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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren fiir die schrittweise Bindung von zwei oder
mehr PEG-Gruppierungen an ein Polypeptid.

[0002] Offenbart werden auch Polyol-IFN-B-Konjugate, in denen eine Polyol-Einheit kovalent an Cys'” gebun-
den ist, und das Verfahren fir ihre ortsspezifische Produktion sowie ihre Verwendung in der Therapie, Progno-
se oder Diagnose von bakteriellen Infektionen, viralen Infektionen, Autoimmunerkrankungen und inflammato-
rischen Erkrankungen.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0003] Humanes Fibroblasten-Interferon (IFN-) hat antivirale Aktivitat und kann auch naturliche Killerzellen
gegen neoplastische Zellen stimulieren. Es ist ein Polypeptid mit etwa 20.000 Da, das durch Viren und dop-
pelt-strangige RNAs induziert wird. Aus der Nucleotidsequenz des Gens flr Fibroblasten-Interferon, kloniert
durch DNA-Rekombinations-Technologie, leiteten Derynk et al. (Nature, 285:542-547, 1980) die vollstandige
Aminosauresequenz des Proteins ab. Es ist 166 Aminosauren lang.

[0004] Shepard et al. (Nature, 294:563-565, 1981) beschrieben eine Mutation an der Base 842 (Cys-Tyr an
Position 141), die seine antivirale Aktivitdt aufthob, und einen varianten Klon mit einer Deletion der Nucleotide
1119-1121.

[0005] Market al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81(18):5662-5666, 1984) insertierten eine kinstliche Mutation
durch Ersetzen der Base 469 (T) mit (A), was einen Aminosaure-Switch von Cys-Ser in Position 17 verursacht.
Das resultierende IFN-B wurde als ebenso aktiv wie das "native" IFN-f beschrieben und wahrend einer Lang-
zeitlagerung (-70°C) als stabil beschrieben.

[0006] Eine kovalente Bindung des hydrophilen Polymers Polyethylenglycol, (PEG), auch bekannt als Polye-
thylenoxid, (PEO), an Molekiile hat in der Biotechnologie und in der Medizin wichtige Anwendungen. In der
gangigsten Form ist PEG ein lineares Polymer, das an jedem Ende Hydroxylgruppen hat:
HO-CH,-CH,0(CH,CH,0),CH,CH,-OH.

[0007] Diese Formel kann kurz als HO-PEG-OH dargestellt werden, wobei gemeint ist, dass -PEG- die Poly-
merhauptkette ohne die terminalen Gruppen darstellt: "-PEG-" bedeutet "-CH,CH,O(CH,CH,0),CH,CH,-".

[0008] PEG wird Ublicherweise als Methoxy-PEG-OH, (m-PEG), verwendet, bei dem ein Ende die relativ in-
erte Methoxygruppe ist, wahrend das andere Ende eine Hydroxylgruppe ist, die einer chemischen Modifikation
unterzogen wird. CH,0-(CH,CH,0),-CH,CH,-OH.

[0009] Verzweigte PEGs sind ebenfalls in gangiger Verwendung. Die verzweigten PEGs kdénnen als
R(-PEG-OH),, dargestellt werden, worin R eine zentrale Kern-Gruppierung, z.B. Pentaerythrit oder Glycerin,
darstellt und m die Anzahl der Verzweigungsarme darstellt. Die Anzahl der Verzweigungsarme (m) kann im Be-
reich von drei bis einhundert oder mehr liegen. Die Hydroxylgruppen werden einer chemischen Modifikation
unterzogen.

[0010] Eine andere verzweigte Form, z.B. die, die in der PCT-Patentanmeldung WO 96/21469 beschrieben
ist, hat ein einzelnes Ende bzw. einen einzelnen Terminus, das/der einer chemischen Modifikation unterzogen
wird. Dieser PEG-Typ kann als (CH,O-PEG-),R-X, dargestellt werden, worin p gleich 2 oder 3 ist, R einen zen-
tralen Kern, z.B. Lysin oder Glycerin darstellt, und X eine funktionelle Gruppe, z.B. Carboxyl, darstellt, die einer
chemischen Aktivierung unterzogen wird. Noch eine andere verzweigte Form, das "Pendant-PEG" bzw. "vor-
stehende PEG", hat reaktive Gruppen, z.B. Carboxyl, entlang der PEG-Hauptkette anstatt am Ende der
PEG-Ketten.

[0011] Zusatzlich zu diesen Formen von PEG kann das Polymer auch mit schwachen oder abbaubaren Bin-
dungen in der Hauptkette hergestellt werden. Beispielsweise hat Harris in der US-Patentanmeldung Nr.
06/026,716 gezeigt, dass PEG mit Esterbindungen in der Hauptkette hergestellt werden kann, die einer Hydro-
lyse unterzogen werden. Die Hydrolyse resultiert in der Spaltung des Polymers in Fragmente mit niedrigerem
Molekulargewicht, und zwar nach dem Reaktionsschema: -PEG-CO,-PEG + H,0O - -PEG-CO,H + HO-PEG-
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[0012] Gemal der vorliegenden Erfindung soll der Ausdruck Polyethylenglycol oder PEG alle oben beschrie-
benen Derivate umfassen.

[0013] Die Copolymere von Ethylenoxid und Propylenoxid sind in ihrer Chemie eng mit PEG verwandt, und
sie kdnnen anstelle von PEG in vielen seiner Anwendungen eingesetzt werden. Sie haben die folgende allge-
meine Formel: HO-CH,CHRO(CH,CHRO),CH,CHR-OH, worin R fir H oder CH, steht.

[0014] PEG st ein nitzliches Polymer mit der Eigenschaft hoher Wasserl@slichkeit wie auch hoher Léslichkeit
in vielen organischen Lésungsmitteln. PEG ist auch nicht-toxisch und nicht-immunogen. Wenn PEG chemisch
an eine in Wasser unldsliche Verbindung gebunden wird (PEGylierung), ist das resultierende Konjugat im All-
gemeinen wasserldslich sowie auch in vielen organischen Losungsmitteln 16slich.

[0015] PEG-Protein-Konjugate werden derzeit in Proteinersatztherapien und fiir andere therapeutische Zwe-
cke eingesetzt. Beispielsweise wird PEGylierte Adenosindeaminase (ADA-GEN®) verwendet, um schweren
kombinierten Immundefekt ("severe combined immunodeficiency disease" (SCIDS) zu behandeln; PEGylierte
L-Asparaginase (ONCAPSPAR®) wird verwendet, um akute Lymphoblasten-Leukdmie (ALL) zu behandeln,
und PEGyliertes Interferon-a (INTRON® A) ist in Versuchen der Phase Il zur Behandlung von Hepatitis C.

[0016] Fir eine allgemeine Ubersicht von PEG-Protein-Konjugaten mit klinischer Wirksamkeit wird auf N.L.
Burnham, Am. J. Hosp. Pharm., 15:210-218, 1994, verwiesen.

[0017] Es wurde eine Vielzahl von Verfahren entwickelt, um Proteine zu PEGylieren. Goodson R.J. et al.,
Bio/Technology, Band 8, Nr. 4, 1. April 1990, Seiten 343-346, offenbarten z.B. die ortsspezifische PEGylierung
von rekombinantem Interleukin-2 an seiner Glycosylierungsstelle.

[0018] AufRerdem bezieht sich WO 98/32466 A auf ein Verfahren fur eine direkte kovalente PEGylierung eines
Substrats, umfassend die Reaktion eines halogenierten PEG mit dem Substrat, wobei das Halogen des halo-
genierten PEG als Abgangsgruppe in der PEGylierungsreaktion wirkt.

