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kapcsoljék a polimert a polipeptidhez.
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A jelen taldlmany targydt a BDNF és az NT-3 szarmazékok
Uj csoportja képezi, amelyekben egy BDNF és NT-3 molekuléat
kapcsolunk egy vizoldhatd polimerhez, valamint a taldlmany

targyat képezi az ilyen szarmazékok alkalmazésa.



A gydgyaszati célokra alkalmazott fehérjék jelenleg meg-
feleléd formaban, a szikséges mennyiségben 4&llnak rendel-
kezésre, féleg a rekombindns DNS technolégia fejldédése
kdvetkeztében. Az ilyen fehérjék kémiai szarmazékai hatékonyan
blokkolhatnak egy proteolitikus enzimet, a fehérjeldnccal vald
fizikai érintkezés kovetkeztében, és igy megakaddlyozzadk a
lebomlast. Tovabbi eldny lehet példaul bizonyos kérilmények
ké6zétt a  terapiés fehérje stabilitasanak és keringési
idétartamédnak novekedése és csdkkend immunogenicitasa. Azt
azonban meg kell jegyeznlink, hogy egy bizonyos fehérje mdédo-
sitadsdnak kovetkezményei nem jbésolhatdédk meg. A fehérjék mddo-
sitasait és a fuzidés fehérjét egy OSsszefoglald cikkben
ismertetik [ Francis: Focus on Growth Factors 3, 4-10,
Mediscript, Mountview Court, Friern Barnet Lane, London, Nagy-
Britannia (1992)].

A polietilénglikol (“PEG” vagy “peg”) egy olyan kémiai
egység, amit a terdpids fehérjetermékek (“pegilezett fehér-
jék”) készitésénél (“pegilezés”) alkalmaznak. Az Adagen® példa-
ul egy pegilezett adenozin-dezamindz, amit sulyos, kombin&lt
immundeficiencia betegség kezelésére engedélyeztek; a
pegilezett szuperoxid-diszmutazt klinikai vizsgélatokban
probaltak ki fejsériilések kezelésére; a pegilezett oa-interfe-
ront Fazis I klinikai vizsgdlatokban prébaltdk ki hepatitisz
kezelésére; a pegilezett glikocerebrozidazrdél és a pegilezett
hemoglobinrdél 1leirtdk, hogy preklinikai wvizsgdlatok folynak
velik. Néhéany fehérje esetében a polietilénglikol

hozzakapcsoldsardél kimutattdk, hogy megvéd a proteoclizissel



szemben [ Sada és mtsai: J. Fermentation Bioengineering 71,
137-139 (1991)] . Ismertek mddszerek bizonyos polietilénglikol
egységeknek a kapcsolasara [ Davis és mtsai: 4,179,337 szamua
Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés; Royer:
4,002,531 szami Amerikai Egyesilt Allamok-beli szabadalmi be-
jelentés] . Osszefoglald cikk: Abuchowski és munkatarsai.

Egyéb vizoldhatdé fehérjéket is haszndlnak fehérjék moédo-
sitéasara, azaz példaul az etilénglikol/propilénglikol
kopolimerei, a karboximetilcelluldéz, a dextran, a polivinil-
alkohol, a polivinil-pirrolidon, a poli-1,3-dioxoléan, poli-
1,3,6-trioxadn, az etilén/maleinsav-anhidrid kopolimerek és a
poliaminosavak (homopolimerek vagy random kopolimerek).

A polietilénglikol esetében szamos kilonbdzd mddszert
haszndlnak a polietilénglikol molekuldnak a fehérjéhez vald
kapcsoldsdhoz. A polietilénglikol molekuldk 4&ltaldban egy, a
fehérjén taldlhaté reakcidképes csoporton keresztil kapcsoldd-
nak a fehérjéhez. Az aminocsoportok, azaz példaul amelyek a
lizincsoportokon vagy az N-termindlison taldlhatdk, 3joél1 hasz-
nalhaték az ilyen kapcsolashoz. Példaul az eldzdkben emlitett
Royer féle szabadalmi bejelentésben azt 1irjak 1le, hogy
reduktiv alkilezést alkalmaznak a polietilénglikol moleku-
lédknak egy enzimhez vald kapcsolasdra. Az 1993. aprilis 28-an
publikdlt 0 539 167 eurdpai szabadalmi bejelentésben azt
irjék 1le, hogy a szabad aminocsoportokkal rendelkezdé pep-
tideket és szerves vegylileteket a polietilénglikolnak egy
imidat szarmazékaval, vagy ezzel rokon vizoldhatd vegylilettel

médositjak. A 4,904,584 szamG Amerikai Egyesiilt Allamok-beli
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szabadalmi bejelentésben (Shaw) a fehérjékben levd
lizincsoportoknak a médositésat irjédk le, azzal a céllal, hogy
a reakcidképes aminocsoportokon keresztiil polietilénglikol mo-
lekuldkat kapcsoljanak a fehérjéhez.

Egy specifikus terdpids fehérje, amit kémiailag mébdo-
sitottak, a granulocita telepserkentdé faktor, azaz a G-CSF [ EP
0 401 384, EP 0 473 268 és EP 0 335 423 szamu eurdpai
szabadalmi publikacid] . Egy masik példa a pegilezett interleu-
kin-6 [ Mikayama és mtsai: 5,264,209 szami Amerikai Egyeslilt
Allamok-beli szabadalmi bejelentés] . Emellett az 1985.
szeptember 1l1-én publikdlt 0 154 316 szama eurdpai szabadalmi
publikacidéban leirnak egy limfokint, a polietilénglikolnak egy
aldehidjével.

A fehérjemolekuldk pegilezése 4altaldban kémiailag mbédo-
sitott fehérjemolekuldk keverékét eredményezi. Csak példaként
emlitjik meg, hogy egy fehérjemolekula, amelyen 6t lizincso-
port és egy szabad aminocsoport taldlhaté az N-termindlison, a
fenti eljards sordn Ugy reagalt, hogy a reakcidé eredménye egy
heterogén elegy, amelyben a fehérjemolekuldk kozil néhany hat
polietilénglikol molekuldt tartalmaz, néhany 0tdt, néhany
négyet, néhadny harmat, néhany kettdét, néhadny egyet és néhany
nem tartalmaz egyet sem. A molekuldk abban 1is eltérhetnek
egymastél, hogy a polietilénglikol egységek nem ugyanahhoz a
csoporthoz kapcsolddnak. A fenti eljdrashoz feltétlendl szilik-
séges egy kapcsold egység a fehérje és a polietilénglikol mo-
lekula ko6zott. A Delgado és munkatarsai 4altal ismertetett

eljards soradn trezil-kloridot haszndlnak, és ennek az az ered-



ménye, hogy nincs kapcsold csoport a polietilénglikol és a fe-
hérje-egységek kozott [ Delgado és mtsai: “Coupling of PEG to
Protein by Activation with Tresyl Chloride, Applications 1in
Immunoaffinity Cell Partitioning”, Separations Using Aqueous
Phase Systems, Applications In Cell Biology and Biotechnology,
Plenum Press, New York, NY, 211-213 (1989)] . Ezt a mbédszert
nehezen lehet alkalmazni terdpids termékek eldallitasara,
mivel a trezil-klorid alkalmazdsa toxikus melléktermékek
keletkezését eredményezheti.

Chamow és munkatarsai leirjdk a CD4 immunadhezin
monometoxi-polietilénglikol aldehiddel (“MePEG* aldehid) valéd
médositéasat, reduktiv alkilezéssel [ Chamow és mtsai:
Bioconjugate Chem. 5, 133-140 (1994)] . A szerzdk leirjak, hogy
a mdédositott CD4-IgG in vitro kotési képessége (a gp 120 fe-
hérjéhez) csdkken a MePEGilezés aranyaval &sszhangban.

Az agyi eredetd névekedési faktor (BDNF) és a neutrofin-3
(NT-3) 1ismert polipeptidek, amelyek a neurotrép faktorok
kiilénalld, neutrofinok nevd osztdlydba tartoznak, ide tartozik
az ideg novekedési faktor (NGF) is. Ezek a faktorok eldsegitik
a neuronok tulélését és a funkcidk fennmaradasat, és elsdszama
jeldltek a neurodegenerativ betegségek kezelésére [ Barde és
mtsai: Neuron 2, 1525-1534 (1989); Snider és mtsai: Cell 77,
627-638 (1994)] . Ezeknek a faktoroknak az azonositasara és
rekombindns mdédszerekkel vald el&dllitédsdra szolgdld mdbd-
szereket szabadalmi bejelentésekben ismertették [Gray és
mtsai: 5,169,762 szami Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szaba-

dalmi bejelentés, ami az NGF-re vonatkozik; Barde és mtsai:
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5,180,820 és 5,229,500 szamd Amerikai Egyesilt Allamok-beli
szabadalmi bejelentés, ami a BDNF-re vonatkozik, és a WO
91/03569 sza&md publikdlt PCT bejelentés, ami az NT-3-ra
vonatkozik] .

Roviden Osszefoglalva, a jelen taldlmany targyat BDNF és
NT-3 szarmazékok képezik, amelyekben a BDNF vagy NT-3 polipep-
tid egység egy vizoldhatd polimerhez kapcsolédik.

