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KIVONAT

A talalmény targya vegyi uton modositott, (XIII) 4ltala-
nos képletii pohpeptld alkalmazésa vérlemezkék terme-
16dését elGsegité gyogyszer elballitisara, amelynél a hu-
mén granulocitak differencialodasat eldsegitd hatisu

Polipeptid alkalmazasa vériemezke-
termel&dést elosegitd gyogyszer eldallitasara

polipeptid hatbanyag legalabb egy aminocsoportja (I)

altalanos képleti vegyiilettel vegyi Gton mddositott,

ahol az (I) altalanos képletben

R! 1-8 szénatomos alkil- vagy alkanoilcsoport,
—OCH,CH,- vagy —OCH,CH,CH,~ képletii cso-

port,

n valamely 1-1000 kozotti pozitiv egész szam,
X vegyértékkotés, oxigén- vagy kénatom vagy —NH-

csoport,

R?2 egy (VII) ltaldnos képletii csoport, ahol

R3 halogénatom, hidroxilcsoport vagy egy
—Xa—(Ma),,~R!2 4ltaldnos képletii csoport, mely
képletben X2, M2, Rl2, illetve na megegyezik X, M,
R, illetve n fenti jelentésével, és Y halogénatom
vagy egy —Z—(CH,),~(0)n—W altaldnos képlet
csoport, mely képletben Z oxigén- vagy kénatom
vagy —NH- csoport, W karboxilcsoport vagy en-
nek aktiv szarmazéka, p értéke 1-6 kozotti egész
szam, és m értéke 0 vagy 1, vagy

A leiras terjedelme 18 oldal (ezen beliil 3 lap dbra)

R? egy —(CO)pa—(CH,)—W? altaldnos képleth cso-
port, mely képletben W2, illetve ma jelentése meg-
egyezik W és m fenti jelentésével, és t értéke 0 és
6 kozotti egész szam.

R)
R'- (M)~ xR

M —<“diy (VID)

(XN 4ltalénos kiplet

# RAL PheLauLeuLys RA2 LeuGluGlnValargLyslleClaGly

LeuGInGluLysieuCyrAla TheTy=LysLauCys

ValLeul

— iaLasGleloutlaClyc (X110)

LeuSarGlaLeuHisSerGlyLeuPheLarTyrGlaGlyLeuLeuGln
AlaL \GlyProThrLaaAspThrleu

GinL ValAlsAspPheAlsTheThrlleT
Glul LewGlnProTh
ILeuValal

SerHisl Phel ValleuArgHis

LeuAlaGloPro CH

ahol R jelentése aminasavmaradék vagy peptidicsoport, mégpedig
~u:ProLeuGlyProAlsSerSecLeuProGloSer, SerProLau GiyProAlaSerSerLeuPraGinder,
ArgProlau GlyPnALISleul euProCiaSer. GlyProLauGiyProdiaSerSer rLeuProGlaser,

CyaProLeuGiyProAlaSes5 o -u.pm'r' LeuProf

ThsProGlul

CysPral ProGinSer. T) raGloSer,

AzgProT! L Ser, Thr?zaTh LeuProGlnSer.
LeuProGinSer, llaProT) '70G]

SerP 3 ProGlaSer.

AlsP Ser. SerProCysGirP 'roGinSer.

+ 3 » SerSerl
ThrProl LeuP . TheProLewAry] LeuProGirSer.
AlaProT! LeuProGlaSer, AlaProTheT, JaSe:SerLeuProGloSe:.

Ser . SerLauProGlaSer . SerSerLeuProGlaSer vagy
P:uAhS'xSythmGhSt:. vagy
egy fents peptidilcsoport, amely az N-termindlis helyen Mat-t
tartalmaz: és
RA2 jelentése Cys, Ser, Ala vagy Thr.
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A taldlmany targya vegyi uton médositott, a human gra-
nulocitak differencidlodasat elGsegitd faktor jellegl XIII
altalanos képletit polipeptid alkalmazasa vérlemezkék
termel8dését elsegitd ) gyogyszer elballitdséra. A po-
lipeptidet egy, a human granulociték differencialodasat
elBsegité faktor (human granulocyte colony stimulating
factor, a tovabbiakban: hG-CSF) aktivitdsu polipep-
tidmolekula legaldbb egy amino- vagy merkaptocsoport-
janak kémiai modositasaval allitjuk el6. A polipeptidet
tartalmazo gyogyszerkészitmények — melyek csokkent
trombocitaszamu betegek kezelésére alkalmasak — a po-
lipeptidet hatdsos mennyiségben, gyogyaszatilag elfo-
gadhat6 dézisformaban tartalmazzik valamely gyogya-
szatilag elfogadhato vivéanyaggal egyiitt.

A technika dlldasa

Az interleukin-6 [F. Takatsuki és munkatérsai:
Cancer Research, 50, 2885-2890 (1990)], a leukémia-
gétlé faktor [D. Metcalf és munkatarsai: Blood, 76,
50—56 (1990)], az Gssejtfaktor [P. Hunt és munkatarsai:
Blood, 80, 904-911 (1992)], a makrofagok differencialo-
désat elBsegitd faktor vagy M—CSF (11705/94 szimu
vizsgalt japan szabadalmi bejelentés) és a trombopoietin
[de Sauvage és munkatarsai: Nature, 369, 533 (1994)]
olyan anyagokként ismertek, amelyek eldsegitik a vér-
lemezkék termeldését. A conagenin [Japanese Cancer
Assoc. #2235 (1193)), az Y 25510 [The 113rd annual
meeting of The Pharmaceutical Society of Japan,
PB 13-22 (1193)], bizonyos 2-piranonszirmazékok
(213758/93 szAmu nem vizsgélt japan szabadalmi beje-
lentés) és az FK 565 (WO 93/23066 szamu PCT szaba-
dalmi bejelentés) olyan kis molekulasilyt anyagok, ame-
lyek szintén el&segitik a trombocita termelddését.

Ismeretes, hogy a hG—CSF egyike azon polipep-
tideknek, melyek nélkiilozhetetlenek a hemopoietikus
folyamatokban (sejtndvekedés és -differencialodas),
melyek eredményeképpen kiilonbozé hemocitik kép-
zBdnek, valamint elésegitik a legtobb granulocita, kiilo-
ndsen a neutrofilek novekedését.

A hG-CSF hatésu, vegyi ton moddositott polipep-
tidek azon képvisel6i ismertek, melyeket valamely
hG-CSF aktivitasi polipeptid legaldbb egy aminocso-
portjanak polietilénglikol-szdrmazékokkal torténé ke-
miai modositésa Gtjan allitanak el [WO 90/06952 szami
PCT bejelentés, valamint a 316400/89 és 32559/92 sz-
mu, nem vizsgalt japan szabadalmi bejelentések, tovab-
ba az US 5194 592A, US 5214 132A, EP 335423A,
AU 640 567B szam szabadalmi leirasok és a Gen. Phar-
mac., 25, No 3. 533-537 (1994) kozlemény]. Ezekrdl a
vegyi titon médositott hG—CSF hatas polipeptidekrél a
fenti irodalmi kdzlemények leirjak, hogy stabilabbak,
mint a hG—CSF, tovabba kisebb a granulocitak noveke-
dését stimulald aktivitdsuk, azonban nem emlitik azt,
hogy hatassal vannak-e a vérlemezkék termelédésére.

A taldlmany ismertetése

Vizsgalataink soran felismertiik és adatokkal igazol-
tuk, hogy az I altalanos képletii vegyiiletekkel vegyi
\iton médositott XIII altalanos képletil polipeptidek vér-
lemezke-termelGdést elBsegitd hatassal rendelkeznek.

A talalmény a vegyi iton modositott polipeptid Gj
alkalmazasara vonatkozik, mely egy hG—CSF aktivité-
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su, XIII altalanos képletii polipeptidmolekula legalabb
egy aminocsoportjan valamely I 4ltaldnos képletii ve-
gyiilettel modositott és a vérlemezkék (trombocitak) ter-
melddését eldsegitd hatdsq.

A taldlmany targya tehat valamely I altaldnos képle-
td vegyiilettel modositott XIII altaldnos képletd poli-
peptid alkalmazasa csokkent trombocitaszami betegek
kezelésére alkalmas gyogyszerkészitmény elallitasa-
ra. Az I altalanos képlet(i vegyiilet aktivalt karboxilcso-
portjan keresztiil kotddik a peptid aminocsoportjahoz.

Kozelebbrdl megjeldlve a taldlmany olyan vegyi
{iton médositott XIII altalanos képleti polipeptid alkal-
mazasara vonatkozik, melyet egy hG—CSF aktivitasi
polipeptidmolekula legalabb egy aminocsoportjanak
egy I altalanos képletii polialkilénglikol-szarmazékkal
végzett kémiai modositasaval 4llitanak el. Polialkilén-
glikol-szarmazékok a polietilénglikol-, a polipropilén-
glikol-, valamint a polietilén-polipropilén-kopolimer-
szarmazékok.

Az I ltaldnos képletben
R! 1-8 szénatomos alkil- vagy alkanoilcsoport,

M -OCH,CH,- vagy —OCH,CH,CH,—,

n valamely 1-1000 koz6tti pozitiv egész szdm,

X vegyértékkotés, oxigén- vagy kénatom vagy NH-
csoport, és

egy VII altalanos képletii csoportot jelent, ahol R3
halogénatom, hidroxilcsoport vagy egy
—Xa—(Ma),,—R!a 4ltalanos képletd csoport, mely
képletben X2, Ma, Rla, illetve na megegyezik X, M,
R1, illetve n fenti jelentésével, és Y halogénatom,
egy —Z-(CH,),—(0),—W idltaldnos keépletd cso-
port, mely képletben Z oxigén- vagy kénatom vagy
NH- csoport, W karboxilcsoport vagy ennek aktiv
szarmazéka, p 1 és 6 kozott valamely egész szam,
és m jelentése 0 vagy 1, vagy

egy —(CO),,—(CH,),—W2 altalanos képleti cso-
port, mely képletben W2, illetve ma jelentése meg-
egyezik W és m fenti jelentésével, és t értéke O és
6 kozott valamely egész szam.

Az EP 0272 703 B1 és a Biochem. Biophys. Res.
Commun. 159:103 (1989) kézlemények ismertetik sza-
mos G-CSF aktivitasii peptid — tobbek kozott a X111 4l-
talanos képletii peptidek — eldallitasat, tovabba azt,
hogy ezeket a vegyiileteket granulocitdk stimuldlasara
alkalmas gyogyszerkészitmények eléllitdsira alkal-
mazzak. Vizsgélataink soran meglepd moédon azt ta-
pasztaltuk, hogy 1 altalinos képletd vegyiiletekkel ve-
gyi titon modositott X111 4ltalanos képletd peptidek vér-
lemezkék termel8dését stimulalo aktivitassal rendelkez-
nek. Mivel az emlitett irodalmi kozleményekben nem
tesznek emlitést arr6l, hogy a szoban forgd polipep-
tidek stimulalnak a trombocitak termelB6dését is, és mi-
vel az eddigi ismeretek szerint a csontvelSsejtekben ter-
mel6d6, a granulocitakat stimulalo faktor a vérlemez-
kék termelddésére nincs hatdssal, igy a fenti kozlemé-
nyek ismeretében valoban meglepd, elére nem lathato
{ij gyogyaszati hatasat ismertiik fel a médositott X111 al-
talanos képletd peptideknek.

Az 1 4ltalanos képleti médositoszerek szubsztituens
definicidiban az alkilcsoport (R! lehetséges jelentése)

R2

R2



1 HU 217872 B 2

1-8 szénatomos egyenes vagy elagazé lancu alkilcso-
port lehet, mint amilyenek példaul a metil-, etil-, propil-,
izopropil-, butil-, izobutil-, szek-butil-, terc-butil-, pen-
til-, izopentil-, hexil-, izohexil-, heptil-, oktil-, izooktil-,
az alkanoilcsoport (R! lehetséges jelentése) 1-8 szén-
atomszAmu egyenes vagy eldgazé lanci csoport lehet,
mint amilyenek a formil-, acetil-, propionil-, butiril-,
valericsoport; a halogénatom (R3, Y és Hal lehetséges je-
lentése) példaul klor-, brom- vagy jodatom lehet; a kar-
boxilcsoport aktiv szirmazéka (W lehetséges jelentése)
példaul savhalogenid (példaul savklorid, savbromid), ak-
tiv észter (példaul p-nitro-fenil-észter, N-oxi-szukcini-
mid) vagy vegyes anhidrid (példaul monoetil-észter-kar-
bonat, mono-izobutil-karbonat) lehet. Az n szimbélum
1 és 1000 kozotti, elénydsen 7 és 500 kozotti pozitiv
egész szdm. A kémiai modositasra alkalmazhat6 szerek

Thr Pro Leu Gly
1 5

Cys Leu Glu Gln Val
20
Cys

Lys Arg

Gln Glu Leu Ala Thr

35
Gly

Lys

Val Leu His Ser Leu

50
Ser

Leu
55
Gln
70
Gln

Pro Gln Ala Leu

65
Gly

Cys

Ser Leu Phe Leu

80
Ser

Tyr
85

Pro Glu Leu Gly Pro Thr

100
Phe Ala Thr Thr Ile
115

Gln

Asp Trp

Ala Leu Pro Thr Gln

130
Arg

Pro

Phe Gln Ala Va

145
Leu

Arg Gly Gly

150
Arg

Phe Va

160

Glu Val Ser Tyr

165

Azon hG-CSF aktivitast szdrmazékokat, melyek-
ben a SEQ ID NO: 1 szekvencia bizonyos aminosavjait

Pro Ala Ser
Lys
Tyr
Gly
Leu
Gly
Leu
Gln
Gly

135
1 Leu

10

15

1 Leu

Ile
Lys
40

Ile
Ala
Leu
Asp
Gln

120
Ala

molekulatdmege 500 és 100 000 kozotti, elénydsen
1000 és 40 000 kozotti érték.

