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Szintetikus erythropoiesis-stimulil6 proteinek

Kivonat

A talalmany targyat meghatarozott modon polimerrel modositott, szintetikus erythro-
poiesis-stimulald proteinek képezik. A talalmény targyat képezik tovabba a talalmany szerinti
proteineket tartalmaz6 vérképzodést serkentd gyogyaszati készitmények, valamint a talalméany

10  szerinti proteinek eld4llitasi és alkalmazasi eljarasai.

7




10

15

20

25

30

Szintetikus erythropoiesis-stimulilé proteinek

A talalmany targyat meghatarozott moédon polimerrel modositott, szintetikus
erythropoiesis-stimulalo proteinek képezik. A talalmany targyat képezik tovabba a talalmany
szerinti proteineket tartalmazo vérképzodést serkentd gyégjrészati készitmények, valamint a
talalmany szerinti proteinek elallitasi és alkalmazasi eljarasai.

Az erythropoiesis a vordsvértestek termelddési folyamata, amely a vorosvértestek
"turnover"-ét és pusztulasat szabalyozza. Az erythropoietin (EPO) az erythropoiesist stimulalé
hormonfehérje. A természetben eléforduldé human EPO egy 165 aminosavas glikoprotein,
amely elsdsorban a vesékben termelddik, és a véraramba elvalasztva serkenti a vorosvérsejtek
csontveldben 1évé prekurzor-sejtekbdl torténd termelédését. Bar a humén EPO-t kodold gén
alapjan 166 aminosavas molekula josolhaté meg, a protein érett alakjaban a C-terminalis argi-
nin - poszt-transzlaciés modositas kovetkeztében - lehasitodik.

A glikozilalt human EPO harom N-kététt szénhidrat-lancot tartalmaz, melyek a 24.,
38. és 83. pozicioban 1évé aminosavakhoz kotddnek, a 126. pozicidban 1év6 aminosavhoz pe-
dig O-kotott szénhidrat-gyok kapcsolodik. A glikozilacio hatasai osszetettek. A nem glikozilalt
EPO in vitro aktiv, azonban vizsgalatok eredményei azt mutatjak, hogy a teljes in vivo aktivi-
tashoz a glikozilacio nélkilozhetetlen. Bebizonyosodott tovabba, hogy a valtozoé glikozilaciés
mintazat valtozo hatasokat eredményez. Példaul, a deszializalt EPO in vitro aktivitasa fokozott
mértékii, in vivo azonban csokkent aktivitast mutat, ami a hepatociték altal felismert, megko-
tott és eliminalt galaktozgyokok szabadda valasanak tudhaté be. Bebizonyosodott tovabba,
hogy a teljesen szializalt EPO elagazodasi mintazata a biologiai aktivitasban kiilonbségeket
eredményez. A "négycsapos" elagazodasia EPO aktivitasa egyenértékli a "standard" EPO akti-
vitasaval, mig a dontéen "kétcsapos" elagazodasa EPO aktivitasa in vitro haromszoros, in vivo
azonban mindossze 15 %-a a normal aktivitasnak. Ezen tilmenden, killonféle kisérletek ered-
ményeként kimutattak, hogy az EPO mitkodése szempontjabol csak az O-kotott cukrok jelen-
tosek, az N-kotéstiek nem.

Szamos olyan gyogyaszati termék létezik, amely rekombinans modszerekkel 1étreho-
zott, glikozilalt EPO-t tartalmaz. A jelenleg rendelkezésre allo, EPO-tartalmu gyogyaszati ke-
szitmények alkalmazhatosaga - rovid vérplazmai felezési idejiik és proteazos hasitasra vonat-
kozo fogékonysaguk miatt - korlatozott, tovabba, az elagazodas és a szialsavtartalom (egyes

N-kotott glikozilacios helyeken és a helyek kozott eléforduld) nagyfoku heterogenitisa miatt a
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kiilonboz6 glikozilalt alakok komplex elegyeit tartalmazzék. Ezek a hatranyok jelentds mér-
tékben korlatoztak a szoban forgd gyogyaszati készitmények maximalis klinikai lehetdségeinek
kihasznalasat. |

Az ilyen EPO-proteinek keringési felezési idejének novelése és egyéb tulajdonsagai-
nak javitasa érdekében a proteinekhez vizben oldhaté polimereket [pl. polietilénglikolt (PEG)]
kapcsoltak, azonban ez - a polimerek szabalyozott modon térténd kapcsolasaval kapcsolatos
nehézségek miatt - felemas eredményekkel és felhasznalé altal meghatarozott precizitassal jart.
A polimerek (pl. EPG és rokon polimerek) proteinen talalhato reaktiv csoportokhoz torténd
kapcsolasara szamos modszert alkalmaztak [Id. a 4 179 337 szamu egyesiilt allamokbeli szaba-
dalmi leirast (Davis és mtsai.) és a 4 002 531 szamil egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirast
(Royer). A szoban forgd modszerek attekintését illeten Id.: Abuchowski és mtsai.: in:
"Enzymes as Drugs", szerk.: J.S. Holcerberg és J. Roberts), 367-383. old. (1981); és Zalipsky,
S.: Bioconjugate Chemistry 6, 150 (1995). A polietilénglikol és egyéb polimerek proteinek
modositasara torténd alkalmazasat illetden lasd még a kovetkezd forrasokat: Cheng és mtsai.:
Bioconjugate Chem. 10, 520 (1999); Belcheva és mtsai.. Bioconjugate Chem. 10, 932 (1999);
Bettinger és mtsai.: Bioconjugate Chem. 9, 842 (1998); Huang és mtsai.: Bioconjugate Chem.
9, 612 (1998); Xu és mtsai.. Langmuir 13, 2447 (1997); Schwarz és mtsai.. J. Amer. Chem.
Soc. 121, 2662 (1999); Reuter és mtsai.: Bioconjugate Chem. 10, 271 (1999); Chan és mtsai.:
J. Org. Chem. 62, 3500 (1997). Proteinekben a jellemzd kapcsolodasi helye kozé tartoznak a
primer aminocsoportok (pl. a lizinen vagy az N-terminalison talalhatdk), a tiolcsoportok (pl. a
cisztein oldallancokban) és a karboxilcsoportok (pl. a glutaminsavban, aszparaginsavban vagy a
C- terminalison). A leggyakoribb kapcsolodasi helyek példaiként emlithetok a glikopro-
teinek cukorgyokei, ciszteinjei vagy a célproteinek N-terminalisa és lizinjei.

Bar a polimerek EPO-hoz torténd konjugalasara szamos kiilonféle megkozelitési mo-
dot ismertettek, a konjugalasi folyamat soran tobb problémaval keriilhetiink szembe. Figyelmet
kell forditani a biologiai aktivitas konjugalasi reakcié okozta csokkenésének lehetd legteljesebb
mérséklésére. Példaul, a kapcsolodasi helyek szamanak minimalisra csokkentése érdekében
rendszerint megfelel6en hajtogatott ("folded") vagy ujrahajtogatott ("re-folded") proteinek al-
6k Mindazonaltal, ha az aktivalt polimerbdl tul sok kapcsolodik a célproteinhez

kalmazhat

vagy célpolipeptidhez, a biologiai aktivitas jelentds mértékben csokkenhet vagy meg is sziinhet.

Hasonloan, ha a polimer proteinhez torténd kapcsolasara nem megfelel6 kapcsolokomponenst

alkalmazunk (vagy a célmolekulahoz elégtelen mennyiségii polimert kapcsolunk), a létrejott

konjugatum terapias hatékonysaga csokken, és a keringési iddben bekovetkezd novekedés nem
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elégséges a biologiai aktivitas csokkenésének kompenzalasara. Nehézségek adodhatnak abbol
is, hogy a protein aktiv helyét a modositasra alkalmazott polimer blokkolja - e probléma nehe-
zen kiiszobolhetd ki, mivel a polimer és a protein rendszerint oldatban lejatsz6dé reakciok
eredményekeént kapcsolodik egymassal. Felvetették a protein aktiv helyeinek olyan anyagokkal
torténd blokkolasanak lehetdségét, mint pl. a piridoxal-foszfat, azonban az eredmények nem
egyértelmiiek [Id. a 4 179 337 szamu egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirast (Davis és mtsai.)].
Ezek a problémak kiilonosen sulyosak a kis molekulatomegii proteinek és peptidek esetében,
amelyek gyakran tartalmaznak néhany olyan kapcsolodasi helyet, melyek nincsenek osszefiig-
gésben a biologiai aktivitassal.

Példaul, az egyik altalanosan alkalmazott eljaras szerint a vizben oldhato polimereket
a célproteinben 1évé primer aminokhoz kapcsoljak (pl. az N-terminalis aminocsoporthoz és a
lizinek epszilon-aminocsoportjaihoz). A polimerek ciszteinek tiol-oldalancaihoz torténd kap-
csolasara tiol-reaktiv polimer-konjugatumokat is alkalmaztak. Mindkeét megoldas jelent6s
problémakat vet fel, mivel a proteinek tobbségében az ilyen reaktiv csoportok a polipeptid-vaz
kiilonbozd - a protein aktivitasanak, hajtogatodasanak, ujrahajtogatodasanak és stabilitasanak
definialasaban fontos szerepet jatszo - régioi mentén elszorva, tébb példanyban vannak jelen.
Ilyenforman, széles kort elterjedtségiik ellenére a szoban forgd eljarasok tobb-kevesebb hatra-
nyos sajatsaggal birnak, a protein biologiai aktivitasanak nem kivanatos csokkenését eredmé-
nyezik, és rendszerint alkalmazasukkal olyan osszetett elegyek jonnek létre, amelyek elvalasz-
tasa és karaterizalasa bonyolult [Delgada és mtsai.: Pharmaceutical Sciences 3, 59 (1997)].

A véletlenszeri kapcsolodas elkertilésére tett egyik kisérlet soran olyan proteineket
allitottak eld, amelyekben a természetes lizineket eltavolitottak, mikozben a polimer kivant
kapcsolodasi helyeire lizineket iktattak be (Id. a 4 904 584 szamu egyesult allamokbeli szaba-
dalmi leirast). Ezzel a modszerrel, példaul, G-CSF-et és IL-2-t modositottak. A véletlenszerii
olodas kikiiszobolésének egy masik modszere olyan proteinek elallitasat foglalja maga-

kapcs

ban, amelyekben a természetes ciszteinek el vannak tavolitva, mikdzben a polimer kivant kap-
csolodasi helyeire ciszteinek vannak beépitve, vagy a ciszteinek az esetlegesen jelen 1évo, ter-

mészetes ciszteinek eltavolitasa nélkiil vannak beiktatva (EP 0 668 353). Példaul, ezzel az elja-

rassal allitottak elé erythropoietint. Mikézben az ilyen cisztein- vagy lizin-valtozatok elméleti-
leg lehetdvé teszik a polimer helyspecifikus kapcsolasat, semmi nem garantélja, hogy vala-
mennyi kivalasztott hely szabalyozott médon modosithato.

A sok - azonos vagy hasonld reaktiv funkcios csoportot tartalmazo oldallanci - ami-

nosavbol 4llo proteinek helyspecifikus modositasanak nehézségei miatt az utobbi években a fi-
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gyelem a proteinek N- €s C-terminalisainak modositasara iranyult. Az N- vagy C-terminalis
modositasa az e helyeket egyedi modon megvaltoztatd kémiai konjugalasi technikakon alapul
(Id. a WO 90/02136 és WO 00/02135 szamu nemzetkozi kozzétételi iratokat). Példaul, ezt a
technikat alkalmaztak PEG-lancoknak a G-CSF ¢és az IL-8-kemokin N-terminalis aminosava-
hoz torténd kapcsolasara [Id. Gaertner €s mtsai.: Bioconjug. Chem. 7(1), 38 (1996), és WO
96/41813 szami nemzetkozi kozzétételi irat). Mindazonaltal, az N- vagy C-terminalisok mo-
dositasa altalaban csokkenti a protein aktivitasat (Id. pl. az 5 985 265 szamu egyesiilt allamok-
beli szabadalmi leirast, amelyben a PEG G-CSF N-terminalisahoz és lizin-oldallancaihoz torté-
n kapcsolasat tarjak fel). A proteinek vizoldékony polimerekkel torténd modositasanak hatra-
nyai ellenére a proteinek PEGilalasa és egyéb, vizben oldhaté polimerekkel torténd konjugalasa
tovabbra is az alkalmazott médszerek kozé tartozik. Példaul, leirtak a PEG erythropoietin
(EPO) cukorlancaihoz és belso aminosavaihoz, pl. lizinekhez torténdé kapcsolasat (EP
0 605 963 és WO 00/32772) illetve N-terminalisahoz torténd kapcsolasat (1d. a 6 077 939
szam egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirast és a WO 00/32773 szamu nemzetkozi kozzété-
teli iratot). Mindazonaltal, az ilyen PEGilalt EPO-molekulak olyan komplex elegyeket alkot-
nak, amelyek nehezen valaszthatok el, illetve karakterizalhatok.

Tovabbi nehézséget jelent a szoban forgo polimerek nagymértéki heterogenitasa, ami
megneheziti a polimerrel modositott proteinek elegyeinek analitikai karakterizalasat és tisztita-
sat [Delgada és mtsai.: Pharmaceutical Sciences 3, 59 (1997)]. Példéul, a PEG- vagy PEG-
alapu lancok - koztik az igen kis (pl. 3400 D) molekulatomegfiek - eléallitasi modszerei olyan,
gyengén szabalyozott polimerizaciés 1épést foglalnak magukban, ami egy kozépérték korul
sz6rodo, kiilonbozd hosszusagu lancokat tartalmazo készitményeket - vagyis (CH,CH;0),
osszegképleti polimerekbdl (ahol "n" nem egy meghatarozott ért€k, hanem egy kozépérték ko-
riili tartomany) allo készitményeket - eredményez. A derivatizalt proteinek heterogenitasa
gyakran olyan tulajdonsagokkal all osszefiiggésben, amelyek nehezen azonosithatok, még ke-
vésbé elkiilonithetok.