[0019] Zusatzlich beschreibt WO 97/11957 A Konjugate eines Polypeptids und eines biokompatiblen Poly-
mers, insbesondere von Faktor VIII mit einer hohen spezifischen Aktivitat unter Verwendung von Monometho-
xypolyalkylenoxid (mPEG) als das biokompatible Polymer; und EP 0 690 127 A bezieht sich auf ein mono-PE-
Gyliertes MGDF-Polypeptid.

[0020] Ein Binden von PEG an reaktive Gruppen, die an dem Protein gefunden werden, erfolgt typischerweise
unter Nutzung von elektrophil aktivierten PEG-Derivaten. Ein Binden von PEG an die a- und e-Aminogruppen,
die an Lysinresten gefunden werden, und an das N-Ende bzw. den N-Terminus resultiert in einem Konjugat,
das aus einem Gemisch von Produkten besteht.

[0021] Im Allgemeinen bestehen solche Konjugate aus einer Population der verschiedenen PEG-Molekiile,
die pro Proteinmolekil gebunden sind ("PEGmere"), die im Bereich von Null bis zu der Anzahl von Aminogrup-
pen im Protein reichen. Fir ein Proteinmolekl, das einzeln modifiziert ist, kann die PEG-Einheit an eine Reihe
von unterschiedlichen Aminstellen gebunden sein.

[0022] Dieser Typ einer nicht-spezifischen PEGylierung resultierte in einer Reihe von Konjugaten, die fast in-
aktiv werden. Eine Aktivitatsverringerung wird typischerweise durch Abschirmen der aktiven Bindungsdoméane
des Proteins bewirkt, wie es bei vielen Cytokinen und Antikérpern der Fall ist. Beispielsweise beschreiben Kat-
re et al. im US-Patent 4,766,106 und im US-Patent 4,917,888 die PEGylierung von IFN-B und IL-2 mit einem
groken Uberschuss an Methoxy-polyethylenglycolyl-N-succinimidylglutarat und Methoxy-polyethylenglyco-
lyl-N-succinimidylsuccinat. Beide Proteine wurden in mikrobiellen Wirtszellen produziert, die die ortsspezifi-
sche Mutation des freien Cysteins zu einem Serin erlaubten. Die Mutation war in der mikrobiellen Expression
von IFN-B notwendig, um eine Proteinfaltung zu erleichtern. Das in diesen Experimenten verwendete IFN-{3 ist
insbesondere das kommerzielle Produkt Betaseron®, in dem der Cys'’-Rest durch ein Serin ersetzt ist. Zusatz-
lich reduzierte das Fehlen einer Glycosylierung seine Loslichkeit in wassriger Losung. Eine nicht-spezifische
PEGylierung resultierte in einer erhdhten Loslichkeit, allerdings waren der verringerte Aktivitatslevel und die
verringerte Ausbeute ein Hauptproblem.

[0023] Die Europaische Patentanmeldung EP 0 593 868 mit dem Titel "PEG-Interferon-Konjugate" beschreibt

die Herstellung von PEG-IFN-a-Konjugaten. Allerdings ist die PEGylierungsreaktion nicht ortsspezifisch und
daher wird ein Gemisch von Positionsisomeren von PEG-IFN-a-Konjugaten erhalten (siehe auch Monkarsh et
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al., ACS Symp. Ser., 680:207-216, 1997).

[0024] Kinstler et al. bewiesen in der Europaischen Patentanmeldung EP 0 675 201 die selektive Modifikation
des N-terminalen Rests von Megakaryozytenwachstums- und -entwicklungsfaktor (MGDF) mit mPEG-Propio-
naldehyd. Dies sorgte fur eine reproduzierbare PEGylierung und reproduzierbare Pharmacokinetik von Charge
zu Charge. Gilbert et al. bewiesen im US-Patent 5,711,944, dass eine PEGylierung von IFN-a mit einem opti-
malen Aktivitatslevel produziert werden konnte. In diesem Fall war ein miihsamer Reinigungsschritt erforder-
lich, um das optimale Konjugat zu erhalten.

[0025] Die Mehrheit der Cytokine wie auch anderer Proteine besitzt keine spezifische PEG-Bindungsstelle
und aul3er den oben genannten Beispielen ist es sehr wahrscheinlich, dass einige der Isomeren, die durch die
PEGylierungsreaktion produziert werden, partiell oder vollstandig inaktiv sind, was einen Aktivitatsverlust des
Endgemisches verursacht.

[0026] Eine ortsspezifische mono-PEGylierung ist somit ein wiinschenswertes Ziel bei der Herstellung von
solchen Proteinkonjugaten.

[0027] Woghiren et al. synthetisierten gemaf Bioconjugate Chem., 4(5):314-318, 1993 ein Thiol-selektives
PEG-Derivat fir eine solche ortsspezifische PEGylierung. Es wurde gezeigt, dass ein stabiles Thiol-geschuitz-
tes PEG-Derivat in Form einer reaktiven para-Pyridyldisulfid-Gruppe spezifisch an das freie Cystein im Protein,
Papain, konjugiert. Die neu gebildete Disulfidbindung zwischen Papain und PEG kénnte unter milden reduzie-
renden Bedingungen unter Regeneration des nativen Proteins gespalten werden.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0028] Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zur schrittweisen Bindung von PEG-Gruppierungen der
Reihe nach an ein Polypeptid bereit, umfassend die Schritte: Umsetzen eines Polypeptids mit einer heterobi-
funktionellen oder homobifunktionellen PEG-Gruppierung, die ein Molekulargewicht im Bereich von 100 bis
5.000 Dalton hat und die die folgende Formel hat: W-CH,CH,0O(CH,CH,0),CH,CH,-X, worin W und X Gruppen
sind, die unabhangig mit einer funktionellen Amin-, Sulfhydryl-, Carboxyl- oder Hydroxylgruppe unter Bindung
der PEG-Gruppierung mit niedrigem Molekulargewicht an das Polypeptid reagieren; und

Umsetzen der an das Polypeptid gebundenen PEG-Gruppierung mit niedrigem Molekulargewicht mit einer mo-
nofunktionellen oder bifunktionellen PEG-Gruppierung, deren Molekulargewicht im Bereich von 100 Dalton bis
200 Kilodalton ist, um die monofunktionelle oder bifunktionelle PEG-Gruppierung an ein freies Ende der
PEG-Gruppierung mit niedrigem Molekulargewicht zu binden und ein PEG-Polypeptid-Konjugat zu bilden.

[0029] Offenbart werden auch Polyol-IFN-B-Konjugate und insbesondere PEG-IFN-B-Konjugate, in denen
eine Polyoleinheit kovalent an Cys' gebunden ist. Die spezifische Konjugation wird erreicht, indem ein Thi-
ol-reaktives Polyolagens mit dem Cys'’-Rest in IFN-B reagieren gelassen wird. Von solchen Konjugaten wird
erwartet, dass sie in vivo eine erhéhte Wirksamkeit zeigen. Das Ziel ist es, eine erhdhte Loslichkeit bei neutra-
lem pH, erhéhte Stabilitat (verringerte Aggregation), verringerte Immunogenitat und keinen Aktivitatsverlust im
Vergleich zu "nativem" IFN-B zu erhalten. Die Resultate einer solchen Konjugation wirden die Anzahl der Do-
sen fur eine angestrebte Wirkung verringern, die Formulierung einer pharmazeutischen Zusammensetzung
vereinfachen und stabilisieren und mdoglicherweise die Langzeitwirksamkeit erhéhen.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN
[0030] Fig. 1 zeigt den Kapillarelektrophorese (CE)-Graph des PEG-IFN-B-Konjugats vor Reinigung.
[0031] Fig. 2A-Fig. 2C zeigen die Reinigung des PEG-IFN-B-Konjugats, die durch Gré3enausschlusschro-
matographie durchgefiihrt wird (Superose 12): Fig. 2A - erster Durchgang; Fig. 2B — zweiter Durchgang;
Fig. 2C - dritter Durchgang.
[0032] Fig. 3 zeigt die SDS-PAGE-Chromatographie von gereinigtem PEG-IFN-B-Konjugat aus dem dritten
Chromatographiedurchgang. Die Bahnen 1 und 4 sind Proteinmolekulargewichtsstandards, Bahn 2 ist "nati-

ves" IFN-B und Bahn 3 ist PEG-IFN-B-Konjugat.

