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A taldlmany poliol-interferon-8 konjugatumokra vonatko-
zik, amelyekben egy poliol-maradék kovalensen kapcsoldédik a
human interferon-B Cys'’-hez. A fenti poliol-interferon-B konju-
gatumot ugy allitjak elé, hogy az interferon-B-t tiol-reaktiv po-
liollal reagaltatva egy poliol-maradékot kétnek hely-specifiku-
san ¢és kovalensen a human interferon-B8 Cys'’-hez, majd a
kapott konjugatumot kinyerik. A fenti eljarast polietilénglikol
(PEG) maradékok kapcsolasa esetén ugy végzik, hogy a
polipeptidet elészor egy kis méltomegii heterobifunkcios vagy
homobifunkciés PEG-maradékkal reagaltatjak, majd a polipep-
tidhez kotott kis moltomegii PEG-maradékot egy monofunkcids
vagy bifunkciés PEG-maradékkal reagaltatva ez utébbi mono-
funkciés vagy bifunkciés PEG-maradékot a kis moltomegi
PEG-maradék szabad végéhez kotve alakitjak ki a PEG-polipep-
tid konjugatumot. A PEG-polipeptid konjugatumok gyégyszer-

ként alkalmazhatdk.
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A taldlmany poliol-IFN-béta konjugatumokra vonatkozik,
ahol a poliol egység kovalensen kotddik a Cys'’-hez. A talal-
many targya tovabba eljaras ezek hely-specifikus eldallitasara,
valamint ezek alkalmazasara bakterialis fertézések, viralis fer-
té6zések, autoimmun betegségek és gyulladasos betegségek tera-
piajaban, prognézisaban vagy diagnozisaban. A talalmany tar-
gyat képezi tovabba eljaras két vagy tobb PEG-maradék poli-
peptidhez torténd 1épésenkénti kapcsolasara.

A human fibroblaszt interferon (IFN-B8) antiviralis aktivi-
tassal rendelkezik, és képes a daganatos sejtek elleni természe-
tes gyilkos sejteket is stimulalni. Ez egy koriilbelil 20000 Da
méretii polipeptid, amelyet virusok és kettds-szali RNS-ek in-
dukalnak. A fibroblaszt interferont kédolé gén nukleotidszek-
venciajaboél - amelyet rekombinans DNS modszerrel kléonoztak
Derynk és munkatarsai [Nature 285, 542-547 (1980)] - kovet-
keztettek a protein teljes aminosavszekvenciajara. A protein 166
aminosav hosszusagu.

Shepard és munkatarsai [Nature 294, 563-565 (1981)] is-
mertettek egy mutaciot a 842. bazisnal (Cys — Tyr a 141-es
helyzetben), amely az antiviralis aktivitas megsziintetéséhez ve-
zetett, és leirtak egy, a 1119-1121. nukleotidok delécidjat tartal-
mazo varians klont.
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Mark és munkatarsai [Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 81(18),
5662-5666 (1984)] egy mesterséges mutaciot inszertaltak a 469.
bazis (T) adeninnal (A) torténd helyettesitésével, amely 17-es
helyzetben egy Cys — Ser aminosavcserét okozott. Az igy ka-
pott IFN-B a leirds szerint ugyanolyan aktiv, mint az ,nativ”
IFN-B, és stabil hosszitavi tarolas soran (-70 °C-on).

A hidrofil polimer polietilénglikol (PEG), mas néven
poli(etilén-oxid) (PEO) kovalens kapcsolasa kilonféle moleku-
lakhoz fontos alkalmazasokkal bir a biotechnolégiaban és
gyogyaszatban. Leggyakoribb formajaban a PEG egy linearis
polimer, amely mindkét terminalisin hidroxilcsoportokat tar-

talmaz:

HO-CH,-CH,0(CH,CH,0),CH,CH,-OH.

Ez a képlet rovidebben mint HO-PEG-OH jelolheté, ahol
-PEG- jelenti a polimer vazat a terminalis csoportok nélkiil,
azaz
-PEG- jelentése -CH,CH,0(CH,CH,0),CH,CH,-.

A PEG-et gyakran metoxi-PEG-OH-ként (m-PEG) alkal-
mazzak, amelyben az egyik terminusz egy viszonylag inert me-
toxicsoport, mig a masik terminusz egy hidroxilcsoport, amely

kémiai modositasoknak vetheto ala:

CH;0-(CH,CH;,0),-CH,CH,-OH.

Gyakran hasznaljak az elagazo PEG-eket is. Az elagazé

PEG-eket az R(-PEG-OH),, képlettel abrazolhatjuk, amelyben R
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egy centralis mag maradékot, példaul pentaeritritet vagy glice-
rint jelent, és m jelenti az elagazo ,karok” szamat. Az elagazo
karok szama (m) hiromtdl szazig, vagy még nagyobb értékig
valtozhat. A hidroxilcsoportokat kémiai modositasnak lehet ala-
vetni.

Egy masik elagaz6 forma, példaul a WO 96/21469 szamon
publikalt szabadalmi leirasban ismertetett, egyetlen terminuszt
tartalmaz, amely a kémiai modositas helye. Az ilyen tipusu PEG
a (CH;0-PEG-),R-X képlettel abrazolhato, ahol p = 2 vagy 3, és
R jelentése kozponti mag, példaul lizin vagy glicerin, és X je-
lentése funkcios csoport, példaul karboxilcsoport, amelyet ké-
miailag aktivalni lehet. Egy masik elagazé forma, a , figgd
PEG” a reakcioképes csoportokat, példaul karboxilcsoportot a
PEG vaza mentén tartalmazza a PEG-lancok vége helyett.

A PEG fenti formain kivil olyan polimer is eldallithato,
amely a vazban gyenge vagy lebonthaté kotéseket tartalmaz.
Példaul Harris az US 06/026716 szamu szabadalmi bejelentés-
ben bemutatta, hogy a polimer vaz észterkotéseket tartalmazo
PEG is el6allithaté, amelyek hidrolizalhatéok. A hidrolizis a
polimer alacsonyabb moéltémegi fragmensekre torténd hasadasat

eredményezi, az alabbi reakcidvazlat szerint:
-PEG-CO,-PEG- + H,0 - -PEG-CO,H + HO-PEG-.

A talalmény értelmében a polietilénglikol vagy PEG kifeje-
zés magaban foglalja az 6sszes fent emlitett szarmazékokat is.
Az etilén-oxid és propilén-oxid polimerjei kémiailag na-

gyon hasonlitanak a PEG-hez, és ezeket PEG helyett szamos al-
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kalmazasban lehet hasznalni. Ezek a
HO-CH,CHRO(CH,CHRO),CH,CHR-OH

altalanos képlettel abrazolhatok, ahol R jelentése H vagy CHj.

A PEG egy nagyon hasznos polimer, amely nagy vizold-
hatosaggal, valamint szamos szerves oldészerben is nagy old-
hatosaggal rendelkezik. A PEG ezenkiviil nem toxikus és nem
immunogén. Amikor a PEG-et kémiailag kapcsoljak egy vizold-
hatatlan vegyiilethez (PEG-ilezés), a kapott konjugatum altala-
ban vizoldhat6, valamint szamos szerves oldoszerben is oldodik.

A PEG-protein konjugatumokat jelenleg protein-helyettesi-
téses terapiaban alkalmazzak, valamint egyéb gyoégyaszati alkal-
mazasai 1s vannak. Példaul a PEG-ilezett adenozin-dezaminazt
(ADAGEN®) silyos, kombinalt immunhidny betegség (SCIDS)
kezelésére alkalmazzak, a PEG-ilezett L-aszparaginazt
(ONCAPSPAR®) akut limfoblasztos leukémia (ALL) kezelésére
alkalmazzak, és a PEG-ilezett interferon-a, amely a vizsgalatok
harmadik fazisaban van, hepatitis C kezelésére alkalmazhato.