A jelen talalmany szerinti hG—CSF aktivitasi poli-
peptidként barmely XIII altalanos képleti hG-CSF
hatast polipeptid hasznalhato, el6nydsen azonban a
SEQ ID NO: 1 jelzésii aminosavszekvencidnak megfe-
leld polipeptidet vagy e szekvencia egy részét tartal-
maz6 polipeptidet, illetve az aminosavszekvencia vala-
mely olyan valtozatit alkalmazzuk, melyben egyes
aminosavak helyett mas aminosavak szerepelnek
[Nature, 319, 415 (1986), 267292/88 és 299/80 szami
nem vizsgalt japan szabadalmi bejelentések, valamint
WO 87/01132 szama PCT szabadalmi bejelentés].

Maga a SEQ ID NO: 1 jelzésii polipeptid 174 amino-
sav hossziisagu, egyfonalas, lineéris, protein tipust, és
a szekvencia az alabbi képletnek felel meg:

Ser Leu Pro Gln Ser Phe Leu Leu

15
Leu

10
Gly Ala Ala
30
Glu
45

Leu

Gln
25
Leu

Asp Gly

His Pro Glu Leu

Ala Pro Ser Ser

60
Ser

Pro

Leu Gln Leu His

75
Ala

Gly

Ile
95
Ala

Leu Leu Glu Gly
Val
110

Me t

Thr
105
Met

Gln Leu Asp

Glu Glu Leu Gly Ala

125
Phe Ala Ala
140

His

Met Pro Ala Ser

Val Ala Ser Leu Gln Ser

155
His Leu
170

Arg Ala Gln Pro

mas aminosavakra cserélték, az 1. tablazatban mutat-

juk be.

1. tablazat

A kicserélt eredeti A ,csere”-aminosav 2 hG-CSF-szarmazékban
aminosav helyzete az
N-terminalis aminosavhoz . .

képest a szekvencidban a) b) °) ) ©) f g h) i) i) k) D
1. (Thr) * Val Cys Tyr Arg * Asn Ile Ser * Ala *
3. (Leu) Glu Ile Ile Ile Thr Thr Glu Thr Thr * Thr *
4. (Gly) Lys Arg | Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Tyr *
5. (Pro) Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser * Arg *

17. (Cys) Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser

* valtozatlanul hagyott aminosav.

A hG—CSF aktivitasi peptidmolekulaban, melyben
iltalaban egynél tébb aminocsoport van jelen, elegendd
ezek egyikét vegyi uton modositani.

60

A hG-CSF aktivitasa peptidek kémiai médositdsa
gy torténhet, hogy a modosito szert, mely polialki-
lénglikol-szarmazék (példaul polietilénglikol-szarma-
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zék, polipropilénglikol-szdrmazék vagy polietiléngli-
kol és polipropilénglikol kopolimerjének szirmazéka)
és sztirol-maleinsav-kopolimer-szdrmazék lehet, rea-
galtatjuk az aminocsoportot tartalmazé polipeptiddel
(G- CSF-szarmazékok).

Az aminocsoportot, karboxil-, merkapto- vagy gua-
nidinocsoportot tartalmazé polipeptid reagaltatasa poli-
etilénglikol- vagy polipropilénglikol-szarmazékkal is-
mert modon [példaul 316400/89 szami nem vizsgalt ja-
pén szabadalmi bejelentés, Biotech. Lett., 14, 559564
(1992), Biotechnology, 8, 343346 (1990)] vagy az is-
mert modszerek valamely modozata szerint torténhet.

A reakci6 polietilénglikol-polipropilénglikol-kopo-
limer-szarmazékokkal ismert modon (példaul 59629/83
és 176586/85 szamu nem vizsgélt japan szabadalmi be-
jelentések) vagy az ismert médszerek valamely modo-
zata szerint torténhet.

A reakcié sztirol-maleinsav-kopolimer-szarmazé-
kokkal ismert médon [példaul Bioindustry, 5, 499-505
(1988) és 85922/89, valamint 99573/89 szami, nem
vizsgalt, japan szabadalmi bejelentések] vagy az ismert
modszerek valamely modozata szerint térténhet.

HG-CSF aktivitasu, vegyi iton modositott peptidet
példaul tgy allithatunk el8, hogy a hG—CSF legalabb
egy aminocsoportjdhoz egy la éltaldnos képletii csopor-
tot kapcsolunk. Az la altalanos képletben
R! —8 szénatomos alkil- vagy alkanoilcsoportot,

n valamely 1-1000 kozétti pozitiv egész szamot,
X vegyértékkotést, oxigén- vagy kénatomot vagy NH—
csoportot, és
R2a egy XI éltalanos képleti csoportot jelent, ahol
R32 halogénatom, hidroxilcsoport vagy egy
—Xa—~(CH,CH,0),,—R!2 altalanos képletd cso-
port, mely képletben X3, Rl2 és na jelentése meg-
egyezik X, Rl és n fent megadott jelentésével, és

Y2 egy ~Z—(CHy),~(0),~CO~ éltalénos képletii

csoport, mely képletben Z oxigén- vagy kén-

atom, vagy NH— csoport, p 1 és 6 kozott vala-

mely egész szam, és m jelentése 0 vagy 1, vagy
R2aegy —(CO)y,,—(CH,),—CO— 4ltaldnos képleti cso-

port, mely képletben ma jelentése megegyezik m

fenti jelentésével, és t 0 és 6 kozott valamely egész

szam.

Az Ia képletben az alkil- és alkanoilcsoport, a halo-
génatom és n részletezett definicioja megegyezik az 1 4l-
talanos képletnél megadottakkal.

A vegyi tton modositott XIII altaldnos képletii
hG—CSF aktivitdst polipeptidek koziil Gjak azok a ve-
gyiiletek, melyekben a peptid legalabb egy aminocso-
portjahoz egy Ib éltalanos képlet(i csoport kapcsolodik.

Az Ib éltalanos képletben
R! 1-8 szénatomos alkil- vagy alkanoilcsoportot,
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M —OCH,CH,-, —~OCH,—CH,CH,— képletii csoportot,
n valamely 1-1000 kozotti pozitiv egész szémot,
X vegyértékkotést, oxigén- vagy kénatomot vagy

NH- csoportot,

Z oxigén- vagy kénatomot vagy NH- csoportot,
p 1és 6kozotti pozitiv egész szamot jelent, és
R3b jelentése megegyezik R3a jelentésével.

A vegyi uton moédositott hG—CSF, illetve a vegyi
titon médositott hG—CSF-szarmazék 15 molekula poli-
etilénglikol-szarmazékot, polipropilénglikol-szarma-
zékot, polietilénglikol-polipropilénglikol-kopolimer-szar-
mazékot vagy sztirol-maleinsav-kopolimer-szdrmazekot
kothet meg. Kovetkezésképpen a vegyi uton moédositott
hG—CSF és a vegyi iton médositott hG—CSF-szarma-
zék vagy az 1-5 molekulas kombindcié keverékeként
vagy az egyes frakciok (fragmensek) elkiilonitését kove-
tGen alkalmazhatok. Az egyes frakciok elkiilonitése kro-
matografias modszerekkel (ioncseréld kromatografia, for-
ditott fazisti kromatografia, hidrofob kromatografia, gél-
sziiréses kromatografia) és ammonium-szulfatos frakcio-
néldssal torténhet, mint dltaldban a hosszh lancu poli-
peptidek és hasonlok esetében szokasos.

A kémiai médositis mértékét mobilitds alapjan nat-
rium-dodecil-szulfatos (SDS) poliakrilamid gélelektro-
forézises modszerrel hatirozzuk meg.

Kisérleti modszerek a proteinek meghatdrozasara

1) A talalmany kidolgozésa soran a proteinkoncent-
raciot Lowry és munkatarsai moédszerével [J. Biol.
Chem., 193, 265 (1951)] hataroztuk meg.

2) Az SDS-poliakrilamid gélelektroforézist Laemmli
modszerével [Nature, 227, 680 (1970)] végeztiik, szétva-
las utan az egyes fehérjefrakciokat Coumassie brilliant
kat chromatoscanner (CS—930, Shimadzu Corporation)
segitségével hataroztuk meg.

Az alabbi kisérleti példakkal a vegyi titon modosi-
tott hG—CSF és vegyi ton modositott hG—CSF-szar-
mazékok farmakologiai hatasat szemléltetjiik.

1. kisérleti példa

Vegyi aton moédositott hG—CSF és hG—CSF-szarma-

z¢ék hatésa leukémias sejtekre és NKS—60 sejtekre

A4, 6., 8., 12, 15., 17. hivatkozasi példa, valamint
a 4. példa szerint el@éllitott, vegyi titon moédositott
hG-CSF, illetve hG—CSF-szarmazékok egércsontveld-
sejtekre kifejtett hatasat Okabe és munkatérsai modsze-
rével [Blood, 75, 1788 (1990)] hataroztuk meg. Ezenki-
vill e vegyiiletek hatasdt NSF—60 sejtekben [K.
Holmes és munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
82, 6687 (1985)] is vizsgaltuk Asano és munkatarsai
modszerével [Jpn. Pharmacol. Ther., 19, 2767 (1991)].
Az eredményeket a 2. tabldzat mutatja.

2. tablazat

HG-CSF*1 A vegyi iton modositott

1 hG-CSF-molekulahoz

A termel6dést clésegito hatas (%)*2

. i . k6t6d6 modositd
(vagy szarmazékai) vegyiilet N . .
vegyiilet szima CsontvelGsejteken NFS-60 sejteken
3. hivatkozasi példa nincs modositva 0 100 100
3. hivatkozasi példa 4. hivatkozasi példa 18 21
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2. tabldzat (folytatas)

HG-CSF*1 A vegyi iton modositort | | 16 CSF-molekuldhoz A termelbdést clasegitd hatds (62
(vagy szarmazékai) vegyilet kat6d5 madositd
vegyiilet szima Csontvel@scjteken NFS-60 sejteken
3. hivatkozasi példa 6. hivatkozasi példa 1-4 15
SEQIDNO:1 8. hivatkozasi példa 1-4 19
3. hivatkozasi példa 9. hivatkozasi példa 1-4 12
SEQIDNO:1 11. hivatkozasi példa 1-3 17
3. hivatkozasi példa 12. hivatkozasi példa 1-3 33
3. hivatkozasi példa 15. hivatkozasi példa 1-4 11
3. hivatkozasi példa 17. hivatkozasi példa 3 24
3. hivatkozasi példa 17. hivatkozasi példa 40
3. hivatkozasi példa 17. hivatkozasi példa 1 61
3. hivatkozasi példa 4. példa 3 17
3. hivatkozasi példa 4. példa 2 24
3. hivatkozasi példa 4. példa 1 53

*| A hG-CSF, illetve szirmazékai a vonatkozo példa szamaval azonositva.

*2 Relativ aktivitas; a médositatlan vegyiilet (3. hivatkozési példa) hatasat 100%-nak vettiik.