[0033] Fig. 4 zeigt den Kapillarelektrophorese (CE)-Graph von gereinigtem PEG-IFN-B-Konjugat, in dem
IFN-B mit mMPEG-OPSS,, PEGyliert ist.
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[0034] Fig. 5 zeigt das MALDI MS-Spektrum von gereinigtem PEG-IFN-B-Konjugat.

[0035] Fig. 6 zeigt einen Vergleich zwischen der antiviralen Aktivitat von "nativem" IFN-B und von
PEG-IFN-B-Konjugat. WISH-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen von IFN-3-Proben fir 24
Stunden vor Angriff mit einer cytophatischen Dosis von vesikularem Stomatitis-Virus inkubiert. Die cytopathi-
sche Wirkung wurde nach weiteren 48 Stunden durch MTT-Umwandlung bestimmt.

[0036] Fig. 7 zeigt das Bindungsprofil von IFN-$ und PEG-IFN in Daudi-Zellen.

[0037] Fig. 8 zeigt das pharmakokinetische Profil von IFN-B und PEG-IFN in Mausen nach intravendéser Ver-
abreichung. Die gestrichelten Linien zeigen das Assay-LOQ fir jede Standardkurve.

[0038] Fig. 9 zeigt das pharmakokinetische Profil von IFN-B und PEG-IFN in Mausen nach subkutaner Ver-
abreichung. Die gestrichelten Linien zeigen das Assay-LOQ fir jede Standardkurve.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0039] Die vorliegende Erfindung basiert auf der Entdeckung, dass die Bindung einer Polyol-Gruppierung,
spezifischer einer PEG-Gruppierung, an den Cys'-Rest von humanem IFN-B die biologische IFN-B-Aktivitat
unerwartet erhdht (oder zumindest beibehalt und nicht in einer Verringerung resultiert), und zwar im Vergleich
zu nativem humanem Interferon-B. Somit weist IFN- mit einer Polyol-Gruppierung an den Cys'’-Rest gebun-
den nicht nur dieselbe oder erhdhte biologische IFN-B-Aktivitdt auf, sondern dieses Polyol-IFN-B-Konjugat
stellt auch die winschenswerten Eigenschaften bereit, die durch die Polyol-Gruppierung verliehen werden,
z.B. erhdhte Ldslichkeit.

[0040] "IFN-B", wie der Ausdruck hierin verwendet wird, meint humanes Fibroblasten-Interferon, wie es durch
Isolierung aus biologischen Flussigkeiten oder durch DNA-Rekombinationstechniken aus prokaryotischen
oder eukaryotischen Wirtszellen erhalten wird, sowie seine Salze, funktionellen Derivate, Vorlaufer und aktiven
Fraktionen, vorausgesetzt, dass sie den Cysteinrest, der in Position 17 in der natirlich vorkommenden Form
auftritt, enthalten.

[0041] Die Polyol-Gruppierung in dem Polyol-IFN-B-Konjugat kann ein beliebiges wasserlésliches mono- oder
bifunktionelles Poly(alkylenoxid) mit einer linearen oder verzweigten Kette sein. Typischerweise ist das Polyol
ein Poly(alkylenglycol), z.B. Poly(ethylenglycol) (PEG). Allerdings wird der Fachmann erkennen, dass andere
Polyole, z.B. Poly(propylenglycol) und Copolymere von Polyethylenglycol und Polypropylenglycol, geeigneter-
weise verwendet werden kénnen.

[0042] Der Ausdruck "PEG-Gruppierung", wie er hier verwendet wird, soll lineares und verzweigtes PEG, Me-
thoxy-PEG, hydrolytisch oder enzymatisch abbaubares PEG, herausragendes PEG, Dendrimer-PEG, Copoly-
mere von PEG und einem oder mehreren Polyolen und Copolymere von PEG und PLGA (Poly(milchsaure/gly-
colsaure)) umfassen, ist aber nicht auf diese beschrankt.

[0043] Die Definition "Salze", wie sie hierin verwendet wird, bezieht sich sowohl auf Salze der Carboxylgrup-
pen als auch auf Salze der Aminofunktionen der Verbindung, die durch bekannte Verfahren erhaltlich sind. Die
Salze der Carboxylgruppen umfassen anorganische Salze, wie z.B. Natrium-, Kalium-, Calciumsalze, und Sal-
ze mit organischen Basen, wie die, die mit einem Amin wie Triethanolamin, Arginin oder Lysin gebildet werden.
Die Salze der Aminogruppen schlief3en z.B. Salze mit anorganischen Sauren wie Salzsaure und mit organi-
schen Sauren wie Essigsaure ein.

[0044] Die Definition fur "funktionelle Derivate", wie sie hierin verwendet wird, bezieht sich auf Derivate, die
aus den funktionellen Gruppen, die an den Seitenketten der Aminosaure-Gruppierungen oder an den N- oder
C-terminalen Gruppen vorliegen, nach bekannten Verfahren hergestellt werden kénnen; sie sind in der vorlie-
genden Erfindung enthalten, wenn sie pharmazeutisch annehmbar sind, d.h. wenn sie die Proteinaktivitat nicht
zerstoren oder den pharmazeutischen Zusammensetzungen, die sie enthalten, keine Toxizitat verleihen. Sol-
che Derivate umfassen z.B. Ester oder aliphatische Amide der Carboxylgruppen und N-Acylderivate von freien
Aminogruppen oder O-Acylderivate von freien Hydroxylgruppen und werden mit Acylgruppen, wie z.B. Alka-
noyl- oder Aroylgruppen, gebildet.

[0045] Die "Vorlaufer" sind Verbindungen, die im menschlichen oder tierischen Kérper in IFN-B umgewandelt
werden.
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[0046] Als "aktive Fraktionen" des Proteins bezieht sich die Erfindung auf ein beliebiges Fragment oder einen
beliebigen Vorlaufer der Peptidkette der Verbindung selbst, allein oder in Kombination mit verwandten Mole-
killen oder Resten, die daran gebunden sind, z.B. Zucker- oder Phosphat-Reste oder Aggregate des Polypep-
tidmolekuls, wenn solche Fragmente oder Vorlaufer dieselbe Aktivitat von IFN-B als Medikament zeigen.

[0047] Ein PEG-Polypeptid-Konjugat kann nach einem beliebigen der Verfahren, die auf dem Fachgebiet be-
kannt sind, hergestellt werden. Nach einer Ausfliihrungsform der Erfindung wird IFN-B mit dem PEGylierungs-
mittel in einem geeigneten Lésungsmittel umgesetzt und das gewtlinschte Konjugat wird isoliert und gereinigt,
z.B. durch Anwenden eines oder mehrerer chromatographischer Verfahren.

[0048] "Chromatographisches Verfahren" meint eine beliebige Technik, die verwendet wird, um die Kompo-
nenten eines Gemisches durch ihre Auftragung auf einen Trager (stationare Phase), durch den ein Lésungs-
mittel (mobile Phase) strémt, zu trennen. Die Trennprinzipien der Chromatographie basieren auf der unter-
schiedlichen physikalischen Natur der stationaren und der mobilen Phase.