A klinikai hatékonysaggal rendelkez6 PEG-protein konju-
gatumok altalanos éttékintését lasd N. L. Burnham munkajaban
[Am. J. Hosp. Pharm. 15, 210-218 (1994)].

Szamos eljarast kifejlesztettek a proteinek PEG-ilezésére. A
PEG kapcsolasat a proteinen levé reakcidképes csoportokhoz
rendszerint elektrofil moédon aktivalt PEG-szarmazékok alkal-
mazasaval végzik. A PEG kapcsolasa a lizin-maradékok o- és ¢-
-amino-csoportjaihoz és az N-terminalishoz termékek elegyébol

allo konjugatumot eredményez.
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Altalaban az ilyen konjugatumok egy proteinmolekuldhoz
kapcsolt tobb PEG molekula populaciojabol allnak (PEGmerek),
a PEG molekuldk szdma 0-t6l a proteinben 1évé aminocsoportok
szamaig valtozik. Az egyszeresen modositottprotein molekula-
ban a PEG egység szamos kiillonb6zd amino-helyhez kapcsoldd-
hat.

A nem-specifikus PEG-ilezés fenti tipusa tobb konjugatu-
mot eredményezett, amelyek szinte inaktivak voltak. Az aktivi-
tas csokkenése rendszerint a protein aktiv k6td doménjének le-
arnyékolasabol eredt, ez a helyzet sok citokin és antitest esetén.
Példaul Katre és munkatarsai (US 4766106 és US 4917888 sza-
mu szabadalmi leirasok) ismertetik az IFN-B és IL-2 PEG-ilezé-
sét metoxi-polietilénglikolil-N-szukcinimidil-glutarat és me-
toxi-polietilénglikolil-N-szukcinimidil-szukcinat nagy felesle-
gével. Mindkét proteint mikroba gazdasejtekben allitottak eld,
amelyek lehetévé tették a szabad cisztein szerinné torténé hely-
specifikus mutdci6éjat. A mutacié az IFN-B mikrobas expresszio-
Jaban sziikséges volt a protein hajtogatott szerkezetének kiala-
kulasahoz. K6zelebbrdl, a fenti kisérletekben alkalmazott IFN-8
a Betaseron® néven forgalmazott termék, amelyben a Cys'’ ma-
radék szerinnel van helyettesitve. Ezenkiviil a glikozilezés hi-
anya csOkkentette az oldhatosagot vizes oldatban. A nem--spe-
cifikus PEG-ilezés fokozott oldhatdsiagot eredményezett, de {6
problémaként megmaradt az aktivitas és hozam csékkent szintje.

Az EP 593868 szamu szabadalmi leirdsban (amelynek cime
PEG-interferon konjugatumok) PEG-IFN-a konjugatumok eld-
allitasat ismertetik. Azonban a PEG-ilezési reakci6 nem hely-

-specifikus, ezért a PEG-IFN-a konjugatumok helyzeti izomer-
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jeinek elegyét kaptak [lasd még Monkarsh és munkatarsai, ACS
Symp. Ser. 680, 207-216 (1997)].

Kinstler és munkatirsai (EP-A 675201) bemutattak a me-
gakariocita novekedési és fejlodés faktor (MGDF) N-terminalis
maradékanak szelektiv modositasit mPEG-propionaldehiddel.
Ezaltal reprodukalhaté PEG-ilezést és farmakokinetikai tulaj-
donsagokat kaptak sarzsrél-sarzsra. Gilbert és munkatarsai (US
5711944) bizonyitottdk, hogy a PEG-ilezett IFN-o optimalis
aktivitassal allithato el6. Ebben az esetben faradsagos tisztitasi
1épés kellett az optimalis konjugatum eldallitasahoz.

A citokinek tobbsége, és egyéb proteinek sem rendelkeznek
specifikus PEG-kapcsolddasi hellyel, és a fenti példaktol elte-
kintve nagyon valdszinii, hogy a PEG-ilezési reakciéban képz6-
dott izomerek némelyike teljesen vagy részlegesen inaktiv lesz,
ezaltal a végtermék elegy aktivitasa csokken.

Tehat a hely-specifikus monoPEG-ilezés nagyon kivanatos
lenne az ilyen protein konjugatumok eldallitasaban.

Woghiren és munkatarsai [Bioconjugate Chem. 4(5), 314-
-318 (1993)] eldallitottak egy tiol-szelektiv PEG-szarmazékot
egy ilyen hely-specifikus PEG-ilezéshez. Egy ortopiridil-diszul-
fid reakcidoképes csoport formajaban 1évé stabil, tiol-védett
PEG-szarmazékrol kimutattak, hogy specifikusan kotédik a pa-
pain proteinben lévd szabad ciszteinhez. A papain és PEG a ko-
zOtt igy kialakult diszulfid koétés enyhe redukcids koriillmények
kozott hasithato volt, ezaltal nativ protein keletkezett.

A leirasban emlitett dokumentumokrdl nem allitjuk, hogy a
technika allasanak ideilld részét képezik, vagy az igénypontok

szabadalmazhatosagat tekintve figyelembe veenddé anyag. Az
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idézett dokumentumok tartalmara vagy adataira vald hivatkozas
pusztan informaécios jellegii, amely a bejelentés benyujtasanak
idépontjaban rendelkezésiinkre allt, és ezek helyességéért nem
szavatolunk.

A talalmény poliol-IFN-B konjugatumokra, és féleg PEG-
-IFN-B konjugatumokra vonatkozik, amelyekben a poliol egység
kovalensen kotédik a Cys'’-hez. A specifikus konjugaciot
azaltal érjik el, hogy egy tiol-reaktiv poliol reagenst reagal-
tatunk az IFN-B Cys'” maradékaval. Az ilyen konjugatumok var-
hatdlag fokozott hatékonysagot mutatnak in vivo. Célunk semle-
ges pH-n fokozott oldhatésag, fokozott stabilitas (csékkent
aggregacid), csokkent immunogén jelleg és a nativ IFN-B aktivi-
tasanak meglrzése volt. Az ilyen konjugicié eredménye a ki-
vant hatéas eléréséhez sziikséges dozis nagysaganak csokkenése
a gyogyaszati készitmény forma egyszeriisodése és stabilizalasa,
és a hosszutava hatékonysag valdszinii névekédése lehet.

A taldlmény targyat képezi tovabba eljaras PEG-maradékok
Iépésenkénti sorozatos kapcsolasa egy polipeptidhez.

A leiras abrait roviden az alabbiakban ismertetjiik.

Az 1. abran lathaté a PEG-IFN-B konjugatum kapillaris
elektroforézis (CE) gorbéje tisztitas eltt.

A 2A-2C abran lathat6 a PEG-IFN-B konjugatum tisztitasa
méret szerinti kizarasos kromatografiaval (Superose 12): 2A ab-
ra - els6 atvezetés; 2B abra - masodik atvezetés, 2C abra - har-
madik atvezetés.

A 3. abran lathatéo a harmadik kromatografias tisztitassal
kapott tisztitott PEG-IFN-B konjugatum SDS-PAGE kromatog-

ramja. 1. és 4. sav: protein moltomeg standardek, 2. sav: . na-
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tiv” IFN-B, 3. sav: PEG-IFN-B konjugatum.

A 4. abran lathato a tisztitott PEG-IFN-B konjugatum kapil-
laris elektroforézis (CE) gorbéje, ahol az IFN-B mPEG-OPSSs,-
val van PEG-ilezve.

Az 5. abran lathaté a tisztitott PEG-INF-B konjugatum
MALDI MS spektruma.

A 6. abran lathato egy 6sszehasonlitas a nativ IFN-B és a
PEG-IFN-B konjugatum antiviralis aktivitasa kozott. A WISH
sejteket az IFN-B mintak megadott koncentracidinak jelenlété-
ben inkubaltuk 24 o6ran keresztill a vezikularis stomatitis virus
citopatikus dézisaval torténé provokalas eldtt. A citopatikus ha-
tast tovabbi 48 ora elteltével hataroztuk meg MTT konverzidval.