Pontosabban, jelen taldlmdny targydt olyan BDNF és NT-3
szarmazékok képezik, amelyekben a polipeptidek a reakcidképes
(azaz “aktivalt”) vizoldhaté polimer egységgel reagalnak, és
igy kapcsoljak a polimert a polipeptidhez. Az ilyen kapcsoléast
veégrehajthatjuk az aldbbiakban ismertetett reakcidkkal, azaz
példaul acilezéssel vagy alkilezéssel. A polietilénglikollal
vagy egyéb vizoldhaté polimerrel végzett acilezés vagy
alkilezés olyan kérilmények kozdtt végezhetd el, amely kdril-
mények kozdtt a £6 termék mono- vagy poli-szarmazék. A poli-
szarmazék képzés &ltaldban magdban foglalja a polietiléngli-
kolnak vagy egyéb vizoldhaté polimernek a polipeptid
lizincsoportja g-aminocsoportjéhoz valéd kapcsolasat, és
emellett magédban foglalhatja a polimernek a polipeptid N-ter-
mindlisahoz valdé kapcsoldsadt. A mono-szdrmazék képzés eldnyd-
sen magaban foglalja a polimernek a BDNF vagy NT-3 polipeptid
egység N-termindlis csoportja a-aminocsoportjdhoz vald kap-
csolasat, ezzel a vizoldhaté polimer egységnek a polipeptid N-
terminalisdhoz vald szelektiv kapcsoldsat biztositja. Ez egy
lényegében homogén polimer/BDNF vagy polimer/NT-3 konjugalt

molekula készitményeket biztosit, valamint (ha polietiléngli-



kolt haszné&lunk) akkor pegilezett BDNF vagy NT-3 molekula
készitményeket eredményez, amelyekben a polietilénglikol
egység kozvetlenil kapcsolddik a BDNF vagy NT-3 egységhez.

A jelen taldlmadny szerinti BDNF vagy NT-3 szarmazékok joél
haszndlhaték ugyanazokra a célokra, mint amilyen célokra a
BDNF és NT-3 trofikus faktorokrdél ismert, hogy 3Jjél1 hasz-
nalhaték, azaz példaul a neuronok tulélésének és
fennmaradasanak eldsegitésére in vitro és in vivo, valamint
potencidlis terapids 4agensekként betegek kezelésére, akik
neurodegenerativ betegségekben azaz példaul Parkinson kérban,
amiotrép laterdlis szklerédzisban (ALS), Huntington kérban,
retina degenerdcidban, periferidlis neuropdtidban és Alzheimer
betegségben szenvednek, td&bbek k&zdétt. Amint azt az aldbb
kovetkezd példadk kozil néhadnyban bemutatjuk, a jelen taldlmany
szerint végzett szarmazékképzés a molekuldndl azt 1is ered-
ményezheti, hogy fokozdédik a molekuldnak az a képessége, hogy
keresztilvandorol az agyszdveten, és 1igy konnyebben lehet
eljuttatni az agyban taldlhatdé terdpids célpontokba.

A jelen talalmany tdrgya  tovabb4, amint azt az
aldbbiakban szintén ismertetjik, eljards az eldzdkben emlitett
varians BDNF és NT-3 szarmazékok elddllitasara, amelyekben a
vizoldhaté polimereket, féleg a polietilénglikolt a polipeptid
(BDNF vagy NT-3) N-termindlisdn levd a-aminocsoporthoz kap-
csoljuk, és 1igy a szarmazék molekuldk homogén populdcidjéat
kapjuk, azaz ezeknek a polipeptideknek a polimerrel képezett

konjugatumait.



Az aldbbiakban roviden ismertetjik a mellékletben
szerepld abrakat.

Az 1. &brédn a BDNF (vagy NT-3) acilezés egy példajat
mutatjuk be, a monometoxi-polietilénglikol aldehid N-
hidroxiszukcinimidil (NHS) aktiv észtereinek alkalmazéasaval,
ami polipegilezett terméket eredményez. Az &brén k jelentése a
BDNF vagy NT-3 molekuladval reagalé MPEG molekuldk szamat
mutatja, n Jjelentése a reakcidbéban hasznalt MPEG poli-
merizadcidéjanak mértékét mutatja (itt ha n=2000,vékkor ez azt
jelenti, hogy az MPEG molekulasGlya 100 kDa és ha n=40, akkor
az MPEG molekulastlya 2 kDa), m jelentése az Osszes primer
aminocsoport szdma per BDNF vagy NT-3 molekula.

A 2. &bradn a BDNF (vagy NT-3) aspecifikus reduktiv
alkilezésének egy példaja lathatd, monometoxi-polietilénglikol
aktiv aldehidek felhasznéléaséaval, ami egy polipegilezett
terméket eredményez. Ezen az abran k, m és n jelentése ugyanaz
mint amit az eldzdkben meghataroztunk.

A 3. &bradn a BDNF vagy az NT-3 helyspecifikus reduktiv
alkilezésének egy példajat mutatja be a polipeptid N-termina-
lis csoportjédn levé a-aminocsoporton, monometoxi-polietilén-

glikol aktiv aldehidek felhaszné&lasaval, és 1igy lényegében
monopegilezett terméket kapunk (az N-termindlison).

A 4. 4bran a kolin acetiltranszferadz (Chat) axotomizalt
arc motoneuronok immunhisztokémidja lathatd egy in vivo allat-
modellben a periferidlis idegfunkcidk elvesztését illetden
[ Yan és mtsai: J. Neurosci. 14(9): 5285-5291 (1994). Felndtt

him patkdnyok jobboldali arcidegét atvagjuk, majd az &llatokat



hét napig minden nap szubkutédn kezeljik, az aldbbiak szerint:
PBS (A), nem-pegilezett BDNF 5 mg/teststlykilogramm, mg/kg
(B), N-termindlison pegilezett BDNF 0,3 mg/kg (C), vagy
véletlenszerlien pegilezett BDNF 0,3 mg/kg (D). A PBS-sel
kezelt patkanyokban az axotdédmia a léziondlt arc nukleusz ChAT
immunreaktivitasdban nagy esést eredményezett (A panel arc
nukleusz a jobboldalon). Ezzel szemben, mind a nem-pegilezett
BDNF-fel mind a pegilezett BDNF-fel (B, C és D panelek) vald
kezelés enyhitette a 1ézidé 4&ltal indukdlt ChAT immunreak-
tivitads csokkenést. A szimbdélumok a kévetkezdk: FN, arc
nukleusz; py, pirimidadlis traktus; Sp5, a trigeminédlis
spindlis traktusadnak nukleusza. A D panelen lathaté vonal 1
mm-t jelent.

Az 5. abran egy ddbzis-hatds gorbét lathatunk, a vizs-
gédlati allatok nem-pegilezett BDNF-fel és pegilezett BDNF-fel
valé kezelését kovetben, ugyanabban az axotomizAdlt" arc
motoneuron modellben, mint amit a 4. A&bradn mutatunk be. Az
allatok naponta szubkutdn injekcid (s.c) formadjdban kaptak
csak hordozdanyagot O, nem-pegilezett BDNF-et [J, N-termina-

lison pegilezett BDNF-et ® vagy véletlenszerllen pegilezett

BDNF-et y, a jelzett ddézisokban, hét nap alatt. Az értékeket

atlag * SEM (n=4) formdban fejezziik ki. Az adatokat ANOVA-val
elemezzilk, majd Dunett féle ¢ teszttel. *, p<0,05; **, p,
0,01, BDNF konstrukcidé vs. hordozbd.

A 6. abra egy oszlopdiagramm,.ami a nem-pegilezett BDNF
("NAT-BDNF”) vagy a pegilezett BDNF ("PEG-BDNF”) behatolasat

mutatja ¢él6 patkanyok agyéba, egyetlen, a Jjobb striatum



kézéppontjdba adott injekcié wutan. Husz o6raval késdbb az
dllatokat perfundaléassal fixaljuk 4%-os paraformaldehiddel. Az
agyakat eltadvolitjuk, szeleteket készitiink beldliik, majd BDNF-
re specifikus ellenanyaggal festjiik, a Yan és munkatarsai
dltal ismertetett eljarast alkalmazva [ Yan és mtsai: Soc.
Neurosci. Abs. 20, 1306 (1994)]. A BDNF-nek az agyszovetbe
valé behatolasa teljes térfogatadt mennyiségileg ugy hatarozzuk
meg, hogy az Osszes immunreaktiv szdvet-szekcidt integréaljuk.
Az értékeket Aatlag * SEM (n=4) formaban fejezzlik ki. Az
adatokat Student féle t teszttel elemezzik *, p<0,0001.

A 7. &abra egy oszlopdiagramm, ami a nem-pegilezett BDNF
és a pegilezett BDNF behatoladsit mutatja él6 patkanyok agyéba,
hét napig végzett folyamatos helyi beadas utén. A BDNF-nek az
agyszovetbe vald behatoldsa teljes térfogatidt mennyiségileg a
6. abrandl ismertetett médon hatarozzuk meg. Az értékeket
atlag * SEM (n=4) formiban fejezziik ki. Az adatokat Student
féele t teszttel elemezziik *, p<0,0001.