[0049] Einige besondere Typen chromatographischer Verfahren, die in der Literatur gut bekannt sind, umfas-
sen: Flussigkeits-, Hochdruckflissigkeits-, lonenaustausch-, Absorptions-, Affinitats-, Verteilungs-, hydropho-
be, Umkehrphasen-, Gelfiltrations-, Ultrafiltrations- oder Dunnschichtchromatographie.

[0050] Der Ausdruck "Thiol-reaktives PEGylierungsmittel", wie er in der vorliegenden Anmeldung verwendet
wird, bedeutet ein beliebiges PEG-Derivat, das fahig ist, mit der Thiolgruppe des Cysteinrests zu reagieren. Es
kann z.B. PEG, das eine funktionelle Gruppe enthalt, z.B. ortho-Pyridyldisulfid, Vinylsulfon, Maleimid, lodace-
timid und andere, sein. Nach einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist das Thiol-re-
aktive PEGylierungsmittel das ortho-Pyridyldisulfid (OPSS)-Derivat von PEG.

[0051] Das PEGylierungsmittel wird in seiner mono-methoxylierten Form, wenn nur ein Terminus zur Konju-
gation verfugbar ist, oder in einer bifunktionellen Form, wenn beide Termini zur Konjugation verfligbar sind, z.B.
bei der Bildung eines Konjugats mit zwei IFN-$ kovalent an eine einzelne PEG-Gruppierung gebunden, ver-
wendet. Es hat vorzugsweise ein Molekulargewicht zwischen 500 und 100.000.

[0052] Ein typisches Reaktionsschema fir die Herstellung eines PEG-Polypeptid-Konjugats wird unten dar-
gestellt:

pH<?7

Protein-SH + mPEG-S’S@ mPEG-S-S-Protein

%Me_rcaptoethanol

Protein-S-H + mPEG-S-H + HOCH,CH>-S-S-CH,CH,OH

[0053] Die zweite Zeile des obigen Schemas beschreibt ein Verfahren zur Spaltung der PEG-Protein-Ver-
knipfung. Das mPEG-OPSS-Derivat ist fur freie Sulfhydrylgruppen hoch selektiv und reagiert rasch unter sau-
ren pH-Bedingungen, wo das IFN-( stabil ist. Die hohe Selektivitat kann aus der Reduktion des Konjugats in
die native Form von IFN-B und PEG bewiesen werden.

[0054] Die Disulfidbindung, die zwischen dem Protein und PEG-Gruppierungen erzeugt wird, erwies sich im
Blutkreislauf als stabil, kann aber beim Eintritt in die Zellumgebung reduziert werden. Daher wird erwartet, dass
dieses Konjugat, das nicht in die Zelle eintritt, im Blutkreislauf stabil ist, bis es ausgeschieden wird.

[0055] Es sollte betont werden, dass die obige Reaktion ortsspezifisch ist, da die anderen zwei Cys-Reste,
die in den Positionen 31 und 141 in der natlrlich vorkommenden Form von humanem IFN-B auftreten, nicht
mit dem Thiol-reaktiven PEGylierungsagens reagieren, da sie eine Disulfidbriicke bilden.

[0056] Die vorliegende Erfindung ist auf ein Verfahren fir die schrittweise Bindung von zwei oder mehr
PEG-Gruppierungen an ein Polypeptid gerichtet. Dieses Verfahren basiert auf der Erkenntnis, dass ein akti-
viertes PEG mit niedrigem Molekulargewicht vollstandiger mit einer sterisch gehinderten Reaktionsstelle an ei-
nem Protein reagiert als dies ein aktiviertes PEG mit hohem Molekulargewicht tut. Eine PEG-Modifizierung von
teuren therapeutischen Proteinen muss kosteneffektiv sein, damit die Produktion des PEG-Konjugats prakti-
kabel ist. Um aulRerdem die glomerulare Filtration zu reduzieren und die pharmakologischen Eigenschaften
des PEG-Protein-Konjugats zu optimieren, sollte das Konjugat eine wirksame Gré3e haben, die aquivalent
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derjenigen eines Proteins mit einem Molekulargewicht von 70 kDa ist. Dies bedeutet, dass fiir eine ortsspezi-
fische Modifikation, bei der ein PEG gebunden wird, ein PEG-Derivat mit einem Molekulargewicht von gréRer
als 20 kDa bevorzugt gebunden wird. Wenn die Modifizierungszelle bzw. Modifikationsstelle sterisch gehindert
ist, kann die reaktive Gruppe an der grolen PEG-Gruppierung Schwierigkeiten haben, die Modifizierungsstelle
zu erreichen, und wird so zu geringen Ausbeuten fiihren. Ein bevorzugtes Verfahren der PE-Gylierung eines
Polypeptids gemaf der vorliegenden Erfindung erhéht die Ausbeute der ortsspezifischen PEGylierung, indem
zuerst eine kleine hetero- oder homobifunktionelle PEG-Gruppierung angeflgt wird, die aufgrund ihrer relativ
kleineren GréRe mit sterisch gehinderten Stellen reagieren kann. Eine anschlieBende Bindung eines PEG-De-
rivats mit groBem Molekulargewicht an das kleine PEG resultiert in einer héheren Ausbeute des gewtinschten
PEGylierten Proteins.

[0057] Das Verfahren zur schrittweisen Bindung von zwei oder mehr PEG-Gruppierungen der Reihe nach an
ein Polypeptid gemal der vorliegenden Erfindung umfasst ein Binden einer heterobifunktionellen oder homo-
bifunktionellen PEG-Gruppierung mit niedrigem Molekulargewicht zuerst an das Polypeptid und dann Binden
einer monofunktionellen oder bifunktionellen PEG-Gruppierung an den freien Terminus der PEG-Gruppierung
mit niedrigem Molekulargewicht, die an das Polypeptid gebunden ist. Nach der schrittweisen Bindung von zwei
oder mehr PEG-Gruppierungen der Reihe nach an ein Polypeptid, wobei das Polypeptid vorzugsweise IFN-f3
ist und wobei Cys'’, das sich an einer sterisch gehinderten Stelle befindet, die bevorzugte Stelle der PEG-Bin-
dung ist, kann das PEG-Polypeptid-Konjugat unter Verwendung einer oder mehrerer Reinigungstechniken,
z.B. lonenaustauschchromatographie, GréRenausschlusschromatographie, hydrophobe Wechselwirkungs-
chromatographie, Affinitatschromatographie und Umkehrphasenchromatographie, gereinigt werden.

[0058] Die PEG-Gruppierung mit niedrigem Molekulargewicht hat die Formel:
W-CH,CH,O(CH,CH,0),CH,CH,-X, worin W und X Gruppen sind, die unabhangig mit einer funktionellen
Amin-, Sulfhydryl-, Carboxyl- oder Hydroxylgruppe unter Bindung der PEG-Gruppierung mit niedrigem Mole-
kulargewicht an das Polypeptid reagieren. W und X sind vorzugsweise unabhangig ausgewabhlt aus ortho-Py-
ridyldisulfid, Maleimiden, Vinylsulfonen, lodacetamiden, Aminen, Thiolen, Carboxylen, aktiven Estern, Benzo-
triazolcarbonaten, p-Nitrophenolcarbonaten, Isocyanaten und Biotin. Die PEG-Gruppierung mit niedrigem Mo-
lekulargewicht hat ein Molekulargewicht im Bereich von etwa 100 bis 5.000 Dalton.

[0059] Die monofunktionelle oder bifunktionelle PEG-Gruppierung zur Bindung an den freien Terminus eines
PEG mit niedrigem Molekulargewicht, das an das Polypeptid gebunden ist, hat ein Molekulargewicht im Be-
reich von etwa 100 Dalton bis 200 Kilodalton und ist vorzugsweise ein Methoxy-PEG, ein verzweigtes PEG,
ein hydrolytisch oder enzymatisch abbaubares PEG, ein vorstehendes PEG oder ein Dendrimer-PEG. Das
monofunktionelle oder bifunktionelle PEG hat aulerdem die Formel: Y-CH,CH,O(CH,CH,0),,CH,CH,-Z, worin
Y zu einer terminalen Gruppe an dem freien Terminus bzw. dem freien Ende der PEG-Gruppierung mit niedri-
gem Molekulargewicht, die an das Polypeptid gebunden ist, reaktiv ist und Z -OCH, oder eine Gruppe, die zur
Bildung eines bifunktionellen Konjugats reaktiv ist, ist.