A 7. abréan lathato az IFN-B és a PEG-IFN kotédési profilja
Daudi sejtekben.

A 8. abran lathato az IFN-B és PEG-IFN farmakokinetikai
profilja, egérnek torténd intravénas adagolas utan. A pontozott
vonalak jelzik az LOQ vizsgalatot az egyes standard gorbékhez.

A 9. abran lathaté az IFN-B és PEG-IFN farmakokinetikai
profilja, egérnek torténd szubkutan adagolast kovetéen. A
pontozott vonalak jelzik az LOQ vizsgalatot az egyes standard
gorbékhez.

A talalmanyt részletesen az alabbiakban ismertetjiik.

A talalmany azon a felismerésen alapul, hogy egy poliol-
maradék, kozelebbrol egy PEG-maradék kapcsoldsa a human
IFN-B Cys'’ maradékiahoz elére nem vart médon fokozta (vagy
legalabbis nem valtoztatta meg, vagy nem csokkentette) az IFN-
-B bioldgiai aktivitasat a nativ human interferon-B-hoz viszo-

nyitva. Tehat az IFN-B a Cys'’ maradékhoz kapcsolt poliol-ma-
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radékkal nemcsak azonos vagy fokozott IFN-B biolégiai akti-
vitast mutat, hanem ez a poliol-IFN-B konjugatum a polil-mara-
dek altal biztositott kivanatos tulajdonsagokkal, példaul foko-
zott oldhatésaggal rendelkezik.

IFN-B alatt a leirdsban human fibroblaszt interferont ér-
tink, amely biologiai folyadékokbdl torténd izolalassal vagy
prokariota vagy eukariota gazdasejtekb6l DNS rekombinans
modszerekkel allithaté el6, valamint ennek soit, funkcionalis
szarmazékait, prekurzorait és aktiv frakcidit, feltéve, hogy ezek
tartalmazzak a természetben eléfordulé forma 17-es helyzetében
1évo cisztein-maradékot.

A talalmany szerinti poliol-IFN-B konjugatum poliol-mara-
déka barmely vizoldhaté, egyenes vagy elagazé szénlancu
mono- vagy bifunkcidés poli(alkilén-oxid) lehet. Rendszerint a
poliol egy polialkilénglikol, példaul polietilénglikol (PEG).
Azonban szakember szamara nyilvanvald, hogy egyéb poliolok,
példaul polipropilénglikol és polietilénglikol és polipropiléngli-
kol kopolimerjei is alkalmazhat6k a talalméany értelmében. |

A leiras PEG-maradék alatt példaul - a korlatozas szandéka
nélkil - egyenes vagy elagazo szénlancu PEG, metoxi-PEG, hid-
rolitikusan vagy enzimatikusan hasithaté PEG, fiiggé PEG,
dendrimer PEG, PEG és egy vagy tobb poliol kopolimerjei, és
PEG és PLGA [poli(tejsav)/glikolsav] kopolimerjei értenddk.

S6 alatt a leirasban a vegyiiletnek mind a karboxilcsopor-
tokkal eldallithaté soéit, mind az aminocsoportokkal eléallithato
soit értjik, amelyek ismert modon allithatok el6. A karboxilcso-
portok soi kozé tartoznak a szervetlen sok, példaul natrium-,

kalium-, kalciumsok, és a szerves bazisokkal képzett sok, pél-
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daul egy aminnal, igy példaul trietanol-aminnal, argininnel vagy
lizinnel alkotott sOk. Az aminocsoportok séi kozé tartoznak
példaul a szervetlen savakkal, igy példaul sosavval, és a szerves
savakkal, példaul ecetsavval képzett sok.

Funkcionalis szarmazékok alatt a leirasban az aminosavak
oldallancaban 1év6 funkcids csoportokbél, vagy a terminalis N-
vagy C-csoportokbdl ismert modon eldallitott szarmazékokat
ertjilkk, ha azok gyégyaszatilag elfogadhatok, azaz nem rontjak
le a protein aktivitasat, vagy ezektl nem lesz toxikus az ezeket
tartalmazo gyogyaszati készitmény. Ilyen szarmazékok kozé tar-
toznak példaul a karboxilcsoportok észterei vagy alifas amidjai,
€s a szabad aminocsoportok N-acil-szarmazékai, vagy a szabad
hidroxilcsoportok O-acil-szarmazékai, amelyek acilcsoportok-
kal, példaul alkanoil- vagy aroilcsoportokkal allithatok eld.

Prekurzor alatt olyan vegyiileteket értiink, amelyek az em-
beri vagy allati testben IFN-B-va alakulnak at.

A protein aktiv frakcidi alatt a taladlmany értelmében a ve-
gyilet polipeptid lancanak barmely fragmentumat vagy prekur-
zorat értjilkk, 6nmagukban, vagy a kapcsolodé hozzajuk kotott
molekuldkkal vagy maradékokkal, példaul cukrok vagy foszfa-
tok maradékaival kombinacidéban, vagy a peptidmolekula aggre-
gatumait, ha ezek a fragmentumok vagy prekurzorok gyogyszer-
ként az IFN-B aktivitasaval rendelkeznek.

A taldlmany szerinti konjugatumokat barmely ismert elja-
rassal eléallithatjuk. A talalmany egyik kiviteli médja szerint az
IFN-B-t PEG-ilezd szerrel reagaltatjuk megfelelé olddszerben,
¢s a kivant konjugatumot izolaljuk és tisztitjuk, példaul egy

vagy tobb kromatografias modszer alkalmazasaval.
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Kromatografids modszer alatt a leirasban barmely olyan
technikat értiink, amelyet egy elegy komponenseinek szétvalasz-
tasara lehet alkalmazni azaltal, hogy az elegyet egy hordozora
(stacioner fazis) vissziik fel, amelyen egy oldészer (mobil fazis)
folyik keresztiill. A kromatografias mdodszerek elvalasztasi elvei
a mobil bazis és a stacioner fazis eltérd fizikai tulajdonsagain
alapulnak.

A kromatografias eljarasok tipusai kozelebbrél szakiroda-
lombdl j6l ismertek, ilyenek példaul a folyadék-, nagynyomasu
folyadék-, ioncserés, adszorpcids, affinitasi, megoszlasos, hid-
rofob, forditott fazisu, gélsziiréses, ultrasziiréses vagy vékony-
réteg-kromatografias eljarasok.

Tiol-reaktiv PEG-ilez6 szer alatt a leirasban barmely olyan
PEG-szarmazékot értiink, amely a cisztein-maradék tiolcsoport-
javal képes reagalni. Ez lehet példaul egy funkciés csoportot,
példaul ortopiridil-diszulfidot, vinilszulfont, maleimidet, jod-
acetimidet vagy egyebet tartalmazé PEG. A talalmany egyik
elényo6s kiviteli modja szerint a tiol-reaktiv PEG-ilezd szer a
PEG ortopiridil-diszulfid (OPSS) szarmazéka.

A PEG-ilez6 szert vagy mono-metoxilezett formajaban al-
kalmazzuk, amikor csak az egyik vég hasznalhato6 fel a konjuga-
lashoz, vagy bifunkciés formaban, amikor mindkét vég felhasz-
nalhaté a konjugéalashoz, példaul olyan konjugatum eldallita-
sara, amelyben két IFN-B kapcsolddik kovalensen ugyanazon
PEG-maradékhoz. A PEG-ilez6 szer mdltémege elényosen 500
és 100000 kozotti.

