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Beschreibung
HINTERGRUND DER ERFINDUNG
Gebiet der Erfindung

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf die Verwen-
dung von humanem Wachstumshormon fur die Her-
stellung eines Medikaments zur Stimulierung von Ha-
matopoese und Immunrekonstitution nach einer
Transplantation hamatopoetischer Stammzellen in
menschlichen Patienten.

Beschreibung der verwandten Technik

[0002] Humanes Wachstumshormon (hGH: human
growth hormone), auch als Somatotropin bekannt, ist
ein durch die somatotropen Zellen der Vorderhypo-
physe erzeugtes und sekretiertes Proteinhormon.
Das humane Wachstumshormon spielt durch seine
Wirkungen auf den Metabolismus von Proteinen,
Kohlenhydraten und Lipiden eine Schliisselrolle beim
somatischen Wachstum. Zusétzlich zu seinen Wir-
kungen auf das somatische Wachstum konnte ge-
zeigt werden, dass hGH die Hamatopoese (Prolifera-
tion, Reifung und Funktion von erythroiden, myeloi-
den und lymphoiden Zellreihen) stimuliert.

[0003] Uber die erythropoetische stimulierende Wir-
kung einer hGH-Behandlung sowohl von gesunden
Patienten als auch von Patienten mit Wachstumshor-
monmangel (GHD: growth hormone deficient) ist in
wissenschaftlichen Veroffentlichungen berichtet wor-
den. Zum Beispiel berichteten Valerio und Mitautoren
(1997), dass Erythropoese-Marker in vivo wie Hamo-
globin (Hb), Hamatokrit (Ht) und rote Blutkérperchen
(RBC: red blood cells) nach einer hGH-Therapie in
GHD-Kindern anstiegen. Weiter ist berichtet worden,
dass die auf eine hGH-Behandlung zurtickzufthren-
den Hb-Erhéhungen in Patienten mit hGH-Mangel
denen in Patienten mit einer normalen hGH-Sekreti-
on ahnlich waren (Vihervuori und Mitautoren, 1996).

[0004] In Verdffentlichen der letzten Zeit wird dari-
ber hinaus gezeigt, dass hGH die Proliferation und
die Reifung/Funktion der myeloiden Zellreihen stei-
gert. Humanes Wachstumshormon vermehrt die my-
eloide Koloniebildung (Merchav und Mitautoren,
1988), regt oxidative Stoffwechselbursts der Granulo-
zyten in gesunden und urdmischen Kindern an (Der-
falvi und Mitautoren, 1998) und steigert die Chemota-
xis von Monozyten (Wiedermann und Mitautoren,
1992).

[0005] Schliesslich wurde in mehreren Berichten
gezeigt, dass hGH stimulierende Wirkungen auf die
Proliferation und Reifung der lymphoiden Zellreihen
ausubt. Derfalvi und Mitautoren (1998) beschreiben,
dass eine Verabreichung von hGH die Lymphprolife-
ration in gesunden und uramischen Kindern stimu-

liert, wahrend Kimata und Mitautoren (1994) feststell-
ten, dass hGH sowohl die Proliferation als auch die
Ig-Produktion in Plasmazelllinien steigert. Geffner
(1997) erwahnte, dass gezeigt worden ist, dass hGH
die CH8+-Zellzahlen und in geringerem Ausmass die
CD4+-Zellzahlen stimuliert.

[0006] Knochenmarktransplantation und die
Stammzellentransplantation aus peripherem Blut
(hierunter beide als hadmatopoetische Stammzellen-
transplantation (HSCT: hematopoietic stem cell
transplantation) bezeichnet) sind die bevorzugte Be-
handlung bei verschiedenen Stérungen wie Maligni-
taten, schweren kombinierten Immundefizienzen
(SCID: severe combined immune deficiencies), con-
genital oder genetisch bedingten hamatopoetischen
Abnormalitaten, Anamie, aplastischer Anamie, Leuk-
amie und Osteoporose (Fischer und Mitautoren,
1998). Wahrend der letzten zehn Jahre stieg der Ein-
satz von HSCT von weniger als 5000 auf mehr als 40
000 pro Jahr (Waters und Mitautoren, 1998).

[0007] Autologe HSCT ist als eine Stammzellen-
transplantation definiert, bei der Donor und Empfan-
ger das gleiche Individuum sind. Nichtautologe
HSCT umfasst HSCT, bei der Donor und Empfanger
verschiedene Individuen sind, entweder genetisch
identische (syngene) oder genetisch verschiedene
(allogene).

[0008] Bei nichtautologer HSCT treten immunologi-
sche Reaktionen auf, namlich die Transplantat-ge-
gen-Empfanger-Reaktion und die Empfanger-ge-
gen-Transplantat-Reaktion  (Implantatabstossung).
Die Mechanismen von Implantatabstossungen sind
nicht vollstandig bekannt, aber zusatzlich zu Immun-
mechanismen kénnen hamatopoetische Stammzel-
len auch durch natirliche Killer- (NK-) zellen abges-
tossen werden. Das Immunsystem des Empfangers
muss abgesetzt werden, um eine erfolgreiche nicht-
autologe HSCT zu ermdglichen.

[0009] In Vorbereitung einer HSCT wird das Immun-
system des Empfangers durch Bestrahlung oder
Chemotherapie zerstort. Diese Prozedur verhindert
nicht nur eine Abstossung nichtautologer Implantate,
sondern dient auch dazu, leukdmische Zellen abzu-
toten, wenn dies die Krankheit des Patienten ist.
Nach der HSCT sind die hdmatopoetischen und Im-
munzellen des Empféangers durch die des Donors er-
setzt worden.