2. kisérleti példa
Teljes testfeliileten sugdrkezelt egereknél a sugar-

gias sooldatban oldjuk, és alkalmanként minden egyes
egémek 5 ug/0,2 ml-t adunk be az oldatbol szubkutan a

z4s hatdséra lecsokkent trombocitaszdm normaliza- 30 kovetkezk szerint: a 3. tablazat szerinti vizsgalatoknal
lasa a vegyi uton modositott hG—CSF-szarmazék (tri tipus)
A 3. és 4. tablazatok him BALB/c egercken (5 db, oldatit az egerek egyik csoportja az Rx-kezelés utani
10 hetesek), az 5. tdblazat 6 hetes BALB/c egerek né- napon egyszeri adagban kapta, a masik csoport pedig
gyes csoportjan végzett vizsgalatok eredményeit mu- egy adagot az Rx-kezelés utani napon és egy adagot az
tatjak. Minden egér 137Cs sugarforrasbol (Ri-433, 35 Rx-kezelés utni 6tddik napon. A 4. és 5. tablazat sze-
Toshiba) a teljes testfeliiletre 3 Gy (abszorbealt dozis- rinti vizsgalatoknél az egerek a vegyi uton moédositott
egység) sugarat kapott (a tovabbiakban: Rx-kezelés), hG-CSF-et, illetve a vegyi uton moédositott hG-CSF-
és ezt kovetden steril koriilmények kozott tartottdk szarmazékokat az Rx-kezelést kovetd napon egyszeri
Gket. A kontrollcsoport sugarkezelést nem kapott, és ha- adagban kaptik meg.
sonlé koriilmények kozott voltak tartva. Vizet és tapla- 40 A vérmintakat az egérszemfenékbdl vettilk, és a trom-
1ékot ad libitum fogyaszthattak. bocitaszamot automatikus sejtszamlaloval (CC-180A,
A vegyi tton médositott hG—CSF-et, illetve a ve- TOA Medical Electronics Co. Ltd.) hataroztuk meg.
gyi uton modositott hG—CSF-szarmazékokat fiziolo- Az eredményeket a 3—5. tiblazatok mutatjik.
3. tablazat
Atlagos trombocitaszim (%)*2
A vegyi iton modositott
hG-CSF-szarmazék adagolasi a besugarzas utan eltelt napok szdma
rendje*1
0 S 9 11 13 20
Kezeletlen 100 95,7 37,7 53,5 59,5 80,6
1. napon beadva 100 94,5 54,0 109,8 100,3 94,8
1. és 5. napon beadva 100 100,1 40,2 118,6 1013 105,1

*1 A 4. szamu hivatkozasi példa szerint elGallitott, vegyi iton modositott hG—-CSF-szarmazek (tri tipus).
*2 A sugarral nem kezelt kontrollcsoport trombocitaszaméahoz (100) viszonyitott %-os trombocitaszam.
Kezeletlen (4. és 5. tablazatnal is)=mébdositott hG—CSF-fcl nem kezelt egyedek.
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4. tablazat

Atlagos trombocitaszam (%)*
A vegyi uton modositott b Arzés uthn eltel K sz
hG-CSF-szirmazék a besugarzas utén eltelt napok szdma
0 6 8 9 10 11 12
Kezeletlen 100 88,9 36,2 42,1 51,2 67,6 74,2
8. hivatkozasi példa 100 101 41,1 63,2 98,5 126 133
9. hivatkozasi példa 100 103 41,0 66,3 98,9 142 159
11. hivatkozasi példa 100 84,1 34,5 51,6 81,3 112 130
12. hivatkozési példa 100 93,1 424 66,1 92,7 145 140
* A sugarzéssal nem kezelt kontrollcsoport trombocitaszaméahoz (100) viszonyitott %-0s trombocitaszam.
5. tablazat
Atlagos trombocitaszam (%)*
Al: ég_yégéfzz?snd:::;fn a besugérzas utan eltelt napok szima
0 6 8 10 1 12
Kezeletlen 100 58,9 26,6 35,1 38,3 45,1
19. hivatkozasi példa 100 55,1 30,5 62,7 98,5 103,6
20. hivatkozasi példa 100 524 29,1 61,3 84,6 105,1

* A sugarral nem kezelt kontrollcsoport trombocitaszdmahoz (100) viszonyitott %-os trombocitaszam.

A teljes testfeliileten 3 Gy sugarral kezelt egerek
trombocitaszdma jelentdsen csokkent, az Rx-kezelést ko-
vetd 8—9. napon érte el a minimumot, majd fokozatosan
emelkedni kezdett, de a kisérletek id6tartama alatt nem
érte el a sugarkezelést megel6z5 szintet. Ugyanakkor
azoknal az egereknél, amelyek vegyi uton modositott
hG-CSF, illetve vegyi tton mddositott hG—CSF-szar-
mazék-kezelést kaptak, a trombocitaszam-csokkenés
mérséklédott, majd a besugarzast kovetd 8-9. napon je-
lent8sen emelkedett, és a besugarzas utani 11-12. napon
Gjra elérte a sugdrkezelést megel6z6 szdmot. Hasonlo
tendencia volt észlelhetd azoknél az egereknél is, ame-
lyeket a sugarkezelést kovetd 1. és 5. napon is kezeltiink
a talalmény szerinti szerekkel.
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3. kisérleti példa

Daganatellenes szer hatasira bekovetkezd trombo-

citaszam-csokkenés ellenstlyozésa

9 hetes him BALB/c egerek 6tds csoportjanak intra-
peritonealisan 5-fluor-uracil (5 FU, Kyowa Hakko
Kogyo Co. Ltd.) daganatellenes szert adtunk 100 mg/kg
dozisban. A 4. hivatkozasi példa szerinti vegyi iton mo-
dositott hG—CSF (tri tipusa) fiziologids sooldattal ke-
sziilt oldatat az 5—FU-kezelést kovetd napon 5 pg/0,2 ml
dézisban szubkutan adtunk be az egereknek. Ezutan az
egerek szemfenékvéndjabol vért vettiink, és a trombo-
citaszamot automatikus sejtszamlaloval meghatdroztuk.
Az eredményeket a 6. tiblazat mutatja.

6. tablazat

Atlagos trombocitaszam (%)*2

A vegyi iton modositott
hG-CSF-szarmazék*1

az 5—FU-kezelés utéan eltclt napok szima

0 4 5 6 7
Kezeletlen 100 31,2 27,1 39,1 60,4
1. napon beadva 100 423 43,6 68,3 103,7

*1 A 4. hivatkozdsi példa szerinti vegyi Gton médositott hG - CSF-szarmazék (tri tipus).

Kezeletlen: médositott hG—CSF-fel nem kezelt egyedek.

*2 A ncm kezelt kontrollcsoport trombocitaszaméhoz (100) viszonyitott %-os trombocitaszam.
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4. kisérleti példa

Csokkent trombocitaszam normalizalodasanak eld-

segitése csontvelS-transzplantaciokor

8 hetes him BALB/c egerek 4-es csoportja 137Cs su-
garforrasbol 10 Gy Rx-kezelést kapott, majd az egere-
ket steril koriilmények kozott tartottuk. A besugarzast
kovetd napon sajat torzsbdl szarmazé 2x 10 csontvels-
sejtet iiltettiink 4t az egerekbe (tapadds nejlonszél nél-

kiil). 2 ora elteltével az egerek a 4. hivatkozasi példa
szerinti vegyi Giton modositott hG—CSF (tri tipus) fizio-
16gias séoldatat kapték szubkutin egyszeri dozisban
(10 pg/0,2 ml, 20 pg/0,2 ml vagy 40 pug/0,2 ml). Ezutén
az egerek szemfenékvénajabol vért vettiink, és a trom-
bocitaszamot automatikus sejtszamlaloval meghataroz-
tuk. Az eredményeket a 7. tablazat mutatja.

7. tablazat

Atlagos trombocitaszam (%)*2
u-;ioz:gs:g;ié }l\g—gy(;slg?sr;:rﬁzsel;?‘tlt a besugarzas utan eltelt napok szima
(dozis, pg)
0 7 11 12 13 15
Kezeletlen 100 7,1 11,3 32 7,1 elhullott
Transzplantalt 100 6,3 15,8 29,1 52,3 75,8
Transzplantélt 40 100 6,6 21,4 42,0 81,5 118,7
Transzplantalt 20 100 6,9 23,9 46,6 86,1 117,6
Transzplantalt 10 100 7,9 17,6 43,8 79,8 108,7

*1 A 4. hivatkozisi példa szerinti vegyi fiton modositott hG—CSF (tri tipus).

*) A sugarzassal nem kezelt kontrollcsoport trombocitaszamahoz (100) viszonyitott %-0s trombocitaszam.

Kezeletlen: modositott hG—CSF-fel nem kezelt cgyedek.

Mindazon egerek, amelyek a teljes testfeliiletre
10 Gy sugarat kaptak, sulyos mértékd trombocitaszam-
csokkenés utan 2 héten beliil elhullottak. A csontvel-
atiiltetésen 4tesett egerek életben maradtak, de a csok-
kent trombocitaszam tbb mint 2 hétig fennallt. Azok a
csontveld-atiiltetésen atesett egerek, amelyek vegyi iton
modositott hG—CSF-et kaptak, a 11. naptol kezdve dozis-
fiigg6en javultak, és a besugarzast kdvetd 15. napon trom-
bocitaszamuk meghaladta a besugarzas el6ti szintet.

5. kisérleti példa

Akut toxicitasi teszt

5-7 hetes him BALB/c egerek négyes csoportja
25 pg-ot kapott egyszeri dozisban a 4. hivatkozési példa
szerinti vegyi uton modositott hG—CSF (tri tipus) anyag-
bol. Egy masik tesztben 20 pg-os dozist adtunk be az 1.,
az 5. ésa 9. napon. A tesztek soran az egerek mind élet-
ben maradtak, és egészségi allapotuk nem valtozott.

A kisérleti példakbol lathato, hogy mind a vegyi
titon modositott hG—CSF, mind a vegyi iton médositott
hG-CSF-szarmazékok egyértelmien elGsegitik, hogy a
besugarzés, rakkemoterapia vagy csontvel6-atiiltetés ha-
tasara lecsokkend trombocitaszam normalizalodjék, bi-
zonyitva ezzel, hogy e vegyiiletek elGsegitik a vérle-
mezkék termelddését.

A vegyi Gton modositott hG—CSF-en és a vegyi
{iton médositott hG—CSF-szarmazékokon kivill mas
citokinineket vagy kis molekulasilya vegyiileteket is al-
kalmazhatunk a vérlemezkék termelGdését elGsegitd
anyagként. Mas citokininek, példaul az interleukin-3,
az interleukin—6, a leukémiagatlo-faktor, az Gssejtfak-
tor, a makrofigok differencialodasat elSsegité faktor, a
tromboproetin és hasonlok. Kis molekulasalyd, a vér-
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lemezkék termelBdését eldsegitd promoterek, példaul a
conagenin, az Y25510, bizonyos 2-piranonszarmazé-
kok, az FK565 és hasonlok.

A vegyi titon médositott hG—CSF, illetve a vegyi
ton modositott hG—CSF-szarmazékok onmagukban
vagy valamely dozirozott formaban alkalmazhaték. A ta-
lalméany szerinti gyogyszerkészitményeket gy allitjuk
eld, hogy a hatéanyagot (a vegyi Gton modositott
hG-CSF-et, illetve a vegyi iton modositott hG—CSF-
szarmazékot) valamely gyogyaszatilag elfogadhat6 vivé-
anyaggal egyenletesen Osszekeverjik. El6nydsen injek-
ciéban beadhaté gyogyszerkészitményt allitunk el6.

Injektalhato készitmények eléllitasandl tgy jarunk
el, hogy a vegyi uton modositott hG—CSF-et vagy
hG-CSF-szarmazékot, valamint vivGanyagként desztil-
141t vizet, sboldatot, gliikézoldatot vagy soldat és glii-
kézoldat keverékét alkalmazzuk. A preparatumok 6nma-
gukban ismert modszerekkel oldat, szuszpenzié vagy
diszperzi6 forméjaban alkalmas segédanyagok hasznala-
taval allithatok el8. Ezenkiviil liofilizalt prepardtumot is
készithetiink. Liofilizitumok el6allitasakor rendszerint
1-5 6ran at —50 °C alatti h6mérsékleten tartjuk az anya-
got, majd 2448 oran 4t 50—150 mTorr nyomason
~20 °C és 0 °C kozotti hémeérsékleten, ezt kovetben pe-
dig 16—24 6ran 4t 50-100 mTorr nyoméson 10 °C és
30 °C kozotti hémérsékleten szaritjuk.

A taldlmany szerinti vérlemezke-termelédést eldse-
gitd készitmények el6allitasanal kiilonb6zd ismert vive-
anyagokat, segédanyagokat, higitot, stabilizitort, illet-
ve adszorbcidinhibitort alkalmazunk.

Az alkalmazott dézis és adagolasi rend a készit-
ményformatol, a beteg életkoratol, testsulyatdl, a beteg-
ség milyenségétdl és silyossagatol fiiggben valtozhat.
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Feln6ttek esetén a vegyi Gton modositott hG—CSF, illet-
ve a vegyi uton modositott h\G—CSF-szarmazék 15 pg
és 1,5 mg kozotti, elénydsen 25 és 500 pg kozotti dozis-
ban, heti 1-7 alkalommal alkalmazhat6 intravénds
vagy szubkutan injekcid, esetenként kiip vagy orrcsepp
formajaban.

A talalmanyt kozelebbrdl az alabbi példakkal szem-
léltetjiik.