A 8. abran a nem-pegilezett BDNF (A és B panel), valamint
a pegilezett BDNF (C és D panel) retrograd transzportjat lat-
hatjuk, belséleg lokalizdlt dopaminerg neuronokhoz, é18 pat-
kanyok agyénak stridtumaba vald infazidé utan, a 7. példéban
ismertetett eljdrast alkalmazva. A B és D panelek az A és C
panelek négyzetes szekcibéja megnagyobbitdsai. Az A panelben
levé szimbdlumoknak a kdvetkezé a jelentésiik: SNC, substancia
nigra compacta; SNR substancia nigra reticulata; és VTA,

ventrdlis tegmenalis teriilet. A D-ben levd vonal jelentése 500

pm az A és C panelben, és 200 um a B és D panelben.
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A jelen taldlmanyban vald felhaszndlads céljara a termé-
szetes (azaz a természetben eldforduld) szekvencidju BDNF-et
és NT-3-at valasztottuk ki, valamint ezeknek a frégmenseit,
prekurzorait, valamint az egy vagy tdbb aminosav cserét,
delécidt vagy addiciét tartalmazd polipeptideket, amelyek a
természetes szekvencidbdl szarmaznak, és amelyek a természetes
székvenciéhoz hasonldé bioldégiai tulajdonsdgokkal rendelkeznek,
azaz példaul kimérak, analdégok és hasonlék. Ennek
kévetkeztében, hacsak kiildn nem jelezziik, akkor a “BDNF” é&s
“NT-3” szakkifejezés Jjelentése az el&z8kben ismertetett
barmelyik formdji polipeptid.

Ismertek mdédszerek a BDNF és az NT-3 izolaldsara, kilénd-
sen rekombinans mbdszerekkel, ami a gyakorlatban tipikusan a
legjobban hasznalhaté médszer nagy mennyiségek eldallitasara.
A Jj6l haszndlhaté eljarasokat a tudomanyos és szabadalmi
irodalomban ismertetik, beleértve az eléz8kben emlitett
5,180,820 és 5,229,500 sza&mi Amerikai Egyesiilt Allamok-beli
szabadalmi bejelentést, valamint a WO 91/03569 szamu publikalt
PCT bejelentést, amely publikacidkat a tovabbiakban referenci-
aként kezeliink. A jelen taladlmany alkalmazdsa soran kiiléndsen
jél haszndlhatdék a BDNF és az NT-3 természetes szekvenciai,
rekombindns médszerekkel expresszélva prokaridta és eukaridta
sejtekben, beleértve a humadn nukleotid szekvencidkrdél exp-
resszaléddé szekvencidkat (“r-HuBDNEF” és “r—HuNT—B”), beleértve
azokat, amelyek bakteridlis sejtekben expresszalédnak, és az
N-terminalisukon metionin csoportot tartalmaznak (azaz “r-

MetBDNE” és “r-metNT-3”). Az ilyen polipeptidekre példa lehet
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az 1. szama szekvencia ("r-huBDNF"), a 2. sza&mt szekvencia
("r-metHuUBDNF"), a 3. szamu szekvencia ("r-HuUNT-3") és a 4.
szekvencia (" r-metHuNT-3") . |

A BDNF és az NT-3 pegilezését barmelyik, a szakteriileten
ismert pegilezési reakcidval elvégezhetjik [ Focus on Growth
Factors 3(2), 4-10 (1992); EP 0 154 316; EP 0 401 384; vala-
mint a tobbi, pegilezésre vonatkozéd publikécié] . A pegilezést
eldnydsen acilezési vagy alkilezési reakcidval hajtjuk végre,
€gy reaktiv polietilénglikol molekulaval (vagy egy analég
vizoldhaté polimerrel). Ezeket, a polietilénglikol
szarmazékok eldallitasdra vonatkozd elényés médszereket az

alabbiakban részletesen ismertetjiik.

Acilezés

Az acilezéssel végzett pegilezés abbédl all, hogy a poli-
etilénglikol (PEG) egy aktiv észter szarmazékidt egy BDNF vagy
NT-3 polipeptiddel reagaltatjuk. Lényegében barmelyik reaktiv
PEG molekula hasznalhatdé ezeknek a polipeptideknek a pegile-
zésére. Egy eldnyben részesitett aktivalt polietilénglikol
észter az N-hidroxiszukcinimiddel ("NHS”) észterezett polieti-
lénglikol. A tovabbiakban az “acilezés” szakkifejezésrbl azt
gondoljuk, hogy minden korlatozas nélkiil az aladbbi tipusu
kdtésekre vonatkozik a BDNF és az NT-3, valamint egy
vizoldhaté polimer, azaz példaul polietilénglikol k&zdtt:
amid, karbamat, uretan és hasonlék [ Bioconjugate Chem. 5, 133-
140 (1994)]. A reakciékérﬁlményéket a szakteriileten ismert,

vagy az azok utdn kidolgozott médszerek k&zil védlaszthatjuk
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ki, de el kell keriilni azokat a kdérilményeket, amelyek soran
olyan hdémérsékletet, olddszert vagy pH-t kell alkalmazni, ami
inaktivalja a médositandé BDNF vagy NT-3 molekulét. Az
altaldnosan hasznalhaté reakcidkoriilményeket az aldbbiakban
ismertetijiik. Monometoxi-polietilénglikolnak egy N-hidroxiszuk-
cinimiddel vald reakciéjat adjuk meg példaként a 6. abran.

A pegilezés vagy acilezés 4&ltaléban egy polipegilezett
BDNF vagy NT-3 terméket eredményez, amelyben a lizin g-amino-

csoportjait egy acil-kapcsold molekuldn keresztiil pegilezziik.
Az Osszekdtd kotés eldnydsen egy amid. Szintén elényésen a
keletkezd termék lényegében (azaz 2 95%-ban) mono-, di- vagy
tri-pegilezett. Azonban normalis kérdlmények kozétt néhany mo-

lekula nagyobb mértékben pegilezddik (maximum a BDNF vagy NT-3

molekulédban levd lizin g-aminocsoportok szamnak, plusz a mole-

kula N-termindlisa egy a-aminocsoportjénak megfeleld szamban),
aminek a mennyisége fligg a hasznadlt specifikus reakcidkdriil-
ményektdl. Ha sziikséges, akkorxéisztitottab pegilezett moleku-
lakat &allithatunk eld a keverékbsl, amely nem-reagalt moleku-
lakat is tartalmaz, standard tisztitasi technik&k, azaz
példaul dializis, kisézas, ultraszdrés, ioncseréld kromatogra-
fia, gélszlréses kromatografia és elektroforézis alkalma-

zasaval.

Alkilezés
Az alkilezés Utjan végzett pegilezés magaban foglalja a
polietilénglikol aldehid szarmazékanak reagadltatdsat egy poli-

peptiddel, azaz példéul BDNF-fel vagy NT-3-mal, egy redukald



dgens jelenlétében. Az alkilezéssel végzett pegilezés is
polipegilezett BDNF-et vagy NT-3-at eredményez. Polipegilezett
terméket eredményezd alkilezési reakcidét mutatunk 'be a 7.
abran. Emellett manipuldlhatjuk a reakcidékérilményeket, az
aldbbiakban ismertetett mdédon, ami azt eredményezi, hogy
lényegében a BDNF vagy az NT-3 polipeptidnek csak az N-termi-
nadlis a-aminocsoportija pegilezé@ik (azaz monopegilezett mole-
kuldk keletkeznek). A 8. abradn adunk meg egy alkilezési reak-
cidét, amelyben a BDNF-nek vagy az NT-3-nak monopegilezett
szdrmazéka keletkezik. Mind a monopegilezés, mind a polipegi-
lezés esetében a polietilénglikol csoportok a polipeptidhez
eldénydsen egy -CH,-NH- csoporton keresztiil kapcsoldédik. A -
CH,- csoport miatt az ilyen tipusu kotést a tovabbiakban
“alkil” kotésnek nevezzik.

A reduktiv alkilezéssel végzett, monopegilezett terméket
eredményezd szarmazékképzés a szarmazékképzés szamdra a BDNF-
ben vagy az NT-3-ban hozzaférhetd primer aminocsoportok (lizin
az N-termindlissal szemben) eltéré reakcidképességét hasznalja
ki. A reakcidét olyan pH-n hajtjuk végre, ami lehetdvé teszi,
hogy kihasznédljuk a polipeptidben levd lizincsoportok és az N-

terminalis a-aminocsoportja pK, kiilénbséget. Az ilyen szelektiv

szarmazékképzéssel egy reakcidképes csoportot tartalmazd
vizoldhatdé polimernek, azaz példdul egy aldehidnek a polipep-
tidhez vald kapcsolddadsa ellendrizhetd. A polimerrel vald kon-
jugacidé féleg a polipeptid N-termindlisdn jatszédik le, és nem

jatszdédik le egyéb reakcidképes csoportoknak, azaz példaul a

lizin . oldallénc aminocsoportjainak mbddositésa. Lényeges
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szempont, hogy a jelen taldlmany szerinti eljarassal
lényegében homogén monopolimer/BDNF vagy monopolimer/NT-3 kon-
jugatum készitményeket lehet elSallitani, amihez iényegében
(azaz 2 95%-ban) egyetlen polimer molekula kapcsolédik, csak
egyetlen pozicibéban. Még pontosabban, ha polietilénglikolt
hasznalunk, akkor a jelen taldlmény szerinti eljarassal pegi-
lézett BDNF vagy NT-3 4&llithaté eld, amir8l hianyzanak a
valészinlileg antigén tulajdonsdgu kapcsoldé csoportok, és a
polietilénglikol molekula ké&ézvetlenil a BDNF vagy NT-3 poli-
peptidhez kapcsolédik.

Tehdt egy eldnyds megvaldsitiasi mdd szerint a Jjelen
taldlmany targydt pegilezett BDNF és NT-3 képezi, amelyben a
polietilénglikol csoport(ok) egy acil- vagy alkil-csoporton
keresztil kapcsoléd (i) (na) k. Amint azt az elézdkben
targyaltuk, az ilyen termékek lehetnek monopegilezettek vagy
polipegilezettek (azaz 2-6, eldnydsen 2-5 PEG csoportot tar-
talmazhatnak). A polietilénglikol csoportok a polipeptidhez
adltaldban a polipeptid lanc a és/vagy & csoportjan keresztiil
kapcsoldédnak, de az is elképzelhetd, hogy a polietilénglikol
csoportok a polipeptid szerkezetében levd barmelyik olyan ami-
nocsoporthoz csatlakoznak, amely elég reakcidképes ahhoz, hogy
egy PEG csoporthoz kapcsolédjon megfeleld reakcidkdriilmények
kozott.