Mindazonaltal, a megfeleld polimer azonositasanak és alkalmazasanak problémajat to-
vabb sulyosbitja az a tény, hogy a jelenleg terapias célra alkalmazott valamennyi EPO-protein
rekombinans DNS-technikak eredménye. A rekombinans DNS-technologia alkalmazasa ko-
atarokat szab az aktivitast noveld gyok és a rekombinans médszerekkel eloallitott EPO-

moly h

protein kozott kialakithatd kotések tipusait €s specifitasat illetéen. Ez elsdsorban annak ko-

szonhetd, hogy nagyon kevés olyan funkcios csoport létezik, amely alkalmas a kotés létrehoza-

sara, masodszor, a modositani kivant proteinben a reaktiv funkcios csoportok altalaban tobb
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példanyban vannak jelen, ami eleve kizarja a modositas specifitasanak lehetoségét. Példaul, ki-
mutattak, hogy a szuperoxid dizmutaz polietilénglikollal torténd, nem szelektiv konjugalasa
esetében a modositott enzim jo néhany frakcidja teljesen inaktivnak bizonyult [P. McGoff és
mtsai.: Chem. Pharm. Bull. 36, 3079 (1988)]. Ezen tulmenden, ha a proteinhez méas-mas szamu
ilyen gyokot kapcsolunk, a terapids hatdsu protein farmakokinetikaja nem josolhaté meg pon-
tosan, ami nagyon megneheziti a dozirozast. Ezenfeliil, a kapcsolas szabalyozasanak hianya a
kovetkezoket okozhatja: (a) csokkent mértékii hatas; (b) a szarmazékok osszetett elegyeinek
szétvalasztasara alkalmas tisztitasi rendszerek kidolgozasanak sziikségessége; és (c) a modosi-
tasra alkalmazott gyok potencialisan instabil kapcsolodasa. Mindezek mellett, szamos kotésrol
(pl. trezil-kloridon alapul6 kotések) ismert, hogy immunogén hatasuak.

A biologiai uton termeltetett proteinek vérkeringésben mérhetd felezési idejének javi-
tasa, valamint proteolizisik és immunogenitasuk mérséklése céljabol vizben oldhat6 polimerek
(pl. polietilénglikol) kapcsolhatok hozzajuk, azonban ez - a kontrollalt kapcsolas nehézségei
miatt - vegyes eredményekkel és felhasznalé altal meghatarozott precizitassal jellemezhetd.
Ezen tulmenden, a polimerek pontos, felhasznalo altal meghatarozott helyekre torténé kap-
csolasanak mérsékelt sikere miatt nagyon keveset tudunk azon eldnyos kapcsolasi helyekrol,
amelyek a proteinekben éltalanosan alkalmazhatdok, tovabba a PEG-protein konjugatumok
tisztitasa és analitikai karakterizalasa - a kapcsolas sztochasztikus természete és a PEG és
egyéb, ilyen célokra jelenleg alkalmazott, vizben oldhat6 polimerek heterodiszperz természete
miatt - meglehetésen bonyolult. Ilyenforman, a reprodukalhato kapcsolodas gyenge szabalyoz-
hatosaganak és a polimer heterogenitasanak osszetett problémaja komolyan gatolja a polimer-
rel modifikalt proteinek gyogyszerként torténd alkalmazasanak széles korti elfogadasat (az
1970-es évek elejére tehetd bevezetésiik 6ta napjainkig csupan néhanyat hagytak jova gyogya-
szati felhasznalasra).

A fentiek értelmében, nagy sziikség van bioaktiv erythropoiesis-stimulalo proteinek -
rekombinans DNS-technikaktol és (a természetes és rekombinans modszerekkel termelt EPO
modositasara alkalmazott) polimer-technikaktol eltéré - eléallitasi eljarasainak kifejlesztésére.
Sziikség van tovabba javitott klinikai tulajdonsagokkal bird erythropoiesis-stimulalé proteinek-
re. Talalmanyunk megoldast nyujt a fent emlitett és egyéb sziikségletekre.

A talalmany targyat szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteinek, valamint azok el6-
allitasi és alkalmazasi eljarasai képezik. Kozelebbrdl, a talalmany targyat olyan szintetikus
erythropoiesis-stimulalé proteinek képezik, amelyekhez egy vagy tobb, vizben oldhat6 polimer

van kapcsolva. Szintén a talalmany targyahoz tartoznak a talalmany szerinti szintetikus
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erythropoiesis-stimulalo proteineket tartalmazo gyogyaszati készitmények.

Ezen tulmenden, a talalmany targyat eljarasok képezik emlos talalmany szerinti, poli-
merrel modifikalt, szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteinnel torténd kezelésére. A talal-
many egyik megvaldsitasi modja értelmében eljarast tarunk fel emlés hematokrit-értékének no-
velésére. A talalmany egy masik megvalositasi modja értelmében eljarast tarunk fel vorosvér-
testek termelddésének fokozasara emlésben. A talalmany egy kovetkezd megvaldsitasi modja
szerint eljarast tarunk fel emls hemoglobin-szdmanak névelésére. Egy tovabbi megvalositasi
mod szerint emlds vorosvértest-szamanak novelésére alkalmas eljarast tarunk fel. Az itt felso-
rolt, talalmany szerinti eljarasok soran az emldsnek a kivant hatas elérése céljabol egy talal-
many szerinti, polimerrel modifikalt, szintetikus erythropoiesis-stimulald protein hatasos
mennyiségét adagoljuk.

A talalmany szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteinek (ideértve azok elo-
nyds, polimerrel modifikalt alakjait és koztestermekeit) eloallitasi eljarasai szintén a talalmany
targyat képezik. A szoban forgé eljarasok soran egy szintetikus erythropoiesis-stimulalo pro-
tein polipeptid-lancanak nem atfedd aminosav-szekvenciait tartalmazo peptidszegmensek ké-
miai ligalasat hajtjuk végre, mialtal szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteint tartalmazo
polipeptid-lancot hozunk létre.

A kovetkezdkben az abrak rovid leirasat ismertetjik.

Az 1/A-1/E abrakon a talalmany szerinti, polimerrel modifikalt, szintetikus
erythropoiesis-stimulalé proteinek eléallitasi eljarasainak folyamatat szemléltetjik.

A 2/A-2/C abrakon a talalmany szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteinek
elallitasi eljarasainak folyamatat szemléltetjik.

A 3/A-3/B abrakon tobb peptidszegmensii ligalasi eljarasok folyamatat mutatjuk be,
mely eljarasok harom vagy tobb nem atfedd peptidszegmens kémiai ligalasabol allnak, vagyis
legalabb egy szegmens a végsd, teljes hosszisagu ligalasi terméknek megfeleld kozéps6 szeg-

mens.
A 4/A-4/C abrakon a nativ kémiai ligalast és a létrejott oldallanc-tiol kémia modosita-

sat szemléltetjik.

Az 5/A-5/B abrakon a talalmany szerinti U-B-Polimer-J* vizoldékony polimer elaga-
zodasi magjanak (B) és egyedi kemoszelektiv funkcids csoportjanak (U) szilard fazist eléallita-
si eljarasat szemléltetjuk.

A 6/A-6/D abrakon a talalmany szerinti elényos, lényegében nem antigéntulajdonsagu,

vizoldékony Polimer-J* poliamid-komponensek (U-B maghoz torténd késobbi kapcsolas célja-
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bol végzett) szilard fazisu eldallitasanak folyamatat szemléltetjik.

A 7. abran az U-B komponens Polimer-J* komponenshez torténd kapcsolasi eljarasat

mutatjuk be, amellyel a talalmany szerinti U-B-Polimer-J* képletii elényos szintetikus polimer-
konstrukcidkat hozzuk létre.

A 8. abran a vizoldékony polimer - ligalasra és talalmany szerinti szintetikus

erythropoiesis-stimulalé protein eldallitasara alkalmazhat6 - peptidszegmenshez torténé preci-
zi0s kapcsolasanak alternativ modjat szemléltetjiik.

A 9. abran a talalmany szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteinek eléallita-
sanak teljes folyamatat szemléltetjik.

10 A 10. abran a szintetikus erythropoiesis-stimulal6 proteinek egyik elényods tipusanak

alapszerkezetét mutatjuk be. pPEG = "precizios PEG".

A 11. abran az athelyezett N- és C-terminalist, cirkularisan permutalt SEP-analégok
altalanos szerkezetét mutatjuk be.

A 12. abran egy eldnyos vizben oldhatd polimer - és kiilonbozd lineéris és elagazod
15  konstrukcioi - szerkezetét mutatjuk be.

A 13. abran elagazé lanci pPEG-polimerek kialakitasat szemléltetjik.
A 14. 4bran a SEP1-L30 elnevezési szintetikus citokin (amely a human EPO 2. pél-

daban leirtak szerint elodallitott, precizios polimerrel modifikalt szintetikus analdgja) szintézisét
szemléltetjiik.

20 A 15. abran a SEP1-L30 elnevezési szintetikus citokint mutatjuk be, amely a human
EPO 2. példaban leirtak szerint eléallitott, precizios polimerrel modifikalt szintetikus analogja.
A 16. abran a SEP1-L.26 elnevezési szintetikus citokint mutatjuk be, amely a human
EPO 3. példaban leirtak szerint eloallitott, precizids polimerrel modifikalt szintetikus analogja.
A 17. abran a SEP1-B50 elnevezésii szintetikus citokinhez (amely a human EPO 4.
25

példaban leirtak szerint eldallitott, precizios polimerrel modifikalt szintetikus analogja) kapcsolt
elényos, elagazo lancd, vizben oldhato polimer szintézisét szemléltetjiik.

A 18. 4bran a SEP1-B50 elnevezésii szintetikus citokint mutatjuk be, amely 2 human
EPO 4. példaban leirtak szerint eldallitott, precizios polimerrel modifikalt szintetikus analogja.

A 20. abran a SEP3-L42 elnevezésti szintetikus citokint mutatjuk be, amely a human
30 EPO 5. példaban leirtak szerint elballitott, preciziés polimerrel modifikalt szintetikus analogja.
A 21. abran a SEP1-B51 elnevezésii szintetikus citokinhez (amely a human EPO 7.

példaban leirtak szerint eldallitott, precizios polimerrel modifikalt szintetikus analogja) torténd

kapcsolasra elényosen alkalmazhato, elagazoé lancu, vizben oldhato polimer szintézisét szem-
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1éltetjuk.

A 22. abran a SEP1-B51 elnevezésii szintetikus citokint mutatjuk be, amely a human
EPO 7. példaban leirtak szerint eldallitott, precizios polimerrel modifikalt szintetikus analogja.

A 23. abran a SEP1-B52 elnevezésii szintetikus citokinhez (amely a human EPO 8.
példaban leirtak szerint elballitott, precizios polimerrel modifikalt szintetikus analdgja) torténd
kapcsolasra elonyosen alkalmazhato, elagazo lancu, vizben oldhaté polimer szintézisét szem-
léltetjiik.

A 24. abran a SEP1-B52 elnevezésii szintetikus citokint mutatjuk be, amely a human
EPO 8. példaban leirtak szerint elallitott, precizios polimerrel modifikalt szintetikus analogja.

A 25. abran a human EPO 2-5., 7. és 8. példakban leirtak szerint eléallitott, precizios
polimerrel modifikalt szintetikus analogjainak jellemz6 analitikai adatait mutatjuk be. Az abran
a hajtogatodott, tisztitott SEP1-B51 monomer-molekulatomeget izoelektromos fokuszalo gé-
len végzett izoelektromos fokuszalassal (IEF) és nem redukalo SDS-PAGE-gélen végzett

gélelektroforézissel hataroztuk meg.
A 26. 4bran a SEPO, SEP1-L26, SEP1-L30, SEP1-B50, SEP1-B51 és SEP3-L42 el-

nevezésii SEP-vegyiiletek faktor-dependens sejtvonalban meghatarozott in vitro aktivitasat
szemléltetjuk.

A 27 4bran a SEP3-L42 és SEP1-B50 id6 (6ra) fiiggvényében mérheté vérplazmai
koncentraciojat (ng/ml) 6sszehasonlité reprezentativ farmakokinetikai gorbe lathato.

A 28 abran a SEP1-B51 és a CHO-sejtekben termeltetett rekombinans, glikozilalt
human erythropoietin (thEPO) vérosvértestek (RBC) 72 oras Fe-felvétele alapjan hipoxias
patkany modellben mért in vivo aktivitasa linearis regresszios analizisének eredményét mutat-
juk be.

A 29. abran a patkanyokban megfigyelt clearance reprezentativ farmakokinetikai gor-
béjét mutatjuk be, osszehasonlitva a SEP1-B51 és az rhEPO - a vizsgalt vegyiiletek egyetlen, 5
pg/kg-os intravénas dozisanak beadasat kovetden az id6 fiiggvényében mért - vérplazmai kon-

(P4

centraciojat (ng/ml).
A 30. abran cirkularisan permutélt, polimerrel modifikalt SEP-konstrukciét mutatunk

be.
A talalmany értelmében szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteineket, valamint

azok eloallitasi és alkalmazasi eljarasait tarjuk fel.
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) A talalmany szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteinek

A talalmany egy elonyos megvalositasi modja szerint szintetikus erythropoiesis-
stimulalé proteint tarunk fel, amelyhez egy vagy tobb vizben oldhaté polimer van kapcsolva.
Az "erythropoiesis-stimulalo protein" kifejezésen olyan proteint értiink, amelynek in vitro bio-
logiai aktivitasa az erythropoietin-dependens sejtvonalak szaporodasanak serkentése. A talal-
many egy elonyos megvalositasi modja értelmében a talalmany szerinti szintetikus erythropoie-
sis-stimulalé proteinek in vivo biologial aktivitasa a vorosvérsejtek termelddésének elosegitése.
Egy protein erythropoiesis-stimullo aktivitasa kiilonféle modszerekkel (pl. az erythropoiesis in
vivo adagolas utani megfigyelése, a protein EPO-dependens sejtvonalak proliferaciojat kozve-
titd képességének tesztelése, stb.) hatarozhat6 meg.