A talalmany elényis foganatositdsi modja

1. példa (injekcio)
Egy 2,0 ml-es injekcid osszetétele a kovetkez6:
Vegyi Giton modositott

hG-CSF-szarmazék (tri tipus) 0,2 mg
Poliszorbat—80 0,04 mg
Humén szérumalbumin 2,0 mg
D-mannit 30 mg
Natrium-klond 16 mg
Kalium-klorid 0,4 mg
Kalium-dihidrogén-foszfat 0,4 mg
Dinatrium-hidrogén-foszfat. 12H,0 5,8 mg

A 4. hivatkozasi példa szerint elallitott, vegyi Gton
moédositott hG—CSF-szarmazékbol 10 mg-ot 80 ml
PBS-oldatban oldunk. Az oldathoz 2 mg poliszor-
béat—80-at (Wako Pure Chemical Industries Ltd.), majd
100 mg humén szérumalbumint (Sigma Ltd.) és 1,5 g
D-mannitot adunk, és az elegy térfogatat 100 ml-re egé-
szitjiik ki PBS-oldattal. Az elegyet 0,22 um pérusatme-
16jéi eldobhaté membranon aszeptikus koriilmények ko-
zott leszirjilk, és 2 ml-enként aszeptikus koriilmények
kozott ampullazzuk (0,2 mg hatéanyag/ampulla).

2. példa (injekcio)
Egy 2,0 ml-es injekcié Osszetétele a kovetkezd:
Vegyi iton médositott

hG—CSF-szarmazék (tri tipus) 1,0 mg
Poliszorbat—80 0,04 mg
D-mannit 30 mg
Natrium-klorid 16 mg
Kalium-klorid 0,4 mg
Kalium-dihidrogén-foszfat 0,4 mg
Dinatrium-hidrogén-foszfat. 12H,0 5,8 mg

A 4. hivatkozasi példa szerint el6allitott, vegyi Gton
moédositott hG—CSF-szarmazékbol 50 mg-ot 80 ml PBS-
oldatban oldunk. Az oldathoz 2 mg poliszorbat—80-at
(Wako Pure Chemical Industries Ltd.) és 1,5 g D-man-
nitot adunk, majd az elegy térfogatat PBS-sel 100 ml-re
egészitjiik ki. Az elegyet 0,22 pm porusatmérdji eldobha-
t6 membranon aszeptikus koriilmények kozott lesziirjik,
és 2 ml-enként aszpetikus koriilmények kozott ampullaz-
zuk (1,0 mg hatéanyag/ampulla).

3. példa (injekcid)
Egy 2,0 mi-es injekcio Osszetétele a kdvetkez6:
Vegyi uton modositott

hG-CSF-szarmazék (tri tipus) 0,2 mg
Poliszorbat—80 0,04 mg
Humén szérumalbumin 2,0 mg
D-mannit 30 mg
Natrium-klorid 12,8 mg
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Kalium-klorid 0,32 mg
K4alium-dihidrogén-foszfat 0,32 mg
Dinétrium-hidrogén-foszfat. 12H,0 4,64 mg
Foszforsav q.s.

A 4. hivatkozasi példa szerint el6allitott, vegyi Gton
médositott hG—CSF-szdrmazékbol 10 mg-ot 80 ml
PBS-oldatban oldunk. Az oldathoz 2 mg poliszor-
bat—80-at (Wako Pure Chemical Industries Ltd.),
100 mg humén szérumalbumint (Sigma Ltd.), 1,5 g
D-mannitot és pH 5 eléréshez szitkséges mennyiségben
foszforsavat adunk, majd az oldat térfogatat injekcios
mindségh desztillalt vizzel 100 ml-re egészitjilk ki. Az
elegyet 0,22 pm porusatmérdjii eldobhaté membranon
aszeptikus koriilmények kozott leszirjiik, és 2 ml-en-
ként aszeptikus koriilmények kozott ampullazzuk
(0,2 mg hatéanyag/ampulla).

4. példa

A 3. hivatkozési példa szerint elGallitott hG—CSF-
szarmazékbol 31,5 mg-ot 35 ml 50 mM-os foszfatpuf-
ferben (pH 7,3) oldunk. Az oldat pH-értékét 5%-os
natrium-hidroxiddal 8,7-re allitjuk be, majd az oldathoz
5,0 g 18. hivatkozasi példa szerinti 2,4-bisz(O-metil-
polietilénglikol)-6-[3-(4-nitro-fenoxi-karbonil-oxi)-pro-
pil-amino]-s-triazint adunk. A reakcidelegyet 7 napon
at 4 °C hémérsékleten tartjuk, majd 0,7 M-os vég-
koncentréacio eléréséig ammonium-szulfatot adunk hoz-
z4. Az elegyet butil-Toyopearl 650 M (Tosoh Corpora-
tion) toltetl, 0,7 M ammonium-szulfatot tartalmazo
10 mM-os trisz-HCl-pufferrel (pH 7,5) ekvilibralt osz-
lopra (2,5 cmx 6,1 cm=30 ml) toltjiik 30 ml/éra dramla-
si sebességgel. Az oszlopot ezutin 0,7 M amménium-
szulfatot tartalmazé 10 mM-os trisz-HCl-puffer
(pH 7,5) 90 ml-ével mossuk (dramlasi sebesség:
30 ml/éra), majd lineiris gradiens szerint csékkend
ammonium-szulfat-tartalmt (0,7 M—0 M) 10 mM-os
trisz-HCl-pufferrel (pH 7,5) elualjuk (0ssztérfogat:
180 ml, dramlési sebesség: 30 ml/6ra). A kivant anya-
gota 0,47 M és 0,16 M kozotti ammonium-szulfatot tar-
talmazé eluatumok tartalmazzék.

A kivant eluatumokhoz 0,7 M ammonium-szulfat
végkoncentracio eléréséig ammonium-szulfatot adunk,
majd az elegyet butil-Toyopearl 650 M (Tosoh Corpo-
ration) toltet, 0,7 M ammonium-szulfétot tartalmazé
10 mM-os trisz-HCl-pufferrel (pH 7,5) ekvilibralt osz-
lopra (2,5 cmx 12 cm=60 mt) toltjiik 60 ml/6ra dramlé-
si sebességgel. Az oszlopot ezutan 0,7 M ammoénium-
szulfatot tartalmazé 10 mM-os trisz-HCl-puffer
(pH 7,5) 180 ml-ével mossuk (dramldsi sebesseg:
60 ml/6ra), majd linearis gradiens szerint csdkkend
ammonium-szulfat-tartalmua (0,7 M—0 M) 10 mM-os
trisz-HCl-pufferrel (pH 7,5) elualjuk (0ssztérfogat:
600 ml, aramlasi sebesség: 60 ml/ora). A kivant anya-
got a 0,38 M és 0,11 M kozotti mennyiségl
amménium-szulfatot tartalmazo eludtumok tartalmaz-
z4k. EbbGl 200 mi-t ultrasziirés utan [cutoff Mr vagy
névleges moltdémeglimit 10 000: YM10 (Amicon Co.
Ltd.)] 6,5 ml-re siiritiink be. A kapott koncentratumot
Sephacryl S—300 toltet(i (Pharmacia Co. Ltd.), PBS-sel
ekvilibralt oszlopra (2,5 cmx45 cm=220 ml) téltjik
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44 mV/éra dramlasi sebességgel, majd ugyanilyen sebes-
séggel PBS-t folyatunk 4t az oszlopon.

A vegyi Gton médositott tri tipusi hG—CSF-szarma-
zékot (1 molekula hG—CSF-hez 3 molekula polietilén-
glikol-karbonsav-szdrmazék kapcsolodik) a 92—100 ml
kozotti, a vegyi Gton moédositott di tipusa hG—CSF-
szarmazékot (1 molekula hG—CSF-hez 2 molekula poli-
etilénglikol-karbonsav-szarmazék kapcsolédik) a 100 és
104 ml kozotti és a vegyi Gton modositott mono tipusi
hG-CSF-szarmazékot (1 molekula hG—CSF-hez 1 mo-
lekula polietilénglikol-karbonsav-szarmazék kapcsolo-
dik) a 116 és 120 ml kozotti eluatumfrakeio tartalmazza
1,0 mg (3,0%), 1,4 mg (4,4%) és 1,1 mg (3,6%) mennyi-
ségben.

Az egy molekula hG—CSF-szarmazékhoz kot6d6
polietilénglikol-szdrmazék szdmat mind a mono, di és
tri tipus esetében SDS-poliakrilamid gélelektroforézi-
ses vizsgalattal is megerGsitettiik.

Az alabbi hivatkozasi példdkban a hG—CSF-hez ko-
t6d8 polietilénglikol-szarmazék-molekuldk szamét, va-
lamint a vegyi Gton modositott hG—CSF-szarmazék
tisztasagét ugyancsak SDS-poliakrilamid gélelektroforé-
zissel igazoltuk.

1. hivatkozasi példa

6-k16r-2,4-bisz(O-metil-polietilénglikol)-sz-triazin

20 g 4000 4tlagos molekulatomegi metil-polietilén-
glikolt (Nippon Oil and Fats Co. Ltd.) 10 g vizmentes
néatrium-karbonatot tartalmazé 100 m! vizmentes toluol-
ban oldunk. Az oldatot 30 percig 110 °C-on tartjuk,
500 mg cianur-kioridot adunk hozz4, majd 24 6ran at
110 °C-on tartjuk a reakcidelegyet. A maradékot eltavo-
litjuk, ezutan 300 ml petrol-éterrel a terméket kicsap-
juk, petrol-éterrel tobbszdr mossuk.
Kitermelés: 10 g (50%) cim szerinti vegyiilet.

2. hivatkozasi példa

6-(3-karboxi-propil-amino)-2,4-bisz(O-metil-

polietilénglikol)-s-triazin-(N-hidroxi-szukcinimid)-

észter

500 mg, az 1. hivatkozasi példa szerint el§allitott ve-
gyiiletet 9 ml vizmentes tetrahidrofurinban oldunk, és
az oldatot hozzaadjuk 10 mg y-amino-vajsav és 28 pl
trietil-amin 1 ml N,N-dimetil-formamiddal késziilt olda-
téhoz. A reakcidelegyet 16 6ran at szobahémérsékleten
tartjuk, majd csokkentett nyomason bepéroljuk. A mara-
dékhoz 30 ml metilén-kloridot és 15 ml 10 mM foszfat-
puffert (pH 10) adunk. A fazisokat elvalasztjuk, a felsé
fazis pH-értékét 2 n sosavoldattal 1-re allitjuk be, majd
30 ml metilén-kloriddal dsszerazzuk. Az alsé fazist el-
valasztjuk, vizmentes natrium-szulfattal szritjuk, szir-
jiik, és a szfrletet csokkentett nyomason beparoljuk.

150 mg karbonsavat (30%) kapunk, melyet 3 mg N-
hidroxi-szukcinimiddel egyitt 1 ml vizmentes metilén-
kloridban oldunk. Az oldathoz jéghiités kozben 6 mg
N,N-diciklohexil-karbodiimidet (DCC) adunk, és a
reakcioelegyet 12 Oran 4t szobah6mérsékleten kever-
jiik. A diciklohexil-karbamidot (DCU) kiszirjiik, a sztir-
letet csokkentett nyomason beparoljuk.
Kitermelés: 100 mg (67%) cim szerinti vegyiilet.
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3. hivatkozdsi példa

HG-CSF-szarmazékként az 1. tablazat k jeld vegyii-
abban tér el, hogy az 1. aminosav (treonin) helyett
alanint, a 3. aminosav (leucin) helyett treonint, a 4. ami-
nosav (glicin) helyett tirozint, az 5. aminosav (prolin)
helyett arginint és a 17. aminosav (cisztein) helyett sze-
rint tartalmaz — a kovetkezdképpen allithatjuk eld:
pCfBD28 plazmiddal rendelkez6 E. coli W3110 str
A (Escherichia coli ECfBD28 FERM BP-1479) tor-
zset, mely a szoban forgd hG—CSF-szdrmazékot ko-
dolé DNS-t tartalmaz, LG taptalajon (10 g Bacto-tryp-
tone, 5 g élesztSkivonat, 5 g natrium-klorid és 1 g glii-
koz 1 liter vizben; pH 7-re allitva natrium-hidroxiddal)
37 °C-on 18 6rén at tenyésztiink. Ezutan a tenyészet
5 ml-ét 100 ml MCG taptalajra (0,6% dinatrium-hidro-
gén-foszfat, 0,3% kalium-hidrogén-foszfat, 0,5% nat-
rium-klorid, 0,5% kazein-hidrolizitum, 1 mM magné-
zium-szulfat, 4 ug/ml B,-vitamin, pH 7,2) oltottuk &t,
mely taptalaj 50 pg/ml ampicillint is tartalmazott. A te-
nyészetet 4-8 6ran at 30 °C hémérsékleten tartjuk,
majd 10 pg/ml 3 B-indol-akrilsavat (a tovabbiakban:
1AA), egy triptofanszarmazékot adunk hozza, és az in-
kubalast tovabbi 2—12 6ran 4t folytatjuk. A tenyészetet
10 percen 4t 8000 fordulat/perc sebességgel centrifugal-
juk, a kapott sejteket 30 mM-os natrium-kloriddal és
30 mM-os trisz-HCl-pufferrel (pH 7,5) mossuk, majd
ugyanezen puffer 30 ml-ében szuszpendalva 0 °C-on
10 percig ultrahanggal kezeljiik (Branson Sonic Power
Company, Cell disruptor 200). A kapott sejttormeléket
30 percig 9000 fordulat/perc sebességgel centrifugal-
juk, és a kapott sejtcsomokbol a hG—CSF-szarmazekot
F. A. O. Marston és munkatarsai modszerével [Bio-
technology, 2, 800 (1984)] extrahaljuk, és tisztitjuk.