[0010] Wirksame Behandlungen, die auf eine be-
schleunigte Hamatopoese und Immunrekonstitution
abzielen, sind von grossem Interesse nicht nur zur
Beférderung des Engraftments, sondern auch zur
Verringerung von Infektionsgefahren und Verkirzung
der Krankenhausaufenthalte. Es konnte gezeigt wer-
den, dass der Granulozyten-Makrophagen-Kolonien
stimulierende Faktor (GM-CSF: granulocyte-macro-
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phage colony stimulating factor) und der Granulozy-
ten-Kolonien stimulierende Factor (G-CSF: granulo-
cyte stimulating factor) durch Stimulierung der
Stammzellenproliferation die Knochenmarkerholung
beschleunigen und das Engraftment verstarken (Ap-
pelbaum, 1993). In &hnlicher Weise konnte gezeigt
werden, dass rekombinantes humanes Erythropoie-
tin (rhEPQ) das erythroide Engraftment nach alloge-
ner Knochenmarktransplantation verstarkt und den
Transfusionsbedarf verringert (Miller und Mitautoren,
1994). Diese Wachstumsfaktorbehandlungen haben
in klinischen Versuchen vielversprechende Ergebnis-
se gezeigt und werden derzeit eingesetzt, um den Er-
folg von HSCT zu verbessern.

[0011] In dieser Beziehung stellt humanes Wachs-
tumshormon eine attraktive alternative Therapie dar,
da es eine stimulierende Wirkung auf die drei hama-
topoetischen Progenitorzellreihen austibt.

[0012] Bei Nagetieren wurde berichtet, dass nach
syngener Knochenmarktransplantation in Mausen
die hGH-behandelten Tiere sowohl im Knochenmark
als auch in der Milz signifikante Erhéhungen des Ge-
samtgehalts an hamatopoetischen Progenitorzellen
aufwiesen (Tian und Mitautoren, 1998). Tian und Mit-
autoren fuhrten des Weiteren eine Erh6hung bei ery-
thropoetischen Markern (Hb, Ht, RBC), beim Gehalt
an erythroiden Progenitorzellen, beim Granulocyten-
marker 8C5+ und schliesslich bei der RBC- und Blut-
plattchenerholung nach Knochenmarktransplantati-
on (BMT: bone marrow transplantation) an; und de-
monstrierten die Vorteile einer hGH-Therapie bei der
Stimulation der Immunrekonstitution nach BMT in
Mausen. Weiter deuteten Tian und Mitautoren an,
dass hGH von klinischem Nutzen fiir eine Beschleu-
nigung der Hamatopoese nach autologer Knochen-
marktransplantation sein kénnte. Die zu diesen Er-
gebnissen fiihrenden Untersuchungen waren an
Mausen ausgefihrt worden. Dosen von rhGH wur-
den nach syngener Knochenmarktransplantation an
die bestrahlten und transplantierten Mause verab-
reicht. Die Mause erhielten ab Tag 1 jeden zweiten
Tag bis zu einem Maximum von 20 Tagen die gleiche
Dosis von rhGH. Tian und Mitautoren berichteten,
dass die wachstumsférdernden hamatopoetischen
Wirkungen von rhGH nach SBMT nicht zu Toxizitat
oder Gewichtszunahme fihrten.

[0013] Bei der Verabreichung an Menschen erwies
es sich aber, dass humanes Wachstumshormon
auch einige Nachteile besitzt.

[0014] Zum Beispiel konnte gezeigt werden, dass
humanes Wachstumshormon das Auftreten von
Transplantatabstossung verstarkt. Bei in ihrem
Wachstum zuriickgebliebenen Kindern mit Nieren-
transplantaten waren die Abstossungsepisoden hau-
figer in hGH-behandelten Patienten als in der Place-
bogruppe (Fine und Mitautoren, 1991). Friedman

(1997) berichtete, dass eine Behandlung mit rekom-
binantem hGH bei Kindern mit Nierentransplantaten
nicht ungefahrlich ist. Friedman argumentierte, dass
die durch hGH vermittelte Hochregelung der Immun-
funktion ein Grund fiir den durch die Abstossung ver-
ursachten, erhéhten Abfall der Nierenfunktion sein
kénnte, und wies darauf hin, dass hGH nach einer al-
logenen Nierentransplantation an Kinder nicht verab-
reicht werden sollte. In einem klinischen Grossver-
such zur Bewertung der Ergebnisse und Nebenwir-
kungen der hGH-Behandlung von Kindern nach Nie-
rentransplantation konnte die hGH-Behandlung mit
einer erhdhten Haufigkeit akuter Transplantatabstos-
sung korreliert werden, und zwar insbesondere bei
Patienten, in deren Vorgeschichte mehr als eine Epi-
sode vorlag (Johansson und Mitautoren, 1990; Broy-
er, 1996). Bei der Lebertransplantation schliesslich
verbessert hGH das Wachstum in Kindern, die eine
Glucocorticoidbehandlung erhalten, erhoht aber
auch die Gefahr einer allogenen Implantatabstos-
sung (Sarna und Mitautoren, 1996).

[0015] Angesichts der oben vorgelegten Daten gibt
es bei einer hGH-Therapie nach HSCT sowohl nitz-
liche als auch nachteilige Wirkungen. Humanes
Wachstumshormon ware nitzlich wegen seiner posi-
tiven Wirkung auf die Immunrekonstitution; hGH for-
dert die Proliferation von hdmatopoetischen Progeni-
torzellen, d.h. der Donorstammzellen, und sollte da-
her das Engraftment erleichtern. Eine Behandlung
mit humanem Wachstumshormon wirde auch durch
eine globale Stimulierung der Immunfunktionen ei-
nen besseren Schutz gegen Pathogene schaffen. Es
wurde jedoch auch gezeigt, das hGH das Auftreten
von Implantatabstossung verstarkt, was fiir seine
Verwendung bei der Behandlung von Patienten einen
ernsten Nachteil darstellt.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0016] Daher ist es das Ziel der vorliegenden Erfin-
dung, flr Patienten, die eine Transplantation hamato-
poetischer Stammzellen erfahren haben, eine Be-
handlung mit rekombinantem humanem Wachstums-
hormon zur Verfligung zu stellen, um die Hamatopo-
ese und Immunrekonstitution zu stimulieren, dabei
aber die nachteiligen Nebenwirkungen der Verabrei-
chung von hGH, wie sie zum Beispiel oben skizziert
worden sind, zu vermeiden.