A "vizben oldhaté polimer" vagy "vizoldékony polimer" kifejezésen olyan, lényegében
nem antigéntulajdonsagu polimer értiink, amely vizben oldhato.

Ahogy a talalmany leirasaban hasznaljuk, egy protein akkor "szintetikus", ha aminosa-
vai kozill néhany (legelényosebben az dsszes) polimerizalasat nem rekombinans technika al-
kalmazasaval hajtottuk végre. A "nem rekombinans technika" kifejezésen olyan szerves kémiai
és egyéb szintetikus polimerizacios technikakat értiink, amelyek jol elkiilonithet6k az RNS
proteinné torténd - in vivo vagy in vitro - transzlaciojat magaban foglalo technikaktol. A szin-
tetikus proteinek lehetnek egészében szintetikus vagy félszintetikus proteinek egyarant lehet-
nek. A teljes egészében szintetikus protein valamennyi ligalasi komponense kémiai szintézissel,
azaz riboszéma-mentes szintézissel van elballitva, mig a félszintetikus protein egy ligalasi kom-
ponensének legalabb egy részlete biologiai szintézissel - azaz sejtes vagy sejtmentes transzlaci-
s rendszerben riboszomak altal - van eléallitva.

A talalmany egy elonyos megvalositasi modja értelmében a talalmany szerinti szinteti-
kus erythropoiesis-stimulalo proteinek riboszomalisan meghatarozott erythropoietin aminosav-
szekvenciajat tartalmazo polipeptid-lancot és - egy vagy tobb kémiai ligalasi helyen keresztiil
kovalensen kapcsolt - egy vagy tobb nem atfedd peptidszegmenst. Az erythropoietin legeld-
nyosebben emléseredetii, még elényosebben humén erythropoietin vagy annak szarmazéka.
példaul, szamos erythropoietin aminosav-szekvenciaja ismert, és a human erythropoietinek
szamos aktiv valtozatat létrehoztak (d. pl. az 5856 298, 5 955 422, 8 888 772, 5858 347,
5614 184, 5457 089 és 6 077 939 szamu egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasokat és a WO
00/32772 szamu nemzetkozi kozzétételi iratot). Ilyenforman, egy talalmany szerinti szintetikus

erythropoiesis-stimulalo protein tartalmazhat fentebb emlitett aminosav-szekvenciakat tartal-

maz6 polipeptid-lancot.
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A talalméany egy elényds megvalOsitasi modja szerint a riboszomalisan meghatarozott
erythropoietin egy vagy tobb glikozilacios helyet tartalmaz, és a szintetikus erythropoiesis-
stimulalé protein polipeptid-lancahoz - a riboszomalisan meghatarozott erythropoietin egy
vagy tobb glikozilacios helyének megfelelo - egy vagy tobb helyen vizben oldhaté polimer van
kapcsolva. Egy még elonyos megvalositasi mod szerint a vizoldékony polimer a polipeptid-lanc
kizarolag azon egy vagy tobb helyéhez van kapcsolva, amely(ek) egy vagy tobb ilyen glikozila-
ci6s helynek felel(nek) meg. A talalmany e szempontja értelmében olyan szintetikus erythro-
poiesis-stimulalé proteineket tarunk fel, amelyekben a riboszomalisan meghatarozott erythro-
poietin rekombinans médszerekkel van eldallitva. Ennek megfelelden, a riboszomalisan meg-
hatarozott erythropoietin termeszetes erythropoietin vagy nem természetes erythropoietin le-
het, mely utobbi egy vagy tobb nem természetes glikozilacios helyet is tartalmazhat.

A "glikozilacios hely" kifejezésen egy protein azon aminosav-szekvencigjat értjuk,
amely egy oligoszacharid (szénhidrat) lancnak a protein egy aminosavanak oldallancahoz tor-
tén6 enzimatikus kapcsolodasi helyét reprezentalja; ezek példai az N-kotott és O-kotott
glikozilacios helyek. A talalmany leirasa alapjan érthetd lesz, hogy az egy vagy tébb ilyen
glikozilacios hely eltavolitasa céljabol mutagenizalt erythropoietinek megfelelnek a "glikozilaci-
6s hely" definiciojanak, mivel a polimeres modifikaciohoz visszamaradt hely pozicioja ugyanaz.
A "természetes glikozilacios hely" kifejezésen természetben eldforduléd erythropoietin-gliko-
protein glikozilacios helyet értjuk. A "nem természetes glikozilacios hely" kifejezés az erythro-
poietinben valamilyen manipulacioval létrehozott glikozilacios helyre vonatkozik [példaul, a
rekombinans human EPO ilyen moédon van manipulalva (Id. pl. az 5856 298 szamu egyesult
allamokbeli szabadalmi leirast).

A talalmany egy megvalositasi modja részben azon a felismerésen alapul, hogy ha egy
human erythropoietin polipeptid-lancat tartalmazoé szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteint
egy vagy tobb glikozilacios helyen vizben oldhaté polimer (pl. a leirasban ismertetett polime-
rek) hozzakapcsolasaval modositunk, a vizben oldhaté polimer a természetben el6fordulo
erythropoietin-glikoprotein megfelelé pozicidjaban normalis esetben megtalalhato szénhidrat-
lancnak tulajdonithaté egy vagy tobb biologiai hatas kihasznalasa céljabol alkalmazhatjuk. Ilyen
biologiai hatés lehet a protedzos hasitassal szembeni rezisztencia, az immunogenitas, receptor-
specifitas, specifikus aktivitas, hatékonysag €s farmakokinetikai sajatsagok modositasa. Minda-
zonaltal, egy szénhidrat-lanc jelenlétének megsziintetésével (és a lanc talalmany szerinti el6-
nyos, vizben oldhato polimerekkel tortén6 helyettesitésével) jelentos elényok érhetdk el, ide-

érive az enzimatikus lebontas és celarance elkeriilését (pl. a cukor-lancokon 1év6 szidlszav-
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gyokok eltavolitasaval), valamint egyéb jelenségek (pl. instabilitas, korlatozott keringési felezé-
si id®, eloszlas, rossz tarolhatosagi tulajdonsagok, stb.) megsziintetését. Lényeges azon felis-
merésiink is, hogy a talalmany szerinti, polimerrel médositott, szintetikus erythropoiesis-
stimulald proteinek megtartjak az elényos biologiai tulajdonsagokat, anélkiil, hogy biologiai
aktivitasuk - a nem modositott szintetikus megfeleldjiik aktivitasahoz viszonyitva - jelentds
mértékben valtozna, ideértve a fokozott biologiai aktivitast is, még olyan esetekben is, ha a
szintetikus protein monomer-molekulatomege 25 kD-nal nagyobb.

Ilyenforman, a talalmany egy tovabbi elonyos megvaldsitasi modja értelmében szinte-
tikus erythropoiesis-stimulald proteint tirunk fel, amely egy riboszomadlisan meghatarozott
erythropoietin aminosav-szekvenciajat tartalmazo polipeptid-lancot tartalmaz, mely lanchoz
egy vagy tobb vizben oldhato polimer van kapcsolva, €s monomer-molekulatémege 25 kD-nal
nagyobb, és a szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein biologiai aktivitasa a megfeleld, de
vizben oldhaté polimer nélkiili polipeptid-lancot tartalmazo szintetikus proteinével azonos vagy
még jobb. A biologiai aktivitas lehet in vitro, in vivo vagy mindkettd. Az egyik el6nyos meg-
valositasi mod szerint a biologiai aktivitas in vivo. Egy masik elényos megvalositasi mod ér-
telmében olyan szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteint tarunk fel, amely egy riboszomali-
san meghatarozott erythropoietin aminosav-szekvencijat tartalmazo polipeptid-lancot tartal-
maz, mely lanchoz egy vagy tobb vizben oldhat6 polimer van kapcsolva, és monomer-moleku-
latomege 25 kD-nal nagyobb, és a szintetikus erythropoiesis-stimulal6 protein biologiai aktivi-
tasa a riboszomalisan meghatarozott erythropoietin aktivitasdval azonos vagy meég jobb. Az
el6z6hoz hasonloan, a bioldgiai aktivitas lehet in vitro, in vivo vagy mindkettd. Az egyik elo-
ny6s megvaldsitasi mod szerint a biologiai aktivitas in vivo. A szoban forgo, polimerrel modifi-
kalt szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteinek legeldnyosebben meghatarozott szamu
vizoldékony polimert tartalmaznak.

A "kémiai ligalohely" kifejezésen egy elso peptid vagy polipeptid N-terminalis amino-
savat és egy masodik peptid vagy polipeptid C-terminalis aminosavat értjilkk, amelyek kémiai
kapcsolas (ligalas) révén egymassal nem reverzibilis kovalens kotés létrehozasara képesek.
Ahogy itt hasznaljuk, a "kémiai ligalas" kifejezés olyan kemoszelektiv reakciora vonatkozik,
amely két kémiai entitas (melyek mindegyike kolcsonosen reaktiv funkcios csoportot tartalmaz,
melyek egymassal nem reverzibilis kovalens kotés kialakitasara képesek) kovalens kotését
foglalja magaban. A kémiai ligalas (1) egy egyedi reaktivitasi C-terminalis csoportot tartalma-
26 elsd peptid vagy polipeptid (2) egy egyedi reaktivitasi N-terminalis csoportot tartalmazo

masodik peptiddel vagy polipeptiddel torténd kovalens ligalasat foglalja magaban, melynek so-
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ran a C-terminalis és N-terminalis csoportok egymas kozott nem reverzibilis kovalens kotést
alakitanak ki. Kozelebbrél, a kémiai ligalas a véddcsoport nélkiili peptidszegmensek ligalasara
alkalmas kemoszelektiv reakciok barmelyikével végrehajthato.

A vizben oldhat6 polimert illetéen, az elényds vizoldékony polimerek a kévetkezd
altalanos képlettel irhatok le:

Un-s1-B-s2-polimer-s3-J*

ahol "U" jelentése: a szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein polipeptid-lancahoz kovalens
kotéssel kapcsolt egyedi funkcids csoport, kozelebbrél, az U csoport a szintetikus
erythropoiesis-stimulalo protein egy vagy tobb nem atfedd peptidszegmensének egy vagy tobb
aminosavas "n" oldallancanak koélcsonosen reaktiv egyedi funkcios csoportjahoz van kapcsol-
va, ahol "n" értéke 1 és 6 kozotti egész szam. Az "n" oldallanc elényosen 1 és 4 kozotti egész
szam, legeldnyosebben 1 vagy 2. Ahogy itt hasznaljuk, az "aminosav" kifejezésen a 20 geneti-
kailag kodolt aminosavat, a természetben megtalalhato, ritka vagy nem altalanos aminosavakat
és a nem természetes aminosavakat (pl. szabalytalan aminosavak) értjiik. Az elény6s megvalo-
sitasi modok értelmében az "U" és az "n" oldallanc az egyedi, kolcsondsen reaktiv csoportok
altal alkotott kovalens kotések, melyek a kovetkezOk lehetnek: oxim-, amid-, amin-, uretan-,
éter-, tioéter-, észter-, hidrazid-, oxazolidin-, tiazolidin-, tioéter-, éter- és észterkotés. Az "U"
és "n" kotés legeldnyosebben a kovetkezd: "U" kémiai ligalassal létrehozott kotéssel (amid-,
oxim-, tioészer-, hidrazon-, tiazolidin- vagy oxazolidin-kotéssel) az "n" oldallanchoz kotodik.

"B" jelentése: harom vagy tobb, azonos vagy kiilonbozd kart tartalmazo elagazodasi
mag, amely bizonyos esetekben hidnyozhat; legelényosebben azonban "B" jelen van, és harom
vagy tobb kart, még elényosebben négy vagy tobb kart tartalmaz. A "B" mag egyik karja
(adott esetben az "s1" tavtarto- vagy kapcsolokomponensen keresztiil) az "U" komponenshez
van kapcsolva, mig a "B" mag egy masik karja (adott esetben az "s2" tavtarto- vagy kapcsolo-
komponensen keresztiil) a "polimer" komponenshez kapcsolodik. Az egyik elényds, polimerrel
modifikalt szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteinben a "B" molekularész elagazasi karjai-
nak legalabb egyike oxim-, amid-, amin-, uretan-, tioéter-, észter-, hidrazid-, oxazolidin- vagy
tiazolidin-kotésbdl szarmazo gyokot tartalmaz. A taldlmany szerinti polimerrel modifikalt,
szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein egy elonyos "B" elagazodasi csoportja amin,
karboxilat vagy vegyes amino-karboxilat elagazodasi magot tartalmaz. Az el6nyos amin elaga-
z6dasi mag lizint, az elényos karboxilat elagazodasi mag glutaminsavat vagy aszparaginsavat,

és az elényos vegyes amino-karboxilat elagazodasi mag gamma-glutaminsavat vagy szarmazé-

kait tartalmazza.
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A "polimer" komponens lényegében nem antigénhatasu, vizben oldhaté polimer,
amely azonos vagy kiilonbozd, ha a "B" komponens jelen van. A "vizben oldhato polimer" ki-
fejezésen lényegében nem antigénhatasu, vizben old6dé polimert értiink, amelynek atomi mo-
lekulatomege nagyobb, mint kb. 1000 D. A "polimer" komponens effektiv hidrodinamikai mo-
lekulatomege 10 kD-nal nagyobb, még elényosebben kb. 20 kD és 500 kD kozotti, legelonyo-
sebben kb. 40 kD és 300 kD kozotti. Az "effektiv hidrodinamikai molekulatomeg" kifejezésen
egy polimer-lanc - vizalapu méretszelekcios kromatografiaval (SEC) meghatarozott - effektiv,
vizzel szolvatalt méretét értjiikk. Ha a vizben oldhat6 polimer ismétlédod polialkilén-oxid egysé-
gekbol (pl. ismétlédd etilén-oxid egységekbdl) allo polimerlancokat tartalmaz, elényos, ha az
egyes lancok atomi molekulatomege kb 200 D és kb. 80 kD kozotti, elénydsebben kb. 1,5 kD
és kb. 42 kD kozotti, legelénydsebben 2 kD és kb. 20 kD kozotti. Hacsak masképpen nem je-
lezziik, a molekulatdmegen atomi molekulatomeget értiink.