4. hivatkozdsi példa

A 3. hivatkozasi példa szerinti hG—CSF-szdrmazék-
b6l 300 mg-ot 100 ml 50 mM-os foszforpufferrel (pH
7,2) elegyitiink, hozzdadunk 800 mg aktiv észtert, me-
lyet a 2. hivatkozasi példa szerint éllitottunk el6. A reak-
ci6elegyet 24 6ran 4t 4 °C-on tartjuk, majd 0,7 M ammo-
nium-szulfatot tartalmazé 10 mM-os trisz-HCl-puffert
(pH 8,0) adunk hozza (100 ml). Az elegyet butil-
Toyopearl 650 M (Tosoh Corporation) toltetd, 0,35 M
ammonium-szulfatot tartalmazoé, 10 mM-os trisz-HCl-
pufferrel (pH 8,0) ekvilibralt oszlopra (2,2 cmx26 cm)
toltjiik 100 ml/6ra dramlési sebességgel. Az oszlopot ez-
utan 0,35 M ammonium-szulfatot tartalmazé 10 mM-os
trisz-HCl-puffer (pH 8,0) 100 ml-ével mossuk (dramla-
si sebesség: 100 mV/6ra), majd linedris gradiens szerint
csokkend ammonium-szulfat-tartalmi (0,35 M—0 M)
10 mM-os trisz-HCl-pufferrel (pH 8,0) elualjuk (Gssz-
térfogat: 400 ml, dramlési sebesség: 100 ml/6ra). A ki-
véanat anyagot a 0 mM és 250 mM kozotti ammoénium-
szulfat-koncentraciéju eludtumok tartalmazzak. Az elua-
tumfrakciobdl 250 ml-t ultraszirést kovetSen [cutoff
Mr vagy névleges moltomeglimit 10 000: YM10
(Amicon Co. Ltd.)] 10 ml-re siiritiink be. A koncentratu-
mot Sephacryl S—200 toltet (Pharmacia Co. Ltd.) osz-
lopra visszik (5,6 cmx40 cm) 160 ml/éra aramlasi se-
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bességgel, majd ugyanilyen sebességgel PBS-t folya-
tunk 4t az oszlopon.

A vegyi Gton modositott tri tipusi hG—CSF-szar-
mazékot (1 molekula hG—CSF-hez 3 molekula poli-
etilénglikol-karbonsav-szarmazék kapcsolodik) a koril-
beliil 360 és 400 ml kozétti, a vegyi iton modositott di
tipustt hG—CSF-szarmazékot (1 molekula hG—CSF-
hez 2 molekula polietilénglikol-karbonsav-szdrmazék
kapcsolodik) a kériilbeliil 420 és 450 ml kozotti és a ve-
gyi tton modositott mono tipust hG—CSF-szdrmazékot
(1 molekula hG—CSF-hez 1 molekula polietilénglikol-
karbonsav kot6dik) a koriilbeliil 500 és 530 ml kozotti
eluatumfrakciok tartalmazzdk 2,1 mg (7%), 1,5 mg
(5%) és 1,5 mg (5%) mennyiségben. A mono, di és tri ti-
pust termékek mind 90% folotti tisztasaghak.

5. hivatkozasi példa

Karboxi-metil-monometil-polietiléngliko]l-N-

hidroxi-szukcinimid-észter

4 g (0,8 mmol) megfelelGen vizmentesitett, S000 at-
lagos molekulatomegf karboxi-metil-monometil-polieti-
lénglikolt (Nippon Oil and Fats Co. Ltd.) és 184 mg N-
hidroxi-szukcinimidet 40 ml vizmentes metilén-klo-
ridban oldunk. Az oldathoz jéghiités kozben, argonat-
moszféraban 300 mg diciklohexil-karbodiimidet adunk,
és a reakcioelegyet 30 percig keverjiik. Ezt kovetben a
keverést szobahSmérsékleten masfél oran 4t folytatjuk,
majd a diciklohexil-karbamidot kisziirjikk. A szirletet
csokkentett nyomason 16 ml-re siiritjiik be, majd 240 ml
vizmentes dietil-éterhez csepegtetjiik. A kivalt csapadé-
kot dietil-éterrel mossuk, az oldoszert csokkentett nyo-
mason eltavolitjuk.
Kitermelés: 2,8 g (0,56 mmol, 70%) cim szerinti ve-
gyiilet.

6. hivatkozasi példa

A 3. hivatkozasi példa szerinti hG—CSF-szarmaz¢k-
bol 202,5 mg-ot 225 ml 50 mM-os foszfatpufferrel
(pH 7,3) elegyitiink, a pH-értékét 5%-os néatrium-hidro-
xiddal 8,1-re allitjuk be. Ehhez az oldathoz 1,1 g, az 5.
hivatkozasi példa szerint elallitott karboxi-metil-mono-
metil-polietilénglikol-N-hidroxi-szukcinimid-észtert
adunk, és a reakcioelegyet 6 6ran at 4 °C hdmérsékleten
tartjuk. A reakcibelegyhez ezutin 26,7 mg trisz(hid-
roxi-metil)-amino-metéant tartalmazé 0,5 ml vizes olda-
tot adunk. Az elegyet 4 °C-on 8000 fordulat/perc sebes-
séggel 40 percig centrifugéljuk. A feliilisz6 370 ml-
éhez 0,68 M végkoncentréacié eléréséig ammonium-szul-
fatot adunk, és az oldatot butil-Toyopearl 650 M tolteti
(Tosoh Corporation) oszlopra (5 cmx 6,6 cm=130 ml)
vissziik 130 ml/6ra dramlasi sebességgel.

Az oszlopot 0,68 M ammonium-szulfatot tartalma-
z6 10 mM-os trisz-HCl-puffer (pH 7,5) 390 ml-ével
mossuk (aramlési sebesség: 10 ml/éra), majd 390 ml
10 mM-os trisz-HCl-pufferrel (pH 7,5) az eldbbi
aramlasi sebességgel eludljuk. A kivant anyagot a
35 és 80 ml kodzotti eludtumfrakcio tartalmazza. Ezt a
45 ml-es frakciot ultrasziirést kovetSen (cutoff Mr vagy
névleges moltdmeglimit 10 000: YM10) 30 ml-re siirit-
jik be. A koncentratumot Sephacryl S—200 tdltetii
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(Pharmacia Co. Ltd.), PBS-sel ekvilibralt oszlopra
vissziik (5 cmx51 ¢m=1000 ml) 200 mV/éra aramlasi
sebességgel, majd az oszlopon ugyanilyen sebességgel
PBS-t folyatunk 4t. Ezutin a vegyi uton moédositott
hG-CSF polipeptidet mono-tetra tipusok keverékeként
(1 molekula hG—CSF-hez 1-4 molekula polietiléngli-
kol-szarmazék kapcsolodik) a koriilbeliil 200380 mi-es
eludtumfrakciobdl kinyerjiik. Ossztomeg: 158 mg, ki-
termelés: 78%.

7. hivatkozasi példa

Karboxi-metil-monometil-polietilénglikol-(N-

hidroxi-szukcinimid)-észter

12 g (1,2 mmol) megfeleléen vizmentesitett
10 000 atlagos molekulatomegil karboxi-metil-mono-
metil-polietilénglikolt (Nippon Oil and Fats Co. Ltd.)
és 276 mg N-hidroxi-szukcinimidet 120 ml vizmentes
metilén-kloridban oldunk. Az oldathoz argonatmoszfé-
rdban, jéghités kozben 495 mg diciklohexil-karbodi-
imidet adunk, és 30 percig keverjiik. Ezutén a keverést
masfél oran 4t szobahdmérsékleten folytatjuk, a kivalt
diciklohexil-karbamidot kisz(irjiik, és a szirletet csok-
kentett nyoméson 48 ml-re siritjilk be. A koncentratu-
mot 720 ml vizmentes dietil-éterhez csepegtetjiik, a ki-
valt csapadékot vizmentes dietil-éterrel mossuk, és az
oldészert csdkkentett nyoméson eltdvolitjuk.
Kitermelés: 10,0 g (1,0 mmol, 83%) cim szerinti ve-
gyiilet.

8. hivatkozasi példa

40,8 mg, a SEQ ID NO:1 aminosavszekvencidja-
nak megfeleld hG—CSF-et 30 ml 50 mM-os foszfatpuf-
ferrel (pH 7,3) elegyitiink, az elegy pH-értekét 5%-os
néatrium-hidroxiddal 8,3-ra allitjuk be, és az elegyet jég-
hiités kzben hozzaadjuk a 7. hivatkozasi példa szerint
elallitott 326 mg karboxi-metil-monometil-polieti-
1énglikol-(N-hidroxi-szukcinimid)-észterhez. A reak-
cidelegyet 6 6ran 4t 4 °C hémérsékleten tartjuk, majd
3,9 mg trisz(hidroxi-metil)-amino-metént adunk hozza
0,1 ml vizes oldatban. Ezutén a reakcidelegyhez 0,7 M
végkoncentricié eléréséig ammoénium-szulfatot adunk,
majd az elegyet butil-Toyopearl 650 M toltetd (Tosoh
Corporation) oszlopra (2,5 cmx 8,1 cm=40 ml) vissziik
40 ml/6ra dramlasi sebességgel.

Az oszlopot 0,7 M ammoénium-szulfitot tartalmazo
10 mM-os trisz-HCl-pufferrel (120 ml, pH 7,5)
40 ml/éra aramlési sebességgel mossuk, majd linearis
gradiens szerint csokkené ammonium-szulfat-koncent-
raciéja (0,7 M—0 M) 10 mM-os trisz-HCl-pufferrel
eludljuk (pH 7,5, ossztérfogat: 240 mi, dramlasi sebes-
ség: 40 ml/6ra). A kivant vegyiiletet a 0,33 M és 0,05 M
kozotti ammonium-szulfat-koncentracidju eluatumok
tartalmazzak. Az eluatum 90 ml-ét ultraszlrés utin
[cutoff Mr vagy névleges moltomeglimit 10 000: YM10
(Amicon Co. Ltd.)] 6 ml-re bestiritjiik. A koncentratu-
mot Sephacryl S—300 toltetd (Pharmacia Co. Ltd.) PBS-
sel ekvilibralt oszlopra (2,5 cmx45 cm=220 ml) vissziik
44 ml/bra aramlési sebességgel. A vegyi uton modosi-
tott hG—CSF polipeptidet mono-tetra tipusok keveré-
keként (1 molekula hG-CSF-hez 1-4 molekula
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polietilénglikol kapcsolddik) a korilbeliil 60—-102 ml-es
eluatumfrakciobol nyerjik ki (9ssztomeg: 9,5 mg, kiter-
melés: 23%).

9. hivatkozasi példa

304,2 mg, a 3. hivatkozasi példa szerint el6allitott
hG—CSF-szarmazékot 338 ml 50 M-os foszfatpufferrel
(pH 7,3) elegyitiink. Az elegy pH-értékét 5%-os nat-
rium-hidroxiddal 8,1-re 4llitjuk be, és az elegyhez jéghi-
tés kozben hozzaadjuk a 7. hivatkozasi példa szerint el6-
allitott karboxi-metil-monometil-polietilénglikol-(N-hid-
roxi-szukcinimid)-észtert. A reakcidelegyet 6 ordn 4t
4 °C-on tartjuk, majd 58,1 mg trisz(hidroxi-metil)-ami-
no-metant tartalmazo 0,5 ml vizes oldatot adunk hozza.
A reakcidelegyet ezutan 4 °C hémérsékleten 8000 fordu-
lat/perc sebességgel 40 percig centrifugaljuk, a feliil-
tszohoz 0,68 M végkoncentracio eléréséig ammonium-
szulfatot adunk, és az elegyet butil-Toyopearl 650 M t5l-
tetdi (Tosoh Corporation), 0,68 M ammonium-szulfétot
tartalmazé 10 mM-os trisz-HCl-pufferrel (pH 8,0)
ekvilibralt oszlopra (55 cmx7,1 cm=140 ml) tdltjiik
140 ml/6ra dramlasi sebességgel.