A mind az acilezési, mind az alkilezési megkdzelitésben
alkalmazott polimer molekuldkat vizoldhaté polimerek és azok
keverékei  koziil valaszthatjuk. A kivalasztott polimernek

vizoldhaténak Ukell lennie, hogy a polipeptid, amihez
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hozzakapcsoljuk, ne csapdéddjon ki vizes kérnyezetben, azaz
példaul fizioldégids kdrnyezetben. A kivalasztott polimert uagy
kell médositani, hogy eldénydsen egyetlen reakciéképes cso-
porttal rendelkezzen, azaz példaul egy aktiv észterrel az
acilezéshez, vagy egy aldehiddel az alkilezéshez, hogy a poli-
merizacié mértéke szabdlyozhatd legyen, amit a jelen taldlméany
biztosit. Egy eldnyben részesitett vegylilet a polietiléngli-
kol propionaldehid, ami wvizben oldédik, illetve ennek a C;-Cyq
alkoxi vagy ariloxi szarmazéka (lasd az 5,252,714 szama
Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi bejelentést). A po-
limer lehet eligazé vagy egyenes szénlancu. Elénydsen, a
végtermék készitmény terdpids alkalmazdsa céljadra a polimernek
gyégyéaszatilag elfogadhaténak kell lennie. A vizoldhaté poli-
mert az alabbi csoportbél valaszthatjuk: polietilénglikol
(azaz példaul monometoxi-polietilénglikol), dextradn, poli-~(N-
vinil-pirrolidon), propilénglikol homopolimerek, polipropilén-
oxid/etilénoxid kopolimerek, polioxietilezett poliolok (azaz
példaul glicerin) és polivinil-alkoholok. Az acilezési reakci-
6khoz a kivalasztott polimernek egyetlen reakcidképes észter-
csoporttal kell rendelkeznie. A Jjelen taldlmadny szerinti
reduktiv alkilezéshez a kivalasztott polimernek reakcidképes
aldehiddel kell rendelkeznie. A vizoldhatdé polimert 4&ltaléban
nem a természetben eléforduld glikozil csoportokbdl valasztjuk
ki, mivel ezeket &ltaldban kényelmesebben eld lehet &llitani
emlds rekombindns expresszids rendszerekben. A polimer moleku-
lastlya Dbéarmekkora 1lehet, és lehet elédgazé vagy egyenes

szénléancu.
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Egy, a jelen taldlmany soran kiléndsen eldnyben részesi-
tett vizoldhaté polimer a polietilénglikol. A tovabbiakban
polietilénglikol szakkifejezés alatt a polietilénglikol
barmely olyan formajat értjuk, amit egyéb fehérjék mddo-
sitdsdra hasznalhatunk, azaz ilyen lehet példaul mono-(C;-Cyy)
alkiloxi- vagy ariloxi polietilénglikol.

A -szarmazékképzést barmely olyan megfeleld korilmeny
k6zott végezhetjlk, amit bioldégiailag aktiv anyagnak aktivalt
vizoldhatdé polimerrel vald reagdltatdsadra hasznalnak. A pegi-
lezett BDNF vagy NT-3 eldallitédsdra szolgdléd eljérésok
adltaldban a kovetkezd 1lépéseket tartalmazzédk: (a) egy BDNF
vagy NT-3 polipeptidet polietilénglikollal reagaltatunk (azaz
példdul a polietilénglikol reaktiv észter wvagy aldehid
szdrmazékaval), olyan korilmények kozott, amelyek kozdtt a
BDNF vagy az NT-3 egy vagy tobb polietilénglikol csoporthoz
kotédik, és (b) kinyerjik a reakcidéterméket. Az acilezési re-
akcidkban alkalmazott optimalis reakcidkoérilményeket
esetenként kéil meghatdrozni, az ismert paraméterek és a VvAart
eredmények alapjén. Ha példaul minél nagyobb a polietiléngli-
kol:fehérje arany, akkor anndl nagyobb a polipegilezett termék
aranya.

A jelen taladlmdny szerinti eljarédsban a monopolimer/poli-
peptid konjugdtum molekula homogén populdcidéjanak eldalli-
tadsdra szolgald reduktiv alkilezés 4ltaldban a kovetkezd
lépéseket tartalmazza: (a) egy ﬁDNF vagy NT-3 polipeptidet
reagaltatunk egy reakcidképes polietilénglikol molekuléaval,

reduktiv alkilezési koérilmények kozott, olyan pH értéknél, ami



18

lehetévé teszi a polipeptid N-termindlisan levd o-aminocsoport
szelektiv médositasat, és (b) kinyerjiik a reakciéterméket.

A monopolimer/BDNF vagy monopolimer-NT-3 konjugatum mole-
kuldk lényegében homoldg populéacidéjanak elBallitasdhoz olyan
reduktiv alkilezési kérilményeket alkalmazunk, amelyek
lehetdvé teszik a vizoldhaté polimer szelektiv kapcsoldédasat a
polipeptid N-termindlisahoz. Az ilyen reakcidkdrilmények
adltalaban a lizin e-aminocsoportja és az N-terminalis a-amino-
csoportja kdzotti pK, érték kiildnbségen alapulnak (a pK, érték
az a pH érték, amelyen az aminocsoportok 50%-a protonalva van,
50% pedig nincs protondlva). A pH érték érinti a polimer-poli-
peptid alkalmazandd aranyat is. Altalaban, ha a pPH
alacsonyabb, akkor a polimert nagyobb fdléslegben kell hasz-
nalni a polipeptidhez viszonyitva (azaz minél kevésbé reakci-
6képes az N-termindlis a-aminocsoport, annal tdbb polimerre
van sziikség az optimalis k&riilmények eléréséhez). Ha a pPH
érték magasabb, akkor a polimer:polipeptid arénynak nem kell
olyan magasnak lennie (azaz t&bb reakcidbképes csoport 4ll
rendelkezésre, és igy kevesebb polimer molekuldra van sziik-
ség). A jelen talalmany céljaira a pH érték &altaldban 3 és O
kézott van, elénydsen 3-6 kdzdtt van.

Egy masik lényeges megfontolds a polimer molekulasilya.
Altaladban minél mégasabb a polimer molekulastlya, annal
kevesebb polimer molekula kapcsolédhat a polipeptidhez.
Hasonldképpen a polimer elagazasat kell figyelembe venni, ha
ezeket a paramétereket optimalizéaljuk. Altaldban minél

magasabb a molekulastuly (vagy minél t&bb az eldgazas), annal
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magasabb a polimer:polipeptid arany. Az alabbiakban megfontolt

pegilezési reakcidkhoz 4ltaldban a polimer elényben részesi-

tett molekulastlya k&riilbeliil 2 kDa és 100 kDa k&zdtt valtozik
(a "kdrllbelil" jelentése + lkDa-t jelent). Egy inkabb eldényben

részesitett A4tlagos molekulasily kérilbeliil 5 kDa és k&rilbe-
1lil 50 kDa k&zdtt valtozik, de inkadbb k&rilbelul 12 kDa és
kdrilbeldl 25 kDa kézdtt valtozik. A vizoldhatéd polimernek a
BDNF-hez vagy az NT-3-hoz viszonyitott ardnya &ltaldban 1:1 és
1:100 koézott valtozik, eldnydsen (a polipegilezéshez) 1:1 és
20:1 kozd6tt, a monopegilezéshez 1:1 és 5:1 kézdtt valtozik.

Az elbz8kben ismertetett koériilmények kézétt a jelen ta-
lalmany szerinti reduktiv alkilezés a polimernek az N-termina-
lisan egy oa-aminocsoportot tartalmazé BDNF vagy NT-3 fehér-
Jjehez valé szelektiv kapcsolédasat jelenti, és lényegében
homolég monopolimer/polipeptid fehérje konjugatum készitését
eredményezi. A “monopolimer/polipeptid konjugédtum" szakkifeje-
zés ébéovébbiakban azt jelenti, hogy egyetlen polimer molekula
kapcsolédik egy BDNF vagy NT-3 molekuldhoz. A
monopolimer/polipeptid konjugatumban egyetlen polimer molekula
van az N-termindlison, de nincs a 1lizin oldallancain. A
készitmény eldnydsen tobb mint 80%-ban monopolimer/polipeptid
konjugatumot tartalmaz, elénydsebben todbb mint 90%-ban
monopolimer/polipeptid konjugdtumot tartalmaz, és a tdbbi
kimutathaté molekula nem reagalt molekula (azaz olyan polipep-
tid, ami nem tartalmaz polipeptidet). Az aladbbiakban ismerte-
tett példidkban olyan készitményt eredményeznek, amely legalabb

koérilbeliil 90%-ban monopolimer/polipeptid konjugatum, és ko-
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rilbeldl 10%-ban nem reagalt polipeptid. A monopolimer/poli-
peptid konjugdtum biolégiailag aktiv.