[0017] Die Erfindung bezieht sich auf die Verwen-
dung von humanem Wachstumshormon, wie sie in
den beigefugten Ansprichen definiert wird. Der vor-
liegenden Erfindung zufolge wird humanes Wachs-
tumshormon fir die Herstellung eines Medikaments
zur Stimulierung der Hamatopoese und Immunrekon-
stitution in menschlichen Patienten verwendet, das
nicht eher als 30 Tage nach der Transplantation der
hamatopoetischen Stammzellen zu verabreichen ist.
Mit diesem innovativen Plan der hGH-Verabreichung
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wird beabsichtigt, die durch hGH induzierte Implan-
tatabstossung zu umgehen.

DEFINITIONEN

[0018] Um ein klareres und konsequenteres Ver-
standnis der Beschreibung und Anspriiche sowie der
den betreffenden Ausdricken zu verleihenden
Reichweite zu schaffen, werden die folgenden Defini-
tionen gegeben.

[0019] Transplantation von  hamatopoetischen
Stammzellen (HSCT): eine klinische Prozedur, bei
der pluripotente hamatopoetische Stammzellen, die
aus Knochenmark oder peripherem Blut erhalten
werden, in einen Patienten transplantiert werden.

[0020] Knochenmarktransplantation (BMT): eine kli-
nische Prozedur, bei der pluripotente hamatopoeti-
sche Stammzellen, die aus Knochenmark erhalten
werden, in einen Patienten transplantiert werden.

[0021] Autologe Transplantation: eine Transplanta-
tion, bei der Donor und Empfanger das gleiche Indi-
viduum sind.

[0022] Nichtautologe Transplantation: eine Trans-
plantation, bei der Donor und Empfanger verschiede-
ne Individuen der gleichen Art sind, entweder gene-
tisch identische (syngene Transplantation) oder ge-
netisch verschiedene (allogene Transplantation).

EINGEHENDE BESCHREIBUNG DER ERFIN-
DUNG

[0023] Im Laboratorium des gegenwartigen Erfin-
ders ist Uberraschend gefunden worden, dass die
nutzlichen Wirkungen von humanem Wachstumshor-
mon, d.h. eine Stimulierung der Hamatopoese und
Immunfunktion, bewahrt werden, wahrend nachteili-
ge Nebenwirkungen, d.h. eine erhdhte Gefahr der Im-
plantatabstossung, verringert oder sogar eliminiert
werden, wenn das humane Wachstumshormon den
Patienten etwa 30 Tage nach der Implantation verab-
reicht wird.

[0024] Daher bezieht sich die Erfindung auf die Ver-
wendung von humanem Wachstumshormon zur Her-
stellung eines Medikaments fur die Stimulierung von
Hamatopoese und Immunrekonstitution in menschli-
chen Patienten, das nicht eher als 30 Tage nach der
Implantation von hdmatopoetischen Stammzellen zu
verabreichen ist.

[0025] Das erfindungsgemass verwendete Medika-
ment umfasst eine wirksame Menge an hGH. Die
wirksame Menge an humanem Wachstumshormon
umfasst bevorzugt etwa 0,01 bis 0,50 mg pro kg und
Woche. Starker bevorzugt umfasst sie etwa 0,10 bis
0,30 mg pro kg und Woche.

[0026] In einer stark bevorzugten Ausfiihrungsform
der Erfindung umfasst die wirksame Menge an huma-
nem Wachstumshormon etwa 0,20 mg pro kg und
Woche. Das bedeutet, dass fir einen durchschnittli-
chen Erwachsenen mit einem Gewicht von 70 kg eine
wochentliche Menge von 14 mg an humanem
Wachstumshormon verabreicht wird. Das humane
Wachstumshormon wird bevorzugt jeden zweiten
Tag in Einzeldosen von etwa 0,07 mg/kg verabreicht.

[0027] Humanes Wachstumshormon kann u{ber
eine ausgedehnte Zeitdauer wie zum Beispiel mehre-
re Monate oder sogar Jahre verabreicht werden.

[0028] In bevorzugten Ausfihrungsformen wird das
Medikament systemisch verabreicht. Es kann vorteil-
haft subkutan oder intramuskular verabreicht wer-
den.

[0029] Bevorzugtermassen umfasst das Medika-
ment des Weiteren einen pharmazeutisch annehm-
baren Trager, ein Vehikel, einen Stabilisator oder ei-
nen Hilfsstoff. Eine bevorzugte Formulierung fir eine
pharmazeutische Zusammensetzung, die humanes
Wachstumshormon enthalt, wird in WO 95 35116 be-
schrieben, wobei dies eine mit Saccharose stabili-
sierte Zusammensetzung ist. Das erfindungsgemas-
se Medikament kann als gefriergetrocknetes huma-
nes Wachstumshormon aufbewahrt werden.

[0030] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der
Erfindung wird das Medikament, in dem humanes
Wachstumshormon enthalten ist, nicht eher als 30
Tage nach der Transplantation verabreicht.

[0031] Humanes Wachstumshormon (hGH), auch
als Somatotropin bekannt, ist ein durch die somato-
tropen Zellen der Vorderhypophyse erzeugtes und
sekretiertes Proteinhormon. Das hGH spielt durch
seine Wirkungen auf den Metabolismus von Protei-
nen, Kohlenhydraten und Lipiden eine Schlusselrolle
im somatischen Wachstum.

[0032] Humanes Wachstumshormon ist eine einzel-
ne Polypeptidkette von 101 Aminosauren, die zwei
Disulfidbindungen besitzt, die eine zwischen Cys-53
und Cys-165, die eine grosse Schleife im Molekdl bil-
det, und die andere zwischen Cys-182 und Cys-189,
die eine kleine Schleife in der Nahe des C-Terminus
bildet.

[0033] Von hGH sind einige alternative Formen be-
kannt, darunter natirlich vorkommende Abkémmlin-
ge, Varianten und Stoffwechselprodukte, Abbaupro-
dukte primar von biosynthetischem hGH sowie tech-
nische Varianten von hGH, die mit genetischen Ver-
fahren hergestellt werden. Jede Form von hGH kann
fur den Zweck der vorliegenden Erfindung verwendet
werden, solange es die biologische Aktivitat von hGH
bewahrt.
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[0034] Methionyl-substituiertes hGH war die erste
Form von hGH, die durch rekombinante DNA-Tech-
nologie erzeugt wurde. Diese Verbindung ist eigent-
lich eine Variante von hGH, die eine zusatzliche Me-
thioningruppe an ihrem N-Terminus tragt (Goeddel
und Mitautoren, 1979).