A talalméany szerinti konjugatumok eldallitasat tipikusan az

alabbi eljarassal végezziik:
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pH<7
mPEG-S-S-Protein

//B-me:kaptoetanol

ProteinS-H + mPEG-S-H + HOCH,CH,-S-S-CH,CH,O0H

Protein-SH + m;’EG-s-s{_'_)

A fenti reakciovazlat masodik sora a PEG-protein kétés ha-
sitasat mutatja be. Az mPEG-OPSS-szarmazékok erdsen szelek-
tivek szabad szulfidrilcsoportokra, és gyorsan reagalnak savas
PH korilmények kozott, ahol az IFN-B stabil. A nagy szelektivi-
tast a konjugitum nativ IFN-B formava és PEG-gé torténd re-
dukcidjaval bizonyithatjuk.

A protein és a PEG-maradékok kozott képzddott diszulfid-
-ko6tésrél kimutattuk, hogy a keringésben stabilak, azonban a
sejtkornyezetbe torténd bejutas utin redukalhatok. Ezért var-
haté, hogy az a konjugatum, amely nem jut be a sejtbe, stabil
marad a keringésben, amig onnan ki nem tisztul. Megjegyezziik,
hogy a fenti reakci6 hely-specifikus, mivel a human IFN-8 ter-
mészetes formajaban a 31-es és 141-es helyzetben jelenlévo ma-
sik két cisztein-maradék nem reagil a tiol-reaktiv PEG-ilezé
szerrrel, ugyanis ezek diszulfid-hidat alkotnak.

A talalmény targya tovabba eljaras két vagy tobb PEG-ma-
radék polipeptidhez torténé lépésenkénti kapcsolasara. Az elja-
ras azon a felismerésen alapul, hogy egy kis moltomegi aktivalt
PEG tokéletesebben reagal a proteinen lévé sztérikusan gatolt
reakcidhellyel, mint egy nagy moltomegi aktivalt PEG. A tera-

pias hatasu draga proteinek PEG-médositasanak koltségkimélo-
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nek kell lennie annak érdekében, hogy a PEG konjugatum elo-
allitasa gyakorlatban megvaldsithato legyen. Ezenkiviil a PEG-
-protein konjugatum glomerularis kisziir6désének csokkentése
és farmakologiai tulajdonsagainak optimalizaldsa érdekében a
konjugatumnak a 70 kDa moltémegii proteinnel ekvivalens
effektiv mérettel kell rendelkeznie. Ez azt jelenti, hogy egy
olyan hely-specifikus médositashoz, ahol egyetlen PEG-et kap-
csolunk, a PEG-szarmazéknak elényosen 20 kDa-nal nagyobb
moltomeggel kell rendelkeznie. Ha a modositas helye sztériku-
san zsufolt, a nagyméreti PEG-maradékon 1évd reakcidképes
csoport nehezen fér hozza a mddositas helyéhez, ezaltal kis
hozamokat kapunk. A polipeptid PEG-ilezésére szolgalo talal-
many szerinti eldnyds eljarassal gy noveljik a hely-specifikus
PEG-ilezés hozamat, hogy el6szor egy kisméretii hetero- vagy
homobifunkciés PEG-maradékot kapcsolunk, amely - viszonylag
kisebb mérete kovetkeztében - képes reagalni a sztérikusan zsi-
folt helyekkel. Ezutan a kisméretii PEG-hez egy nagy molto-
megii PEG-szarmazékot kapcsolva nagy hozammal kapjuk a
kivant PEG-ilezett proteint.

A taldlmany szerinti eljaras tehat egy vagy tobb maradék
polipeptidhez t6rténd sorozatos, lépésenkénti kapcsolasara al-
kalmas oly médon, hogy eldszér egy kis méltomegii heterobi-
funkciéos vagy homobifunkciéos PEG-maradékot kapcsolunk a
polipeptidhez, majd a polipeptidhez kapcsolt kis méltomegii
PEG-maradék szabad végéhez ezutan monofunkciés vagy bi-
funkci6os PEG-maradékot kapcsolunk. Két vagy tobb PEG-mara-
dék polipeptidhez - amely elény6sen az IFN-8, ahol a PEG kap-

csolodasanak eldnyos helye egy sztérikusan zsufolt helyen loka-
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lizal6dé Cys'” - torténé sorozatos lépésenkénti kapcsolasa utan
a PEG-polipeptid konjugatumot egy vagy tobb tisztitasi méd-
szerrel, példaul ioncserés kromatografiaval, méret szerinti kiza-
rasos kromatografidval, hidroféb koélcsénhatison alapulé kro-
matografidval, affinitasi kromatografiaval és forditott fazisu
kromatografidval tisztithatjuk.

A kis mo6ltomegii PEG-maradék képlete
W-CH,CH,0(CH,CH,0),CH,CH,-X,

ahol W és X jelentése olyan csoport, amelyek egymastol figget-
leniil amin, szulfidril, karboxil vagy hidroxil funkcios csopor-
tokkal reagalva a kis méltéomegii PEG-maradékot a polipeptid-
hez kapcsoljak. W és X jelentését elényosen egymastol figget-
lenil ortopiridil-diszulfid, maleimidek, vinil-szulfonok, jod-
acetamidok, aminok, tiolok, karbonsavak, aktiv észterek, benzo-
triazol-karbonatok, p-nitrofenol-karbonatok, izocianatok és bio-
tin kozil valasztjuk. A kis méltomegii PEG-maradék moéltéomege
eldnyodsen korilbeliil 100 és 5000 Da kozott lehet.

A polipeptidhez kapcsolt, kis moltomegii PEG szabad végé-
hez kapcsolandé monofunkciés vagy bifunkciés PEG-maradék
moltomege elénydsen koriilbelil 100 Da és 200 kDa k6z6tt van,
és ez elénydsen egy metoxi-PEG, elagazo6 lanca PEG, hidroliti-
kusan vagy enzimatikusan hasithato PEG, figgé PEG vagy
dendrimer PEG. A monofunkcids vagy bifunkciés PEG altalanos

képlete

Y-CH,CH,0(CH,CH;0)CH,CH,-Z,
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ahol Y a polipeptidhez kapcsolédott kis méltéomegii PEG-mara-
dék szabad végén l1évo terminalis csoporttal reagalni képes cso-
portot jelent, és Z jelentése -OCH;, vagy egy olyan csoport,
amely X-szel reagalni képes, ezaltal bifunkciés konjugatumot
képez.

Az egy vagy tobb PEG-maradék lépésenkénti kapcsolasara
szolgéalo fenti eljarassal el6allitott PEG-polipeptid konjugatum
hatéanyagként olyan gydgyszerek vagy gydgyaszati készitmé-
nyek eldallitdsara alkalmazhato, amelyek a fenti polipeptiddel
hatékonyan kezelhetd betegségek vagy rendellenességek kezelé-
sére alkalmazhatok.

A talalmany tovabbi targyat alapvetden tiszta formaban
1év6 konjugatumok képezik, amelyek hatéanyagként alkalmaz-
hatok gydgyaszati készitményekben bakterialis és viralis fertd-
zések, valamint autoimmun, gyulladasos betegségek és tumorok
kezelésére, diagnézisara és prgnozisara. Az ilyen gydgyaszati
készitmények a talalmany tovabbi targyat jelentik.

A fenti betegségekre a korlatozas szandéka nélkiil emlitjik
az alabbiakat: szeptikus sokk, AIDS, reumas arthritis, lupus
erythematosus és szklerdzis multiplex.

A taldlmany tovabbi eldnyei és kiviteli alakjai az alabbi le-
irasbdl nyilvanvaloak.

A taldlmany értelmében a talalmany szerinti konjugatumok
farmakolo6giailag hatékony mennyiségei olyan egyedeknek ada-
golhatok, amelyekben fennall a veszélye a fent emlitett betegsé-
gek kifejlédésének, vagy olyan egyedeknek, amelyekben a fenti
betegségek mar megmutatkoztak.