A jelen taldlmany szerinti reduktiv alkilezés soran a
redukaldé agensnek vizes oldatban stabilnak kell lennie és elg-
nyésen keépesnek kell lennie arra, hogy csak a reduktiv
alkilezés kezdeti lépésében keletkezd Schiff bazist redukalija.
Az eldnyben részesitett redukdlé Aagenseket az alabbi cso-
portbdél vAlaszthatjuk: natrium-cianobérhidrid, dimetilamin-
boran, trimetilamin-bordn és a piridin-boran. Egy kilondsen
eldnyben részesitett redukalé Agens a natrium-cianobérhidrid.

Egyéb reakcidéparamétereket, azaz példaul az olddészert, a
reakcidéiddt, a hdmérsékletet, stb., valamint a termékek tisz-
titdsi médszereit esetenként lehet meghatarozni, azoknak a
publikéalt informacidknak az alapjén, amikben fehérjék
vizoldhaté polimerekkel vald szarmazékképzését irjak le (léasd
az idézett publikdcidkat). Részleteket az aldbbi példakban
ismertetink.

Polimer/polipeptid konjugatumok keverékét eldallithatjuk
acilezéssel vagy alkilezéssel, és az aldbbiakban ismertetett
elény az, hogy megvélaszthatjuk, hogy milyen legyen a
keverékben levSé monopolimer/polipeptid konjugatum aranya.
Tehat ha szikséges, akkor eldallithatunk egy kiildénbszs poli-
peptidekb8l &llé keveréket, amely peptidek kilénbdz8 szamu
kapcsolt polimer molekuldt tartalmaznak (azaz di-, tri-,
tetra-, stb.), majd kombindljuk a jelen taldlmany szerinti
médszerrel eléallitott monopolimer/polipeptid konjugatummal,

és igy egy olyan keveréket kapunk, amelyben a
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monopolimer/polipeptid konjugatum meghatarozott aradnyban
taldlhaté.

Amint azt az el&8z8kben emlitettiik, a jelen taldlmany
szerinti polimer/polipeptid konjugatumok ugyanazokra a célokra
hasznalhaték, amikre a BDNF-et és az NT-3-at hasznaljak.
Ezekrdl a polipeptidekrdl korabban kimutattak, hogy
hatékonyak, példiul mint trofikﬁs faktorok, amelyek eldsegitik
a neuronok tulélését és fenntartdsat in vitfo kérilmények
kézdtt, és ezzel lehetdvé teszik a neuronok kutatasban valéd
alkalmazdsdt. Az ilyen sejteket &ltalaban nagyon nehezen lehet
életben tartani. Ezek az azonos biolégiai aktivitasok
aldtédmasztjak az ilyen faktoroknak in vivo kdérilmények kozdtt
valdé alkalmazasat 4llatok neurolégiai vizsgalatéra, és tera-
pids agensekként valé alkalmazanak lehetd8ségét adjak olyan
neurodegenerativ betegségek kezelésére, amik neuron funkcidk
elvesztéséhez kapcsolédnak.

Terapids célokra a jelen taldlmany szerinti polimer/poli-
peptid konjugatumok barmilyen steril biokompatibilis gyégya-
szati hordozéval kiszerelheték és beadhatdk, beleértve,
anélkiil, hogy ezekre korlatoznank magunkat, a sdéoldatot, puf-
ferelt sdéoldatot, dextrdzt és vizet. Egy adott rendellenesség
vagy korilmény kezelésében hatdsos BDNF/polimer vagy NT-3/po-
limer konjugdtum mennyisége fiigg a rendellenesség vagy koriil-
mény természetétdl, és standard klinikai technikakkal
hatarozhaté meg. Ahol lehetséges, ott célszerd eldszdr in
vitro meghatdrozni a gyégyaszati készitmények ddbdzis-hatdas

Osszefliggését, a szakirodalomban ismertetett BDNF és NT-3 bio-
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1légiai vizsgdldé rendszerekben, majd hasznalhaté allatmo-
dellekben, mieldtt emberekben vizsgalnank. A beadasi mdbdszerek
k6zé tartoznak az intradermdlis, intramuszkuldris, intraperi-
tonealis, intravénds, szubkutén, intranazalis, pulmonaris és
az ordlis. Emellett kivanatos lehet, hogy a gyégyadszati
készitménYéket barmely alkalmas uton juttassuk be a kdzponti
idegrendszerbe, beleértve az intraventrikuléris vagy
intratekadlis injekciét. Emellett sziikséges lehet, hogy a gyd-
gyaszati készitményeket lokalisan adjuk be, a kezelést igényléd
terliletre. Ezt elérhetjiik példdul lokalis infuzidval sebészeti
beavatkozas sorédn, injekcidzassal, katéter segitségével, vagy
példaul egy beliltetett pordzus, nem-porbdzus, gélszerd, szalas
vagy membranszerld eszkdzzel.

Az aldbbiakban a jelen taldlmany szerinti BDNF és NT-3
szarmazékok készitését, valamint fizikai és bioldégiai tulaj-
donsagait ismertetjiik. Ezeket a példakat azért adjuk meg, hogy
teljesen illusztrdaljuk a Jjelen taladlmanyt és nem az a
szandékunk, hogy korlatozzuk a taldlmanyt. Ezekben a példakban
a rekombindns médon Escherichia coli-ban eldallitott humén
BDNF-et és NT-3-at hasznaljuk, hacsak kiilén nem emlitjiik az

eltérést.

1. Példa

MonoMPEG (6 kDa)-BDNF konjugdtum készitése az N-termindlis a-

aminocsoport (ok) kapcsolédéasi helyével

2,5 mg/ml r-metHuBDNF h{tétt, 100 mmol/l natriumfosz-

fatban (pH=4,0) kevertetett oldatdhoz, ami 20 mmol/l NaCNBH;-at
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tartalmaz, kétszeres mbélfoloslegben hozzaadunk aktivalt
metoxi-polietilénglikol (MPEG) aldehidet, aminek  Atlagos
molekulasulya 6000 dalton (azaz 6 kDa). H

A reakcidé sordn a fehérje mddositadsadt méretkizarasos
kromatografiaval kovetjik, Superose 6HR 10/30 oszlopon
(Pharmacia), 0,4 ml/perc A&ramldsi sebességgel eludlva 100
mmol/l natriumfoszfdt oldattal (pH=6,9), ami 0,5 mol/l
ndtrium-kloridot tartalmaz. Tiz éra elteltével a méretki-
zarasos kromatografidval végzett elemzés azt mutatja, hogy
mindegyik polipeptid (amely oldatban dimerként 1létezik)
lényegében az N-terminalison pegilezett szarmazék két
lehetséges formdjava alakul: a BDNF dimer egyik, vagy mindkét
végéhez konjugdlt MPEG.

A reakcibelegyet azutdn Osszesen Otszdrdsre higitjuk
steril vizzel, majd egy HiLoad 16/10 Sepharose HP ioncseréld
oszlopra visszik (Pharmacia), amit 20 mmol/l koncentracidéja
natriumfoszfat pufferrel (pH=7,5) hoztunk egyensUlyba. A reak-
cibelegyet 1 ml/perc sebességgel vissziikk az oszlopra, majd a
nem-reagalt MPEG-aldehidet harom oszloptérfogatnyi, az
elézével azonos Osszetételd pufferrel eluadljuk. Linearis,
Otszaz-perces gradienst (0%-100% 20 mmol/l natriumfoszfat,
pH=7,5, amely 0,75 mol/l natrium-kloridot tartalmaz) hasz-
nalunk az N-termindlisdn pegilezett BDNF dimer két formajanak
eludlésdra. Az MPEG-BDNF szarmazékokat tartalmazd frakcidkat

egyesitjik, toményitjik, majd sterilre szdrjik.



24

2. Példa

MonoMPEG (20kDa) ~BDNF konjugdtum készitése az N-termindlis o-

aminocsoport (ok) kapcsoldddsi helyével

Az 1. példdban ismertetett eljdrdst ismételjik meg, azzal
az eltéréssel, hogy 20000-es molekulastlyd (20 kDa) metoxi-

polietilénglikol aldehidet haszn&lunk, és a pH-értéke 5,0.

3. Példa

POliMPEG (6kDa) -BDNF konjugatumok készitése MPEG aldehidekkel

végzett reduktiv alkilezéssel

10 mg/ml r-metHuBDNF 100 ml BICIN-ben (pH=8) kevertetett,
4 °C-ra hitétt oldatahoz, amely 20 mmol/l NaCNBH;-at tartalmaz,
négyszeres mélfoldslegd metoxi-polietilénglikol (MPEG)
aktivdlt aldehidet adunk, aminek &tlagos molekulasulya 6 kDa.

A reakcié soradn a fehérjembédositds mértékét méret-
kizarasos kromatografiaval kovetjik, Superose 6HR 10/30
oszlopon (Pharmacia), 0,4 ml/perc &ramlasi sebességgel elualva
100 mmol/l néatriumfoszfdt oldattal (pH=6,9), ami 0,5 mol/l
natrium-kloridot tartalmaz. Tiz éra elteltével a méretki-
zarasos kromatografidval végzett elemzés azt mutatja, hogy
mindegyik polipeptid MPEG-gel van médositva.

A reakcidelegyet azutan steril desztillalt vizzel
Otszdrdsre higitjuk, a pH-t 7-re 4&llitjuk (foszforsavval),
majd az elegyet egy HiLoad 16/10 Sepharose HP ioncseréld
oszlopra (Pharmacia) vissziik, amit 20 mmol/l koncentracidju
nadtriumfoszfat pufferrel (pH=7,5) hoztunk egyenstlyba. A reak-

cidelegyet 1 ml/perc sebességgel vissziikk az oszlopra, majd a
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nem-reagalt MPEG-aldehidet harom oszloptérfogatnyi, az
eldz8vel azonos osszetételdd pufferrel elualjuk. Lineéris,
Otszaz-perces gradienst (0%-100% 20 mmol/l nétriﬁmfoszfét,
pH=7,5, amely 0,75 mol/l natrium-kloridot tartalmaz) hasz-
nalunk az MPEG-BDNF konjugadtumok eludlasara. Az MPEG-BDNF
szarmazékokat tartalmazdé frakcidkat egyesitjik, toményitjik,

majd sterilre szlrjik.