A "polimer" komponens molekulatomege igen tag hatarok kozott valtozhat, és kii-
lonféle polimer-alegységeket tartalmazhat, melyek lehetnek biologiai polimerek, szintetikus
polimerek, illetve ezek kombinacidi. Az ilyen vizben oldhatd polimerek jellemzd példai kozé
tartoznak a kovetkezdk: dextran és dextranszarmazékok, koztik a dextran-szulfat, P-amino-
keresztkétott dextrin és karboximetildextrin; celluldz és celluldz-szarmazékok, pl. metilcelluloz
és karboximetilcelluloz; keményitd és dextrinek, valamint a keményitd szarmazékai és hid-
roilaktatjai; polialkilénglikol és szarmazékai, koztiil a polietilénglikol, metoxi-polietilénglikol,
polietilénglikol-homopolimerek, polipropilénglikol-homopolimerek, az etilénglikol propiléngli-
kollal alkotott kopolimerei (mely homopolimerek és kopolimerek lehetnek szubsztituens nél-
kiiliek vagy egyik végukon alkilcsoporttal szubsztitualtak), heparin vagy heparin-fragmensek;
polivinilalkohol  és polivinil-etiléterek; polivinilpirrolidon; aszpartamid, és polioxietilezett
poliolok, dextrannal és dextran-szarmazékokkal, dextrinnel és dextrin-szarmazékokkal. A ta-
lalmany céljaira a felsorolt, vizben oldhaté polimerek killonb6z6 szarmazékai is alkalmasak le-
hetnek.

A vizben oldhato polimerek szakember szamara jol ismertek, killonosen a polialkilén-
oxid-alapu polimerek, mint pl. a polietilénglikol (PEG). Ld. pl. "Poly(ethylene glycol)
Chemistry: Biotechnical and Biomedical Applications", szerk.: J.M. Harris, Plenum Press, New
York, N.Y. (1992), "Poly(ethylene glycol) Chemistry and Biological Applications", szerk.:
J M. Harris és S. Zalipsky, ACS (1997), valamint a kovetkezd nemzetkozi kozzétételi iratokat,

illetve egyesult allamokbeli szabadalmi leirasokat: WO 90/13540, WO 92/00748, WO 92/16555, WO
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94/04193, WO 94/14758, WO 94/17039, WO 04/18247, WO 94/28937, WO 95/11924,
WO 96/00080, WO 96/23794, WO 98/07713, WO 98/41562, WO 98/48837, WO
99/30727, WO 99/32134, WO 99/33483, WO 99/53951, WO 01/26692, WO 95/13312,
WO 96/21469, WO 97/03106, WO 99/45964, and US Patents Nos. 4,179,337,
5.075,046; 5,089,261; 5,100,992; 5,134,192; 5,166,309; 5,171,264; 5,213,891;
5,219,564; 5,275,838; 5,281,698; 5,298,643; 5,312,808; 5,321,095; 5,324,844;
5,349,001; 5,352,756, 5,405,877, 5455027, 5,446,090; 5,470,829, 5,478,805;
5,567,422; 5,605,976; 5,612,460 5614549, 5618,528; 5,672,662, 5,637,749,
5643575 5,650,388, 5,681,567, 56861 10; 5,730,990; 5,739,208; 5,756,593,

© 5,808,096; 5,824, 778, 5,824,784, 5,840,900; 5,874,500; 5,880,131, 5,900,461,
5,902,588; 5,919,442; 5,919,455; 5932462; 5,965,119; 5,965,566; 5,985,263;
5990,237;, 6,011,042, 6,013,283; 6,077, 939, 6,113,906; 6,127355; 6,177,087;
6,180,095; 6,194,580, 6,214,966).

A talalmany szempontjabol még eldnyosebb polimerkomponens polialkilénoxidot, po-
liamid-alkilénoxidot vagy ezek szarmazékat tartalmazza. A talilmany szerinti megoldas szem-
pontjabol elényds polialkilénoxid €s poliamid-alkilénoxid -(CH,-CH»-O)- képletli ismétlédo
etilén-oxid egységet tartalmaz. Még eldnyosebben, a polimerkomponens az -[C(0)-X-C(O)-
NH-Y-NH], vagy -[NH-Y-NH-C(0)-X-C(O)]. altalanos keépletii (ahol X és Y jelentése: két-
értékil gyokok, melyek egyformak vagy kilonbozok, elagazoak vagy linearisak; és "n" értéke:
2 és 100 kozotti egész szam, eldnydsebben 2 és 50 kozotti egész szam), kb. 1 kD-nél nagyobb
molekulatomegi poliamid, amelyben mind az X, mind az Y biokompatibilis, lényegében nem
antigénhatast ismétlédé egységet tartalmaz, amely linearis vagy elagazo egyarant lehet. A ta-
lalmany szerinti megoldas szempontjabol legelénydsebb vizben oldhato ismétlodd egység
-(CH,-CH,-0)- vagy -(CH,-CH,-O)- képletii etilén-oxidot tartalmaz. A vizben oldhat6 ismét-
16d6 egységek szama tag hatarok kozott valtozhat, azonban az ilyen egységek szama elonyo-
sen 2-500, 2-400, 2-300, 2-200, 2-100, legeldényosebben pedig 2-50. Egy még elényosebb
megvalositasi mod szerint X és Y jelentése: -((CHz)n-(CH2-CH-O)n2-(CHz)w)- vagy
-((CH2)n1~(0-CH;-CHa)x2-(CHa)w1-, ahol "nl" értéke 1-6, 1-5, vagy 1-4, legelonyosebben 1, 2
vagy 3; és "n2" értéke: 2-50, 2-25, 2-15, 2-10, 2-8, legeldnydsebben 2-5. Egy kiilonosen eld-
nyos megvaldsitasi mod szerint X jelentése: -(CH,-CH,)-, és Y jelentése: -(CH,-(CH-CHa>-
0);-CH,-CH;-CHy)- vagy -(CH,-CH,-CH,-(0-CH-CH,)s-CHa)-.

A "polimer" komponens - illetve (ha jelen vannak) az egy vagy tobb tavtarto- vagy

kapcsolokomponens - biologiailag stabil vagy biologiailag lebonthaté polimerlancokat vagy
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-egységeket tartalmazhat. Példaul, az ismétlodo kotéseket tartalmazé polimer stabilitasa fizio-
logiai feltételek mellett - a kotés bomlékonysagatdl fliggden - valtozo. Az ilyen kotéseket tar-
talmazé polimerek fiziologiai feltételek melletti relativ hidrolizises ratajuk szerint kategorizal-
hatok (a kis molekulatomegu analdgjaik ismert hidrolizises rataja alapjan: pl. a kevésbé stabi-
laktol a nagy stabilitasuak felé: polikarbonatok (-O-C(0)-O-) > poliészterek (-C(0)-O-) > po-
liuretanok (-NH-C(0O)-0)-) > poliortoészterek (-O-C((OR)(R”))-O-) > poliamidok (-C(O)-
NH-). Hasonl6an, a vizben oldhat6é polimert célmolekulahoz kapcsolé kotérendszerek szintén
biologiailag stabilak vagy biologiailag lebonthatok lehetnek, a kevésbé stabilaktol a nagy stabi-
litasuak felé: karbonat (-0-C(0O)-0-) > észter (-C(O)-0-) > uretan (-NH-C(O)-0)-) > ortoész-
ter (-O-C((OR)(R”))-O-) > amid (-C(O)-NH-). Ezeket a kotéseket csupan példaként emlitjiik,
s ez nem jelenti azt, hogy a talalmany szerinti, vizben oldhaté polimerek polimer-lancaiban
vagy kotési rendszereiben csupan ezek a kotések lennének alkalmazhatok.

A fenti, "Un-s1-B-s2-polimer-s3-J*" altalanos képletben a J* komponens egy tolda-
lékcsoport ("pendant group”), amely fiziologiai koriilmények kozott negativ, pozitiv vagy
semleges netto toltésii. Az ilyen csoportok példaiként emlithetok a kovetkezok: akilcsoport,
arilcsoport, heteroalkilcsoport, heteroarilcsoport, aril-alkilcsoport, acilcsoport, alkoxicsoport,
alkenilcsoport, alkinilcsoport, amidocsoport, aminocsoport, karbonilcsoport és hasonlok (ide-
értve azok szubsztitudlt valtozatait, illetve soit is). Semleges toltésii csoportként eldnyosen az
alkilcsoportok és alkoxicsoportok alkalmazhatok, melyek 1-18 szénatomosak és linearis vagy
elagazo lancuak lehetnek. Toltéssel bird csoport alkalmazasakor a J* komponens ionizalhatéd
funkcids csoportot reprezental. A funkcios csoportok példai kozé tartoznak, tobbek kozott, a
karbonsavak, észterek, amidok, nitrolok, tiolok és hidroxilok. Az ilyen J*-csoportok aminosa-
vak, nukleinsavak, zsirsavak, szénhidratok vagy szarmazékaik komponensei lehetnek, €s olyan
molekulak, mint a kitin, kitozan, heparin, heparin-szulfat, chondroitin, chondroitin-szulfat,
dermatan és dermatan-szulfat, ciklodextrin, dextran, hialuronsav, foszfolipid, szialsav és ha-
sonlok. A J*-komponens elénydsen ionizilhato csoportot tartalmaz, amely karboxilcsoport,
aminocsoport, tiolcsoport, hidroxilcsoport, foszforilcsoport, guanidiniumcsoport, imidazolcso-
port vagy ezek sdja lehet. A J*-komponens legeldny6sebben ionizalhato karboxilatgyok, amely
fiziologiai feltételek mellett nettd negativ toltésii. Példaul, a talalmany szerinti elényds, poli-
merrel modifikalt, szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteinek izoelektromos pontja 3 és 7

kozétti, igy a pI finomhangolasara a negativ toltésti J*-csoportok hasznalhatok fel.
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Az "s1", "s2" és "s3" komponensek tavtartd- vagy kapcsolokomponensek, amelyek
egyformék vagy kiilonbozdek, és egymastol fiiggetleniil jelen lehetnek vagy hianyozhatnak. A
talalmany szerinti megoldas szempontjabol elényos tavtarto- vagy kapcsolokomponensek linea-
ris vagy elagazdé molekularészek, amelyek egy vagy tobb - vizoldékony polimerekben alkalma-
zott - ismétlddd egységet tartalmaznak, példaul, diamino- és/vagy disav-egységeket, termé-
szetes vagy nem természetes aminosavakat vagy szarmazékaikat, illetve alifas gyokoket, pl.
alkil-, aril-, heteroalkil-, heteroaril-, alkoxi- és hasonlo gyokoket, melyek legfeljebb 18 szén-
atomosak. A tavtarto- vagy kapcsolékomponens, még elényosebben, polimerlanc is lehet.

Mas modon, a fenti "Un-s1-B-s2-polimer-s3-J*" altalanos képlet "Un-B-Polimer-J*"
altalanos képletként is leirhat6, amelyben az sl, s2 és s3 csoportok jelen lehetnek vagy hia-
nyozhatnak.

A polimer-komponens, még elényosebben, olyan polimer-komponens, ahol a az "U-
s1-B-s2-polimer-s3-J* vizoldékony polimer teljes egészében szakaszos szintézissel van eléal-
litva. Ez pontos molekulatomegli és meghatarozott szerkezetii polimerek eldallitasat teszi le-
hetdvé. Ezzel szemben, a hagyomanyos polimerszintézis (amely egy polimerizacids folyamat)
olyan elegy jon létre, amely kiilonb6zd hosszisagu lancokat tartalmaz, melyek molakulatomeg-
és méreteloszlasa olyan, hogy a kiillonb6z6 lancok elvalasztasa bonyolult (ha nem lehetetlen). A
molekularis tisztasag szabalyozasanak képessége azzal az eloénnyel jar, hogy olyan
monodiszperz szintetikus protein allithato elé, amelyhez vizben oldhaté polimer van kapcsolva.
Ez jelentds elényt nyujt abbol a szempontbol, hogy kikiiszobolhetSk a heterogén vegyiiletekbdl
adodo valtozékony tulajdonsagok, és csak azok a vegyiiletek allithatok eld és izolalhatok vi-
szonylag egyszeriien, amelyek a legelényosebb sajatsagokkal birnak.

A talalmany egy masik eldnyos megvalositasi modja értelmében a talalmany szerinti
szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteinek egy vagy tobb szabalytalan aminosavat is tartal-
maznak. Ahogy itt hasznaljuk, a "szabalytalan aminosav" kifejezés olyan aminosavra vonatko-
zik, amely nem genetikailag kodolt oldallancot, nem genetikailag kodolt molekulagerincet, nem
genetikailag kodolt, szubsztitualt Na- vagy aC(0)-gyokot (vagy ezek kombinaciojat) tartal-
maz, vagyis a 20 genetikailag kodolt, riboszomalisan beépitett aminosavtol eltéré aminosavak-
ra. A szabalytalan aminosavak jellemzd példai kozé tartoznak a genetikailag kodolt funkcids
csoporttdl eltéré egyedi funkcids csoportot hordozé oldallancokat tartalmazo aminosavak, va-
lamint a pszeudo-aminosavak és a kiilonb6z6 aminosav-szdrmazékok. A taladlmany szerinti
megoldas a szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteinek tervezésében és/vagy elballitasaban

széles korii variabilitast és rugalmassagot biztosit. A talalmany szerinti megoldas értelmében
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alkalmazhato, nem riboszomalisan beépitett aminosavak kozé tartoznak, tobbek kozott, a ko-
vetkezék: D-aminosavak, B-aminosavak, pszeudo-glutamat, y-aminobutirat, ornitin, homocisz-

tein, N-szubsztitualt aminosavak [ld. Simon és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 9367

(1992); WO 91/19735 szamu nemzetkozi kozzétételi irat (Bartlett és mtsai.), és 5646 285

szamu egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras (Baindur)], o-amino-metilén-oxi-ecetsavak (ami-
nosav-Gly dipeptid izoszter), a-amino-oxisavak és egyéb, nem genetikailag kodolt oldallanc
funkcids csoportokat tartalmazo aminosav-szarmazékok, stb. Szintén alkalmazhatdk a tioami-
dot, vinil-amidot ("vinylogous amide”), hidrazint, metilénoxicsoportot, tiometiléncsoportot,
foszfoamidokat, oxiamidot, hidroxietilén-csoportot, redukalt amid és szubsztitualt redukalt
amid izosztereket és P-szulfonamid(oka)t tartalmazo peptidanalégok. A "pszeudo-aminosav"”
kifejezés olyan aminosavra vonatkozik, amelynek molekulagerince €s oldallanc-csoportjai azo-
nosak a genetikailag kodolt aminosavéval, de az oldallancok atomi dsszetétele kilonbozik at-
tol.