[0060] Das PEG-Polypeptid-Konjugat, das durch das obige Verfahren zur schrittweisen Bindung von zwei
oder mehr PEG-Gruppierungen produziert wird, kann eingesetzt werden, um ein Medikament oder eine phar-
mazeutische Zusammensetzung zur Behandlung von Krankheiten oder Stérungen, fir das/die das Polypeptid
als aktives Ingrediens wirksam ist, zu produzieren. Diese Verwendung ist nicht Teil der Erfindung.

[0061] Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht in der Bereitstellung der Konjugate in im We-
sentlichen gereinigter Form, um sie fir eine Verwendung in pharmazeutischen Zusammensetzungen als akti-
ves Ingrediens fir die Behandlung, Diagnose oder Prognose von bakteriellen und viralen Infektionen wie auch
Autoimmun-, inflammatorischen Erkrankungen und Tumoren geeignet zu machen.

[0062] Beispiele fiir die oben genannten Krankheiten umfassen: septischer Schock, AIDS, rheumatoide Arth-
ritis, Lupus erythematodes und multiple Sklerose.

[0063] Weitere Ausfiuhrungsformen und Vorteile der Erfindung werden in der folgenden Beschreibung klar
werden.

[0064] Weiter offenbart wird die Verabreichung einer pharmakologisch aktiven Menge der Konjugate, die ge-
malR der Erfindung erhalten werden, an Personen mit einem Risiko zur Entwicklung einer der oben beschrie-
benen Krankheiten oder an Personen, die bereits solche Pathologien zeigen, obgleich dies nicht Teil der Erfin-
dung ist.
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[0065] Es kann ein beliebiger Verabreichungsweg verwendet werden, der mit dem aktiven Prinzip kompatibel
ist. Eine parenterale Verabreichung, z.B. subkutane, intramuskulare oder intravendse Injektion, ist bevorzugt.
Die Dosis des aktiven Ingrediens, die zu verabreichen ist, hangt von der Basis der medizinischen Verschrei-
bungen entsprechend dem Alter, dem Gewicht und der individuellen Reaktion des Patienten ab.

[0066] Die Dosierung kann zwischen 10 ug und 1 mg taglich fir ein durchschnittliches Kérpergewicht von 75
kg liegen, und die bevorzugte tagliche Dosis liegt zwischen 20 pg und 200 pg.

[0067] Die pharmazeutische Zusammensetzung zur parenteralen Verabreichung kann in einer injizierbaren
Form hergestellt werden, die den Wirkstoff und ein geeignetes Vehikel umfasst. Vehikel fur die parenterale Ver-
abreichung sind auf dem Fachgebiet gut bekannt und umfassen z.B. Wasser, Kochsalzldsung, Ringer-Losung
und/oder Dextrose. Das Vehikel kann kleine Mengen an Exzipienzien enthalten, um die Stabilitat und die Iso-
tonizitat der pharmazeutischen Praparation aufrecht zu erhalten. Die Herstellung der Lésungen kann nach ub-
lichen Modalitaten durchgefiihrt werden.

[0068] Die vorliegende Erfindung wurde anhand spezifischer Ausfihrungsformen beschrieben, allerdings
umfasst der Inhalt der Beschreibung alle Modifikationen und Substitutionen, die von einem Fachmann durch-
geflhrt werden kénnen, ohne die Bedeutung und den Zweck der Anspriiche zu Uberschreiten.

[0069] Die Erfindung wird nun anhand der folgenden Beispiele beschrieben.
BEISPIEL 1: Herstellung eines PEG-IFN-B-Konjugats (Vergleichsbeispiel)
Modifizierung von IFN-B mit mPEG,-OPSS

[0070] Rekombinantes humanes IFN-f3, das in einer Konzentration von 0,37 mg/ml in 50 mM Natriumace-
tat-Puffer, pH 3,6, stabil ist, wurde fiir die Herstellung eines PEG-IFN-3-Konjugats verwendet. Es wurde etwa
1,0 ml 6 M Harnstoff zu 2 ml IFN-B mit einer Konzentration von 0,37 mg/ml (0,74 mg, 3,7 x 17 mol) gegeben.
mPEG,,-OPSS wurde in einem molaren Uberschuss von 50 mol pro 1 mol IFN-B zugegeben und die zwei wur-
den in einer Polypropylenphiole fir entweder 2 Stunden bei 37°C oder fir 1 Stunde bei 50°C reagieren gelas-
sen. Das Reaktionsgemisch wurde mit Kapillarelektrophorese (CE) analysiert, um den Grad der
PEG-IFN-B-Konjugat-Bildung durch die PEGylierungsreaktion vor einer Reinigung zu bestimmen (Eig. 1). Die
typische Ausbeute fir diese Reaktion ist 50 % PEG-IFN-B. Die Reaktionsprodukte wurden mit einem 0,22
mm-Spritzenfilter aus dem Reaktionsgemisch abfiltriert und die filtrierte Losung wurde auf eine GrolRenaus-
schlusssaule (entweder Superose 12 oder Superdex 75, Pharmacia) geladen und mit Puffer, 50 mM Natrium-
phosphat, 150 mM NaCl, pH 7,0, eluiert. Eig. 2A zeigt das Elutionsprofil der Reinigung des PEG-IFN-3-Konju-
gats an einer Superose 12-GréRenausschlusschromatographiesaule. Die Peaks wurden gesammelt und mit
SDS-PAGE analysiert (Fig. 3). Die Fraktionen, die das PEG-IFN-B-Konjugat enthalten, wurden gesammelt,
und das Konzentrat wurde erneut auf dieselbe GroRenausschlusssaule geladen, um das PEG-IFN-B-Konjugat
infolge der engen Nahe des "nativen" IFN-B-Peaks weiter zu reinigen (Eig. 2B). Dieses Verfahren wurde wie-
derholt (dritter Durchgang), um Reinheit zu gewahrleisten (Eig. 2C). Fig. 4 und Fig. 5 zeigen den Kapillarelek-
trophorese-Graph und das MALDI MS-Spektrum fiir das gereinigte PEG-IFN-B3-Konjugat.

Modifizierung von IFN- mit mPEG,,-OPSS

[0071] Rekombinantes humanes IFN-B wurde als stabil in Lésung mit 0,36 mg/ml in 50 mM Natriumace-
tat-Puffer, pH 3,6, bereitgestellt. Etwa 36 mg mPEG,,-OPSS in 3 ml entionisiertem H,O wurden zu 3 ml IFN-
mit 0,36 mg/ml (1,08 mg, 4,9 x 108 mol) gegeben, und die zwei wurden in einer Polypropylenphiole fir 2 Stun-
den bei 50°C reagieren gelassen. Das Reaktionsgemisch wurde mit Kapillarelektrophorese auf den Modifizie-
rungsgrad analysiert. Typische Ausbeuten fir diese Reaktion sind < 30 %. Die Lésung wurde dann auf eine
Grolenausschlusssaule (Superose 12, Pharmacia) geladen und mit Puffer, 50 mM Natriumphosphat, 150 mM
NaCl, pH 7,0, eluiert. Die Peaks wurden gesammelt und mit SDS-PAGE auf ihre Inhalte analysiert.