Az oszlopot 0,68 M ammoénium-szulfatot tartalma-
z6 10 mM-os trisz-HCl-puffer (pH 8,0) 420 ml-ével
140 ml/éra aramlési sebességgel mossuk, majd 420 ml
10 mM-os trisz-HCl-pufferrel (pH 8,0) 140 ml/ora
aramlasi sebességgel eludljuk. A célvegyiiletet a 82 és
184 ml kozotti eludtumfrakeid (102 ml) tartalmazza.
Ezt Sephacryl S—-300 toltetd (Pharmacia Co. Ltd.),
PBS-sel ekvilibralt oszlopra (10 cmx 50 cm=3900 ml)
vissziik 780 ml/6ra aramlasi sebességgel, majd azonos
sebességgel PBS-t bocsatunk 4t az oszlopon. A vegyi
uton médositott hG—CSF polipeptidet mono-tetra tipu-
sok keverékeként (1 molekula hG—CSF-hez 1-4 mole-
kula polietilénglikol kapcsolodik) a koriilbeliil 1600 és
2070 m! kozotti eluatumfrakciobdl nyerjik ki (8ssz-
tomeg: 216 mg, 71%).

10. hivatkozdsi példa
6-(3-karboxi-propil-amino)-2,4-bisz(O-metil-
polietilénglikol)-s-triazin-(N-hidroxi-szukcinimid)-
észter

412 mg (4,0 mmol) y-amino-vajsavat 300 ml
0,1 M-os boratpufferben (pH 10) oldunk, az oldathoz
jéghiités kozben 20 g (2 mmol) 6-kiér-2,4-bisz(O-me-
til-polietilénglikol)-s-triazint (Seikagaku Corp.) adunk.
A reakcidelegyet egy éjszakan 4t 4 °C hémérsékleten,
majd 6 6ran 4t szobahGmérsékleten keverjiik, a pH-érté-
két 1 n sosavval 1-re llitjuk be, végiil kloroformmal
extrahaljuk. A kloroformos fazist vizmentes natrium-
szulfattal szaritjtuk, szirjiik, és a sziirletet csokkentett
nyomdason beparoljuk. A maradékot vizmentes aceton-
ban oldjuk, csokkentett nyomason bestiritjiik, és a ka-
pott karbonsavat szobah8mérsékleten kristalyositjuk
(15,8 g, 1,6 mmol).

10 g (1,0 mmol), a fentiek szerint el6allitott karbon-
savat és 230 mg N-hidroxi-szukcinimidet vizmentes me-
tilén-kloridban oldunk. Az oldathoz argonatmoszféra-
ban, jéghiités kozben 413 mg diciklohexil-karbodiimi-
det adunk. A reakcidelegyet 30 percig jéghiités kdzben,
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majd masfél 6rdn at szobahémeérsékleten keverjiik, a
diciklohexil-karbamidot kisz(irjiik, és a sziirletet csok-
kentett nyoméson 40 ml-re siritjiik be. A sdritményt
600 ml vizmentes dietil-éterhez csepegtetjiik, a kivalt
csapadékot dietil-éterrel mossuk, és az oldészert csok-
kentett nyomason eltavolitjuk. 7,7 g (0,77 mmol, 77%)
cim szerinti vegyiiletet kapunk.

11. hivatkozasi példa

40,8 mg, a SEQ ID NO:1 aminosavszekvencidja-
nak megfeleld6 hG—CSF-et 30 ml 50 mM-os foszfat-
pufferrel (pH 7,3) elegyitiink, az elegy pH-értéket
5%-o0s natrium-hidroxiddal 7,2-re allitjuk be, majd az
elegyhez jéghiités kozben 326 mg, a 10. hivatkozasi
példa szerint elBallitott 6-(3-karboxi-propil-amino)-
2,4-bisz(O-metil-polietilénglikol)-s-triazin-(N-hidroxi-
szukcinimid)-észtert adunk. A reakcidelegyet 48 6rdn
at 4 °C-on keverjiik, ezutén 3,9 mg trisz(hidroxi-metil)-
amino-metant tartalmazé 0,1 ml vizes oldatot adunk
hozza. A reakcidelegyhez 0,7 M végkoncentracio eléré-
séig ammonium-szulfitot adunk, majd az elegyet butil-
Toyopearl 650 M (Tosoh Corp.) télteti oszlopon
(2,5 cmx 8,1 cm=40 ml) bocsétjuk at 40 ml/6ra aramlé-
si sebességgel.

Az oszlopot 0,7 M ammdnium-szulfitot tartalmazéd
10 mM-os trisz-HCl-puffer (pH 7,5) 120 ml-ével
40 mi/éra dramlasi sebességgel mossuk, majd linedris
gradiens szerint csokken6 ammoénium-szulfat-koncent-
racioji (0,7 M—0 M) 10 mM-os trisz-HCl-pufferrel
elualjuk (pH 7,5, dssztérfogat: 240 ml, aramlasi sebes-
ség: 40 ml/ora). A kivant vegyiiletet a 0,35 M ¢s 0,07 M
kozotti ammonium-szulfat-koncentracioji eludtumfrak-
ci6 tartalmazza. Az eludtum 90 ml-ét ultraszirés utan
[cutoff Mr vagy névleges moltdmeglimit 10 000:
YM10 (Amico Co. Ltd.)] 6 ml-re sfiritjiik be. A koncent-
ratumot Sephacryl S—300 t6ltetd (Pharmacia Co. Ltd.),
PBS-sel ekvilibralt oszlopra (2,5 cmx47 ¢cm=230 ml)
vissziik 46 ml/6ra dramlasi sebességgel, majd az oszlo-
pon PBS-t bocsatunk at ugyanilyen sebességgel. A ve-
gyi uton médositott hG—CSF polipeptidet mono-tri tipu-
sok keverékeként (1 mol hG—CSF-hez 1-3 mol poli-
etilénglikol kapcsolodik) a koriilbeliil 110-145 ml-es
eluatumfrakciobol nyerjik ki (6ssztomeg: 7,8 mg, kiter-
melés: 19%).

12. hivatkozasi péelda

540 mg, a 3. hivatkozasi példa szerint eldallitott
hG—CSF-szarmazékot 600 ml 50 mM-os foszfatpuf-
ferrel elegyitiink (pH 7,3), az elegy pH-értékét 5%-os
natrium-hidroxiddal 7,2-re allitjuk be, és az elegyhez
jéghtités kozben 8,7 g, a 10. hivatkozasi példa szerint
elGallitott 6-(3-karboxi-propil-amino)-2,4-bisz(O-me-
til-polietilénglikol)-s-triazin-(N-hidroxi-szukcinimid)-
észtert adunk. A reakcidelegyet 48 oOran 4t 4 °C hémér-
sékleten tartjuk, majd 105 mg trisz(hidroxi-metil)-ami-
no-metant adunk hozza 0,5 ml vizes oldatban. A reak-
cidelegyet 4 °C-on 40 percig 8000 fordulat/perc sebes-
séggel centrifugaljuk, a feliiliszé 600 mi-éhez 0,68 M
végkoncentracid eléréséig ammonium-szulfatot adunk,
és az oldatot butil-Toyopearl 650 M toltetii (Tosoh
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Corporation), 0,68 M ammonium-szulfatot tartalmazo
10 mM-os trisz-HCl-pufferrel (pH 7,5) ekvilibralt osz-
lopon (5 cmx 18 cm=350 ml) 350 ml/éra sebességgel
atbocsatjuk.

Az oszlopot 0,68 M ammonium-szulfatot tartalma-
z6 10 mM-os trisz-HCl-puffer (pH 7,5) 700 ml-ével
mossuk (aramlasi sebesség: 350 ml/6ra), majd linearis
gradiens szerint csokkené ammoénium-szulfat-koncent-
racioji (0,68 M—0 M) 10 mM-os trisz-HCl-pufferrel
(pH 7,5) elualjuk (6ssztérfogat: 2800 ml, aramlési se-
besség: 350 ml/6ra). A kivant vegyiiletet a 0,39 M és
0,20 M kozotti ammonium-szulfat-tartalmi eludtum-
frakcio tartalmazza. Ennek 800 ml-ét ultrasziirés utdn
[cutoff Mr 10 000: YM10 (Amicon Co. Ltd.)] 100 ml-re
bestritjik. A sdritményt Sephacryl S—300 tdltetd
(Pharmacia Co. Ltd.), PBS-sel ekvilibrilt oszlopra
(10 cmx 50 cm=3900 ml) vissziik 780 ml/6ra dramlasi
sebességgel, majd az oszlopon PBS-t bocsatunk 4t
ugyanilyen sebességgel. A vegyi Gton mddositott
hG—CSF polipeptidet mono-tri tipusok keverékeként
(1 molekula hG—CSF-hez 1-3 molekula polietiléngli-
kol kapcsolodik) a koriilbeliil 1750-2250 ml-es elua-
tumfrakciobol nyerjiik ki (0ssztomeg: 303 mg, 56%).

13. hivatkozasi példa
6-(3-karboxi-propil-amino)-2,4-bisz(O-metil-
polietilénglikol)-s-triazin

100 g (8,33 mmol) megfeleléen vizmentesitett,
12 000 4tlagos molekulatémegli monometil-polietilén-
glikolt (Nippon Oil and Fats Co.), 9,3 g cink-oxidot
(Wako Pure Chemical Industries Ltd.) €s 83,5 g 4A tipu-
st molekulaszitat (Wako Pure Chemical Industries Ltd.)
vizmentes benzolban, argonatmoszféraban egy éjszakan
at szobah6mérsékleten tartunk. A molekulaszitat ezutin
eltavolitjuk, az oldathoz ujabb 42 g molekulaszitat
adunk, és azonos koriilmények kozott egy éjszakan at
allni hagyjuk. A molekulaszitat eltavolitjuk, és az oldat-
bol argonatmoszféraban, 80 °C hémérsékleten 50 ml el6-
pérlatot ledesztillalunk. A maradék oldatot 100 g 4A ti-
pustt molekulaszita hozzaadasa utin Soxhlet-extrak-
torba vissziik, és argonatmoszféraban egy éjszakan at
80 °C hémérsékleten visszafolyatd hiit6 alatt forraljuk.
A reakcidelegyet lehiitjik, 36 mg (4,0 mmol) cianur-
kloridot adunk hozz4, és 5 napon at visszafolyaté hiit6
alatt forraljuk. (Az alkalmazott cianur-kloridot elézdleg
vizmentes dietil-éterbdl atkristalyositottuk.) A reakcio-
elegyet ezutan szobahdmérsékletre hitjiik, 300 ml viz-
mentes benzolt adunk hozza, és 10 percig 3600 fordu-
lat/perc sebességgel centrifugaljuk, majd az oldhatatlan
anyagokat eltavolitjuk. A feliiliszot csokkentett nyoma-
son 300 ml-re bestritjiik, és a stritményt 3000 ml viz-
mentes dietil-éterhez csepegtetjiik. A kivalt csapadékot
dietil-éterrel mossuk, és a csapadékot oldoszermente-
sitjiik.

24 g (12,0 mmol) y-amino-vajsavat 1000 ml
0,1 M-os boratpufferben (pH 10) oldunk, és a fentiek
szerint kapott szaraz csapadékbol 100 g-ot jéghiités koz-
ben hozzaadunk. A reakcidelegyet egy éjszakan at 4 °C
hémérsékleten, majd 6 6ran 4t szobahSmérsékleten ke-
verjiik, majd a pH-értékét 1 n sosavoldattal 1-re éllitjuk
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be, és az elegyet kloroformmal extrahaljuk. A klorofor-
mos fazist vizmentes natrium-szulfattal vizmentesitjiik,
sziirjiik, és a sziirletet csokkentett nyoméson beparol-
juk. A maradékhoz vizmentes acetont adunk, az oldatot
csokkentett nyomason beparoljuk, szobahdmérsékleten
kristalyositjuk. 90 g nyersterméket kapunk, melynek
70-80%-a a célvegyiilet. A nyersterméket 6000 ml desz-
tillalt vizben oldjuk, és az oldatot HPA—75 anioncse-
rélé gyantaval (Mitsubishi Chemical Corp.) toltott és
desztillalt vizzel ekvilibralt oszlopra vissziik (ezt meg-
el6zBen az oszlopon 12 000 ml 2 n natrium-hidrid-ol-
datot folyattunk 4t). A cim szerinti vegyiiletet f6kompo-
nensként tartalmazé frakciot desztillalt vizzel eludljuk,
a pH-értéket 1 n sosavval 1-re allitjuk be, majd kloro-
formmal extrahaljuk. A kloroformos fazist vizmentes
natrium-szulfattal szaritjuk, sziirjiik, és a szlrletet csok-
kentett nyoméson beparoljuk. 43,6 g tisztitott cim sze-
rinti vegyiiletet kapunk (43%).