A taldlmany egy elényos megvalositasi modja értelmében olyan szintetikus erythro-
poiesis-stimulalé proteineket tarunk fel, amelyekben a polipeptid-lanc egy szabalytalan amino-
savahoz vizben oldhato polimer van kapcsolva. A vizben oldhat6 polimer polipeptid-lanchoz
torténd kapesolasara azok a szabalytalan aminosavak elényosek, amelyek a genetikailag kodolt
funkcios csoportok jelenlétében is kemoszelektiv liglasi reakci6 alkalmazasat teszik lehetové,
anélkiil, hogy a polimer reagalna azokkal.

Ahogy fentebb emlitettitk, a teljes egészikkben szakaszos mobdon eldallitott, vizben
oldhato polimerek monodiszperz formaban allithatok el6 (példaul, a talalmany szerinti elényos
poliamid-etilén-oxidok). Ilyenforman, a talalmany egy tovabbi elényds megvalositasi modja
értelmében a vizben oldhato polimer monodiszperz (vagyis olyan, molekularisan homogén ké-
szitmény, amely egyféle és strukturalisan meghatarozott molekulafajtat tartalmaz). Ezenfeliil,
mivel a szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteinek szintén eléallithatok teljes egészitkkben
kémiai szintézissel, esetiikben is lehetéség van a monodiszperz allapotban torténd eloallitasra.
Az ilyen vegyiiletek elénye a nagyfoku tisztasig és a tisztitas és analitikai karakterizalas prob-
Jémamentessége (ami a heterodiszperz polimerek esetében nem jellemzd). Ezek a vegyiiletek a
reprodukalhato adagolas és hasonlok szempontjabdl is elénydsek (példaul, egyetlen molekula-
tipus, szemben a glikoproteinekre és a rekombinans modszerekkel eldallitott, PEGilalt protei-

nekre jellemzd heterogén elegyekkel).
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Ahogy fentebb emlitettitk, a taldlmany szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo
protein monomer-molekulatomege 25 kD-nal nagyobb lehet. A talalmany céljaira a molekula-
tomeg meghatarozasat denaturald SDS-poliakrilamid gélelektroforézis alkalmazasaval hajtjuk
végre. A "monomer-molekulatomeg" kifejezésen egy monomer szintetikus protein molekula-
tomegét értjitk, megkulonboztetve azon szintetikus proteinek molekulatomegétdl, amelyek egy
protein vagy polipeptid tobb példanyabol allnak. A "monomer-polipeptid molekulatomeg" ki-
fejezésen egy polipeptid-monomer molekulatomegét értjiik, megkiilonboztetve azon szintetikus
proteinekétdl, amelyek kapcsolt polimereket és/vagy egy protein vagy polipeptid tobb példa-
nyat tartalmazzak. Még elonyosebben, a talalmany szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo
protein 40 kD-nal nagyobb, még elényodsen 50 kD-nal nagyobb molekulatomegi, legelonyo-
sebben 60-70 kD-os. Példaul, az egyik talalmany szerinti, elényos, szintetikus erythropoiesis-
stimulalo protein (SEP-1-B51) monomer-molekulatomege kb. 73 kD. Mindazonaltal, az ennél
sokkal nagyobb molekulatomegii konstrukciok szintén a talalmany igényelt oltalmi korébe tar-
toznak.

A talalmany egy kovetkezd megvalositasi modja értelmében olyan szintetikus erythro-
poiesis-stimulalo proteint tarunk fel, amely a protein ligélasi helyén pszeudo-aminosavat €s -
adott esetben - a proteinhez kapcsolva vizben oldhato polimert tartalmaz. E vegyiletek - a
ligalasi helyen védocsoport nélkiili oldallanc funkcios csoportot tartalmazo - ligalasi termék ki-
alakitasaval allithatok eld, oly modon, hogy egy (kemoszelektiv, reaktiv funkcids csoportot
hordozé N-terminalis aminosavat tartalmazo) elsé peptidet vagy polipeptid-szakaszt egy ma-
sodik - kémiai ligalassal kompatibilis, C-terminalis funkcios csoportot (pl. o-karboxi-tioésztert)
tartalmazé - peptidhez vagy polipeptid-szakaszhoz ligalunk, és a ligalasi helyen lévd, nem veé-
dett oldallanc funkciés csoportot pszeudo-aminosavva alakitjuk (pl. a cisztein tiol-oldallanca-
nak karboximetilalasaval, ami pszeudo-glutamat aminosavat eredményez). A természetes kémi-
ai ligalasi helyeken 1évé ciszteinek atalakitasaval létrehozott pszeudo-aminosavakat "pszeudo
nativ kémiai ligalasnak" nevezziik (részletes leirasat 1d. késébb).

A talalmany szerinti megoldas értelmében feltarunk egy olyan szintetikus erythropoie-
sis-stimulalo proteint, amely - a ligalasi helyén 1évé aminosav oldallancahoz kapcsolva - vizben
oldhato polimert tartalmaz. Ezek a vegyiiletek a ligalasi helyen véd6csoport nélkiili oldallanc
funkcios csoportot tartalmazo ligalasi termék kialakitasaval szintetizalhatok, oly modon, hogy
egy (kemoszelektiv, reaktiv funkcios csoportot hordoz6 N-terminalis aminosavat tartalmazo)
elsd peptidet vagy polipeptid-szakaszt egy masodik - kémiai ligalassal kompatibilis, C-termina-
lis funkcios csoportot (pl. a-karboxi-tioésztert) tartalmazé - peptidhez vagy polipeptid-sza-
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kaszhoz ligalunk, és a ligalasi helyen 1évo, védocsoport nélkili oldallanc funkcids csoporthoz
vizben oldhaté polimert kapcsolunk.

A taldlmany szerinti, pszeudo-aminosavas kémiai ligalasi eljaras és a kémiai ligalasi
helyen végzett polimeres modifikacios eljards a korabbi technikakhoz képes szamos eldnyt
nytjt, igy példaul, lehetdvé teszi a erythropoiesis-stimulalo proteinek kiilonbozd - egyébként
megfelel6 ligalasi helyek nélkili - tipusainak nagy mennyiségben torténd szintézisét, noveli
azon helyek (és kapcsolasi kémiak) szamat, amelyeknél rutinszerii és koltségtakarékos moédon
helyspecifikus polimer-modifikacié hajthato végre; és lehetove teszi jelentés molekulatdomeg,
szintetikus erythropoiesis-stimulald proteinek szintézisét. A szoban forgd eljarasok kiillondsen
alkalmasak nagy atmendteljesitményii analogizalasra (a kivant biologiai tulajdonsagok finom-
hangolasahoz), ideértve a vizben oldhato polimerek kapcsolasara alkalmas hely vagy helyek
pasztazasat.

Ahogy fentebb emlitettitk, a talalmany szerinti, polimerrel modifikalt, szintetikus
erythropoiesis-stimulalo proteinek biologiai tulajdonsagai a polimer kapcsolasi helyeinek és
kémiajanak pontos megvalasztasaval modosithatok - kombinalva a vizben oldhato polimer
molekulatomegének, polimer-osszetételének, szerkezetének (pl. linearis vagy elagazd6 vagy
ezek kombinacioja), és toldalékcsoportjanak (pl. toltott vagy toltés nélkiili vagy ezek kombina-
cidja) pontos meghatarozasaval. Kozelebbrdl, egy proteinhez kapcsolt, vizben oldhat6 polimer
- amellett, hogy a felezési id6t meghosszabbitva noveli a protein molekulatomegét és elagazo-
dasainak szamat -, lehetvé teszi, hogy a szintetikus erythropoiesis-stimulald protein (izoelekt-
romos pont pontos toltésii legyen, ami az meghatarozasa alapjan mérhetd, amely hozzavetdleg
megegyezik a megfeleld, biologiailag termelt protein (amely a szintetikus erythropoiesis-
stimulald protein aminosav-szekvenciajanak alapjaul szolgal) toltésével, amelynek elonye a
megfeleld, riboszomalisan meghatarozott protein természetes toltésének utinzasa. llyenforman,
a talilmany egy elonyos megvaldsitdsi modja értelmében olyan szintetikus erythropoiesis-
stimulalo proteineket tarunk fel, amelyekre a fenti sajatsdgok kombinaltan jellemzdk, ideértve
az e célra alkalmazott, vizben oldhato polimereket, kiilonosen a strukturalisan defimalt poli-
mer-adduktumokat, amelyek alkalmasak elére meghatarozott poziciokban torténd kapcsolasra.

Kozelebbrél, a talalmany szerinti elényos, szintetikus erythropoiesis-stimulal6 protei-
nek (SEP-k) elényosen a human vizeleteredeti EPO polimerrel modifikalt, szintetikus analog-
jai. A talalmany egy elonyos megvalositasi modja értelmében a szintetikus erythropoiesis-
stimulalo proteinek - egy vagy tobb aminosavukhoz tioéter-, oxim-, amid- vagy egyéb kotésen

keresztiil kapcsolva - egy vagy tobb vizben oldhato polimert tartalmaznak. Egy kiilondsen el6-
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nyds megvalositasi mod szerint az emlitett kotések egy vagy tobb olyan pozicioban talalhatok,
amelyek a humén vizeleteredetii EPO-ban természetes allapotban glikozilaltak (vagyis a 24.,
38., 83. és 126. poziciok). A talalmany szerinti SEP-molekulak, legelényosebben, két vagy
tobb ilyen pozicioban tartalmaznak polimert. Egy masik, alternativ megvalositasi mod értelmé-
ben a polimerek mas aminosavakhoz lehetnek kapcsolva. A talalmany szerinti szintetikus
erythropoiesis-stimulalo proteinek polimerrel modifikalt pozicioi kozé tartoznak azok az ami-
potencialis protedzos hasitasi helyen vagy annak kozelében - helyezkednek el. Példaul, a poli-
merek az EPO 9., 69. és/vagy 125. pozicioi kozil egy vagy tobb helyre kapcsolhatok. Ezenfe-
lill, ha a természetes glikozilacios helyek koziil egyet vagy tobbet polimer hozzakapcsolasaval
nem modositunk, az adott régioban egy vagy tobb aminosavat - kivant esetben -, példaul, lizin-
nel helyettesitiink (ha pozitiv toltés kialakitasa a cél) vagy aszparaginsavval vagy glutaminsav-
val helyettesitiink (ha negativ toltés kialakitasa a cél). A talalmany szerinti SEP-molekulak 6ssz
molekulatomege kb. 25 kD-t6l kb. 150 kD-ig, még elényosebben kb. 30 kD-t6l kb. 80 kD-ig
terfjed. A molekulatomeg az adott analog mddositasara alkalmazott, vizben old6dé polimerek
szamanak novelésével vagy csokkentésével, illetve szerkezetitk modositasaval szabalyozhato.

Példaul, az oximkotésii polimerrel modositott SEP-analogok oly modon éllithatok eld,
hogy a szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteinhez - annak amino-oxi, keton vagy aldehid
funkcios csoportot tartalmazo, nem természetes aminosavan - amino-oxi, keton vagy aldehid
funkcios csoportot tartalmazd, vizben oldhato polimert kapcsolunk. Példaul, a SEP-0 és SEP-1
89. és 117. poziciojaban pszeudo-glutaminsavat tartalmaz, amely a glutaminsav -CHoa-CH,-
CH,-COOH képletli oldallancatdl eltérd, -CHa-CH,-S-COOH képletii oldallancot hordozo,
nem természetes aminosav. A tioéter-kotéseket tartalmazd SEP-analogok elonydsen tiol funk-
cios csoportot hordozé cisztein (vagy oldallancaban tiolcsoportot tartalmazo, nem termeészetes
aminosav) alkalmazasaval hozhatok létre. A 10. abran a talalmany szerinti elény0s, szintetikus
erythropoiesis-stimulalé proteinek egy tipusanak alapszerkezetét mutatjuk be.

A talalméany egy alternativ megvalositasi modja értelmében, a taldlmany szerinti SEP-
molekulak "cirkularisan permutalt” EPO-analogokat tartalmaznak, amelyekben az EPO termé-
szetes N- és C-terminalisa at van helyezve. Még elényosebben, az athelyezés eredményeként az
N- és C-terminalis kis strukturalis kényszeritettségli poziciokba keriil (pl. rendezetlen hurkok-
ba, stb.). Az athelyezés, példaul, a - természetes EPO aminosav-szamozasanak megfeleléen -
125. és 126. pozici6 koriil elhelyezkedd, rendezetlen hurokba torténhet. A szintetikus

erythropoiesis-stimulalo proteinek, legelénydsebben, diszulfidmentesek, €s kémiai Gton agy
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vannak modositva, hogy elére meghatarozott aminosavakhoz kapcsolva polimer-komponense-
ket tartalmazzanak.