4. Példa

PoliMPEG (6kDa) -BDNF konjugdtum készitése MPEG aldehidekkel

végzett reduktiv acilezéssel

A 3. példadban ismertetett eljarast kovetjlik, azzal az
eltéréssel, hogy az MPEG aldehidet hatszoros mélfdldslegben

alkalmazzuk.

5. Példa

PoliMPEG (6kDa) -BDNF konjugatum készitése aktivalt MPEG szarma-

zékokkal végzett acilezéssel

6 mg/ml r-metHuBDNF 100 ml BICIN-ben (pH=8) kevertetett,
4 °C-ra h{tdétt oldatdhoz, amely 20 mmol/l NaCNBH;-at tartalmaz,

négyszeres moélfdldéslegben levd karboximetil MPEG szukcinimidil
észterét adjuk, aminek Atlagos molekulasulya 6 kDa. A polimert
6vatos kevertetéssel oldjuk fel, és a reakcidét ugyanazon a
hémérsékletet folytatjuk.

A reakcid soran a fehérje médosités mértékét
méretkizdrasos kromatografidval kovetjik, Superose 6HR 10/30

oszlopon (Pharmacia), 0,4 ml/perc Aaramlédsi sebességgel elualva
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100 mmol/l natriumfoszfat oldattal (pH=6,9), ami 0,5 mol/l
natrium-kloridot tartalmaz. Harom éra elteltével a
méretkizadrdsos kromatogrdfia azt mutatja, hogy mindegyik BDNF
dimer MPEG-gel van médositva.

A reakcidelegyet azutan steril desztillalt vizzel
négyszéresre higitjﬁk, a pH-t 7-re allitjuk (foszforsavval),
majd az elegyet egy HiLoad 16/10 Sepharose HP ioncseréld
oszlopra (Pharmacia) wvissziik, amit 20 mmol/l koncentracidju
natriumfoszfat pufferrel (pH=7,5) hoztunk egyensulyba. A reak-
cidelegyet 1 ml/perc sebességgel vissziik az oszlopra, majd a
nem-reagalt MPEG-aldehidet harom oszloptérfogatnyi, az
eldz6vel azonos Osszetételd pufferrel elualjuk. Lineéaris,
Otszaz-perces gradienst (0%-100% 20 mmol/l natriumfoszfat,
pH=7,5, amely 0,75 mol/l natrium-kloridot tartalmaz) hasz-
nadlunk az MPEG-BDNF konjugatumok elualasdra. Az MPEG-BDNF
szarmazékokat tartalmazd frakcidkat egyesitjik, toményitjik,

majd sterilre szlrjik.

6. Példa

PoliMPEG (6kDa)~-BDNF konjugdtum készitése aktivalt MPEG szaArma-

zékokkal végzett acilezéssel

Az 5. példadban alkalmazott eljarast alkalmazzuk, azzal az

eltéréssel, hogy a reagensekbdl egy-egy mdélarényt hasznélunk.

7. Példa
Az 5. példéban szerepld eljarast ismételjiik meg, azzal az

eltéréssel, hogy 20 kDa dtlagos molekulasulyu MPEG-
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szukcinimidil-propiondtot haszndlunk, és az MPEG a BDNF

dimerre vonatkoztatva hatszoros mélfoloslegben van jelen.

8. Példa

MonoMPEG (20 kDa)-NT-3 konjugdtum elddllitdsa az N-termindlis

a—aminocsoport kapcsoldddsi helyével

4,77 mg/ml r-metHuNT-3 20 mmol/l natrium-acetédtban (pH=4)
kevertetett, 4 °C-ra h{tétt oldatdhoz, amely 150 mmol/l

nadtrium-kloridot és 20 mmol/l NaCNBH;-at tartalmaz, haromszoros
mélfoléslegben levdé aktivalt MPEG-et adunk, aminek atlagos
molekulasilya 6 kDa.

A reakcidé sordn. a fehérjembédositads mértékét méret-
kizarasos kromatogrdfiaval koévetjik, Superose 6HR 10/30
oszlopon (Pharmacia), 0,4 ml/perc é&ramldsi sebességgel elualva
10 mmol/l natriumfoszfdt oldattal (pH=7,1), ami 150 mmol/l
natrium-kloridot tartalmaz. Tiz éra elteltével a
méretkizdrdsos kromatografia azt mutatja, hogy minden fehérje
(oldatban dimerként) az N-termindlison pegilezett szarmazék
két lehetséges formajava alakult, azaz az NT-3 dimer egyik,
vagy mindkét N-termindlisdhoz konjugdlt MPEG.

A reakcidelegyet azutdn 20 mmol/l natriumfoszfattal
(pH=7,1) négyszeresre higitjuk, majd az elegyet egy HilLoad
16/10 Sepharose HP ioncseréld$ oszlopra (Pharmacia) visszik,
amit 20 mmol/1l koncentracidéji natriumfoszfat pufferrel
(pH=7,1) hoztunk egyenstulyba. A reakcidelegyet 1 ml/perc se-
bességgel vissziik az oszlopra, majd a nem-reagalt MPEG-

aldehidet ha&rom oszloptérfogatnyi, az eldézdvel azonos Osszeté-
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teld pufferrel eludljuk. Linedris gradienst (0%-100% 20 mmol/l
natriumfoszfat, pH=7,1, amely 0,4 mol/l natrium-kloridot tar-
talmaz) haszndlunk az N-termindlison pegilezett NT—3>dimer két
formdjanak eludlésara. Az MPEG-NT-3 szirmazékokat tartalmazd
frakcidkat egyesitjiik, téményitijlk, majd sterilre szlrjik.

Tovabbi MPEG-BDNF vagy MPEG-NT-3 konjugatumok agy
dllithaték elé, hogy a BDNF-et vagy NT-3-at kiilonbdzd atlagos
molekulasilyl MPEG aldehidekel médositjuk, amiknek a moleku-
lasaly 5 kDa és 20 kDa kozott valtozik, az elézdkben ismerte-
tettekhez hasonldé mdédszerekkel. A kapott pegilezett BDNF vagy
NT-3 konjugdtumok homogenitasdt nadtrium-dodecilszulfadt poliak-
rilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) hatéarozzuk meg, 10-
20%-0s vagy 4-20%-os elbére kidntdbtt gradiens géleket alkal-
mazva (Integrated Separation System). Az egyes MPEG-BDNF vagy
MPEG-NT~3 molekuldk effektiv méretének (hidrodinamikai sugér)
a meghatadrozdsara egy Superose 6 HR 10/30 (Pharmacia) gélsz(ird
oszlopot haszndlunk. A fehérjéket 280 nm-en mért UV elnyelés
alapjan mutatjuk ki. A Bio-Rad gélszlrdé standardok szolgalnak
globulédris fehérje molekulasUGly markerként. A konjugdtumok
molekulasulyat {lilepedési egyensulyi analitikal ultracentrifu-
galédssal, valamint matrix-asszisztald 1lézer deszorpcids to-
megspektrometrids elemzéssel. Az egyes N-termindlis MPEG-BDNF
vagy MPEG-NT-3 konjugdtumok szerkezetét standard médszerekkel,
vagy N-termindlis fehérjeszekvenaléassal és peptid-
térképezéssel igazoljuk.

Az 1-7. példéakban elééllitott MPEG~BDNF konjugatumok in
vitro bioldégiai aktivitdsat a PCl2/pcDneo-trk#18 sejtek 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboximetilfenil)-2- (4~
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szulfofenil)2H-tetrazélium belsd sé felvételére gyakorolt
hatasa alapjan hat&rozzuk meg. Ezeket az eredményeket valamint
a konjugadtumok készitése sordn alkalmazott £f6 reakci-

bparamétereket az 1. tablazatban adjuk meg.
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9. Példa

A ' monoMPEG (20kDa) -BDNF  konjugdtum felndétt patkanyokban a

motoneuronokra gyakorolt in vivo bioldgiai aktivitésanak

értékelése

A BDNF-r8l kordbban kimutattdk, hogy megmenti a fejldds
‘motoneuronokat a természetben eléforduld valamint az axotdmia
altal okozoﬁt sejtpusztulastél [ Yan es mtsai: Nature 360, 753-
755 (1992); Oppenheim és mtsai: Nature 360, 755-757 (1992);
Sendtner és mtsai: Nature 360, 757-759 (1992)]. Azt is
igazoltuk, hogy az axotomizalt felndtt motoneuronok reagalnak
az exogén BDNF-re, pontosabban, a kﬁléﬁbézé médon beadott BDNF
enyhiti kolin-acetiltranszferdz (ChAT) immunreaktivitédsénak az
axotémia &ltal indukalt csdkkenését felndtt patkanyok arcideg
motoneuronjaiban [ Yan és mtsai: J. Neurosci. 14(9), 5281-5291
(1994)] . A ChAT aktivitds csoékkenése a motoneuron funkcid
elvesztésének jelzése, mivel a ChAT egy, a motoneuronok &ltal
termelt létfontossagl neurotranszmitter. Tehadt ezek a vizs-
galatok azt mutatjak, hogy a BDNF 3j4l1 haszndlhato terdpiéas
dgens a felndtt motoneuron betegségekben. Az itt ismertetett
vizsgdlatokban az N-termindlison pegilezett és véletlenszerien
pegilezett BDNF molekuldk (lasd az 1. és 3. példat) bioldgiai

aktivitasat értékeljik ki léziondlt felndétt motoneuronokban.