[0035] Die erfindungsgemasse Verwendung um-
fasst daher auch ein Medikament, in dem eine Vari-
ante von humanem Wachstumshormon enthalten ist,
wobei diese Variante bevorzugt methionyl-substitu-
iertes hGH ist, das eine zusatzliche Methioningruppe
an seinem N-Terminus tragt.

[0036] Eine als 20-K-hGH bekannte, natirlich vor-
kommende Variante von hGH kommt Berichten zufol-
ge in der Hypophyse wie auch im peripheren Blut vor
(Lewis und Mitautoren, 1978; Lewis und Mitautoren,
1980). Diese Verbindung, der die 15 Aminosaureres-
te von Glu-32 bis GIn-46 fehlen, entsteht bei einer al-
ternativen Zusammenfligung der Messenger-Ribo-
nucleinsdure (DeNoto und Mitautoren, 1981). Diese
Verbindung hat viele, aber nicht alle biologischen Ei-
genschaften des hGH.

[0037] Die erfindungsgemasse Verwendung um-
fasst daher auch ein Medikament, das eine hGH-Va-
riante enthalt, der die 15 Aminosaurereste von
Glu-32 bis GIn-46 fehlen.

[0038] Ein hGH, das am N-Terminus acetyliert ist,
wurde isoliert und identifiziert (Lewis und Mitautoren,
1979). Es ist unklar, ob die Acetylierung eine regula-
torische Rolle spielt oder nur ein Artefakt der Reini-
gung ist.

[0039] Die erfindungsgemasse Verwendung um-
fasst des Weiteren ein Medikament, das hGH enthalt,
das am N-Terminus acetyliert ist.

[0040] Humanes Wachstumshormon ist ein Ge-
misch von Monomeren, Dimeren und héhermolekula-
ren Oligomeren. Zusatzlich finden sich aggregierte
Formen von humanem Wachstumshormon sowohl in
der Hypophyse als auch im Blutkreislauf (Stolar und
Mitautoren, 1984; Stolar und Mitautoren, 1986). An-
scheinend gibt es drei unterschiedliche Dimertypen:
ein Disulfiddimer, das durch Disulfidbindungen zwi-
schen den Ketten verbunden ist (Lewis und Mitauto-
ren, 1977); ein kovalentes oder irreversibles Dimer,
das auf Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelen
gefunden wird und kein Disulfiddimer ist (Bewley und
Mitautoren, 1975); und ein nicht kovalentes Dimer,
das durch eine Behandlung mit Mitteln, die hydropho-
be Wechselwirkungen in Proteinen aufbrechen, leicht
zu monomerem hGH dissoziiert wird (Becker und Mit-
autoren, 1987). Zusatzlich bildet humanes Wachs-
tumshormon einen dimeren Komplex mit Zn?* (Cun-
ningham  und Mitautoren, 1991). Durch
Scatchard-Analyse wurde gefunden, dass sich pro

hGH-Dimer zwei Zn*-lonen kooperativ verbinden,
und dieser dimere Zn*-hGH-Komplex erwies sich
gegenuber der Denaturierung stabiler als monome-
res hGH (Cunningham und Mitautoren, 1991).

[0041] Die erfindungsgemasse Verwendung um-
fasst ebenfalls ein Medikament, das ein Dimer von
humanem Wachstumshormon enthalt, das aus der
Gruppe ausgewahlt ist, die ein Uber Disulfidbindun-
gen zwischen den Ketten verbundenes Disulfid-Di-
mer, ein kovalentes irreversibles nicht sulfidisches Di-
mer, ein nicht kovalentes Dimer und deren Gemische
enthalt.

[0042] Eine Anzahl von hGH-Abkémmlingen ent-
steht durch proteolytische Abwandlungen des Mole-
kils. Der primare Verlauf des Stoffwechsels beim
hGH beinhaltet Proteolyse, und mehrere Abkémmlin-
ge von hGH, die Einzelstrangbriiche oder Deletionen
in diesem Bereich aufweisen, sind beschrieben wor-
den (Thorlacius-Ussing, 1987). Dieser Bereich befin-
det sich in der grossen Schleife von hGH, und die
Spaltung einer Peptidbindung flhrt dort zur Entste-
hung zweier Ketten, die durch die Disulfidbindung bei
Cys-53 und Cys-165 verbunden sind. Berichten zu-
folge haben viele dieser zweikettigen Formen erhéh-
te biologische Aktivitat (Singh und Mitautoren, 1974).
Viele Abkdmmlinge des humanen Wachstumshor-
mons sind kunstlich unter Verwendung von Enzymen
erzeugt worden. Die Enzyme Trypsin und Subtilisin
wie auch andere sind verwendet worden, um hGH an
verschiedenen Stellen des ganzen Molekiils abzu-
wandeln (Lewis und Mitautoren, 1977). Ein solcher
Abkémmling, bekannt als zweikettiges anabolisches
Protein (2-CAP: two-chain anabolic protein), wurde
durch die kontrollierte Proteolyse von hGH mit Tryp-
sin gebildet. Es wurde gefunden, dass 2-CAP biologi-
sche Eigenschaften besitzt, die sich von denen des
intakten hGH-Molekiils stark unterscheiden, indem
die wachstumsférdernde Aktivitdt des hGH weitge-
hend bewahrt blieb, aber die meisten Auswirkungen
auf den Kohlenhydratstoffwechsel verschwunden
waren.