Mas modon, a talalmany szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteinek N- és
C-terminalisa természetes glikozilaciés helyre - vagy egyéb, glikoziliciora alkalmas helyekre
(pl. a 126. és 125. pozicid) - van athelyezve. A SEP-molekulak N- és C-terminalisa a molekula
toltésének semlegesitése vagy megvaltoztatasa céljabol beiktatott modositasokat (pl. karboxi-
amidalas, stb.) is tartalmazhat. A cirkularisan permutalt molekulak egy elényos példajaban az 0j
N- és C-terminalis a 126, illetve 125. pozicioba van athelyezve. A 7., 29., 33. és 161. pozici-
okban elhelyezkedd, természetes, diszulfidképzé ciszteinek eldénydsen a nem természetes L-o.-
N-vajsavval (Aba) vannak helyettesitve, amely nem képes diszulfidkotés kialakitasara. Az
R166, E37 és V82 aminosavak - a termelés javitasa céljabol - elénydsen alaninnal vannak he-
lyettesitve. A nativ EPO szamozasa szerinti 1. s 166. poziciok kozé elonydsen tovabbi ciszte-
int inszertalhatunk, melyen poziciojat 0-val jeloljiik. Az igy kapott molekula - N-terminalistol
C-terminalis iranyban - a 126., 0., 38. és 83. pozicioban négy ciszteint tartalmaz, melyek (1)
ligalasi helyként, illetve (2) tioéter-képzd pPEG-kapcsolasi helyként alkalmazhatok. Adott
esetben az A125 aminosavat is ciszteinnel helyettesithetjiik, létrehozva ezaltal egy ujabb pPEG-
kapcsolasi helyet.

A taldlmany szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteinek 6ssz molekulato-
mege kb. 25 kD-t6l kb. 150 kD-ig, még eldnyosebben kb. 30 kD-tol kb. 80 kD-ig terjed. A
molekulatémeg az adott analég modositasara alkalmazott polimer (pl. pPEG) szamanak nove-
lésével vagy csokkentésével, illetve szerkezetének megvaltoztatasaval szabalyozhato. A na-
gyobb konstrukciok esetében a pPEG-kozvetitette hidrodinamikai molekulatomeg 100 kD-nal
nagyobb. Az opcionalis pPEG-kapcsolasi helyek (N—C-terminalis iranyban) a 125, 9. és 24.
pozicioban helyezkednek el. Egyéb SEP-analog-tipusok a rendezetlen hurokrégioban tartal-
maznak alternativ N- és C-terminalist és/vagy N- és/vagy C-terminalisukrél aminosavak vannak
lehasitva. A talalmany szerinti elényos, cirkularisan permutalt molekulak alapszerkezetét a 11.
abran mutatjuk be. A talalmany szerinti elonyos, vizben oldhato polimer - és kiilénbozo linearis
és elagazo konstrukciok - szerkezetét a 12. abran szemléltetjuk.

A kisérleti példakban ismertetett specifikus SEP-konstrukciok mellett, a human EPO
nativ szekvencijanak kovetkezok szerint végzett cirkularis permutacidjaval terveztink egy
szekvenciat. A természetes N-terminalis aminosavat (Alal) és C-terminalis aminosavat
(Argl66) egy Ujabb cisztein beiktatasaval osszekapcsoltuk, mialtal 167 amindsavas polipepti-

det hoztunk létre. E polipeptid 4j N- és C-terminalisanak kialakitasa érdekében a lancot a nativ
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szekvencia 125. és 126. aminosava kozott hasitottuk; az Gsszes nativ ciszteint L-a-amino-n-
vajsavval helyettesitettik, és a kovetkezd szubsztituciokat hajtottuk .végre: Glu37Ala,
Asn38Cys, Val82Ala, Asn83Cys, Ser126Cys és Argl66Ala (valamennyi aminosav-szamozast a
human EPO nativ szekvenciaja alapjan adtuk meg). Ezek a modositott elemek egyiittesen a
SEP-5 aminosav-szekvenciajat eredményezik. A SEP-5-L28-proteint a (human EPO-szekven-
cia szamozasa alapjan) 126., 0., 24, 38. ¢és 83. pozicioban - maleimiddel modositott linearis
(TTD-Succ)s karboxilatpolimer-konstrukcio - Michael-addicios reakcioval végzett kapcsolasa-
val médositottuk. E modositasokat Ggy terveztik meg, hogy javitsak a SEP-5-L28-protein
szintézisét és kezelhetoségét. A megtervezett szekvenciat négy peptidszegmensbdl allitottuk
el6, melyek mindegyike N-terminalis ciszteint tartalmazott. A kémiai ligalasi helyek a kovetke-
z6k voltak: Cys0, Cys38 és Cys83. Peptideket szintetizaltunk: a C-terminalis peptid o-
karboxilat volt, a tobbi harom ot-tioészter, igy az N-terminalis ciszteinek oldallancat Acm-cso-
porttal védtiik. a 24. pozicidban 1évd cisztein oldallancat nem védtiik. A peptidszegmensekat -
a két C-terminalis szakasszal kezdve - nativ kémiai ligalassal lépésenként egymashoz kapcsol-
tuk, majd a ligalas utan a ligalasi helyen 1évé cisztein szabad oldallancat maleimiddel médosi-
tott linearis (TTD-Succ)s karboxilatpolimer-konstrukcioval reagaltattuk (Michael-addicios re-
akcié alkalmazasaval), és a cisztein-oldallancot védé Acm-csoportot eltavolitottuk. A kovetke-
z6 peptidszegmens ligalasat és a polimer hozzakapcsolasat hasonlo médon hajtottuk végre. Az
Acm-csoport eltavolitasa utan a kovetkezd (negyedik) peptidszegmenst ligaltuk, és az utolsd
Acm-csoport eltavolitasat és a polimeres modifikaciét az el6z6khoz hasonlé modon elvégezve
a cirkularisan permutalt, polimerrel modifikalt SEP-konstrukciot kaptuk (Id. 30. abra).

II) A talalmany szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein eléallitasa

Bar a polimerrel modifikalt, erythropoiesis-stimulal6 proteineket korabban mar leirtak,
a talalmany szerinti megoldas jelentosen eltér a korabbi megoldasoktol. Példaul, a talalmany
szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteinek - részben vagy egészben - kémiai uton
vannak szintetizalva. Ezenfelill, a talalmany szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé protei-

nek - egy vagy tobb, felhasznalo altal kivalasztott és meghatarozott helyen - vizben oldhato

polimerekkel vannak modositva.

Ezen tulmenden, a taldlmany szerinti erythropoiesis-stimulalo proteinek szintézises
elballitasi modja révén biztosithato, hogy a szoban forgé modositasok egy adott készitményben
16v6 osszes molekula felhasznalo altal kivalasztott €s meghatarozott helyének mindegyikén
megtalalhatok legyenek. A szintézis egységessége €s szabalyozottsaga a talalmany szerinti
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megoldast élesen megkulonbozteti a korabban leirt eljarasokkal végzett véletlenszeri modosi-
tasoktol. A taldlmany szerinti megoldas lehetdvé teszi olyan szintetikus erythropoiesis-
stimulald protein megtervezését, amelyben barmely nem kulcsfontossagi aminosav derivatizal-
haté oly médon, hogy polimer-adduktumot tartalmazzon. Ezen tulmenden, az ilyen felhasznalo
altal kivalasztott és meghatarozott helyek mindegyikén a felhasznald meghatarozhatja a pontos
kotést (amid-, tioészter-, tioéter-, oxim-, és hasonld kotések), amelyen keresztiil az adduktu-
mok a polipeptid vagy protein molekulagerincéhez kapcsolhatok. Az egy adott helyen kivana-
tos polimer-adduktumok szintén varialhatok és kontrollalhatok, mialtal a végeredményként ka-
pott készitményben minden egyes protein vagy polipeptid pontosan azonos derivatizalt helyen
pontosan ugyanazt a derivatizalt adduktumot tartalmazza. Ilyenforman, a talalmany szerinti
megoldas polimerrel modifikalt erythropoiesis-stimulalo polipeptidek és proteinek homogén
készitményeinek eldallitasat teszi lehetove.

A talalmany szerinti megoldas - azon tulmenden, hogy lehetdséget biztosit a vizben
oldhato polimer kapcsolodasi helyei pozicidjanak és szamanak varialasara - lehetévé teszi a
megkotott polimer természetének megvaltoztatasat is. Az adott, felhasznalo altal kivalasztott
és meghatarozott helyre beépithetd polimer-adduktumok tetszélegesen meghatarozott hosszu-
saghiak lehetnek. Hasonloan, a talalmany szerinti eljarasok lehetdséget biztositanak arra, hogy a
kiilonboz6 helyeken kulonbozo hosszisagl polimereket alkalmazzunk. Ilyenforman, a talal-
many egyik megvalositasi modja értelmében a polimerrel modifikalt szintetikus erythropoiesis-
stimulalé proteinek a vizben oldhato polimer-adduktummal egyszeresen vagy tobbszorosen
modifikaltak lehetnek. Ha egy bizonyos polipeptidbe vagy proteinbe egynél tobb polimer-
adduktumot épitiink be, az alkalmazott polimerek "mono-specifikaltak”, "poli-specifikaltak",
"egységesen specifikaltak"” vagy veltéréen specifikaltak” lehetnek. Ahogy itt hasznaljuk, a
"mono-specifikalt" kifejezés olyan polipeptidre vagy proteinre vonatkozik, amely egyféle poli-
merrel van modositva. Ezzel szemben, a "poli-specifikalt" kifejezésen olyan polipeptidet vagy
proteint értiink, amely tobbféle polimerrel van modositva. Az ilyen poli-specifikalt polipeptidek
vagy proteinek "egységesen specifikaltak", ha a polipeptid vagy protein minden egyes modo-
sitott helyén ugyanazon, egyféle polimer van jelen, mig a poli-specifikalt polipeptidek vagy
proteinek akkor "eltéroen specifikaltak", ha a polipeptid vagy protein modositott helyei kilon-
boz6 polimerekkel vannak modositva.

Ezen talmenden, lehetdség van arra is, hogy a felhasznalo altal kivalasztott és meg-
hatarozott helyek mindegyikén valtoztassuk a polimer-adduktumok linearitasanak és elagazo-

dasanak mértékét. Ennek megfelelden, a polimer-adduktumok linearisak, elagazok vagy egysé-
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gesen elagazok lehetnek. Az "egységesen elagazo" kifejezésen azt értjiik, hogy egy adott he-
lyen a polimer valamennyi elagazasa azonos szerkezetii és hosszusagi. A talalmany szerinti el-
jarasokkal - varakozasaink szerint - az egyes elagazasok hossziisaga, illetve az adott elagazasi
ponton a polimer szerkezete egyarant valtoztathato.

Osszefoglalva: a talalmany szerinti megoldas lehetdséget nyujt a polipeptid vagy pro-
tein molekulavazaban a felhasznalo altal kivalasztott és meghatarozott, polimerrel modositott
helyek (1) elhelyezkedésének és (2) gyakorisaganak definidlasara; valamint az ilyen helyeken az
elagazodasok (3) hosszusaganak, (4) fajtajanak és (5) mértékének szabalyozasara. Ezen tulme-
nden, a tobb polimerrel modositott polipeptidek és proteinek esetében a taladlmany szerinti
megoldas lehetéséget nyujt az egyes helyeken a fenti 6t véltozo egymastdl fuggetlen meghata-
rozasara. Sét, az elagazo polimerrel modositott, szintetikus erythropoiesis-stimulalé polipepti-
dek és proteineket illetden, a talalmany szerinti megoldas lehetdvé teszi, hogy a fenti 6t valtozd
minden egyes elagazodasi pontra kiilon-kiilén legyen meghatarozhat6. Ez a precizios, polimer-
rel modifikalt, szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteinek (amelyek a 20 genetikailag kodolt
aminosav-oldallanc barmelyikének tobb példanyat tartalmazzak, melyeket nem gatoljak a nem
kivanatos polimer-kapcsolasok) homogén készitményeinek szintézisét teszi lehetové.

Ilyenforman, a talalmany szerinti megoldas jelentds rugalmassagot biztosit a polimer-
rel modifikalt szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteinek tervezésében, szintézisében és al-
kalmazasaban. Példaul, a talalmany szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteinek ami-
nosav-szekvenciaja - az alapjaul szolgalo, genetikailag kodolt protein aminosav-szekvenciaja-
hoz viszonyitva - egy vagy tobb aminosavat érintd deléciot, inszerciot vagy szubsztituciét hor-
dozhat. Az aminosav-szekvencia egy vagy tobb szabalytalan aminosavval (pl. pszeudo-amino-
savval) és/vagy egyéb, nem természetes oldallancot (példaul, amely tgy van modositva, hogy
vizben oldhato polimer-adduktum hozzakapcsolasara alkalmas egyedi kemoszelektiv funkcios
csoportot tartalmazzon) hordozé aminosavval lehet szubsztitualva. Ennek megfelelden, a viz-
ben oldhat6 polimer szabalytalan aminosavon vagy genetikailag kodolt aminosavon keresztiil
kapcsolhaté a proteinhez. A vizben oldhaté polimer linearis vagy elagazo lehet, és kémiai gyo-
kot (pl. karboxil-, alifds, amid- vagy amingyokét) hordozo terminalis csoportot tartalmazhat.
Ezen talmenden, a vizben oldhato polimer monodiszperz lehet, vagyis ugy allithato eld, hogy
pontosan definialt szerkezet(i és osszetételi, egyféle molekulatipus legyen. Ilyenforman, a viz-
ben oldhaté polimer tigy tervezhetd meg, hogy a vele modositott célprotein felezési idejének,
immunogenitasanak, hatékonysaganak, tarolhatosaganak, adagolasanak, szallithatosaganak és

hasonlé tulajdonsagainak pontos beallitasat szolgalod eszkozoket hordozzon.
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A talalmany szerinti, proteinnel modifikalt, szintetikus erythropoiesis-stimulalo protei-
nek talalmany szerinti eloallitasi eljarasa a kovetkezd 1épésekbdl all: tervezés, peptidszintézis,
peptidligalas, a teljes hosszusagu ligalasi termék megfelelé Osszehajtogatasa ("folding"), 1étre-
hozva ezaltal a proteint, és a protein biologiai aktivitasanak értékelése. Azt talaltuk, hogy a
polimerrel végzett modositas a peptidszintetizalasi vagy peptidligalasi lépésben, vagy a mar
osszehajtogatott terméken hajthaté végre. Mindazonaltal, a polimer elényosen a peptidekhez
vagy a ligalasi termékhez (a "folding" el6tt) kapcsolhatjuk. Az igy eldallitott, kivant biologiai
aktivitast mutato proteinek kiszelektalhatok, s ezek a taldlmany szerinti szintetikus erythro-
poiesis-stimulal6 proteineket reprezentaljak.