Az adagolast a hatdéanyaggal Gsszeférheté barmely adago-
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lasi moédszerrel elvégezhetjiik. Elényos a parenteralis adagolas,
példaul a szubkutan, intramuszkularis vagy intravénas injekcio.
A beadand6 hatdanyag doézisa a gydgyaszati eléirasoktol fliggo-
en valtozik, a beteg életkora, testtomege és egyedi valasza alap-
jan.

A dozis 10 pg és 1 mg kozott valtozhat naponta egy atlagos,
75 kg testtomegii beteg esetén, az elényos napi dozis 20 ng és
200 pg kozott lehet.

A parenterdlis adagolasra alkalmas gyogyaszati készitményt
hatéanyagot és megfeleld vivéanyagot tartalmazéd injektalhato
formaban allithatjuk eld. Vivéanyagként parenteralis adagolasra
jol ismert anyagok alkalmazhaték, példaul viz, sooldat, Ringer-
-oldat és/vagy dextroz. A vivdanyag tartalmazhat kis mennyi-
ségben segédanyagokat is, a gyogyaszati készitmény stabilitasa-
nak és izotonicitasanak biztositasahoz. Az oldatok eléallitasat
gyogyszerkészitésben szokasosan alkalmazott modszerek szerint
végezhetjik.

A talalmanyt kozelebbrdl specifikus kiviteli alakokkal is-
mertetjik, azonban magatol értetédéen a szakember szamara
nyilvanvalé médositasok és helyettesitések szintén a talalmany
targykorébe tartoznak.

A taldlméanyt kozelebbrdl - a korlatozas szandéka nélkil -
az alabbi példakkal ismertetjiik.

1. példa

PEG-IFN-8 konjugatum eléallitisa

IFN-B médositasa mPEGsg-OPSS-sel

A PEG-IFN-B konjugatum eldallitasara rekombinans human

IFN-B-t alkalmaztunk, amely 50 mmol/l natrium-acetat puffer-
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ben (pH 3,6) 0,37 mg/ml koncentraciéban stabil. Korilbelil 1,0
ml 6 mol/l koncentraciéju karbamidot adtunk 2 ml 0,37 mg/ml
koncentracioju IFN-B-oldathoz (0,74 mg, 3,7 x 10® mol). 1 mol
IFN-B-hoz 50 mol molaris feleslegben adtunk mPEGsgx-OPSS-t,
és a két anyagot polipropilén csében reagaltattuk 37 °C-on 2 6-
ran keresztiil, vagy 50 °C-on 1 6ran keresztill. A reakcidelegyet
kapillaris elektroforézissel (CE) analizaltuk, hogy meghataroz-
zuk a tisztitas elott a PEG-ilezési reakcioval keletkezett PEG-
-IFN-B konjugatum mennyiségét (1. abra). A fenti reakcio
tipikus hozama 50% PEG-IFN-B8. A reakcidelegybdl a reakcio-
termékeket 0,22 mm-es fecskendés sziirdvel elvalasztottuk, és a
szlrt oldatot ezutan méret szerinti kizarasos oszlopra (Superose
12 vagy Superdex 75, Pharmacia) vittiik fel, és 50 mmol/l natri-
um-foszfat, 150 mmol/l NaCl (pH 7,0) pufferrel elualtuk. A 2A
abran lathaté a PEG-IFN-B konjugatum Superose 12 méret sze-
rint1 kizarasos kromatografias oszlopon torténd tisztitasaval ka-
pott elucios profil. A csucsokat 6sszegyiijtottiikk, és SDS-PAGE
eljarassal analizaltuk (3. abra). A PEG-IFN-B konjugatumot tar-
talmazo6 frakciokat egyesitettilk, és a koncentratumot ugyanazon
méret szerinti kizarasos oszlopra vittik fel a PEG-IFN-8 konju-
gatum tovabbi tisztitasa céljabol, a ,nativ’ IFN-B csucs kozel-
sége miatt (2B abra). Ezt az eljarast megismételtiikk (harmadik
felvitel), hogy a terméket tiszta formaban nyerjik (2C abra). A
4. és 5. abran lathaté a tisztitott PEG-IFN-B konjugatum ka-
pillaris elektroforézis gorbéje, és MALDI MS spektruma.

IFN-B médositasa mPEG3ox-OPSS-sel

Rekombinans human IFN-B-b6l stabil, 0,36 mg/ml oldatot

allitottuk elé6 50 mmol/l natrium-acetat pufferben (pH 3,6).



3 ml 0,36 mg/ml koncentraciéju IFN-B oldathoz (1,08 mg, 4,9 x
10"* mol) korilbelil 36 mg mPEG3x-OPSS-t adtunk 3 ml ion-
mentes vizben, és a két reaktanst polipropilén csében 50 °C-on
2 oran keresztil reagaltattuk. A reakcidelegyet kapillaris
elektroforézissel analizaltuk a moddositas mértékének meghata-
rozasara. A tipikus hozam ebben a reakcioban <30%. Az oldatot
ezutan méret szerinti kizarasos oszlopra (Superose 12,
Pharmacia) vittiik fel, és 50 mmol/l natrium-foszfat, 150 mmol/l
NaCl (pH 7,0) pufferrel elualtuk. A csucsokat 6sszegyiijtottiik,
és SDS-PAGE modszerrel analizaltuk azok tartalmat.

2. példa

PEG-IFN-B konjugatum bioldgiai aktivitasa

A PEG-ilezés hatasat a human rekombinans IFN-B antivira-
lis aktivitasara ugy hataroztuk meg, hogy human WISH amnion-
sejteket vagy frissen el6allitott IFN-B-val (ugyanaz a sarzs,
mint amelyet a PEG-ilezésre alkalmaztunk), vagy PEG-IFN-8
konjugatummal eldinkubaltunk. Az IFN-B-medialta antiviralis
aktivitast - amelyet WISH-VSV citopatias vizsgalattal mértiink
- a Novick és munkatarsai [J. Immunol. 129, 2244-2247 (1982)]
eljarasa alapjan kifejlesztett antivirdlis WISH biovizsgalattal
hataroztuk meg. A WISH vizsgalatban az alabbi anyagokat al-
kalmaztuk:

WISH sejtek (ATCC CCL 25),

holyagos szdjgyulladas virus torzstenyészetek (ATCC V-
-520-001-522), amelyeket -70 °C-on taroltunk,

humén rekombinans IFN-B (InterPharm Laboratories LTD,
32075 tipus, 205035 szamu sarzs), 82 x 10° NE (nemzetkozi
egység)/ml, specifikus aktivitas: 222 x 10° NE/mg,
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PEG-IFN-B konjugatum, amelyet az 1. példaban leirtak sze-
rint allitottunk elé, és PBS-ben (pH 7,4) tartottunk,

WISH tenyészté kozeg (nagy glikoztartalmu MEM, Earl-
-féle sokkal + 10% FBS + 0,1% L-glutamin + 100 egység/ml pe-
nicillin vagy 100 ug/ml streptomicin),

WISH vizsgalati kozeg (nagy glikéztartalma MEM, Earl-
-féle sokkal + 5% FBS + 1,0% L-glutamin + 100 egység/ml pe-
nicillin vagy 100 pg/ml streptomicin),

MTT 5 mg/ml PBS-ben, -70 °C-on tarolt.

A WISH vizsgalatot az alabbiak szerint végezziik:

Az IFN-B mintat a kiinduldsi koncentriacié kétszeresére hi-
gitjuk WISH vizsgalati kézeggel.

Az IFN-B mintabol WISH vizsgalati kozeggel haromszoros
higitasi sort készitiink laposalju 96-rezervoaros lemezen, oly
mddon, hogy minden egyes rezervoar 50 ul higitott IFN-B min-
tat tartalmaz (néhany kontroll rezervoarba 50 ul WISH vizsga-
lati kozeget mériink csak).

A log szaporodasi fazisban 1év6 WISH sejteket tripszin/-
EDTA oldattal 6sszegyijtjik, WISH vizsgalati kozeggel mos-
suk, és 0,8 x 10° sejt/ml végkoncentraciora allitjuk be.