[0043] Asparagin- und Glutaminreste in Proteinen
sind unter geeigneten Bedingungen fur Desamidie-
rungsreaktionen zuganglich. Es konnte gezeigt wer-
den, dass Hypophysen-hGH diese Art von Reaktion
eingeht, was dazu fuhrt, dass Asn-152 in Asparagin-
saure und GIn-137 in geringerem Ausmass in Gluta-
minsaure umgewandelt wird (Lewis und Mitautoren,
1981). Desamidiertes hGH erwies eine veranderte
Empfindlichkeit gegentiber Proteolyse mit dem En-
zym Subitilisin, was darauf hinweist, dass die Desami-
dierung vielleicht eine physiologische Bedeutung bei
der gerichteten proteolytischen Spaltung von hGH
besitzt. Von biosynthetischem hGH ist bekannt, dass
es unter bestimmten Aufbewahrungsbedingungen
abgebaut wird, was zu einer Desamidierung an ei-
nem anderen Asparagin (Asn-149) fuhrt. Dies ist die
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primare Stelle fir Desamidierung, aber Desamidie-
rung am Asn-152 wird auch beobachtet (Becker und
Mitautoren, 1988). Eine Desamidierung am Gin-137
ist fur biosynthetisches hGH nicht berichtet worden.

[0044] Die erfindungsgemasse Verwendung um-
fasst daher auch ein Medikament, bei dem das hu-
mane Wachstumshormon desamidiert ist.

[0045] Methioninreste in Proteinen neigen dazu,
oxidiert zu werden, und zwar primar zum Sulfoxid.
Sowohl Hypophysen-hGH als auch biosynthetisches
hGH erleidet Sulfoxidationen am Met-14 und
Met-125 (Becker und Mitautoren, 1988). Eine Oxida-
tion am Met-170 wurde ebenfalls fir Hypophy-
sen-hGH berichtet, aber nicht fir biosynthetisches
hGH. Sowohl fiir das desamidierte hGH als auch fur
das Met-14-sulfoxidierte hGH wurde die volle biologi-
sche Aktivitat gefunden (Becker und Mitautoren,
1988).

[0046] Die erfindungsgemasse Verwendung um-
fasst daher auch ein Medikament, bei dem das hu-
mane Wachstumshormon an einem oder mehreren
Methioninresten sulfoxidiert ist.

[0047] Verkirzte Formen von hGH sind entweder
durch die Einwirkung von Enzymen oder durch gene-
tische Verfahren hergestellt worden. Bei einem durch
kontrollierte Einwirkung von Trypsin hergestellten
2-CAP fehen die ersten acht Reste am N-Terminus
von hGH. Andere verkurzte Versionen von hGH sind
durch Modifizierung des Gens vor der Expression in
einem geeigneten Wirt erzeugt worden. Die ersten 13
Reste sind entfernt worden, um einen Abkémmling zu
liefern, der deutlich andere biologische Eigenschaf-
ten besitzt und bei dem die Polypeptidkette nicht ge-
spalten wird (Gerler und Mitautoren, 1986).

[0048] Obwohl menschliches Wachstumshormon
urspriinglich aus Hypophysen von Toten gewonnen
wurde, waren diese Zubereitungen elektrophoretisch
nicht homogen, und Antikérper tauchten im Serum
von Patienten auf, die mit Zubereitungen behandelt
worden waren, deren Reinheit in der Gréssenord-
nung von 50 % lag, wobei die Immunogenitat den in-
aktiven Komponenten zugeschrieben wurde. Rekom-
binante DNA-Technologie ermoglichte dann die Her-
stellung unbegrenzter Mengen von hGH in einer An-
zahl verschiedener Systeme. Die Reinigung von hGH
aus dem Kulturmedium wird durch die geringen Men-
gen an anwesenden, verunreinigenden Proteinen er-
leichtert. Es konnte tatsachlich gezeigt werden, dass
hGH im Labormassstab durch einen einzigen Reini-
gungsschritt in einer Umkehrphasen-HPLC-Saule
gereinigt werden kann.

[0049] In einer bevorzugten Ausflihrungsform der
vorliegenden Erfindung wird rekombinant erzeugtes
humanes Wachstumshormon verwendet.

[0050] Rekombinantes hGH wird allgemein in Am-
pullen auf den Markt gebracht, die hGH und zusatzli-
che Vehikel wie Glycin und Mannit in gefriergetrock-
neter Form enthalten. Eine dazugehdérige Verdin-
nungsampulle wird geliefert, die es dem Patienten er-
moglicht, das Produkt vor Verabreichung der Dosis
zur gewinschten Konzentration zu rekonstituieren.
Die Mengen an hGH pro Ampulle kdnnen zum Bei-
spiel 4 bis 6 mg betragen.

[0051] Nach intravendser Verabreichung wird die
Ausscheidung von hGH durch eine Kinetik erster
Ordnung mit einer Serum-Halbwertszeit von 12 bis
30 Minuten beschrieben, und zwar sowohl in Tieren
als auch im Menschen (Moore und Mitautoren, 1988;
Hendricks und Mitautoren, 1985). Traditionell ist in-
tramuskulare Injektion das bevorzugte Verfahren der
Verabreichung gewesen. Im Menschen scheint die
Aufnahme von exogenem hGH von einer intramusku-
laren Stelle schneller zu sein, indem die Zeit bis zur
maximalen Konzentration zwei bis drei Stunden be-
tragt, verglichen mit vier bis sechs Stunden nach sub-
kutaner Verabreichung. Die Phase des Verschwin-
dens aus dem Serum reicht, Berichten zufolge, von
12 — 20 Stunden fir die intramuskulare Verabrei-
chung bis zu 20 — 24 Stunden nach subkutaner Ver-
abreichung (Albertsson-Wikland und Mitautoren,
1986; Jorgensen und Mitautoren, 1987). Allgemein
sind keine signifikanten Unterschiede in der Pharma-
kokinetik oder den biologischen Aktivitdten von re-
kombinantem hGH mit der natlrlichen Sequenz, re-
kombinantem, N-methionyl-substituiertem hGH oder
aus der Hypophyse gewonnenem Material im Men-
schen beobachtet worden (Moore und Mitautoren,
1988; Jorgensen und Mitautoren, 1988).