Az egyik elényos eljaras szerint egy szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteint tar-
talmazéd polipeptid-lancot a szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein polipeptid-lancanak
nem atfedd aminosav-szekvenciait tartalmazd peptidszegmensek kémiai modszerrel végzett
ligalasaval allitjuk eld. Kozelebbrdl, a talalmany szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé
proteinmolekulak a kérdéses szintetikus erythropoiesis-stimulal6 proteinmolekula polipeptid-
lancanak nem atfedd aminosav-szekvenciait tartalmazo peptidszegmensek egymashoz ligalasa-
val allithatok eld, mely peptidszegmensek koziil egy vagy tobb - felhasznalo altal meghataro-
zott és elore kivalasztott helyen hozzakapcsolt - vizben oldhatod polimert tartalmaz. A polimer-
rel modifikalt peptidlanc megfeleld osszehajtogatasat kovetden a talalmany szerinti, polimerrel
modifikalt, szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteinhez jutunk.

A talalmany szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein el8allitasanak egy ma-
sik elényos eljarasa szerint egy talalmany szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein
polipeptid-lancanak nem atfedé aminosav-szekvencidit tartalmazo peptidszegmensekat kémiai
mobdszerrel egymashoz ligalunk, és egy vagy tobb vizben oldhaté polimert egy vagy tobb kémi-
ai ligalasi helyen aminosav-oldallanchoz kapcsolunk, majd a polimerrel modositott polipeptid-
lancot osszehajtogatasaval a talalmany szerinti, polimerrel modifikalt, szintetikus erythropoie-
sis-stimulalé proteint kapjuk.

A szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteinek, kevésbé elényos modon, a kovetke-
26k szerint is eléallithatok: (1) egy szintetikus erythropoiesis-stimuldlo protein polipeptid-
lancanak nem atfedd aminosav-szekvenciait tartalmazé peptidszegmensekat kémiai modszerrel
egymashoz ligalunk, mialtal a szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteinnek megfeleld, teljes
hossztisagti polipeptid-lancot kapjuk, amelyben legalabb egy peptidszegmens egy elsé kemo-
szelektiv funkcios csoportot hordozé szabalytalan aminosavat tartalmaz; (2) a polipeptidlancot

megfelelé6 modon Osszehajtogatjuk ("folding"); és (3) olyan vizben oldhaté polimert kapcso-
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lunk hozza, amely - az els6 kemoszelektiv csoporttal kolcsondsen reaktiv - egyedi kemoszelek-
tiv csoportot tartalmaz.

A talalmany kilonféle megvalositasi modjait reprezentald kilonféle eljarasokat, me-
lyeket a példakban is ismertetiink, az abrakon a szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteinekre
altalanosan szemléltetjik. Példaul, az 1/A-1/E abrakon olyan ligalasi sémakat mutatunk be,
amelyek - a ligalast megelSzden, a ligalast kovetden vagy ezek kombinacidjaval - egy vizben
oldhaté polimer (U-B-Polimer-J*, meghatarozasat ld. fentebb) részlegesen vagy teljesen védo-
csoport nélkiili peptidszegmensekhez (az abrakon hullamos vonal) térténd kapcsolasat foglal-
jak magukban. Az 1/A-1/D abrakon Yaa jelentése: az els6 peptidszegmens C-terminalis amino-
sava, amely egyedi kemoszelektiv gyokot (pl. a-karboxil-tioésztert) tartalmaz, és alkalmas egy
masodik - egyedi és kolcsonosen reaktiv N-terminalis "Xaa" aminosavat (pl. N-terminélis cisz-
teint) hordozo - peptidszegmenshez torténd ligalasra, mely "Xaa" aminosav az "Yaa" amino-
savval kemoszelektiv kémiai ligalasra képes. Az Yaa €s Xaa kozotti kemoszelektiv reakcié a
két aminosav kozott kovalens kotés (pl. amidkotés) kialakulasat eredményezi. Ilyenforman, az
Yaa és Xaa kemoszelektiv ligalasi part képez. Az abrakon "U,-" jelentése egy masodik egyedi
kemoszelektiv molekularész, amely egy aminosav oldallancanak felhasznal6 altal pontosan
meghatarozott helyéhez van kapcsolva, és kemoszelektiv és kolcsonosen reaktiv az U-B-
Polimer-J* altalanos képleti, vizben oldhaté polimer "U-" csoportjaval. Példaul, ha U, jelenté-
se: ketoncsoporttal modositott oldallanc, ugy az U-Polimer-J* altalanos képletii, vizben old-
hato polimer "U-" csoportja a ketonnal kemoszelektiven reagald csoport, pl. amino-oxicsoport,
amely oximkotés kialakitasara képes. Az "U,-" "n" indexe azon aminosavak és oldallancaik
szamat jelzi, amelyekhez az "U" kemoszelektiv csoport kapcsolasat terveztik. Példaul, ha két
specifikus és felhasznalo altal meghatarozott helyet kivanunk polimerrel modositani, n =2, ami
a kovetkezéképpen is leirhato: U, vagy Un-. Valamennyi esetben "n" értéke: pozitiv egész
szam, amely tervezéssel pontosan kontrollalhato. Ilyenforman, "U," és "U" egy masodik kemo-
szelektiv ligalasi part reprezental, amely az Xaa és Yaa kemoszelektiv csoportjaival kompatibi-
lis, illetve azokkal nem reaktiv. Az 1/A és 1/B abran két kulonbozd lehetséges reakceiod folya-
matabrajat mutatjuk be. Az els6 reakcioban egy "U," funkcids csoportot hordozo polipeptid-
lancot egy masodik polipeptidhez ligalunk, majd a ligalasi terméket U-B-Polimer-J* molekula-
val reagaltatva polimerrel modifikalt polipeptidet kapunk. A masodik reakcioban az "U," funk-
cios csoportot hordozo polipeptid-lancot az U-B-Polimer-J* molekulaval reagaltatjuk, s az igy

kapott, polimerrel modositott polipeptidet egy masodik polipeptidhez ligaljuk, ami egy na-
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gyobb méretii, polimerrel modifikalt polipeptidet eredményez. Az 1/A és 1/B abra annyiban
kiillonbozik egymastol, hogy mig az 1/A abran bemutatott reakcié soran az Xaa aminosavat
hordozo polipeptidet modositjuk a polimerrel, az 1/B abran lathat6 reakcioban a polimert az
Yaa aminosavat tartalmazo polipeptidhez kapcsoljuk. Az 1/C abran a talalmany szerinti megol-
das azon sajatsagat szemléltetjitk, hogy tobb polipeptid-lanc moédositasara is alkalmas, akar a
nagyobb polipeptiddé torténd ligalasuk eldtt, akar azt kovetden. Az 1/D abran "PG" és "PG" "
jelentése: véddcsoport, mely "PG’ " védbcsoport ortogonalis véd6csoport, vagyis PG és PG’
eltérd feltételek mellett hasithatd le, igy ezek olyan esetekben alkalmasak, ha az U,-
csoportokhoz azonos kapcsolasi kémiaval kilénbozd vizoldékony polimereket kapcsolunk,
vagy ha az U,-csoportok olyan oldallanc funkcios csoportokat reprezentalnak, amelyeket nem
kivanunk polimerrel modositani (pl. a reaktiv -NH, vagy -SH csoportokat hordozo oldallan-
cok, ahol a vizben oldhato polimer U-csoportja ugy van megtervezve, hogy kizarolag primer
aminocsoporttal vagy oldallanc tiolokkal reagaljon). Az 1/D 4bran azt szemléltetjik, hogy a
talalmany szerinti eljarasokkal ligalandé polipepidek kivant oldallancainak védésére védodcso-
portok alkalmazhatok.

Az 1/E abran az 1/A-1/D abrakon bemutatott ligalasi és polimerrel végzett modifika-
lasi 1épésekben alkalmazott peptidszegmensekben potencialisan jelenlévo vagy hianyzo, kiilon-
féle csoportokat mutatjuk be.

A 2/A-2/C &brakon a talalmany szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteinek
eléallitasi eljarasainak tovabbi sémait mutatjuk be. Kozelebbrdl, a 2/A és 2/B abran a vizben
oldhato U-B-Polimer-J* polimer N-terminalis Xaa csoporthoz - ligalasi helyen (pl. cisztein
tiol-oldallancanal) - térténd kapcsolasat magaban foglalé ligalasi sémat mutatunk be. A 2/C ab-
ran a 2/A és 2/B abrakon bemutatott ligalasi és polimerrel végzett modifikalasi 1épésekben al-
kalmazott peptidszegmensekben potencialisan jelenlévé vagy hianyzo, kulonféle csoportokat
mutatjuk be.

A 3/A és 3/B abran a harom vagy tobb, nem atfedé peptidszegmens kémiai ligalasat
(ahol legalabb egy peptidszegmens a végsd, teljes hosszisagu ligalasi terméknek megfelelé ko-
zépsd szakasz) magaban foglalo eljarasok végrehajtasi sémainak folyamatabrait mutatjuk be.
Az e modon eléallitott peptidek egy masik ligalasi reakcioban (pl. az 1/A-1/E, 2/A-2/C és 4/A-
4/C 4brakon bemutatott reakcioban) felhasznalhato peptidszegmensek eldallitasara alkalmaz-
hatok. A tobb szakaszos ligalasok soran, altalaban, a kozépsé szakasz(ok) védett Xaa-
csoportot vagy védett Yaa-csoportot tartalmaznak, hogy elkeriiljitk a peptid gyuriivé zarodasat

vagy konkatamer-képzédosét (az alkalmazott ligalasi kémiatol fuggden). A tobb lépéses vagy
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sorozatos ligalasok esetében egy kozépsd szakasz Xaa-csoportjat védGcsoporttal latjuk el [pl.
Cys(Acm)], mig a Yaa-csoportot védGcsoport nélkil hagyjuk (pl. Yaa-COSR, hogy -COSR
jelentése: alfa-karboxil-tioészter). Ilyen esetben az Yaa-csoport szabadon reagalhat egy méaso-
dik - szintén véddesoport nélkiili Xaa-csoportot tartalmazo - peptiddel, mely masodik peptid
nem tartalmaz szabad Yaa-csoportot. A ligalast kovetden a védécsoportot - az Xaa-csoport
kovetkezd ligalasi reakciohoz torténd regeneralasa céljabol - eltavolitjuk. Ezt a folyamatot, ki-
vant esetben, hosszabb polipeptidlanc létrehozasa céljabol folytathatjuk. Az Yaa-csoport védeé-
se kiilonosen hasznos a - négy vagy tobb szakaszbol allo végsé ligalasi termékek eldallitasat
eredményezé - konvergens kémiai ligalas céljaira. Példaul, egy négy peptidszegmens ligalasabol
(azaz harom ligalasi reakciobol) allo folyamat eredményeként 1étrehozott célprotein esetében, a
protein egyik végének megfeleld két szakaszt és a protein masik végének megfelel6 két sza-
kaszt parhuzamosan ligaljuk egymashoz (szemben a lépésenkénti ligalassal), és a két veget egy
utolsé ligalasi reakcioval kapcsoljuk ossze. Az ilyen konvergens kémiai ligalasi sémakban
szintén alkalmazhatok ortogonalis ligalasi kémiak. Még egyszer: a peptidszegmensekben po-
tencialisan jelen 1évé vagy hianyzo csoportok killonféleségét az 1/E, 2/C és 4/C abran szemlél-
tetjuk.

A 4/A-4/C abrakon azt mutatjuk be, hogy a talalmany szerinti megoldas értelmében
milyen médon hajthaté végre a nativ kémiai ligalas és a kapott tiol-oldallanc kémiai modosita-
sa. Kozelebbrdl, a 4/A-4/B abrékon a nativ kémiai ligalast €s a ligalasi hely(ek)en a kapott
cisztein tiol-oldallancanak tioalkilezéssel - €és tioéter-kotést tartalmazo, kémiailag moédositott
oldallanc (az abran "W") létrehozasaval - végzett, pszeudo-aminosavat (az abran "¥'Xaa")
eredményezd kémia modositasat szemléltetjik. Egy masik, abraval nem szemléltetett megvalo-
sitasi mod értelmében a tiol-oldallanc deszulfurizacios reakcioval alaninna alakithato [ld. Liang
és mtsai.. J. Amer. Chem. Soc. 123(4), 526 (2001)]. Mindkét reakcio lényeges jellemzdje,
hogy az atalakitani vagy médositani nem kivant tébbi tiol-olcallancot megfelelé véddcsoporttal
(PG) vagy - tobb peptidszegmensii ligalas céljara - ortogonalis véddcsoporttal (PG’ ) védhetd,
ahol a C-terminalis Yaa-csoportot tartalmazo peptidszegmens védett N-terminalis Xaa-
csoportot hordoz, azaz PG-Xaa-peptid, amely, példaul, a 4/B abran bemutatott moédon allit-
hato elé. A 4/C abran - a 4/A és 4/B abran, illetve az 1/A-1/E, 2/A-2/C és 3/A-3/B abrakon
bemutatott ligalasi és polimeres modifikalasi reakciokban alkalmazott - peptidszegmensekben
potencialisan jelen 1évd vagy hianyzo csoportok kiilonféleségét mutatjuk be.