14. hivatkozasi példa

6-(3-karboxi-propil-amino)-2,4-bisz(O-metil-

polietilénglikol)-s-triazin-(N-hidroxi-szukcinimid)-

észter

25 g, a 13. hivatkozési példa szerint eldallitott és
megfeleléen vizmentesitett 6-(3-karboxi-propil-amino)-
2,4-bisz(O-metil-polietiténglikol)-s-triazint és 240 mg
N-hidroxi-szukcinimidet 400 ml vizmentes metilén-
kloridban oldunk. Az oldathoz argonatmoszféraban, jég-
hiités kozben 431 mg diciklohexil-karbodiimidet adunk.
A reakcidelegyet 30 percig jéghiités kozben, majd mas-
fé] 6ran at szobahémérsékleten keverjiik, a diciklohexil-
karbamidot kisz(rjiik, és a szfirletet csdkkentett nyoma-
son 160 ml-re besiritjik. A stiritményt 2400 mi vizmen-
tes dietil-éterhez csepegtetjiik, a kivalt csapadékot viz-
mentes dietil-éterrel mossuk, és az olddszert csokkentett
nyomason eltavolitjuk. 21,4 g (0,89 mmol, 89%) cim
szerinti vegyiiletet kapunk.

15. hivatkozasi példa

504 mg, a 3. hivatkozisi példa szerint el6allitott
hG-CSF-szarmazékot 560 ml 50 mM-os foszfatpuffer-
rel (pH 7,3) elegyitink, az elegy pH-értékét 5%-os nat-
rium-hidroxiddal 7,3-ra allitjuk be, és az elegyhez
jéghtités kozben 22,4 g, a 14. hivatkozasi példa szerint
elGallitott 6-(3-karboxi-propil-amino)-2,4-bisz(O-metil-
polietilénglikol)-s-triazin-(N-hidroxi-szukcinimid)-€ész-
tert adunk. A reakcidelegyet 48 oran at 4 °C hémérsék-
leten keverjiik, majd 113 mg trisz(hidroxi-metil)-amino-
metant adunk hozza 0,5 ml vizes oldatban. A reakcio-
elegyhez ezutdn 0,7 M végkoncentracio eléréséig ammo-
nium-foszfatot adunk, majd az elegyet butil-Toyopearl
650 M (Tosoh Corporation) tltetd, 0,7 M amménium-
szulfatot tartalmazé 10 mM-os trisz-HCl-pufferoldattal
(pH 7.,5) ekvilibrélt oszlopon (5 cmx25 cm=500 ml)
bocsatjuk 4t 500 ml/6ra aramldsi sebességgel. Az oszlo-
pot 0,7 M amménium-szulfatot tartalmazé 10 mM-os
trisz-HCl-puffer (pH 7,5) 1500 ml-ével mossuk (4ram-
lasi sebesség: 500 ml/6ra), majd linedris gradiens

sre

0,7 M—0 M) 10 mM-os trisz-HCl-pufferrel (pH 7,5)
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eludljuk (dssztérfogat: 3000 ml, dramldsi sebesség:
500 ml/6ra). A kivant vegyiiletet a 0,55 és 0,08 M kozot-
ti ammonium-szulfat-koncentracidju eludtumfrakeid tar-
talmazza. Ehhez 0,7 M végkoncentricio eléréséig ammo-
nium-szulfatot adunk, és az elegyet butil-Toyopearl
650 M (Tosoh Corporation) tdltetdi, 0,7 M ammonium-
szulfatot tartalmaz6 10 mM-os trisz-HCl-pufferrel (pH
7,5) ekvilibralt oszlopon (5 emx 15 cm=300 ml) bocsét-
juk 4t 450 ml/6ra dramlési sebességgel. Ezutén az oszlo-
pot 0,7 M ammonium-szulfatot tartalmazé 10 mM-os
trisz-HCl-puffer (pH=7,5) 1500 ml-ével mossuk (4ram-
lasi sebesség: 450 ml/6ra), majd 900 ml 10 mM-os trisz-
HCl-puffer (pH 7,5) 450 ml/6ra dramldsi sebességgel
eludljuk. A kivéant anyagot a 67 és 132 ml kozotti elua-
tumfrakci6 tartalmazza. Az eludtumfrakcié 100 mi-ét
Sephadex G—25 toltetl (Pharmacia Co. Ltd.), PBS-sel
ekvilibralt oszlopon (5 cmx 50 cm=1000 ml) bocsatjuk
4t 300 ml/6ra dramlasi sebességgel. Ezutan az oszlopon
PBS-t bocsatunk 4t azonos dramlési sebességgel. A ve-
gyi uton médositott hG—CSF polipeptidet mono-tetra ti-
pusok keverékeként (1 molekula hG—CSF-hez 1-4 mo-
lekula polietilénglikol kapcsolodik) a 350-500 ml-es elud-
tumfrakciobol nyerjiik ki (Ossztomeg: 282 mg, 56%).

16. hivatkozasi példa
4-(nitro-fenil)-oxi-karbonil-(O-metil-
polietilénglikol)

5,5 g (0,55 mmol) megfeleléen vizmentesitett,
10000 atlagos molekulatdmegii metil-polietilénglikolt
(Nippon Oil and Fats Co. Ltd.) 27,5 ml vizmentes me-
tilén-kloridban oldunk. Az oldathoz 0,153 ml trietil-
amint és 222 mg 4-nitro-fenil-(klor-formiat)-ot adunk.
A reakci6elegyet argonatmoszféraban 4 oran &t szobahd-
mérsékleten keverjiik, s kozben a pH-értékét trietil-amin
hozzaadasaval 7,5 és 8,5 kozott tartjuk. A reakcioelegyet
csokkentett nyomason 20 ml-re beparoljuk, és a sfirit-
ményt 300 ml vizmentes dietil-éterhez csepegtetjik.
A kivalt csapadékot etil-acetétbdl atkristalyositjuk. 4,8 g
(0,48 mmol, 87%) cim szerinti vegyiiletet kapunk.

17. hivatkozasi példa

40,5 ml, a 3. hivatkozasi példa szerint el6allitott
hG—CSF-szarmazékot 45 ml 50 mM-os foszfatpufferrel
(pH 7,3) elegyitiink, az elegy pH-értékét 5%-os nat-
rium-hidroxiddal 8,7-re allitjuk be, és jéghtités kozben
4,3 g, a 16. hivatkozési példa szerint elallitott 4-(nitro-
fenil)-oxi-karbonil-(O-metil-polietilénglikol)-t adunk
hozza. A reakcidelegyet 3 napon 4t 4 °C homérsékleten
tartjuk, 0,7 M végkoncentricié eléréséig ammoOnium-
szulfatot adunk hozzi, majd az elegyet butil-Toyopearl
650 M (Tosoh Corporation) toltet, 0,7 M ammoénium-
szulfatot tartalmazdé 10 mM-os trisz-HCl-pufferrel
(pH 7,5) ekvilibralt oszlopon (2,5 cmx 12 cm=60 ml) bo-
csatjuk 4t 60 ml/6ra dramlasi sebességgel. Az oszlopot ez-
utan 0,7 M ammoénium-szulfatot tartalmazé 10 mM-os
trisz-HCl-puffer (pH 7,5) 180 ml-ével mossuk (4ramlasi
sebesség: 60 ml/6ra), majd linedris gradiens szerint csok-
10 mM-os trisz-HCl-pufferrel (pH 7,5) elualjuk (6ssz-
térfogat: 360 ml, dramlasi sebesség: 60 ml/6ra). Az elu-
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ci6 teljessé tételére ezutin az oszlopon még 180 ml
10 mM-os trisz-HCl-puffert (pH 7,5) bocsatunk ét.

A kivant vegyiiletet a 0,4 M és 0 M ammonium-
szulfat-tartalmu eludtumfrakcié tartalmazza, s ennek
210 ml-ét ultraszirést kovetGen [cutoff Mr 10 000:
YM10 (Amicon Co. Ltd.)] 30 ml-re besdritjik. A strit-
ményt Sephacryl S—300 toltetd (Pharmacia Co. Ltd.),
PBS-sel ekvilibralt oszlopon (5 cmx51 cm=1000 ml)
bocsatjuk 4t 200 ml/6ra sebességgel, majd az oszlopon
PBS-t engediink 4t ugyanilyen sebességgel.

A vegyi aton modositott tri tipusG hG—CSF-szér-
mazékot (1 mol hG-CSF-hez 3 mol polietilénglikol-
karbonsav kapcsolddik) a koriilbeliil 285 és 305 ml ko-
z6tti eluatumfrakcio, a di tipusG hG—CSF-szdrmazékot
(1 mol hG-CSF-hez 2 mol polietilénglikolkarbonsav
kapcsolodik) a koriilbeliil 325 és 345 ml kézotti elud-
tumfrakcid, a mono tipust hG—CSF-szdrmazékot pe-
dig (1 mol hG—CSF-hez 1 mol polietilénglikol kapcso-
16dik) a koriilbeliil 365 és 385 ml kozotti eludtumfrak-
ci6 tartalmazza 6,2 mg (10,9%), 6,8 mg (11,9%), illet-
ve 5,0 mg (8,8%) mennyiségben.

18. hivatkozasi példa
6-[3-(4-nitro-fenil-karbonil-oxi)-propil-amino]-2,4-
bisz(O-metoxi-polietilénglikol)-s-triazin

120 mg (1,6 mmol) 3-amino-propanolt 200 ml
0,1 M-os boratpufferrel (pH 10) elegyitiink, és az elegy-
hez jéghiités kozben 8 g (0,8 mmol) 6-k16r-2,4-bisz(O-
metil-polietilénglikol)-s-triazint (Seikagaku Corpora-
tion) adunk. A reakcioelegyet egy éjszakan 4t 4 °C hé-
mérsékleten keverjiik, a pH-értéket 2 n sésavval 1-re al-
litjuk be, majd kloroformmal extrahaljuk. A klorofor-
mos fazist 2 n sdsavval kétszer mossuk, vizmentes nat-
rium-szulfattal vizmentesitjiik, sziifjilk, és a szirletet
csokkentett nyomason bepéroljuk. A maradékhoz viz-
mentes acetont adunk, amikor is elGszor egy csapadék
valik ki, mely késdbb feloldédik. Az acetonos oldatot
csokkentett nyomason beparoljuk. A maradékbol szoba-
hémérsékleten 5,5 g (69%) polietilénglikol-szarmazék
kristalyosodik ki.

Az igy kapott és megfeleléen vizmentesitett poli-
etilénglikol-szarmazékbol 5,3 g-ot (0,53 mmol)
26,5 ml vizmentes metilén-kloridban oldunk. Az oldat-
hoz elBszoér 0,147 ml trietil-amint, majd 214 ml
(1,06 mmol) 4-nitro-fenil-(klor-formiat)-ot adunk, és a
reakcidelegyet 4 oran 4t 4 °C hémérsékleten keverjiik.
Ezutin a reakcidelegyet csokkentett nyoméason 20 ml-
re bestiritjiik, és a siiritményt 300 ml vizmentes dietil-
éterhez csepegtetjiik. A kivalt csapadékot vizmentes
dietil-éterrel mossuk, majd csokkentett nyomason oldo-
szermentesitjiik, és vizmentes etil-acetdtbol atkristalyo-
sitjuk. Kitermelés: 4,6 g (0,46 mmol, 87%) cim szerin-
ti vegyiilet.

19. hivatkozasi példa

29,25 mg, a 3. hivatkozasi példa szerint el8allitott
hG—CSF-szarmazékot 6,5 ml 50 mM-os foszfatpuffer-
rel (pH 7,5) elegyitiink, és az elegyhez 287 mg aktivalt
polietilénglikol M—SCM 20 000-et (Shearwater Poly-
mer Inc.) adunk. A reakcidelegyet 6 oran at 4 °C
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hémeérsékleten tartjuk, majd 35 pl 50 mg/ml koncent-
z4. A reakcidelegyet ezutin Sephacryl S—300 téltetdi
(Pharmacia Co. Ltd.), PBS-sel ekvilibralt oszlopra
(2,5 cmx45 ¢cm=220 ml) vissziik 44 ml/6ra dramlasi
sebességgel, majd az oszlopon ugyanilyen sebességgel
PBS-t bocsatunk at.

A vegyi uton modositott di tipusit hG-CSF poli-
peptidet (melyben 1 mol hG—CSF-hez 2 mol polieti-
lénglikolkarbonsav kotédik) a 96 ml és 104 ml kézotti
eludtumfrakci6 tartalmazza 3,8 ml (13,0%) mennyi-
ségben.