[0052] Das in der vorliegenden Erfindung einge-
setzte humane Wachstumshormon kann funktionelle
Abkémmlinge, wie oben vermerkt, wie auch andere
Arten von Abkdmmlingen, Fragmenten, Varianten,
Analogen oder chemischen Derivaten einschliessen.
Ein funktioneller Abkdmmling bewahrt zumindest ei-
nen Teil der Aminosauresequenz von hGH, wodurch
seine Niitzlichkeit in Ubereinstimmung mit der vorlie-
genden Erfindung, nédmlich in der Behandlung von
HSCT, ermdglicht wird.

[0053] Ein ,Fragment" von humanem Wachstums-
hormon bezieht sich der vorliegenden Erfindung ge-
mass auf jede Untermenge des Molekills, d.h. auf ein
kiirzeres Peptid.

[0054] Eine ,Variante" von humanem Wachstums-
hormon bezieht sich der vorliegenden Erfindung ge-
mass auf ein Molekil, das im Wesentlichen entweder
dem ganzen Peptid oder einem Fragment davon &hn-
lich ist. Peptidvarianten kénnen bequem durch direk-
te chemische Synthese der Peptidvariante mit im
Fach gut bekannten Verfahren hergestellt werden.
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[0055] Alternativ kbnnen Aminosaurevarianten von
hGH durch Mutationen in der cDNA hergestellt wer-
den, die die synthetisierten hGH-Abkémmlinge ko-
diert. Zu solchen Varianten gehdren Deletionen, In-
sertionen und Substitutionen von Resten innerhalb
der Aminosauresequenz. Obwohl jede Kombination
von Deletionen, Insertionen und Substitutionen
machbar ist, so wird doch bevorzugt, dass Substituti-
onen, solange das endglltige Konstrukt die ge-
wiinschte Aktivitat besitzt, in einem Bereich von ein
bis zehn Aminosauresubstitutionen und bevorzugt in
einem Bereich von ein bis finf Aminosauresubstituti-
onen bleiben. Der Fachmann wird erkennen, dass
Deletionen und Insertionen, die leicht am N- oder
C-Terminus erfolgen kénnen, mit fachmannischer Er-
fahrung sehr wohl ohne unangemessenen Ver-
suchsaufwand erzeugt und auf hGH-Aktivitat gepruft
werden kénnen.

[0056] Aufder genetischen Ebene werden diese Va-
rianten gewohnlich durch site-directed (zielgerichte-
te) Mutagenese von Nucleotiden in der DNA, die das
Peptidmolekil kodiert, hergestellt, wie zum Beispiel
bei Adelman und Mitautoren (1983), wobei also die
DNA erzeugt wird, die die Variante kodiert, und an-
schliessend in einer rekombinanten Zellkultur expri-
miert. Die Varianten weisen im typischen Fall die glei-
che qualitative biologische Aktivitat auf wie ein nicht
variantes Peptid.

[0057] Ein ,Analoges" des humanen Wachstums-
hormons bezieht sich der vorliegenden Erfindung ge-
mass auf ein nicht natlrliches Molekul, das entweder
dem ganzen Molekil oder einem aktiven Fragment
dieses Molekdls im Wesentlichen ahnlich ist.

[0058] Ein ,chemischer Abkdmmling" des humanen
Wachstumshormons enthalt der vorliegenden Erfin-
dung gemass zusatzliche chemische Gruppen, die
normalerweise kein Teil der Aminosauresequenz des
humanen Wachstums[abkémmlings] sind. Kovalente
Modifizierungen der Aminosduresequenz sind im
Rahmen dieser Erfindung einbezogen. Solche Modi-
fizierungen kénnen durch gezielte Reaktion der be-
troffenen Aminosaurereste mit einem organischen
Derivatisierungsmittel, das in der Lage ist, mit ausge-
wahlten Seitenketten oder endstandigen Gruppen zu
reagieren, in das humane Wachstumshormon einge-
fuhrt werden.

[0059] Diese Substitutionen, die der vorliegenden
Erfindung geméass am humanen Wachstumshormon
erfolgen kénnen, lassen sich auf eine Analyse der
Haufigkeit von Aminosdurewechseln zwischen ho-
mologen Proteinen verschiedener Arten zurtickfih-
ren. Auf der Basis einer solchen Analyse kénnen kon-
servative Substitutionen hier als Austausche inner-
halb einer der folgenden fiinf Gruppen definiert wer-
den:

I. Kleine aliphatische, nicht oder wenig polare

Reste: Ala, Ser, Thr, Pro, Gly

Il. Polare, negativ geladene Reste und ihre Ami-
de: Asp, Asn, Glu, GIn

lll. Polare, positiv geladene Reste: His, Arg, Lys
IV. Grosse, nicht polare aliphatische Reste: Met,
Leu, lle, Val, Cys

V. Grosse aromatische Reste: Phe, Try, Trp

[0060] Innerhalb der vorstehend aufgeflhrten Grup-
pen werden die folgenden Substitutionen als ,hoch
konservativ" angesehen:

Asp/Glu

His/Arg/Lys

Phe/Tyr/Trp

Met/Leu/Val

[0061] Halbkonservative Substitutionen werden als
Austausche zwischen zwei der obigen Gruppen | bis
IV definiert, die beschrankt sind auf eine Supergrup-
pe A, die aus den obigen Gruppen |, Il und Il besteht,
bzw. auf eine Supergruppe B, die aus den obigen
Gruppen N und V besteht. Substitutionen beschran-
ken sich nicht auf die genetisch kodierten, und auch
nicht auf die natirlich vorkommenden Aminosauren.
Wenn das Epitop durch Peptidsynthese hergestellt
worden ist, kann die gewlnschte Aminosaure direkt
eingesetzt werden.

[0062] Alternativ kann eine genetisch kodierte Ami-
nosaure modifiziert werden, indem sie mit einem de-
rivatisierenden organischen Mittel umgesetzt wird,
das in der Lage ist, mit ausgewahlten Seitenketten
oder endstandigen Gruppen zu reagieren.