Médszerek

A. Sebészeti beavatkozas és kezelés allatokon

Felnétt ndéstény Sprague-Dawley patkadnyokat (6sszesen 52

patkany, mindegyik csoportban n=4) anesztetizaluk egy
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koktéllal (43 mg/ml ketamin-hidroklorid, 8,6 mg/ml xilazin és
1,43 mg/ml acepromazin), 0,7 ml/teststilykilogramm dézisban. A
jobb arcideget atvagjuk a halantékcsonti karécsecslyuk
kbzelében. Az &llatokat naponta egyszer szubkutdn kezeljiik hét
napig, a sebészeti beavatkozas napjén kezdve (0. nap). A hasz-
nalt dézisok: 0,1, 0,3, 1,0 és 5,0 mg per teststulykilogramm a
nem-pegilezett BDNF-bdl, az N-termindlis monoMPEG (20kDa)-BDNF
konjugatumbdél vagy a véletlenszerlen pegilezett poliMPEG-BDNF
konjugdtumbdl, mindegyik PBS-ben. Egy patkanycsoportot csak
PBS-sel kezeltink, ez a kontroll. Az A4llatok testsulyat

naponta mérjik.

B. ChAt immunokémia

A patkanyokat tualadagolt altatdéval elpusztitjuk, majd
transzkardidlisan PBS-sel perfundaltatjuk, utana 4%
paraformaldehiddel 0,1 mol/1l natriumfoszfat pufferrel
(pH=7,2). Az agytdrzset eltavolitjuk, 30%-os, PBS-ben ké-
szitett cukoroldattal krioprotekciét végzink, egy csuszd
mikrotom tokmanyba fogjuk, majd 80 um-es sorozat koronalis
bevagast teszilink az arcideg nukleusz régidban. A szekcidkat
azutan immunokémidhoz készitjik eld, ChAT elleni egér monoklo-

nalis ellenanyaggal (aszcitesz, 1:500, Chemicon, Temecula,
CA), majd 2 pug/ml szekunder biotinilezett 16 anti-egér ellena-

nyagot adunk hozz4a, az ABC mdbdszer alkalmazésaval (Vector
Laboratories, Burlingame, CA) [ Yan és Johnson: J. Neurosci

8(9), 3481-3498 (1988)].
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C. Az immunokémiai szekcidk mennyiségi meghatdrozésa

Egy Quantimet 520 képelemzét (Leica, Inc., Deerfield,
IL), amit egy Nikon Optiphot~FXA mikroszképhoz kaﬁésoltunk,
haszndlunk a ChAT festddés relativ intenzitédsdnak mennyiségi
meghatdrozasdra. Egy 510 nm-es keskenysava szlrdét (Oriel
Corp., Stratford, CT) haszndlunk egy Nikon-Plan Apokrdém 2X
dbjektivvel, Hogy erdsen kontrasztos képeket kapjunk az
arcideg régiérél a hisztolégiai szekcidbkban. A ChAT
immunreaktivitds relativ intenzitasat Ugy hatdrozzuk meg, hogy
meghatdrozzuk az egyes kijelolt nukleuszok atlagos
szirkeskdlds intenzitésat, és kivonjuk beléleﬁ a szomszédos
ChAT negativ sziirkedllomdny hattér-festddését. Mindegyik &llat
esetében az arcideget tartalmazé harom vagy négy szekcidt
haszndlunk a mennyiségi meghatdrozdshoz. Mivel a BDNF nem
érinti a ChAT immunfestddést a nem-1ézids arcideg nukleuszban,
az adatokat az ugyanazokban a szekcidkban levé nem-lézids és
lézids arcideg nukleuszok relativ optikai slrlsége aranyaban
fejezzik ki. Az adatokat.statisztikailag elemezziik ANOVA-val,

majd Dunnett t tesztet végziink.

D. Eredmények

A felnétt patkényokon végzett axotdmia a ChAT immun-

reaktivitds gyors és reprodukadlhaté csokkenését okozza a

motoneuronokban [ Lams és mtsai: Brain Res; 475, 401-405
(1988); Armstrong és mtsai: J.Comp.Neurol. 304, 596-607
(1991)] . A nem-pegilezett BDNF és a pegilezett BDNF felnétt

motoneuronokra gyakorolt hatasai kiértékelésére az eldzdkben
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ismertetett arcideg &atvagads paradigmdt alkalmaztuk ezeknek a
polipeptideknek a ChAT motoneuronokban valdé expresszalédasa
vizsgalatara. |

Hét nappal a jobb arcideg &tvagasa utdn a ChAT immun-
reaktivitads nagyrészt eltlnt a 1lézidés arcideg nukleuszbdl a
PBS kezelést kapott &llatokndl (4. &bra, A panel, az arcideg
nukleusz a jobboldalon van). A természetes BDNF-fel (5 mg/kg,
4, &bra, B panel), N-termindlis monoMPEG-BDNF konjugatummal
(0,3 mg/kg, 4. &bra, C panel) és véletlenszerlenen pegilezett
poliMPEG-BDNF konjugdtummal (0,3 mg/kg, 4. é&bra, D panel)
végzett szubkutan kezelés jelentdsen enyhiti a ChAT
immunreaktivitds 1ézié A&ltal indukalt csdkkenését. Ennek a
jelenségnek a mennyiségi kiértékeléséhez a ChAT immunfestett
szekcidbkban mind a lézidés mind a nem-lézids arcideg nukleuszok
optikai slrlségét mérjuik. A természetes, az N-terminalis
monoMPEG~BDNF konjugdtum és a véletlenszeren pegilezett
poliMPEG-BDNF konjugdtum is csdkkenti a ChAT immunreaktivités
lézié &altal indukalt csdkkenését, dbézisfiiggé mdbdon (5. abra).
A természetes BDNF 5 mg/kg ddézisban a hordozdé kontrollal
szemben a 1lézidé &ltal indukalt ChAT immunreaktivitéds csoék-
kenést jelentdsen enyhitette. Mind az N-termindlison pegile-
zett monoMPEG-BDNF konjugdtum, mind a véletlenszerlen pegile-
zett poliMPEG-BDNF konjugdtum jelentds javulast eredményezett
a hordozdé kontrollal szemben az O&sszes vizsgdlt débzisban,
valamint a természetes BDNF-fel szemben is a vizsgélt alacsony
dbézisban (p<0,01). Becslés alapjadn a pegilezett BDNF-fel

végzett kezelés a ddzis-hatéds gOrbét balra tolja, a természe-
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tes BDNF-hez viszonyitva korililbelil huszszorosan (5. abra),
jelezve ezzel a pegilezett BDNF hatékonysaganak fokozddasat a

1lézidés motoneuronokra.

10. Példa

Az N-termindlis monoMPEG-NT-3 konjugdtum bioldgiai aktivi-

tadsanak kiértékelése embriondlis csirke DRG biolégiai vizs-

gélatban

A nem-pegilezett NT-3 és az N—terminéliéon pegilezett
monoMPEG (20kDa) -NT-3 konjugatum osszehasonlité biolébégiai
aktivitidsidt embriondlis csirke dorzalis gydk ganglionon (DRG)
végezzik [ Lindsay és mtsai: Dev. Biol. 112, 319-328 (1985)].
Roviden, lukanként ot embriondlis (E8) csirke dorzalis gydk
gangliont tenyésztiink explantumokként egy kollagén hordozdban
2 ml Fl4 kodzeggel, ami 5% normdlis 1lészérumot tartalmaz. A
neurotréf faktorok (mind a pegilezett mind a nem-pegilezett
forma) hatasait wvizudlisan értékeljik egy faziskontraszt mik-
roszkép alatt,wmajd 0—5 kozdétti skdladn értékeljlik ki (O=nincs
neurit kindévés, 5S=maximalis neurit kindvés).