20. hivatkozasi példa

28,8 mg, a 3. hivatkozasi példa szerint elballitott
hG—CSF-szarmazékot 6,7 ml 50 mM-os foszfatpuffer-
rel (pH 7,5) elegyitiink, és az elegyhez 98 mg aktivalt
polietilénglikol M—SSPA-20 000-et (Shearwater Poly-
mer Inc.) adunk. A reakcidelegyet 24 6ran at 4 °C hé-
mérsékleten tartjuk, majd 30 pl 40 mg/ml-es trisz(hid-
roxi-metil)-amino-metant adunk hozzi. A reakcidele-
gyet Sephacryl S-300 toltetd (Pharmacia Co. Ltd.),
PBS-sel ekvilibralt oszlopra (2,5 cmx45 cm=220 ml)
vissziik 44 ml/6ra dramlasi sebességgel, majd az oszlo-
pon ugyanilyen sebességgel PBS-t bocsatunk at.

A vegyi uton modositott tri tipusi hG—CSF poli-
peptidet (amelyben 1 mol hG-CSF-hez 3 mol poli-
etilénglikolkarbonsav kotédik) a koriilbeliil 78 ml és
98 ml kozotti eluatumfrakcid tartalmazza 2,0 mg
(6,6%) mennyiségben.

Az N-termindlis aminocsoporton vagy a Lys-mara-
dék aminocsoportjan kémiailag modositott, a fenti hivat-
kozasi példakban elBallitott vegyiiletek a kdvetkezdk:

4. hivatkozdasi példa

N-{3-[(4",6 -bisz(®-metil-polictilénglikol)-
17,3,5"-triazin)-2’-il-amino]-propil-karbonil } -
hG-CSF-szarmazék

6. hivatkozasi példa
N-(@-metil-polietilénglikol-metil-karbonil)-
hG-CSF-szarmazék

8. hivatkozadsi példa
N-(w-metil-polietilénglikol-metil-karbonil)-
hG-CSF

9. hivatkozdsi példa
N-(o-metil-polietilénglikol-metil-karbonil)-
hG-CSF-szdrmazék

11. hivatkozdsi példa

N-{3-[(4’,6 -bisz(w-metil-polietilénglikol)-
17,3’ 5°-triazin)-2’-il-amino]-propil-karbonil } -
hG-CSF

12. hivatkozasi példa

N-{3-[(4°,6 -bisz(w-metil-polietilénglikol)-
1°,3°,5’-triazin)-2’-il-amino]-propil-karbonil } -
hG-CSF-szarmazék
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15. hivatkozdsi példa
N-{3-[(4’,6°-bisz(c>-metil-polietilénglikol)-
17,3’,5’-triazin)-2’-il-amino]-propil-karbonil } -
hG-CSF-szarmazék

17. hivatkozasi példa
N-(w-metil-polietilénglikol-karbonil)-
hG-CSF-szarmazék

19. hivatkozasi példa
N-{3-[(4’,6’-bisz(w-metil-polietilénglikol)-
1’,3’,5°-triazin)-2’-il-amino]-propil-oxi-karbonil } -
hG-CSF-szarmazék

20. hivatkozadsi példa

N- {2-[2’-(w-metil-polietilénglikol)-etil-tio}-etil-

karbonil}-hG—CSF-szarmazék

Ipari alkalmazhatosag

A talalmany értelmében vegyi uton modositott poli-
peptidek allithatok el oly modon, hogy egy hG—CSF
hatasi polipeptidnek legalabb egy aminocsoportjat ké-
miailag médositjuk; elallithatok tovabba vérlemezkék
termelédését nagymértékben eldsegité szerek, melyek
a kérdéses, vegyi uton modositott polipeptidet tartal-
mazzak.

Az aldbbiakban megadjuk a hivatkozasi példik sze-
rinti eljarassal eléallitott végtermékek molekulatomege-
nek értékét. Elegy esetén a molekulatomeget interval-
lumként adjuk meg. A 4.,6.,8.,9.,11,,12,,15.,17,, 19.
és 20. példa végtermékének analizisét elektroforézissel
hatérozzuk meg.

Tablazat
Vegyiilet Molekulatémeg Diszperzi6
1. hivatkozasi példa 8,420 1,04
2. hivatkozasi példa 8,680 1,05
5. hivatkozasi példa 5,620 1,04
7. hivatkozasi példa 10,570 1,03
10. hivatkozasi példa 12,170 1,04
13. hivatkozasi példa 24,610 1,05
14. hivatkozasi példa 25,010 1,06
16. hivatkozasi példa 11,050 1,04
18. hivatkozasi példa 12,560 1,04
Vegyiilet Molekulatomeg (szamitott)
3. hivatkozasi példa 18 905 Da
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Vegyillet Tipus Mgfr:ga‘ Jellemzd
4. hivatkozasi példa tri tipus 100 kDa 12% gél
4. hivatkozasi példa di tipus 80 kDa
4. hivatkozasi példa mono tipus 50 kDa
6. hivatkozasi példa tetra mono tipus 30-80 kDa 14% gél
8. hivatkozasi példa tetra mono tipus 30-80 kDa 5-20% atalakulas géllé
9. hivatkozési példa tetra mono tipus 40-110kDa 10% gél
11. hivatkozasi példa tri mono tipus 50-100 kDa 12% gél
12. hivatkozasi példa tri mono tipus 50-100 kDa 12% gél
15. hivatkozasi példa tetra mono tipus 70-210 kDa 5-20% atalakulas géllé
17. hivatkozasi példa tri tipus 80 kDa 5-20% atalakulas gélié
17. hivatkozasi példa di tipus 60 kDa
17. hivatkozési példa mono tipus 40 kDa
19. hivatkozasi példa di tipus 80 kDa 5-20% atalakulas géllé
20. hivatkozasi példa tri tipus 120 kDa 5-20% atalakulas géllé

A példak végtermékeinek molekulatomegét a Poly-
mer Laboratories erre vonatkozo
~ CliniPeg,
— Index (Polymer Standard) és az
— Application Note 40 (Polyethylene oxide calib-
rations)
kozleményekben leirtak szerint végeztiik.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Vegyi titon médositott, (XIII) ltaldnos képleti
polipeptid alkalmazésa vérlemezkék termel6dését elGse-
gité gyogyszer eldallitdséra, melynél a huméan granu-
locitak differencialodasat eldsegitd hatdst, (XIII) altala-
nos képletd polipeptid hatdanyag aminocsoportjai ko-
ziil legalabb egy valamely (I) 4ltalanos képletii vegyiilet-
tel vegyi Gton modositott, ahol az (I) 4ltaldnos képlet-
ben
R! 1-8 szénatomos alkil- vagy alkanoilcsoport,

M -OCH,CH,- vagy —~OCH,CH,CH,~ képletii cso-
port,
n valamely 1-1000 kdzotti pozitiv egész szam,
X vegyértékkotés, oxigén- vagy kénatom vagy —NH-
csoport,
R? egy (VII) 4ltalanos képletii csoport, ahol
R3 halogénatom, hidroxilcsoport vagy egy
—Xa-(Ma),,—Rl!a altalanos képleti csoport,
mely képletben X2, M3, Rl2, illetve na megegye-
zik X, M, R!, illetve n fenti jelentésével, és Y ha-
logénatom vagy egy —Z—(CH,),~(0),—W élta-
lanos képletii csoport, mely képletben Z oxigén-
vagy kénatom vagy —NH- csoport, W karboxil-
csoport vagy ennek aktiv szarmazéka, p értéke
1-6 kozotti egész szam, és m értéke 0 vagy 1,
vagy
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R2 egy —(CO)pa—(CH,)—W2 altalnos képleti cso-
port, mely képletben W3, illetve ma jelentése meg-
egyezik W és m fenti jelentésével, és t értéke 0 és
6 kozotti egész szam.

2. Vegyi uton modositott, (XIII) éltaldnos képleti
polipeptid 1. igénypont szerinti alkalmazasa vérlemez-
kék termelBdését eldsegité gyogyszer eldallitasara, mely-
nél a human granulocitak differencialodasét elsegitd ha-
tast, (XIII) 4ltalanos képleti polipeptid hatéanyag leg-
aldbb egy aminocsoportjahoz egy (Ia) altaldnos képletii
csoport kapcsolédik, ahol az (Ia) dltaldnos képletben
R! 1-8 szénatomos alkil- vagy alkanoilcsoport,

n értéke 1—1000 kozotti pozitiv egész szam,

X vegyértékkotés, oxigén- vagy kénatom vagy —NH-
csoport, és

R2s egy (XI) ltaldnos képletdi csoportot jelent, ahol
R32halogénatom, hidroxilcsoport vagy egy

—Xa—(Ma),,—R!a altalanos képletl csoport,
mely képletben Xz, R12 és na jelentése megegye-
zik X, R! és n fent megadott jelentésével, és Ma
egy —OCH,CH,- vagy —OCH,-CH,-CH,-
képletii csoport, és

Yz egy —Z—(CH,),—(0)—CO- altalanos képletd

csoport, mely képletben Z oxigén- vagy kén-
atom vagy —NH- csoport, p 1 és 6 kozétt vala-
mely egész szam, és m jelentése 0 vagy 1, vagy

R2 egy —(CO)pa—(CH,)—CO- éltaldnos képletii cso-
port, mely képletben ma jelentése megegyezik m
fenti jelentésével, és t 0 és 6 kozotti egész szam.

3. Vegyi aton médositott, (XIIT) altalinos képletii
polipeptid 1. vagy 2. igénypont szerinti alkalmazisa vér-
lemezkék termelGdését elGsegitd, csokkent tromboci-
taszami betegek kezelésére alkalmas gyogyszerkészit-
mény elallitisira, mely a modositott polipeptidet gyo-
gyészatilag elfogadhat6 dozisforméban valamely gyogya-
szatilag elfogadhat6 vivanyaggal egyiitt tartalmazza.



HU217872B
Int. C1.7: A 61K 38/19

R'-(M),—Xx—R’ R~ (OCH,CH, )y~ X~R*®—

(1) (1)

R (M)ex— (1b)
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HU 217872 B
Int. C17: A 61 K 38/19

(XIID) 41taldnos képlet

H RAL PheLeuleuLys RA2 LeuGluGlnValArgLyslleGlnGly
AspGlyAlaAlaLeuGInGluLysLeuCysAlaThrTyrLysLeuCys
HisProGluGluLeuValLeulLeuGlyHisSerLeuGlylleProTrp
AlaProLeuSerSerCysProSerGlnAlaLeuGlnLeualaGlyCys 1D
LeuSerGlnLeuHisSerGlyLeuPheLeuTyrGlnGlyLeuLeuGln )
AlaLeuGluGlylleSerProGluLeuGlyProThrLeuAspThrLeu
GlnLeuAspValAlaAspPheAlaThrThrlleTrpGlnGlnMeiGlu
GluLeuGlyI\/IetAléPro.AlaLeuGlnPro’I' hrGlnG_l)'AlaMetP ro
AlaPheAlaSerAlaPheGlnArgArgAlaGlyGlyValLeuValAla
SerHisLeuGlnSerPheLeuGluValSerTyrArgValLeuArgHis
LeuAlaGloPro OH

ahol R* jelentése aminosavmaradék vagy peptidilcsoport, mégpedig

ThrProLeuGlyProAlaSerSerLeuProGlaSer, SerProLeuGlyProAlaSerSerLeuProGinSer,
ArgProLeuGlyProAlaSerSerLzuProGlaSer, GlyProLeuGlyProAlaSerSerLeuProGlnSer,
CysProLeuGlyProAlaSerSerLeuProGinSer, AlaProThrArgSerAlaSerSerLeuProGlnSer,
ThrProGluLysSerAlaSerSerLeuProGinSer, ValProlleArgSerAlaSerSerLeuProGlrSer.
CysProlleArgSerAlaSerSerLeuProGinSer, TyrProlleArgSerAlaSerSerLeuProGlnSer,

ArgProThrArgSerAlaSerSerLeuProGlnSer, ThrProThrArgSeraAlaSerSerLeuProGlnSer,
AsnProGluArgSerAlaSerSerLeuProGlnSer, IleProThrArgSerAlaSerSerLeuProGlaSer,
SerProThrArgSerAlaSerSerLeuProGlnSer, AlaProSerAsnSerAlaSerSerLeuProGlaSer,

AlaProProAsnArgGlySerSerLeuProGlnSer, SerProCysGlyProAlaSerSerLeuProGlnSer,
SerProArgGlyProAlaSerSerLeuProGlnSer, SerPraSerGlyPraAlaSerSerLeuProGlnSer,

ThrProLeudrgProAlaSerSerLeuProGlnSer. ThrProLeuArgProAlaSerSerLeuProGlrSer,
AlaProThrTyrArgAlaSerSerLeuProGinSer, AlaProThrTyrArgAlaSerSerLeuProGlnSer,
Ser , SerLeuProGlnSer , SerSerLeuProGlnSer vagy

ProAlgSerSerLeuProGlnSer, vagy
egy ‘F*’-ml;; peptidilcsoport, amely az N-termindlis helyen Met-t

tartalmaz; és
RA2 jelentése Cys, Ser, Ala vagy Thr.
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