[0063] Cysteinylreste werden meistens mit a-Halo-
genacetaten (und den entsprechenden Aminen) wie
Chloressigsaure oder Chloracetamid zu Carboxylme-
thyl- oder Carboxyamidomethylabkémmlingen umge-
setzt. Cysteinylreste werden auch durch Umsetzung
mit Bromtrifluoraceton, a-Brom-3-(5-imidazoyl)propi-
onsaure, Chloracetylphosphat, N-Alkylmaleimiden,
3-Nitro-2-pyridyldisulfid, Methyl-2-pyridyldisulfid,
p-Chlormercuribenzoat, 2-Chlormercuri-4-nitrophe-
nol oder Chlor-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol derivati-
siert.

[0064] Histidylreste werden durch Umsetzung mit
Diethylpyrocarbonat bei pH-Werten von 5,5 bis 7 de-
rivatisiert, weil dieses Mittel fur die Histidylseitenkette
verhaltnismassig spezifisch ist. p-Bromphenacylbro-
mid ist auch nutzlich; die Reaktion erfolgt bevorzugt
in 0,1 M Natriumkakodylat bei pH 6,0.

[0065] Endstandige Lysinyl- und Aminoreste wer-
den mit Bernstein- oder anderen Carbonsaureanhyd-
riden umgesetzt. Eine Derivatisierung mit diesen Mit-
teln bewirkt eine Ladungsumkehr der Lysinylreste.
Andere geeignete Reagentien fur eine Derivatisie-
rung von a-Aminosauren enthaltenden Resten sind
Imidoester wie Methylpicolinimidat, Pyridoxalphos-
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phat, Pyridoxal, Chlorboran, Trinitrobenzolsulfonsau-
re, O-Methylisoharnstoff, 2,4-Pentandion und die
durch Transaminase katalysierte Reaktion mit Glyo-
xylat.

[0066] Arginylreste werden durch Umsetzung mit ei-
nem oder mehreren herkdbmmlichen Reagentien mo-
difiziert, darunter Phenylglyoxal, 2,3-Butandion und
Ninhydrin. Die Derivatisierung von Argininresten
setzt voraus, dass die Reaktion wegen des hohen
pK,-Wertes der funktionellen Guanidingruppe unter
alkalischen Bedingungen ausgefihrt wird. Des Wei-
teren kénnen diese Reagentien mit den Gruppen von
Lysin wie auch mit der e-Aminogruppe von Arginin re-
agieren.

[0067] Per se ist die spezielle Modifizierung von Ty-
rosylresten ausgiebig untersucht worden, wobei ein
besonderes Interesse in der Einfihrung von spektra-
len Labels in Tyrosylreste durch Umsetzung mit aro-
matischen Diazoniumverbindungen oder Tetrani-
tromethan vorlag. Meistens werden N-Acetylimidazol
und Tetranitromethan verwendet, um O-Acetyltyro-
syl- bzw. e-Nitroabkdmmlinge zu bilden.

[0068] Carboxyl-Seitengruppen (Aspartyl oder Glut-
amyl) werden selektiv durch Umsetzung mit Carbodi-
imiden (R'N-C-NR') wie 1-Cyclohexyl-3-[2-morpholi-
nyl-(4-ethyl)]Jcarbodiimid  oder  1-Ethyl-3-(4-azo-
nia-4,4-dimethylpentyl)carbodiimid modifiziert. Des
Weiteren werden Aspartyl- und Glutamylreste durch
Umsetzung mit Ammoniumionen in Asparaginylund
Glutaminylreste umgewandelt.

[0069] Glutaminyl- und Asparaginylreste werden oft
zu den entsprechenden Glutamyl- und Aspartylres-
ten desamidiert. Alternativ werden diese Reste unter
mild sauren Bedingungen desamidiert. Beide For-
men dieser Reste fallen in den Bereich dieser Erfin-
dung.

[0070] In weiteren vorteilhaften Ausfiihrungsformen
der Erfindung umfasst das erfindungsgemasse Medi-
kament ein Fragment des humanen Wachstumshor-
mons. Das Fragment kann ein verklrztes humanes
Wachstumshormon sein, dem die ersten acht oder
die ersten 13 Aminosauren fehlen.

[0071] Die vorliegende Erfindung ist dafiir bestimmt,
als eine bevorzugte Ausflihrungsform der vorliegen-
den Erfindung Patienten zu behandeln, die sich einer
nicht autologen Transplantation hamatopoetischer
Stammzellen unterziehen. Das verabreichte humane
Wachstumshormon ist bevorzugt rekombinantes hu-
manes Wachstumshormon (rhGH).

[0072] Wahrend die vorliegende Erfindung mit Ab-
kdmmlingen von rekombinantem humanem Wachs-
tumshormon ausgefiihrt werden kann, die zum Bei-
spiel in prokaryontischen oder eukaryontischen Zel-

len mit rekombinanter DNA-Technologie hergestellt
werden koénnen, ist es auch mdglich, diese Abkdmm-
linge mit herkdmmlichen Methoden der Proteinsyn-
these zu erzeugen, mit denen der Fachmann gut ver-
traut ist.

[0073] Die Verwendung eines Medikaments zur
Verabreichung gemass vorliegender Erfindung kann
zumindest hGH und/oder hGH-Fragmente, -Varian-
ten, -Analoge oder deren chemische Abkémmlinge in
einer pharmazeutisch annehmbaren Form, wahlwei-
se mit einem annehmbaren Trager kombiniert, ein-
schliessen.

[0074] Diese Zusammensetzungen kdénnen auf jede
Weise verabreicht werden, die den beabsichtigten
Zweck erfullt. Zum Beispiel kann die Verabreichung
parenteral wie auf subkutanem, intravenésem, intra-
muskularem, intraperitonealem, transdermalem oder
bukkalem Wege erfolgen. Die verabreichte Dosis
hangt vom Alter, der Gesundheit und dem Gewicht
des Empfangers, dem Typ einer eventuellen vorauf-
gegangenen oder gleichzeitigen Behandlung, der
Haufigkeit der Behandlung und der Natur der er-
wlinschten Wirkung ab.