Az egyes rezervoarokba 50 pl WISH sejtszuszpenziét (4 x
10* sejt/rezervoar) adunk. A sejtekkel érintkeztetett IFN-B vég-
koncentracidja igy egyszeres lesz.

5% szén-dioxidot tartalmazd, parasitott inkubatorban 24
oran keresztil torténdé inkubalas utan 50 pl 1:10 higitasa (WISH
vizsgalati kozeggel) VSV torzstenyészetet (ezt a dozist ugy
hataroztuk meg elézetesen, hogy a WISH sejtek 100%-at lizalja

48 oran belill) adunk az ¢sszes rezervoarba, a virust nem tartal-
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maz6 kontroll rezervoarok kivételével (ezekbe csak azonos tér-
fogati vizsgalati kézeget mériink).

Tovabbi 48 ora elteltével 25 pl MTT oldatot mériink az
Osszes rezervoarba, ezutan a lemezeket inkubatorban 2 6ran ke-
resztill tovabb inkubaljuk.

A rezervoarok tartalmat a lemez megforditasaval eltavo-
litjuk, és 200 pl 100%-o0s etanolt mériink a rezervoarokba. 1 é6ra
elteltével a lemezeket 595 nm-en leolvassuk Soft max Pro
software programcsomag és Spectramax spektrofotométer rend-

szer (Molecular Devices) alkalmazasaval.

1. tablazat
PEG-ilezett és al-PEG-ilezett IFN-béta mintak

antiviralis aktivitdasa

IFN-8 minta* ECso**
PEG-IFN-B konjugatum 3,9 +/- 0,7 pg/ml
IFN-8 16,4 +/- 1,0 pg/ml

* IFN-B torzskoncentraci6it a mintdkban aminosav-analizissel hata-
roztuk meg
** ECso (+/- S.D.) meghatarozasa Microcal Origin 4.1 software cso-

maggal

A 6. abrabdl és az 1. tablazat adataibol lathato, hogy a
PEG-IFN-B konjugatumban az antiviralis aktivitas szintje maga-
sabb volt, mint az IFN-B-¢é a frissen eléallitott kiindulasi sarzs-
ban. Az a megfigyelés, hogy a PEG-IFN-B konjugatum koriil-

belil négyszer nagyobb bioaktivitassal rendelkezik, mint a
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frissen eldallitott IFN-B, a PEG-IFN-B konjugatum nativ IFN-B-
-hoz viszonyitott fokozott stabilitasanak kovetkezménye is lehet
a WISH vizsgalati k6zeg hozzaadasa utan.

3. példa

PEG-IFN mintik relativ aktivitisdnak vizsgalata in vitro

A PEG[30 kD]-IFN-B és PEG[2 x 20 kD]-IFN-B relativ bio-
aktivitdsat WISH modszerrel hataroztuk meg a 2. példa szerinti
standard protokoll alkalmazasaval (2. tablazat). A harom, egy-
mastol fuggetlen vizsgalatot harom kiillénbozd egyén végezte

kilonb6z6 1idékben.

2. tablazat
PEG-IFN-B relativ antiviralis aktivitisa

Relativ interferon aktivitis* (hirom vizsgilatbol)

Minta 1. vizsgalat | 2. vizsgilat 3. vizsgailat Atlag (S.D.)

PEG[30kD]-IFN-8 |3,2 x nagyobb |3,1 x nagyobb | 1,8 x nagyobb | 3,0x (0,78) nagyobb

PEG[2x20kDHFN-3  |4,2 x nagyobb | 1,3 x nagyobb | 0,85 x nagyobb |2,1x(1,8) nagyobb

* ECso do6zisok a standard IFN-B-val torténd 6sszehasonlitis minden
egyes vizsgalatban szerepelt

** Az Osszehasonlitast 330 pg/ml IFN-B koncentracié alapjan végez-
tik. A PEG[30 kD]-IFN-8 (5,41 pg/ml) és a PEG[2 x 20 kD]-IFN-f
(6,86 pg/ml) alapkoncentracioit aminosav-analizissel hataroztuk

meg.

A PEG-IFN-B kotédését a sejteken 1évd receptorahoz rog-

zitett mennyiségii '>’I-IFN-a2a jelenlétében értékeltik ki. Az
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IFN-a2a-t '*’I-vel jeleztiik radioaktivan, kloramin T mddszer-
rel. Az IFN-a2a-hoz kotédostt '*°1-t a szabad jodtol ugy valasz-
tottuk el, hogy a reaktansokat Sephadex G25 oszlopon vezettiik
at, €s Osszegyiijtottik a proteintartalmu frakciokat (Pharmacia).
A 'P’I-IFN-a2a mennyiségét IFN-a2a ELISA médszerrel (Bio-
source, USA) hataroztuk meg, és meghataroztuk a specifikus ak-
tivitast. Az exponencialis szaporodasi fazisban 1évé Daudi sej-
teket o6sszegyiijtottiik, és 2 x 10° sejtet 0,5 nmol/l '**I-IFN-o2a-
-val szobahémérsékleten 3 o6ran keresztil inkubaltunk PEG-
-IFN-B vagy IFN-a2a killonb6z6 koncentraciéinak jelenlétében,
amelyek higitasat 2% magzati borjiszérumot és 0,1% natrium-
azidot tartalmazé RPMI 1640 vizsgalati pufferrel végeztik. Az
inkubacids periédus végén a sejteket ftalat.olaj rétegen keresz-
til centrifugaltuk, és a sejthez kotott radioaktivitast gamma
szamlaloval mértik. A PEG[30kD]-IFN-B és PEG[2x20kD]-IFN-
-B ko6tddése a receptorhoz nagyon hasonlé vagy kozeli volt az
IFN-B kotodési aktivitasahoz, amint az a 7. abrabol lathaté.
Ezenkivill, meghataroztuk a relativ aktivitist Daudi sejten
(human B-sejtes limféma) végzett antiproliferaciés vizsgalattal
(3. tablazat). Az o6sszes IFN minta koncentraciéja 200 ng/ml
kétszerese volt. A mintakbol haromszoros higitasi sort készi-
tettink a lemezen, 100 nl végtérfogatban. Az egyes rezervo-
arokba 1 x 10° sejt/rezervoar (100 pl) mennyiségben adtuk a
sejteket, és Osszesen 72 oOran keresztil inkubaltuk 37 °C-on
szén-dioxidot tartalmazd parasitott inkubatorban. 48 o6ra eltel-
tével tricialt (*H) timidint adtunk hozza 1 pCi/rezervoar
mennyiségben, 20 ul térfogatban. 72 6ras inkubaciés periddus

végén a lemezrél Tomtek Plate Harvester segitségével Ossze-
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gyijtottik a sejteket. Az eredményeket a 3. tablazatban kozol-
jiuk, amelyek jelzik, hogy a PEG-ilezés nem eredményezett de-
tektalhato IFN-aktivitds veszteséget. Valojaban az aktivitas
valamivel nagyobb volt, mint a szabad IFN-B aktivitasa. Ennek
oka az lehet, hogy a szabad IFN-ben inaktiv aggregatumok kép-
zédnek, vagy a kvantitativ modszerek kiilonbségeibél adodhat
az eltérés (aminosav-analizis a PEG-IFN mintak, és RP-HPLC

IFN-B esetén).