BEISPIEL 2: Biologische Aktivitat des PEG-IFN-B-Konjugats (Vergleichsbeispiel)

[0072] Um die Wirkungen einer PEGylierung auf die antivirale Aktivitdt von humanem rekombinantem IFN-3
zu analysieren, wurden humane amniotische WISH-Zellen entweder mit frisch hergestelltem IFN-B (selbe
Charge wie fur PEGylierung verwendet) oder PEG-IFN-3-Konjugat vorinkubiert. Die IFN-B-vermittelte antivira-
le Aktivitat, wie sie durch den WISH-VSV-Cytopathizitatsassay gemessen wurde, wurde entsprechend einem
antiviralen WISH-Bioassay bestimmt, der auf der Basis des Protokolls von Novick et al., J. Immunol.,
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129:2244-2247 (1982) entwickelt wurde. Die in diesen WISH-Assay verwendeten Materialien sind wie folgt:
WISH-Zellen (ATCC CCL 25),

vesikulare Stomatitis-Virus-Vorrate (ATCC V-520-001-522), gelagert bei —70°C,

humanes rekombinantes IFN-B, InterPharm Laboratories LTD (32,075-Typ, Batch # 205035), 82 x 10° |[U/ml,
spezifische Aktivitat: 222 x 10° IU/mg,

PEG-IFN-B-Konjugat, wie in Beispiel 1 hergestellt und in PBS, pH 7,4, gehalten,

WISH-Wachstumsmedium (MEM mit hohem Glucosegehalt mit Earls-Salzen + 10 % FBS + 1,0 % L-Glutamin
+ Penicillin/Streptomycin (100 U/ml, 100 pg/ml)),

WISH-Assay-Medium (MEM mit hohem Glucosegehalt mit Earls-Salzen + 5 % FBS + 1,0 % L-Glutamin + Pe-
nicillin/Streptomycin (100 U/ml, 100 pug/m1)),

MTT mit 5 mg/ml in PBS, gelagert bei —70°C.

[0073] Das Protokoll fir den WISH-Assay ist wie folgt:
Verdunne die IFN-B-Proben in WISH-Assay-Medium bezuglich der Ausgangskonzentration 2-fach.

[0074] Stelle Dreifachverdiinnungen der IFN-3-Proben in WISH-Assay-Medium in einer Platte mit 96 Wells
mit flachem Boden her, so dass jedes Well 50 ul der verdiinnten IFN-3-Probe enthalt (einige Kontroll-Wells neh-
men 50 yl nur WISH-Assay-Medium auf).

[0075] WISH-Zellen in der log-Wachstumsphase werden mit Trypsin/EDTA-LOsung geerntet, in WISH-As-
say-Medium gewaschen und auf eine Endkonzentration von 0,8 x 10° Zellen/ml gebracht.

[0076] 50 pl WISH-Zellsuspension (4 x 10* Zellen pro Well) werden in jedes Well gegeben. Die Endkonzent-
ration an IFN-B, der die Zellen ausgesetzt sind, ist jetzt 1X.

[0077] Nach 24 Stunden Inkubation in einem Inkubator, der 5 % CO, in angefeuchteter Atmosphére enthielt,
werden 50 pl einer 1:10-Verdinnung (in WISH-Assay-Medium) des VSV-Vorrats (eine Dosis, die vorbestimmt
war, um 100 % WISH-Zellen innerhalb von 48 Stunden zu lysieren) zu allen Wells, auf3er die Kontroll-Wells
ohne Virus (diese enthalten lediglich ein gleiches Volumen an Assay-Medium) gegeben.

[0078] Nach weiteren 48 Stunden werden 25 pyl MTT-L6sung in alle Wells gegeben, wonach die Platten fir
weitere 2 Stunden in einem Inkubator inkubiert werden.

[0079] Die Inhalte der Wells werden durch Umdrehen der Platten entfernt, und in die Wells werden 200 pl
100%iges Ethanol gegeben.

[0080] Nach 1 Stunde werden die Platten bei 595 nm gelesen, wobei Soft max Pro-Software und das Spec-
tramax-Spektralfotometer-System (Molecular Devices) verwendet werden.

Tabelle 1. Antivirale Aktivitat von PEGylierten und Mock-PEGylierten IFN-B-Proben

IFN-B-Probe’ ECs
PEG-IFN-B-Konjugat 3,9 +/- 0,7 pg/ml
IFN-B 16,4 +/- 1,0 pg/ml

*Vorratsldsungskonzentrationen von IFN- in Proben, bestimmt durch Aminosaureanalyse
**EC,, (+/- S.A.) wurde durch das Software-Programm Microcal Origin 4.1 bestimmt.

[0081] Wie in Fig. 6 und Tabelle 1 oben bewiesen wurde, hielt das PEG-IFN-B-Konjugat einen Level an anti-
viraler Aktivitat aufrecht, der Gber dem der frisch hergestellten Stammcharge von IFN- lag. Die Beobachtung,
dass das PEG-IFN-B-Konjugat eine etwa viermal hohere Aktivitat hat als frisch hergestelltes IFN-3, kann auch
eine Folge der erhéhten Stabilitat des PEG-IFN-B-Konjugats im Vergleich zu dem "nativen" IFN- nach Zugabe
von WISH-Zell-Assay-Medium sein.

BEISPIEL 3: In vitro-Assay auf die relative Aktivitat von PEG-IFN-Proben (Vergleichsbeispiel)
[0082] Die relative Bioaktivitat von PEG[30 kD]-IFN-B und PEG[2 x 20 kD]-IFN-B wurde durch einen

WISH-Assay unter Verwendung des in Beispiel 2 beschriebenen Standardprotokolls bestimmt (Tabelle 2). Es
wurden drei unabhangige Assays durch drei unterschiedliche Personen zu getrennten Zeiten durchgefihrt.
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Tabelle 2. Relative antivirale Aktivitdt von PEG-IFN-3

Relative Interferon-Aktivitat* (aus drei Studien)
Probe Assay 1 Assay 2 Assay 3 Mittelwert (S.A.)
PEG[30 kDJ-IFN-B | 3,2 X h&her 3,1 X héher 1,8 X hoher 3,0 X (0,78) héher
PEG[2 x 20 4,2 X hoher 1,3 X héher 0,85 X héher 2,1 X (1,8) héher
kD]-IFN-B

*EC,,-Dosen im Vergleich zu Standard-IFN-( in jedem Assay eingeschlossen.
**Vergleich, basierend auf IFN-B-Konzentration von 330 pg/ml. Vorratskonzentrationen von PEG[30 kD]-IFN-f3
(5,41 pg/ml) und PEG[2 x 20 kD]-IFN-B (6,86 pg/ml) wurden durch AAA bestimmt.

[0083] Die Bindung von PEG-IFN-B an seinen Rezeptor an Zellen wurde in Gegenwart einer fixierten Menge
von '®|-IFN-a2a evaluiert. IFN-a2a wurde unter Verwendung des Chloramin T-Verfahrens mit 125, radiomar-
kiert. Das '®I, das an IFN-a2a gebunden war, wurde von freiem lod befreit, indem die Recktanten durch eine
Sephadex G25-Saule laufen gelassen wurden und die Protein-enthaltenden Fraktionen gesammelt wurden
(Pharmacia).125'-IFN-a2a wurde durch einen IFN-a2a-ELISA-Assay (Biosource, USA) quantitativ bestimmt,
und die spezifische Aktivitat wurde bestimmt. Daudi-Zellen, die in der exponentiellen Wachstumsphase wuch-
sen, wurden geerntet und 2 x 10°-Zellen wurden mit 0,5 nM '?’lIFN-a2a fir 3 Stunden bei Raumtemperatur in
Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen an PEG-IFN-f oder IFN-a2a, verdinnt in Assay-Puffer, namlich
RPMI 1640, der 2 % foétales Rinderserum und 0,1 % Natriumazid enthielt, inkubiert. Am Ende der Inkubation
wurden die Zellen durch eine Schicht aus Phthalatél zentrifugiert und die zellgebundene Radioaktivitat wurde
mit einem gamma-Zahler gezahlt. Darlber hinaus war die Bindung von PEG[30 kD]-IFN-3 und von PEG[2 x
20 kDJ-IFN-B an den Rezeptur ahnlich oder sehr nahe an der Bindungsaktivitat von IFN-3, wie es in Fig. 7 ge-
zeigt ist.