Az aldbbi 2. téblazatban lathatd eredmények azt mutatjak,
hogy a pegilezett NT-3 nem vesztett az aktivitasdbdl a nem-pe-
gilezett NT-3-hez viszonyitva, ami egy meglepd eredmény, a
tdbbi, in vitro koérilmények kozdtt vizsgdlt pegilezett fehér-
jéhez viszonyitva, amelyeknek a bioldégiai aktivitasa Je-

lent6sen lecsodkken.
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2. Tablazat

E8 csirke DRG in vitro bioldgiai vizsgalat

A minta
Faktor koncentréacidja Neurit kindvés
(ng/ml)
NT-3 0,5 1, 2, 2, 3, 3
5 4, 4, 5, -, -
10 0,5, 1, 1, 1, 2
50 0,5, 0,560,511, 1
Pegilezett NT-3 5 4, 4, 4, 2, 2
50 3, 3, 2, 2, 1
500 6, 0,5, 0,51, 2
1000 3, 3, 2, 1, 0,5

11. Példa

Az N-termindlis monoPEG(20kDa)-BDNF konjugdtum in vivo biold-

giai aktivitédsdnak tovabbi kiértékelése felndtt patkanyokban,

az agyszdveten keresztul vald diffuzidval

1. Egyszeri striatdlis injekcid

Egy pl nem-pegilezett BDNF-et vagy N-termindlis

monoMPEG (20 kDa)-BDNF konjugdtumot (1 mg/ml foszfattal puffe-
relt sboldatban) injekcidézunk 18-20 obrara in vivo felnltt
néstény patkényok (n=4) agyanak jobb stridtumanak
kézéppontjaba. Husz o6raval késbébb az 4llatokat ledljik
ttladagolt anesztetizalé  szerrel, majd transzkardialisan

perfundaljuk PBS-sel, utdna 0,1 mol/l koncentraciéja natri-
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umfoszfat pufferben készitett 4% paraformaldehiddel. Az
agyakat eltavolitjuk, krioprotekcidként 30%-o0s, PBS-ben
készitett PBS-t alkalmazunk, majd csUszd mikrotom bﬁokményra
fagyasztjuk és 60 pm-es szeriadlis korondlis metszeteket
készitiink. A metszeteket azutan immunokémidhoz eld8készitjik, 1
pumol/ml nyal anti-BDNF ellenanyaggal, azutédn 2  pmol/l
biotinilezett szekunder kecske anti-BDNF ellenanyagot adunk
hozza, az eldz8kben ismertetett ABD mdbdszerrel. Nagyon erds
festddés lathaté a stridtum injekcidzidsi teriiletén, mind a
nem-pegilezett, mind a pegilezett BDNF mintakkal. A pegilezett
BDNF-rél lathatd, hogy egy nagyobb szdvetteriiletre diffundal
mint a nem-pegilezett BDNF, a kiildénbség koériilbelil 2,4-szeres,
amint az a 6. abran lathaté. Volt egy pdr neuron a substantia

nigra-ban, amelyek pozitivan festddtek.

2. Striatdlis hétnapos infazid

Felndtt néstény patkanyok (n=4) kaptak naponta 12 pg nem-
pegilezett BDNF vagy N-termindlis monoMPEG (20kDa)-BDNF konju-
gatumbél infuzidét a stridtumba, hét napig. Ebben a vizs-
galatban mindkét BDNF formanak Jjobb a behatolasa mint az
eléz&ékben emlitett egyszeri injekcidés protokoll esetében. A
pegilezett BDNF sokkal nagyobb teriiletre vandorol mint a
természetes BDNF, a kiilénbség koérilbeluil 6,l-szeres, amint az
a 7. abran lathaté. Sokkal tébb neuron festédik pozitivan a
substantia nigra compacta-ban (" SNC”) és a ventralis
tegmentdlis teriileten (“VTH”) a pegilezett BDNF-fel végzett

infaziéval (8. &bra, C és D panel) mint a nem-pegilezett BDNF-
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fel végzett infuziéval (8. 4abra, A és B panel). Nagyobb
nagyités mellett a BDNF immunreaktivitds pontszerd, és a
perikarionban, ami azt mutatja, hogy a BDNF retrogféd mbédon
transzportadldédik a sejttesthez képest terminadlis idegbdl. A
substantia nigra reticulata (“SNR") medidlis ventralis
részében lathaté pozitiv festédés a neuropilben van, és nem
kétédik semmilyen sejttesthez. Ez a festldés aspecifikus
diffuzidé vagy receptor &ltal kdézvetitett retrograd transzport
kévetkezménye [ Ferguson és mtsai: J. Comp. Neurol. 313, 680-
692 (1991)] .

Ezek az eredmények nagyon jelent8sek. Tipikus esetben az
4llatok agyanak parenchimdlis részébe valdé beaddsa utan a
BDNF-r8l kideriilt, hogy nagyon gyengén diffunddl keresztil az
agyszéveten. A jelen taldlmanyban ismertetett adatok azt
mutatjak, hogy jelentds javulds érhetd el az ilyen diffazids
képességben, ha pegilezett BDNF-et hasznalunk, ami azt
mutatja, hogy potencidlisan nagyobb a terapias hatékonysaguk,
legaldbb az ilyen beadasi formaknal.

Az aladbbiakban ismertetjiik a bejelentésben emlitett szek-

venciakat.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Egy BDNF polipeptidet tartalmazé BDNF szarmazék, ami
legaldbb egy vizoldhaté polimerhez kapcsoléddik.

2. Egy NT-3 polipeptidet tartalmazé NT-3 szarmazék, ami
legalabb egy vizoldhaté polimerhez kapcsolédik.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti szarmazék, amelyben
a polipeptidet baktériumsejtben &llitjuk elé rekombindns mdd-
szerrel.

4, Az 1. vagy 2. igénypont szerinti szarmazék, amelyben
a vizoldhaté polimert az aldbbi csoportbél valasztjuk ki:
dextran, poli(N-vinil ©pirrolidon), polietilénglikol, poli-
propilénglikol, polipropilénoxid/etilénoxid kopolimerek,
polioxietilezett poliolok és polivinil-alkoholok.

5. A 4. igénypont szerinti szarmazék, amelyben a
vizoldhatdé polimer a polietilénglikol.

6. Az 5. igénypont szerinti szarmazék, amelyben a
vizoldhaté polimer a monoetoxi-polietilénglikol.

7. Az 5. igénypont szerinti szarmazék, amelyben a poli-
etilénglikol a polipeptidhez egy acil- vagy alkil-kotésen
keresztil kapcsolédik.

8. Az 5. igénypont szerinti szidrmazék, amelyben a poli-
etilénglikol molekulastulya 2 és 100 kDa kozdtt valtozik.

9. A 8. igénypont szerinti szarmazék, amelyben a poli-
etilénglikol molekulastlya 5 kDa és korilbelidl 50 kDa kozott

valtozik.
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10. Eljarads egy vizoldhatdé polimernek a polipeptidhez
valé kapcsoléasara, amely polipeptid lehet BDNF vagy NT-3,
azzal jellemezve, hogy a vizoldhaté polimer egyetlen reakci-
6képes aldehid-csoporttal rendelkezik, és az eljards az alédbbi
lépéseket tartalmazza:

(a) a polipeptidet egy vizoldhaté polimerrel
reagaltatjuk reduktiv alkilezési korilmények kozott, eléggé
alacsony pH-n ahhoz, hogy lehetévé tegylik, hogy az emlitett
polipeptid N-termindlisadn 1levé a-aminocsoport reakcidképes
legyen; és

(b) izoléljuk a polipeptidet, ami legaléabb egy
vizoldhaté polimerhez kapcsoléddik.

11. A 10. igénypont szerinti eljards egy vizoldhatd po-
limernek egy polipeptidhez valdé kapcsolasara, azzal jellemez-
ve, hogy a (c) lépést is tartalmazza, ami abban &ll, hogy a
legaldbb egy vizoldhaté polimerhez kapcsoldédd polipeptidet
elvalasztjuk a nem-reagalt molekulaktédl.

12. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a polimer gydgyadszatilag elfogadhatb.

13. A 10. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy a vizoldhaté polimert az alédbbi csoportbdl valasztjuk ki:
dextran, poli(N-vinil pirrolidon), polietilénglikol, poli-
propilénglikol, homopolimerek, polipropilénoxid/etilénoxid
kopolimerek, polioxietilezett poliolok és polivinil-alkoholok.

14. A 13. igénypont szefinti eljaréds, azzal jellemezve,

hogy a vizoldhatdé polimer a polietilénglikol.
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15. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a pH érték 3 és koérililbelil 9 kdzétt van.

16. A 10. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy a reduktiv alkilezés magdban foglalja a natrium-
cianobérhidrid mint redukald agens hasznédlatat.

17. Eljards polietilénglikolnak polipeptidhez wvalé kap-
csolédsara, amely polipeptid lehet BDNF vagy NT-3, azzal jelle-
mezve, hogy a polietilénglikol egyetlen reakcidképes aldehid-
csoporttal rendelkezik, és az eljaras az aldbbi lépéseket tar-
talmazza:

(a) a polipeptidet polietilénglikollal reagaltatjuk
reduktiv alkilezési koérilmények kézbtt,>eléggé alacsony pH-n
ahhoz, hogy 1lehetévé tegyik, hogy az emlitett polipeptid N-
termindlisén levd a-aminocsoport reakcidképes legyen; és

(b) izolaljuk a polietilénglikolhoz kapcsolddd polipep-
tidet.

18. A 17. igénypont szerinti eljdrds polietilénglikol
molekuldnak egy polipeptidhez valdé kapcsolésara, azzal jelle-
mezve, hogy a (c) lépést is tartalmazza, ami abban &all, hogy a
reakcidterméket elvalasztjuk a nem-reagdlt molekuldktdl.

19. A 17. igénypont szerinti eljdréds, azzal jellemezve,
hogy a polietilénglikol molekula molekulastlya korilbelil 2
kDa és korilbeliil 100 kDa koézdtt wvan.

20. Egy vizoldhaté polimer és egy, a 17. igénypont
szerint el8allitott polipeptid konjugatuma.

21. Egy lényegében homogén BDNF készitmény, amely az N-

termindlis a-aminocsoporton monopegilezve van.
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22. Egy lényegében homogén NT-3 készitmény, amely az N-
termindlis a-aminocsoporton monopegilezve van.

23. Eljardas a BDNF in vivo hatékonysaganak ﬁavitéséra
lézidés motoneuronok kezelésében, azzal jellemezve, hogy egy
pegilezett BDNF szarmazékot haszndlunk.

24. Eljaras a BDNF vagy az NT-3 agyszéveten keresztiil
valdé vandorlasdnak javitasara, azzal jellemezve, hogy pegile-

zett BDNF vagy NT-3 szarmazékot hasznidlunk.

A meghatalmazott

fg g ph & bl
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