3. tablazat

Daudi antiprolifericiés vizsgalat

ICsp dozis Aktivitasnovekedés IFN-hez
(pg/ml) viszonyitva
IFN-B (1. lemez) 1153,1 -
PEG[30kD]}-IFN (71A) 696,6 1,6-szoros
IFN-B (2. lemez) 1005,8 -
PEG[40kD]-IFN (71B) 629,4 1,7-szeres

4. példa

Farmakokinetikai vizsgalatok egérben

Intravénas adagolas

Az egereknek 100 ng IFN-B-t, PEG[30kD]-IFN-B-t vagy
PEG([2x20kD]-IFN-B-t injektaltunk, és a megadott idépontokban
vérmintat vettink. Az IFN-B szérumkoncentraciéit IFN-B-speci-
fikus ELIAS médszerrel (Toray Industries) hataroztuk meg, és
az eredményeket a 8. abran ismertetjiikk. 28 db néstény B6D2F1
egeret (6-8 hetesek, koriilbelil 20 g-osak) négy csoportra osz-
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tottunk, az alabbiak szerint: az 1. csoportnak (amely 9 egérbél
allt) 200 pl 500 ng/ml human IFN-B-t injektaltunk egyetlen bo-
luszban (végs6 dozis 100 ng/egér); a 2. csoportnak (9 egér) 200
ul ekvivalens mennyiségi PEG[30kD]-IFN-B-t injektaltunk; a 3.
csoportnak 200 pl ekvivalens mennyiségii PEG[2x20kD]-IFN-B-
t injektaltunk, és a 4. csoportnak (3 egér) nem adtunk injekciot,
ezek negativ kontrollként szolgaltak. A vérmintakat (korilbelil
200 pl/minta) kilenc megadott idépontban vettiikk, a retro-or-
bitalis vénds plexus roncsolasaval, kapillaris csé segitségével.
A vérmintakat 1 oOran keresztil szobahOmérsékleten alvadni
hagytuk, a karimit 6sszegyiijtottik és mikrocentrifugaltuk. Az
elvalasztott szérumot -70 °C-on taroltuk addig, amig az 6sszes
mintat levettik. A szérumokat bioaktiv human IFN-B jelenlétére
vizsgaltuk Toray vizsgalattal. Az eredmények azt jelzik, hogy a
gorbe alatti terilet (AUC) jelentésen megnétt a PEG-IFN
mintakban a szabad IFN-B-hoz képest és a PEG[2x20kD]-IFN-B
minta elényosebb, mint a PEG[30 kD]--IFN-8.

Szubkutan adagolas

Az egereknek szubkutdn médon IFN-B8-t és PEG-IFN-t (100
ng/egér) injektaltunk. A 9. 4abran lathatd, hogy a gorbe alatti

Osszes teriilet (AUC) dramaian megnétt a PEG-IFN mintak ese-
tén a szabad IFN-B-hoz viszonyitva. A farmakokinetikai vizs-
galatok osszhangban vannak azzal, hogy a PEG-IFN mintak
hosszabb felezési idével és megnovekedett AUC-val rendelkez-

nek.
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5. példa
Kis méltomegi PEG-maradék kapcsolasa polipeptidhez

Interferon-béta _cimkézése” OPSS-PEG,«-hidraziddal

Protein-SH +

: o)
C_>- ﬂ = Protein-S-S-PEGm-!.l?'NH-Nﬂz
\ /) SSTECkCN,
N

A rekombinans human interferon-B-bé6l 0,33 mg/ml oldatot
készitettiink 50 mmol/l natrium-acetat pufferrel (pH 3,8). Koriil-
belil 3,6 mg (40 mol% felesleg a protetn moéljara vonatkoztat-
va) heterobifunkcionalis PEG reagenst, azaz OPSS-PEG,;-hid-

razidot adtunk 2 ml ionmentes vizben 3 ml 0,33 mg/ml kon-

propilén csében, 45 °C-on 1 6ran keresztiil hagytuk reagalni. A
reakcidelegyet ezutan kapillaris elektroforézissel analizilva
meghataroztuk a moédositas mértékét. A tiptkus hozam 90-97%
volt, az alkalmazott interferon-B és PEG reagens tisztasagatol
figgben. Az oldatot ezutin méret szerinti kizarisos oszlopra
(Superdex 75, Pharmacia) vittiik fel, és 5 mmol/l natrium-fosz-
fat, 150 mmol/l NaCl (pH 7,0) pufferrel elualtuk. A csicsokat
0sszegyijtottik, és SDS-PAGE moédszerrel analizaltuk. A mono-
PEG-ilezett interferon-B frakcidkat O0sszegyujtottik, majd ezt
alkalmaztuk a nagy méltomegii PEG-gel végzett tovabbi modo-

sitas 1épésében.
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Interferon-B ..cimkézése (OPSS);-PEG4¢0-2zal

Protein-SH +

j— __:> Pmteiu-s-s-pscw-s-é@
<\ />-S-S-PEG3M-S-S‘\NC>

A rekombinans human interferon-B-bél 0,33 mg/ml kon-

ferrel (pH 3,8). Koriilbelil 6,1 mg (40 mol felesleg a protein
moéljara vonatkoztatva) homobifunkcionalis PEG reagenst, azaz
(OPSS),-PEG3400-at adtunk 2 ml ionmentes vizben 3 ml 0,33
mg/ml koncentraciéju interferon-B-hoz (0,99 mg), és a két
reaktanst polipropilén csében 2 6ran keresztiil hagytuk reagalni
50 °C-on. A reakciét nem-redukalé SDS-PAGE modszerrel elle-
ndriztik, és a végsd reakcidelegyet kapillaris elektroforézissel
analizaltuk a mddositas mértékének meghatiarozasara. A fenti
reakcioban az interferon-B modositasa Jellemzéen >95%. Az ol-
datot ezutan méret szerinti kizarasos oszlopra (Superdex 75,
Pharmacia) vittiik fel, és 50 mmol/] natrium-foszfat, 150 mmol/l
NaCl (pH 7,0) pufferrel elualtuk. A cstcsokat O0sszegytjtottiik,
és tartalmukat SDS-PAGE médszerrel analizaltuk. A monoPEG-

ilezett interferon-B frakciokat egyesitettiik.
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6. példa
Misodik PEG-maradék kapcsolisa Kkis méltomegis PEG-

-gel PEG-ilezett polipeptidhez
IFN-S-S-PEG;,-hidrazid modositisa mPEG;ox-aldehiddel

(ALD)

o)
il
ProteinS-S-PEG —C-NH-NH,

Y —p Protein-S-S-PEG;—C-NH-N=CH-mPEG

mPEG g —CH,CH,CH

Az 5. példa szerint eldallitott IFN-S-S-PEG;x-hidrazid
egyesitett frakcioit a proteinhez képest 20 mol feleslegben ad-
tuk az mPEG;-ALD-hoz. A reakciot szobahdmérsékleten (25
°C) 4 oran keresztiil jatszattuk le, és a mintat méret szerinti ki-
zarasos oszlopra (Superose 6, Pharmacia) vittiik fel, hogy meg-
hatirozzuk a moédositas hozamat. A médositis hozama ebben a
reakciéban rendszerint >80% a PEG reagens tisztasagatdl és a
reakciokorilményektdl figgden.

Miutan a talalméanyt részletesen ismertettik, szakember sz4-
mara nyilvanvalé, hogy a talalmany ekvivalens paraméterek,
koncentraciok és korilmények tag kérében megvaldsithato anél-
kiil, hogy a talalmany szellemétdl eltérnénk, és ez indokolatla-
nul sok kisérleti munkat kovetelne.

Noha a taldlmanyt a fentiekben egy specifikus kiviteli ala-
kokkal ismertettiik, nyilvanvalé, hogy azon kiilonféle modosi-
tasok hajthatok végre. A talalmany oltalmi kérébe tartoznak a

talalmény szellemében altalaban végzett valtoztatasok, alkalma-
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zasok vagy adaptaciok, amelyek szakember szamara kézenfek-
voek.

A leirasban idézett irodalmak, igy a szakcikkek vagy kivo-
natok, publikalt vagy publikalatlan US vagy egyéb szabadalmi
bejelentések, megadott US és egyéb szabadalmak, vagy barmely
egyéb dokumentum tartalmat leirasunkba referenciaként be-
épitettiik, beleértve az 9sszes adatot, tablazatot, abrat és szove-
get. Ezenkivill leirdsunkba referenciaként beépitettik az iro-
dalmi hivatkozasokban hivatkozott 6sszes szakirodalom teljes
tartalmat is.