[0084] Aulerdem wurde die relative Aktivitat in einem Anti-Proliferationsassay mit Daudi-Zellen (humanes
B-Zell-Lymphom) bestimmt (Tabelle 3). Alle IFNs wurden mit einer 2 x Konzentration von 200 ng/ml hergestellt.
Die Proben wurden die Lange der Platte abwarts bei einem Endvolumen von 100 pl dreifach verdinnt. 1 x
105-Zellen/Well (100 pl) wurden in jedes Well gegeben, und es wurde fiir insgesamt 72 Stunden bei 37°C in
einem Inkubator mit CO, und befeuchteter Atmosphare inkubiert. Nach 48 Stunden wurde tritiiertes (*H) Thy-
midin mit 1 pCi/Well in 20 pl zugesetzt. Am Ende der 72-stiindigen Inkubation wurde die Platte mit dem Tom-
tek-Platten-Erntegerat geerntet. Die Resultate, die in Tabelle 3 gezeigt sind, geben an, dass kein detektierbarer
Verlust an IFN-Aktivitat aus der PEGylierung beobachtet wurde. In der Tat wurde gefunden, dass die Aktivitat
etwas hoher war als bei freiem IFN-{3.

[0085] Dies kann durch die Bildung von inaktiven Aggregaten in dem freien IFN oder durch Differenzen bei

den Quantifizierungsverfahren (Aminosaureanalyse fir PEG-IFN-Proben und RP-HPLC fur IFN-B) bedingt
sein.

Tabelle 3. Daudi-Anti-Proliferationsassay

IC4,-Dosis’ -fache Zunahme vs. IFN
IFN-B (Platte 1) 1153,1 -
PEG[30 kDJ-IFN (71 A) 695,6 1,6 X
IFN-B (Platte 2) 1005,8 -
PEGI[40 kD]-IFN (71 B) 629,4 1,7 X

“pg/ml

BEISPIEL 4: Pharmakokinetische Studien bei Mausen (Vergleichsbeispiel)
Intravendse Verabreichung
[0086] Mause erhielten eine Injektion mit 100 ng IFN-B, PEG[30 kD]-IFN- oder PEG[2 x 20 kD]-IFN-3, und

danach wurde Blut zu den angegebenen Zeiten enthommen. Die Serumkonzentrationen an IFN-3 wurden
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durch einen IFN-B-spezifischen ELIAS (Toray Industries) bestimmt, und die Resultate sind in Fig. 8 gezeigt.
Achtundzwanzig weibliche Mause vom Stamm B6D2F1 (6-8 Wochen) (etwa 20 g jeweils) wurden wie folgt in
vier Gruppen aufgeteilt: Gruppe 1 enthielt neun Mause, denen 200 pl Einzelbolus von 500 ng/ml humanes
IFN-B (Enddosis 100 ng/Maus) injiziert wurden; Gruppe 2 (neun Mause) erhielten 200 pl einer aquivalenten
Masse an PEG30kD-IFN-B3; Gruppe 3 erhielt 200 pl einer aquivalenten Masse an PEG(2 x 20 kD)-IFN-B; und
Gruppe 4 ist eine Gruppe von drei Mausen ohne Injektion, die als negative Kontrolle dienen. Blutproben (etwa
200 pl/Probe) wurden zu neun angegebenen Zeiten mit einem Kapillarrdhrchen durch Unterbrechung des re-
troorbitalen Venenplexus gesammelt. Die Blutproben wurden fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur gerinnen ge-
lassen, "rimmed" und mikrozentrifugiert. Seren, die daraus entfernt wurden, wurden bei —70°C gelagert, bis alle
Proben gesammelt waren. Die Seren wurden unter Verwendung eines Toray-Assays auf das Vorliegen von bi-
oaktivem humanem IFN- analysiert. Die Resultate zeigen, dass die Flache unter der Kurve (AUC) bei den
PEG-IFN-Proben gegeniber freiem IFN- deutlich vergrofiert ist und dass PEG-IFN-Proben gegentiber freiem
IFN-B uberlegen sind und dass PEG[2 X-20 kD]-IFN-B gegenuber PEG[30 kD]-IFN-B uberlegen ist.

Subkutane Verabreichung

[0087] Mause erhielten eine subkutane Injektion mit IFN- und PEG-IFN (100 ng/Maus). Fig. 9 beweist, dass
die Gesamtflache unter der Kurve (AUC) fir die PEG-IFN-Proben im Vergleich zu freiem IFN- drastisch erhéht
ist. Die pharmakokinetischen Studien waren bei den PEG-IFN-Proben konsistent, die eine langere Halbwerts-
zeit und eine vergréRerte AUC haben.

BEISPIEL 5: Bindung einer PEG-Gruppierung mit niedrigem Molekulargewicht an
Polypeptid
Markierung von Interferon-§ mit OPSS-PEG,,-Hydrazid

Protein-SH + ”
: Protein-3-5-PEG,;:—C-NH-NH,

— i
8-5-PEG,;—C-MNH-NH,
Q ’

[0088] Rekombinantes humanes Interferon-g wurde in Loésung mit 0,33 mg/mlin 50 mM Natriumacetat-Puffer,
pH 3,8, bereitgestellt. Etwa 3,6 mg (40 mol Uberschuss gegeniiber den mol an Protein) des heterobifunktio-
nellen PEG-Reagenzes, OPSS-PEG,,-Hydrazid, in 2 ml entionisiertem Wasser wurden zu 3 ml IFN-B mit 0,33
mg/ml (0,99 mg) gegeben und die zwei wurden in einer Polypropylenphiole fur 1 Stunde bei 45°C reagieren
gelassen. Das Reaktionsgemisch wurde dann mit Kapillarelektrophorese analysiert, um den Modifizierungs-
grad bzw. Modifikationsgrad zu bestimmen. Typische Ausbeuten lagen im Bereich von 90 bis 97 %, die von
der Reinheit des Interferon-g und des PEG-Reagenzes abhangen. Die Losung wurde als Nachstes auf eine
Grolenausschlusssaule (Superdex 75, Pharmacia) aufgebracht und mit 5 mM Natriumphosphat, 150 mM
NaCl, pH 7,0-Puffer, eluiert. Die Peaks wurden gesammelt und mit SDS-PAGE analysiert. Die monoPEGylier-
ten Interferon-B-Fraktionen wurden kombiniert, dann in einem weiteren Modifizierungsschritt mit PEG mit ho-
hem Molekulargewicht verwendet.

Markierung von Interferon-f mit (OPSS),-PEG,,,,

Protein-SH +

———

— —_—— Pmtﬂin—S‘S-PEGyDD-S'S \ /

\ /‘ S-8-PEG3400~S-S \ /

[0089] Rekombinantes humanes Interferon-g wurde in Loésung mit 0,33 mg/mlin 50 mM Natriumacetat-Puffer,
pH 3,8, bereitgestellt. Etwa 6,1 mg (40 mol Uberschuss gegeniiber den mol an Protein) des homobifunktionel-
len PEG-Reagenzes, (OPSS),-PEG,,,, in 2 ml entionisiertem Wasser wurden zu 3 ml Interferon-8 mit 0,33
mg/ml (0,99 mg) gegeben und die zwei wurden in einer Polypropylenphiole fir 2 Stunden bei 50°C reagieren
gelassen. Die Reaktion wurde mit nicht-reduzierender SDS-PAGE (iberwacht und das Endreaktionsgemisch
wurde mit Kapillarelektrophorese analysiert, um den Modifizierungsgrad zu bestimmen. Typische Modifizierun-
gen fir diese Reaktion mit Interferon-f waren > 95 %. Diese Lésung wurde dann auf eine GréRenausschluss-
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saule (Superdex 75, Pharmacia) aufgebracht und mit 50 mM Natriumphosphat, 150 mM NaCl, pH 7,0-Puffer,
eluiert. Die Peaks wurden gesammelt und mit SDS-PAGE auf ihre Gehalte analysiert. Die monoPEGylierten
Interferon-B-Fraktionen wurden kombiniert.