[0075] Geeignete Formulierungen flir eine parente-
rale Verabreichung sind unter anderem wassrige L6-
sungen der aktiven Verbindungen in einer wasserlds-
lichen Form, zum Beispiel wasserl6sliche Salze. Aus-
serdem kann eine Aufschlammung der aktiven Ver-
bindung in Gestalt geeigneter odliger Injektions-Auf-
schlammungen verabreicht werden. Geeignete lipo-
phile Lésungsmittel oder Vehikel sind unter anderem
Fettsauren, zum Beispiel Sesamdl, oder synthetische
Fettsaureester, zum Beispiel Ethyloleat oder Trigly-
ceride. Wassrige Injektions-Aufschlammungen, die
Substanzen enthalten kdnnen, die die Viskositat der
Aufschlammung erhéhen, sind unter anderem Natri-
um-carboxymethylcellulose, Sorbit und/oder Dex-
tran. Wahlweise kann die Aufschlammung auch Sta-
bilisatoren enthalten.

[0076] Die zu verabreichenden Mengen an hGH
kénnen auch individuell festgelegt werden. Es gehort
zum Koénnen von Fachleuten. Eine Dosierung kann
bei etwa 1 Mikrogramm je Kilogramm des Patienten-
gewichts und Tag beginnen und wird gesteigert, bis
die erwlinschte Wirkung erreicht ist. Es versteht sich,
dass die geeignete Dosis auch vom Alter, Geschlecht
und der Gesundheit des Empfangers abhangen wird.
Die am meisten bevorzugte Dosierung wird spezi-
fisch auf die jeweilige Person zugeschnitten, wie vom
Fachmann der relevanten Richtung verstanden und
bestimmbar. Siehe beispielsweise Avery's Drug
Treatment: Principles and Practices of Clinical Phar-
macology and Therapeutics, 3. Auflage, ADIS Press,
Ltd., Williams and Wilkins, Baltimore MD (1987), und
Ebadi, Pharmacology, Little, Brown & Co., Boston MA
(1985), die als zitierte Literatur im Ganzen durch Be-
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zugnahme hierin einbezogen werden.

[0077] Die Gesamtdosis, die fur jede Behandlung
erforderlich ist, kann in Mehrfachdosen oder in einer
Einzeldosis verabreicht werden. Die Zusammenset-
zung kann allein oder in Verbindung mit anderen The-
rapeutika verabreicht werden, die gegen die Erkran-
kung oder andere Symptome der Erkrankung gerich-
tet sind.
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Patentanspriiche

1. Verwendung von humanem Wachstumshor-
mon fiur die Herstellung eines Medikaments zur Sti-
mulierung von Hamatopoese und Immunrekonstituti-
on bei menschlichen Patienten, das nicht eher als 30
Tage nach der Transplantation von hamatopoeti-
schen Stammzellen zu verabreichen ist.

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Medikament eine wirksame
Menge humanen Wachstumshormons umfasst.

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass die wirksame Menge humanen
Wachstumshormons 0,01 bis 0,50 mg pro kg und
Woche umfasst.

4. Verwendung nach Anspruch 3, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die wirksame Menge humanen
Wachstumshormons 0,10 bis 0,30 mg pro kg und
Woche umfasst.

5. Verwendung nach Anspruch 3, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die wirksame Menge humanen
Wachstumshormons 0,20 mg pro kg und Woche um-
fasst.

6. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das humane Wachstumshormon
in Einzeldosen von 0,07 mg/kg verabreicht wird.

7. Verwendung nach Anspruch 6, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das humane Wachstumshormon
jeden zweiten Tag verabreicht wird.
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8. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis
7, dadurch gekennzeichnet, dass das Medikament
subkutan verabreicht wird.

9. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis
7, dadurch gekennzeichnet, dass das Medikament
intramuskular verabreicht wird.

10. Verwendung nach einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass das Medi-
kament ein Fragment, ein Analoges, eine Variante
oder einen chemischen Abkémmling von humanem
Wachstumshormon mit der die Hamatopoese stimu-
lierenden Aktivitdt des humanen Wachstumshor-
mons umfasst.

11. Verwendung nach einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass das Medi-
kament weiter einen Trager, ein Vehikel, einen Stabi-
lisator oder ein Adjuvans enthalt, die pharmazeutisch
annehmbar sind.

12. Verwendung nach einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass das Medi-
kament rekombinant erzeugtes humanes Wachs-
tumshormon umfasst.

13. Verwendung nach einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass das Medi-
kament eine Variante von humanem Wachstumshor-
mon umfasst.

14. Verwendung nach Anspruch 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Variante von humanem
Wachstumshormon methionyl-substituiertes huma-
nes Wachstumshormon ist, das eine zusatzliche Me-
thioningruppe am N-Terminus des humanen Wachs-
tumshormons besitzt.

15. Verwendung nach Anspruch 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Variante von humanem
Wachstumshormon ein humanes Wachstumshormon
ist, dem die 15 Aminosaurereste von Glu32 bis Glu46
fehlen.

16. Verwendung nach einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass das Medi-
kament ein Fragment von humanem Wachstumshor-
mon umfasst.

17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Fragment ein verkulrztes hu-
manes Wachstumshormon ist, von dem die ersten
acht Aminosaurereste am N-Terminus entfernt wor-
den sind.

18. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Fragment ein verkulrztes hu-
manes Wachstumshormon ist, von dem die ersten 13
Aminosaurereste am N-Terminus entfernt worden

sind.

19. Verwendung nach einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass das Medi-
kament ein Dimer von humanem Wachstumsfaktor
umfasst, das aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus
einem durch Zwischenketten-Disulfidbindungen ver-
bundenen Disulfid-Dimer, einem irreversiblen kova-
lenten Nichtdisulfid-Dimer, einem nicht kovalenten
Dimer und deren Mischungen besteht.

20. Verwendung nach einem der vorangehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass das Medi-
kament einen chemischen Abkémmling von huma-
nem Wachstumshormon umfasst.

21. Verwendung nach Anspruch 20, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das humane Wachstumshormon
am N-Terminus acetyliert ist.

22. Verwendung nach Anspruch 20, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das humane Wachstumshormon
desaminiert ist.

23. Verwendung nach Anspruch 20, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das humane Wachstumshormon
an einem oder mehreren Methioninresten sulfoxidiert
ist.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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