Az ismert eljarasi lépésekre, szokasos eljarasi lépésekre,
ismert eljarasokra vagy szokasos eljarasokra valé hivatkozast
semmiképpen nem 1ugy értjiik, hogy a talalmany szerinti leiras
vagy kiviteli mdéd a hivatkozott szakirodalomban le lett volna
irva, vagy arra kitanitas vagy javaslat talalhato lett volna.

A specifikus kiviteli moédok fenti ismertetésébdl a talal-
many altalanos jellege nyilvanvalo, és egy szakember koteles
tudasanak alkalmazasaval (amelybe beletartozik a fent idézett
irodalmak tartalma is) modositani és/vagy adaptalni képes kii-
lonféle alkalmazasokra a fenti specifikus kiviteli alakokat tul-
zott mértéki kisérleti munka végzése és a talalmany elvétsl valo
eltérés nélkil. Ezért az ilyen modositasok és adaptaciok az
ismertetett kiviteli alakok ekvivalenseinek koérébe tartoznak,
amelynek alapjat a leirasban talalhat6 kitanitas képezi. Magatol
ertetddik, hogy a leiras céljara hasznalt terminolégia nem a kor-
latozast szolgalja, és hogy a leirasban alkalmazott kifejezéseket
szakembernek sajat tudasaval kombinaciéban a leirasban adott

kitanitas tiikkrében kell értelmeznie.
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Szabadalmi igénypontok

1. Poliol-interferon-B konjugatum, amely human interferon-
-B Cys'’-jéhez kovalensen kotott poliol-maradékot tartalmaz.

2. Az 1. igénypont szerinti poliol-interferon-8 konjugatum,
amelyben a poliol-maradék egy polialkilénglikol-maradék.

3. A 2. igénypont szerinti poliol-interferon-B konjugatum,
amelyben a polialkilénglikol-maradék egy polietilénglikol
(PEG) maradék.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti poliol-interfe-
ron-B konjugatum, ahol a poliol-interferon-B konjugatum azonos
vagy nagyobb interferon-B aktivitassal rendelkezik, mint a
nativ human interferon-8.

5. Eljaras az 1. igénypont szerinti poliol-interferon-B konju-
gatum eléallitasara, azzal jellemezve, hogy interferon-B-t tiol-
-reaktiv poliol reaktanssal reagaltatva hely-specifikusan és ko-
valensen kapcsolunk egy poliol-maradékot a human interfelon-8
Cys'’-hez; és az igy kapott poliol-interferon-B konjugatumot ki-
nyerjik.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
tiol-reaktiv poliolreaktansként tiol-reaktiv PEG-ilezé szert al-
kalmazunk.

7. Az 5. vagy 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy a tiol-reaktiv poliol reaktans mono-metoxilezett.

8. Az 5. vagy 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy a tiol-reaktiv poliol reaktans bifunkcios.

9. Az 5. vagy 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-

ve, hogy a tiol-reaktiv poliol reaktians egy poliolszarmazék,
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amely ortopiridil-diszulfid, vinil-szulfon, maleimid és Jodacet-
imid kozil valasztott funkcids csoportot tartalmaz.

10. Az 5. vagy 6. igénypont szerinti eljaras, ahol a tiol-
reaktiv poliol reaktans egy mono-metoxilezett poliol ortopiridil-
-diszulfid szarmazéka.

11. Az 5. igénypont szerinti eljiras, azzal jellemezve, hogy
a reagaltatast savas pH-n hajtjuk végre, ahol az interfon-B sta-
bil.

12. Gyobgyaszati készitmény, amely hatéanyagként az 1-3.
igénypontok barmelyike szerinti poliol-interferon-8 konjuga-
tumot, és gyégyészétilag elfogadhaté hordozét, koétdanyagot
vagy segédanyagot tartalmaz.

13. A 12. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény,
amelynek hatékony mennyisége fertézések, tumorok és autoim-
mun €s gyulladasos betegségek kezelésére alkalmazhaté.

14. Eljaras polietilénglikol (PEG) maradékok sorozatos, 1¢-

pésenkénti kapcsolasara egy polipeptidhez, azzal jellemezve,

hogy egy polipeptidet egy

W-CH,CH,0(CH,CH,0),CH,CH,-X,

altalanos képletii kis moltomegii heterobifunkcios vagy homobi-
funkciés PEG-maradékkal - ahol W és X Jelentése egymastol
figgetlenil amin, szulfidril, karboxil vagy hidroxil funkcids
csoportokkal reagalé csoport - reagaltatva a kis moltomegii
PEG-maradékot a polipeptidhez kapcsoljuk; és a polipeptidhez
kapcsolt kis moltomegii PEG-maradékot egy monofunkcios vagy

bifunkciés PEG-maradékkal reagaltatva a monofunkcios vagy
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bifunkciés PEG-maradékot a kis moéltomegii PEG-maradék sza-
bad végéhez kapcsoljuk, és igy PEG-polipeptid konjugatumot
kapunk.

15. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy

cgy

Y-CH,CH,0(CH,CH,0)yCH,CH,-Z

altalanos képletii monofunkciés vagy bifunkciés PEG-maradékot
- ahol Y a polipeptidhez kapcsolt kis moltomegii PEG-maradék
szabad végén Iévén terminalis csoporttal reagalni  képes
csoportot jelent, és Z jelentése -OCH; vagy az X-szel reagalni
képes csoport - alkalmazunk a bifunkcids konjugatum kialakita-
sara.

16. A 15. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
monofunkciés vagy bifunkciés PEG-maradékként metoxi-PEG-
-et, elagazo6 lancu PEG-et, hidrolitikusan vagy enzimatikusan le-
bonthatéo PEG-et, fiiggé PEG-et vagy dendrimer PEG-et alkal-
mazunk.

17. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
W és X jelentését egymastol fiiggetleniil ortopiridil-diszulfid,
maleimidek, vinilszulfonok, jédacetamidok, hidrazidok, aldehi-
dek, szukcinimidil-észterek, epoxidok, aminok, tiolok, karbon-
savak, aktiv észterek, benzotriazol-karbonatok, p-nitrofenol-
karbonatok, izocianatok és biotin ko6ziil valasztjuk.

18. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a kis moltomegii PEG-maradék méltomege korilbelil 100-5000
Da.
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19. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a monofunkciés vagy bifunkciés PEG-maradék moéltomege ko-
rillbeliil 100 Da - 200 kDa.

20. A 14. igénypont szerinti eljaras, ahol a kis moltomegii
PEG-maradék és/vagy monofunkcids vagy bifunkciés PEG-ma-
radék egy polietilénglikol kopolimer.

21. A 20. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a polietilénglikol kopolimert polietilénglikol/polipropilénglikol
kopolimerek és polietilénglikol/poli(tejsav/glikolsav) kopolime-
rek koziil vélasztjuk.

22. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
tovabbi lépésként tartalmazza a PEG-polipeptid konjugatum
tisztitasat a két PEG-maradék polipeptidhez sorozatos, 1épésen-
ként torténd kapcsolasa utan.

23. A 22. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a tisztitdst ioncserés kromatografia, méret szerinti kizarasos
kromatografia, hidrofob koélcsénhatason alapulé kromatografia,
affinitasi kromatografia és forditott fazisu kromatografia koziil
valasztott egy vagy tobb tisztitasi modszerrel végezzik.

24. A 14-23. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a polipeptid az interferon-8.

25. A 14-23. igénypontok barmelyike szerint elballitott
PEG-polipeptid konjugatumok alkalmazasa gyogyszerként.

A meghatalmazott:

Q09 - 09 DANUBIA

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

dr. Kiss Ildik6
szabadalmi igyvivd

Aktaszamunk: 93177-12247A SI
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