BEISPIEL 6: Bindung einer zweiten PEG-Gruppierung an mit niedermolekulargewichtigem PEGyliertes Poly-
peptid

Modifizierung von IFN-S-S-PEG,,-Hydrazid mit mPEG,,-Aldehyd (ALD)

|
Protein§-5-PEG 5~ C-NH-NH,

C.J} Protein-S-S-PEG;:—C-NH-N=CH-mPEG 0y

ﬂ\PBGaoK— CHICHICH

[0090] Zu den kombinierten Fraktionen von IFN-S-S-PEG,,-Hydrazid in Beispiel 5 wurde mPEG,,-ALD in ei-
nem 20 mol-Uberschuss zu Protein gegeben. Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur (25°C) fiir 4 Stunden
durchgefihrt, und eine Probe wurde zu einer Groflenausschlusssaule (Superose 6, Pharmacia) gegeben, um
die Modifizierungsausbeute zu bestimmen. Die Modifizierungsausbeute dieser Reaktion war typischerweise >
80 %, und zwar in Abhangigkeit von der Reinheit des PEG-Reagenzes und den Reaktionsbedingungen.

[0091] Obgleich diese Erfindung nun vollstandig beschrieben wurde, wird es klar sein, dass der Fachmann
dieselbe in einem weiten Bereich aquivalenter Parameter, Konzentrationen und Bedingungen durchfiihren
kann, ohne den Geist und den Rahmen der Erfindung zu verlassen, und zwar ohne unnétiges Experimentieren.

[0092] Wahrend diese Erfindung in Verbindung mit spezifischen Ausfiihrungsformen derselben beschrieben
wurde, wird es einzusehen sein, dass sie fur weitere Modifikationen geeignet ist. Diese Anmeldung soll alle
Variationen, Verwendungen oder Anpassungen der Erfindung nach den Prinzipien der Erfindung abdecken
und solche Abweichungen von der vorliegenden Offenbarung einschlief3en, wie sie bekannt sind oder gangige
Praxis auf dem Gebiet sind, zu dem die Erfindung gehdrt, und wie sie auf die essentiellen Merkmale, die vor-
stehend ausgefiihrt wurden, wie sie aus dem Rahmen der beigefiigten Anspriiche folgen, angewendet werden
kann.

[0093] Alle hierin zitierten Referenzen, einschlieBlich Zeitschriftenartikel oder Abstracts, veroffentlichte oder
unverdffentlichte US-Patentanmeldungen oder ausléandische Patentanmeldungen, erteilte US-Patente oder
auslandische Patente oder andere Literaturstellen werden hier durch Bezugnahme vollstandig aufgenommen,
einschlieRlich aller Daten, Tabellen, Figuren und des Textes, die in den zitierten Literaturstellen angefihrt sind.
Aullerdem werden auch die gesamten Inhalte der Literaturstellen, die in den zitierten Literaturstellen angefuhrt
sind, durch Bezugnahme hierin aufgenommen.

[0094] Eine Bezugnahme auf bekannte Verfahrensschritte, herkémmliche Verfahrensschritte, bekannte Ver-
fahren oder herkdmmliche Verfahren ist in keiner Weise ein Eingestandnis, dass ein Aspekt, eine Beschrei-
bung oder eine Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung in dem relevanten Stand der Technik offenbart,
gelehrt oder nahe gelegt ist.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur schrittweisen Bindung von Polyethylenglycol (PEG)-Gruppierungen der Reihe nach an ein
Polypeptid, umfassend die Schritte:
Umsetzen eines Polypeptids mit einer heterobifunktionellen oder homobifunktionellen PEG-Gruppierung, die
ein Molekulargewicht im Bereich von 100 bis 5.000 Dalton hat und die die folgende Formel hat:
W-CH,CH,O(CH,CH,0),CH,CH,-X, worin W und X Gruppen sind, die unabh&ngig mit einer funktionellen
Amin-, Sulfhydryl-, Carboxyl- oder Hydroxylgruppe unter Bindung der PEG-Gruppierung mit niedrigem Mole-
kulargewicht an das Polypeptid reagieren; und
Umsetzen der an das Polypeptid gebundenen PEG-Gruppierung mit niedrigem Molekulargewicht mit einer mo-
nofunktionellen oder bifunktionellen PEG-Gruppierung, deren Molekulargewicht im Bereich von 100 Dalton bis
200 Kilodalton ist, um die monofunktionelle oder bifunktionelle PEG-Gruppierung an ein freies Ende der
PEG-Gruppierung mit niedrigem Molekulargewicht zu binden und ein PEG-Polypeptid-Konjugat zu bilden.
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2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die monofunktionelle oder bifunktionelle PEG-Gruppierung die fol-
gende Formel hat: Y-CH,CH,O(CH,CH,0),,CH,CH.-Z, worin Y mit einer terminalen Gruppe am freien Ende der
PEG-Gruppierung mit niedrigem Molekulargewicht, die an das Polypeptid gebunden ist, reaktionsfahig ist und
Z -OCH, oder eine Gruppe ist, die mit X reaktionsfahig ist, um ein bifunktionelles Konjugat zu bilden.

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei die monofunktionelle oder bifunktionelle PEG-Gruppierung Metho-
xy-PEG, verzweigtes PEG, hydrolytisch oder enzymatisch abbaubares PEG, ,pendant PEG" oder Dendri-
mer-PEG ist.

4. Verfahren nach Anspruch 1, wobei W und -X unabhangig ausgewahlt sind aus der Gruppe, bestehend
aus Orthopyridyldisulfid, Maleimiden, Vinylsulfonen, lodacetamiden, Hydraziden, Aldehyden, Succinimidyles-
tern, Epoxiden, Aminen, Thiolen, Carboxyl, aktiven Ester, Benzotriazolcarbonaten, p-Nitro-phenolcarbonaten,
Isocyanaten und Biotin.

5. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die PEG-Gruppierung mit niedrigem Molekulargewicht und/oder die
monofunktionelle oder bifunktionelle PEG-Gruppierung ein Copolymer von Polyethylenglycol ist.

6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei das Copolymer von Poly-ethylenglycol ausgewahlt ist aus der Grup-
pe, bestehend aus Polyethylenglycol/Polypropylenglycol-Copolymeren und Polyethylenglycol/Poly(milch/gly-
colsaure)-Copolymeren.

7. Verfahren nach Anspruch 1, das auferdem einen Schritt der Reinigung des PEG-Polypeptid-Konjugats
nach der schrittweisen Bindung von zwei PEG-Gruppierungen der Reihe nach an ein Polypeptid umfasst.

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei der Schritt der Reinigung eine oder mehrere Reinigungstechniken
umfasst, die aus der Gruppe, bestehend aus lonenaustauschchromatographie, Gréftenausschlusschromato-
graphie, hydrophober Wechselwirkungschromatographie, Affinitdtschromatographie und Umkehrphasenchro-
matographie, ausgewahlt ist/sind.

9. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Polypeptid Interferon-@ ist.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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