115 sejteket alkalmazva. Ismét HGF-indukalt
(10 ng/ml) sejtbehatolast gdtolhatunk PEG-ezett NK4 10-1000-szeres
moldris foloslegével, kimutatva a mono-PEG-ezett NK4 funkciondlis
aktivitasdt.

/. példa

Aktivitds in vivo
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Panc Tul human hasnydlmirigy rdk ortotép SCID egér
modell [Alves F. és munkatdrsa: Pancreas 23, 227-235
(2001)].

8 nap mulva, egy alkalmazassal naponta mono-PEG-ezett
NK4-gyel 24‘ napos idétartamon ét.

16 mg/kg/nap

4 mg/kg/nap

1 mg/kg/nap

placebo

A kezelés mono-PEG-ezett NK4-gyel a primer tumor
novekedés és dttétel egy doézisfliggé visszaszoritdsat
mutatja, mikozben hatds nem lathaté a placebéval kezelt

csoportokban.

- Gybgyszerkészitmények

Megfelels gydgyszerkészitmények példaul a kovetkezok.
1-30 mg/ml mono-PEG-ezett NK4

150 mmél/l natrium-klorid

10 mmdél/l natrium-foszfat, pH 7,2

1-30 mg/ml| mono-PEG-ezett NK4

150 mmdél/l natrium-klorid

0,01 % Tween 80, vagy Tween 20, vagy Pluronic F68
10 mmdl/l natrium-foszfat, pH 7,2

1-30 mg/ml mono-PEG-ezett NK4

50 mmél/l natrium-klorid



30

3 % mannit

10 mmdl/l nétrium-foszfét, pH 7,2

1-30 mg/ml mono-PEG-ezett NK4
50 mmdél/l natrium-klorid |
3% mannit
0,01% Tween 80, vagy Tween 20 vagy Pluronic 68
10 mmdél/l natrium-foszfat, pH 7,2

A készitményeket gy dllitjuk els, hogy a mono-PEG-ezett NK4-et
dializdljuk az el6z6ekben emlitett pufferoldattal (mannittal vagy anélkiil)
szemben. A fehérje koncentrdciét koncentréldssal vagy pufferoldattal
torténd higitdssal dllitjuk be. Detergenst és natrium-kloridot adunk egy 10

%-0s torzsoldatbdl.

9. példa
- NK4, 30 kDa-os mono-PEG-NK4 és 40 kDa-os mono-PEG-NK4 farmako-

kinetikai elemzése.

Felnétt egerek (csoportonként 4) kapjék az anyagok egyedi intravénds
vagy szubkutan injekciéjat (4 mg/kg 0,25 ml injekcié térfogatban). Szdmos
id6pontban vémintdkat vesziink és ELISA-val elemezzitk NK4, 30 kDa-
mono-PEG NK4 vagy 40 kDa-mono-PEG-NK4 tartalomra. Az idé-
koncentracié gorbéket kiszamitjuk és a 4. dbrdban bemutatjuk. Ezek az
adatok azt mutatjak, hogy a 30 kDa-mono-PEG-NK4 és 40 kDa-mono-PEG
NK4 jelenté'seri javult stabilitdssal bir in vivo, amely jelent8sen
megnovekedett plazma félérettartamokat jelent a nem maddositott NK4-hez
viszonyitva.

A tovdbbiakban kéz6s listdban foglaljuk 6ssze a leirdsban mér emlitett

irodalmi hivatkozdsokat.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Konjugatum, amely élll a hepatocita névekedési faktor (HGF/SF) N-
termindlis fragmentumdbdl, ahol ez tartalmazza az a-ldnc hajtli doménijét
és négy hurok (kringle) régidjat, és egy mintegy 20 és 40 kDa kozti
osszmolekulatémeg(i polietilénglikol csoportbél.
2. Az 1. igénypont szerinti konjugdtum, amelyben az emlitett
polietilénglikol csoport a (IV) dltaldnos képletili csoporttal bir, és az emlitett
- CO - csoport amid kotést képez a hepatocita novekedési faktor emlitett N-
termindlis fragmentuma aminocsoportjainak egyikével, ahol

x értéke 2 vagy 3;

m értéke mintegy 450 és mintegy 950 kozott van;

R jelentése 1-6 szénatomos alkilcsoport.
3. Az 1. igénypont szerinti konjugdtum azzal jellemezve, hogy az emlitett
polietilénglikol csoport az (V) dltaldnos képlettel bir, és az emlitett - CO -
csoport amid kotést képez a hepatocita novekedési faktor emlitett N-
termindlis fragmentuma aminocsoportjainak egyikével, ahol

y értéke 1 és 10 kozott van

n és p értéke egyltt mintegy 450 és 950 kozott van; és

R jelentése 1-6 szénatomos alkilcsoport.
4, Az 1-3. igénypontok szerinti konjugdtum, amelyben a polietilénglikol
csoport molekulatémege mintegy 30 és 40 kDa kézott van.
5. Az 1-4. igénypontok bdrmelyike szerinti konjugdtum, ahol az emlitett

polietilénglikol csoport(ok) (a) monometoxi-polietilénglikol csoport(ok).
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6.  Gydgyszerkészitmény, amely valamely 1-5. igénypont szerinti
konjugdtumot tartalmaz, tovdbbd egy gydgyszerészetileg -elfogadhaté
hordozét.

7. Eljaras a 6. igénypont szerinti gydgyszerkészitmény el&dllitdsara azzal
jellemezve, hogy egy 1-5. igénypontok bdarmelyike szerinti konjugdtumot
osszekeveriink valamely gydgyszerészetileg elfogadhaté hordozéval.

8. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti konjugdtum alkalmazdsa rék
kezelésére alkalmas gydgyszer elGéllitasara.

9. Eljaras rakbetegségek kezelésére azzal jellemezve, hogy a betegnek
ilyen kezelés sziikségessége esetén beadunk egy 6. igénypont szerinti

gyogyszerkészitményt.

A meghatalmazott:

Dr. Jalsf Gyorgymé

3 Bug tér u. 24.
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