A tervezéssel 0sszhangban megkonstrualjuk a polipeptid-gerinc szintetizalasara alkal-

mazand peptideket vagy polipeptid-szegmenseket. Ez magaban foglalja a megfelel6 ligalasi
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helyek kivalasztasat, amit a polipeptid-gerinc Osszeallitisara kivalasztott ligalasi reakciod, az
adott célproteinre kivalasztott polimerkapcsolasi reakcio és a polimer kapcsolasi helyei alapjan
hajtunk végre. Nativ kémiai ligalas alkalmazasa esetén a cisztein ligalasi helyeket a
célpolipeptid-gerinc aminosav-szekvenciajanak megfeleld, természetes ciszteinek azonositasa
céljabol végzett letapogatasaval hatarozzuk meg. A talalmany leirasaban ismertetett, bovitett
nativ kémiai ligalds alkalmazasa esetén a ligalasi helyek a célpolipeptid-gerinc aminosav-
szekvenciajanak megfeleld, természetben el6forduld - hatékony ligalast lehetové tevd - ligalasi
hely junkciok (pl. Xaa-Gly helyek) azonositasa céljabol végzett pasztazasaval szelektalhatok.
Mivel a bévitett nativ kémiai ligalas nem korlatozodik a ciszteineknél végzett ligalasra, szamos
aminosav funkcionalhat ligalasi hely junkcioként. Bizonyos esetekben a nativ kémiai ligalast é€s
a bovitett nativ kémiai ligalast kombinalva alkalmazzuk.

A talalmany egy elényds megvalositisi modja értelmében a teljes hosszasagu
polipeptid-lanc részének vagy egészének létrehozasara a nativ kémiai ligalast alkalmazzuk.
Kémiai ligalasi helyként a szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein alapjaul szolgalo, terme-
szetben eléforduld proteinben jelen 1évd ciszteinek alkalmazhatok, azonban, ha egy elényos
ligalasi junkcié nem tartalmaz alkalmas ciszteint, az adott pozicioban lévo, ciszteintdl eltérd
aminosav ciszteinnel helyettesithetd, hogy az adott helyen lehetové tegyik a nativ kémiai
ligalast. Kivant esetben a behelyettesitett cisztein az adott pozicioban 1évo eredeti aminosavnak
megfelelé pszeudo-aminosavva alakithato at. Mas modon, ha a polimer tervezett kapcsolasi
helyére ciszteint épitink be, a tiol-oldallanc tiol-reaktiv vizoldékony polimer-konstrukcio kap-
csolasara hasznalhato fel, feltéve, hogy a célpolipeptidben 1évd Gsszes tobbi - valtozatlan alla-
potban megtartani kivant - cisztein védécsoporttal van ellatva.

A talalmany egy tovabbi eldnyos megvalositasi modja értelmében a teljes hosszisaga
polipeptid-lanc egy részének vagy egészének eldallitasara a bovitett nativ kémiai ligalast alkal-
mazzuk. Erre a célra N-terminalis, Not-szubsztitualt, két vagy harom szénatomos alkil- vagy
aril-tiol aminosavak alkalmazhatok. Az ilyen aminosavak (ha a ligalasra hasznalt peptid vagy
polipeptid N-terminalisan vannak jelen) elonyGsen alkalmazhatok a polipeptid masik - C-
terminalisan o-karboxi-tioésztert tartalmazo - polipeptidhez (bdvitett nativ kémiai ligalasi elja-
rasokkal) torténd ligalasara.

A peptidek szintézisére rendszerint - automata peptidszintetizalé berendezésen vagy
manualisan végzett - standard, szakaszos, szilard fazis Boc- és/vagy Fmoc-peptidszintézist al-

kalmazunk ["Synthetic Peptides, A User’ s Guide", szerkeszté: G.A. Grant, W.H. Freeman &
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Company, New York, N.Y. (1992); "Principles of Peptide Synthesis", 2. kiadas, szerkesztd:
M. Bodanszky, Springer-Verlag (1993); "The Practice of Peptide Synthesis", 2. kiadas, szer-
kesztok: M. Bodanszky €s A. Bodanszky, Springer-Verlag (1994); "Protecting Groups", szer-
keszt: P.J. Kocienski: Georg Thieme Verlag, Stuttgart, Németorszag (1994); "Fmoc Solid
Phase Peptide Synthesis, A Practical Approach", szerkesztok: W.C. Chan és P.D. White, Ox-
ford University Press (2000)]. A tioészter-kozvetitette ligalasra (pl. nativ kémiai ligalasra) al-
kalmazott peptidek standard eljarasok alkalmazasaval is el6allithatok [1d. pl. Dawson és mtsai.:

Science 266, 776 (1994); Canne és mtsai.: Tetrahedron Lett. 36, 1217 (1995); WO 96/34878

szamu nemzetkozi kozzétételi irat (Kent és mtsai.), WO 98/28434 szamu nemzetkozi kozzé-
tételi irat (Kent és mtsai.); Ingenito és mtsai.: JACS 121(49), 11369 (1999), Hackeng és
mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 10068 (1999), Amiato és mtsai., Id. fentebb].

A peptidszintézis soran a ligalasra és a vizben oldhaté polimer helyspecifikus kapcso-
lasara kémiai ortogonalis stratégiakat alkalmazunk (Id. az 1-4. abrakat és a példakat), mialtal
kikiiszobolhetok a nem kivant kapcsolodast eredményez6 mellékreakciok. Példaul, a ligalasi ti-
pustdl és a polimer kapcsolasanak modjatol figgden, kiillonféle ortogonalis szintetizalasi tech-
nikak alkalmazhatok, melyek soran a peptidhez kapcsolni kivant, vizben oldhat6 polimer ter-
mészetét és - még inkabb - a polipeptidhez torténd kapcsolasra alkalmazni kivant funkcids cso-
portot kell figyelembe venni (ahogy azt a késObbiekben a talalmany szerinti elényos gliko-
utanzo polimerek esetében ismertetjik).

A vizben oldhaté polimert ugy allitjuk eld, hogy tartalmazzon egy egyedi funkcios
csoportot (U), amely szelektiven képes reagalni a ligalasra alkalmazott célpeptid, a teljes
hosszisagu peptid vagy akar az ¢sszehajtogatott polipeptid egyedi funkcids csoportjaval. Mi-
vel kémiai szintézist alkalmazunk, a peptidet ugy allitjuk eld, hogy pontos, felhasznalé altal
meghatarozott helyen kolcsonosen reaktiv kemoszelektiv csoportot tartalmazzon. A talalmany
e megvaldsitasi modjaban a peptidszintézis (véddcsoport-stratégiak) €s a kémiai ligalas (részle-
ges védettség vagy védocsoport nélkiili stratégiak) alapelveit alkalmazzuk. A véddcsoport-
stratégia értelmében az 0sszes potencialisan reaktiv funkcidscsoportot - a vizoldékony polimer
kapcsolashoz alkalmazni kivant funkcios csoportja €s a célmolekula kolcsonosen reaktiv funk-
cids csoportja kivételével - megfeleld véd6csoporttal blokkoljuk. Erre a célra szamos véddcso-
port alkalmas és ismert [Id. pl. "Protecting Groups in Organic Synthesis", 3. kiadas, szerkesz-
tok: T.W. Greene és P.G.M. Wuts, John Wiley and Sons, Inc. (1999); NovaBiochem 2000-es
katalogus; "Synthetic Peptides, A User’s Guide", szerkeszto: G.A. Grant, W.H. Freeman &
Company, New York, N.Y (1992); "Advanced Chemtech Handbook of Combinatorial & Solid
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Phase Organic Chemistry", szerkeszték: W.D. Bennet, J. W. Christensen, L.K. Hamaker, M.L.
Peterson, M.R. Rhodes és H.H. Saneii, Advanced Chemtech (1998); "Principles of Peptide
Synthesis", 2. kiadas, szerkeszt6: M. Bodanszky, Springer-Verlag (1993); "The Practice of
Peptide Synthesis", 2. kiadas, szerkesztok: M. Bodanszky és A. Bodanszky, Springer-Verlag
(1994); "Protecting Groups", szerkesztd: P.J. Kocienski: Georg Thieme Verlag, Stuttgart,
Németorszag (1994)].

Ilyenforman, a vizben oldhat6 polimer ugy allithato eld, hogy sokféle funkcids cso-
portot (pl. a fentebb leirtakat) tartalmazzon. A részleges védettségli és véddcsoport nélkiili
stratégia alkalmazasakor a polimer funkcios csoportja és a célpeptiden vagy -polipeptiden 1évo,
kolcsonosen reaktiv funkcios csoport kemoszelektiv reakciopart alkot, ami azt jelenti, hogy a
reakciorendszerben jelen lehetnek mas funkcios csoportok is, azonban azok az emlitett, egy-
massal kolcsonosen reaktiv funkcios csoportokkal nem lépnek reakcioba. Ezek kozé tartoznak
az aminbefogasi stratégiakra fogékony csoportok (pl. hemiamin-képzéssel, iminképzéssel vagy
Michael-féle addicioval végzett ligalas), a tiolbefogasi stratégidkra fogékony csoportok (pl.
ligalas tioészter-cserével, cisztein vagy tioltartalmu oldallanc aminosav-szdrmazék bevonasa-
val) és ortogonalis ligalasi kapcsolasi stratégidkra fogékony csoportok [pl. ligélas tiazolidin-
képzéssel, tioésztercserével, tioészter-képzéssel, diszulfidcserével és amidképzéssel; Id.
Coltart: Tetrahedron 56, 3449 (2000)].

A talalmany e megvalositasi modja szempontjabol elényos kemoszelektiv U-csoport
olyan egyedi funkcios csoportot tartalmazhat, amely vizes kozeggel kompatibilis ligalasi reak-
cioban, pl. nativ kémiai ligalasi reakcioban [Dawson és mtsai.: Science 266, 776 (1994); WO
06/34878 szami nemzetkozi kozzétételi irat (Kent és mtsai )], bovitett altalanos kémiai
ligalasban [WO 98/28434 szami nemzetkozi kozzétételi irat (Kent és mtsai.)]; oximképzd ké-
miai ligalasban [Rose és mtsai.: J. Amer. Chem. Soc. 116, 30 (1994)]; tioészterképzd
ligalasban [Schnolzer és mtsai.: Science 256, 221 (1992); tioéterképzo ligalasban [Englebretsen
és mtsai.; Tet. Letts. 36(48), 8871 (1995), hidrazonképz6 ligalasban [Gaertner €s mtsai.:
Bioconj. Chem. 5(4), 333 (1994)]; tiazolidinképz6 ligalasban és oxazolidinképzd ligalasban
[Zhang és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. 95(16), 9184 (1998), WO 95/00846 szamu nemzetko-
zi kozzétételi irat (Tam és mtsai.)] vagy egyéb eljarasokban alkalmazhatok [ld. pl. Yan, L.Z. és
Dawson, P.E.: "Synthesis of Peptides and Proteins without Cysteine Residues by Native
Chemical Ligation Combined with Desulfurization”, J. AM. Chem. Soc. 123, 526 (2001), me-
lyet a kitanitas részének tekintiink; Gieselnan és mtsai.: Org. Lett. 3(9), 1331 (2001); Saxon és

mtsai.: "Traceless” Staudinger Ligation for the Chemoselective Synthesis of Amide Bonds.
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Org. Lett. 2, 2141 (2000)].

A vizben oldhatd polimer és egy célpeptid vagy célpolipeptid kozott a fent emlitett
kilonféle kapcsolasi reakciokkal kialakitott kotés karbonat-, észter-, uretan-, ortoészter-,
amid-, amin-, oxim-, imid-, karbamid-, tiokarbamid-, tioéter-, tiouretan-, tioészter-, éter-,
tiazolidin-, hidrazon-, oxazolidinké6tés és hasonlo lehet. Legelényosebb az oxim- és amidkotés.

A peptidligalasi lépés soran (Id. pl. az 1-4. abrakat) szilard vagy oldat fazisu ligalasi
stratégiakat alkalmazhatunk. A 8. 4bran a vizben oldhat6 polimer peptidszegmenshez torténd
precizios kapcsolasanak egy alternativ modjat mutatjuk be, amely alkalmas a talalmany szerinti,
polimerrel modositott, szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteinek ligalasara és elSallitasara.
Ezen eljaras elsé 1épése egy szilard fazisi peptidszintézis (SPPS, pl. Fmoc- vagy Boc-SPPS),
melynek soran a polimer kapcsolasara kivalasztott aminosav-oldallancot ortogonalis védécso-
porttal védjiik (példaul, Fmoc-SPPS-technika alkalmazasa esetén a polimer kapcsolasara kiva-
lasztott hely védésére ortogonalis védécsoportként Boc-csoportot, Boc-SPPS-technika alkal-
mazasa esetén pedig Fmoc-csoportot alkalmazhatunk). A peptidszintézist kovetoen az ortogo-
nalis védécsoportot szelektiven eltavolitjuk, mikozben a peptid tobbi része védett marad - ez a
kovetkezd lépésben végrehajtando szilard fazist polimerszintézishez egyetlen szabad kapcsola-
si helyet biztosit. Az ortogonalis védocsoport eltavolitasa utan a polimerlancot prekurzorként
kapcsoljuk a peptidhez. A polimerlancot, még elényosebben, egymast koveto polimer-
szintetizalasi lépésekkel, a 6/A-6/D é&brakon szemléltetett eljarassal allitjuk el6. Bar csak
egyetlen polimerkapcsolasi helyet tiintetiink fel, tobb is alkalmazhato. A 9. abran egy altalanos
reakciovazlatot mutatunk be.

Ahogy fentebb emlitettiik, a kémiai ligalas egy els6 kémiai komponens €s egy masodik
kémiai komponens kozotti szelektiv kovalens kotés kialakitasat foglalja magaban. A ligalasi re-
akcié kemoszelektivitasanak biztositasa érdekében az els6 és masodik komponensen egyedi -
egymassal kolcsonosen reaktiv - funkcios csoportok alkalmazhatok. Példaul, a peptidek és
polipeptidek kémiai ligalasa egyedi, kompatibilis, egymassal kolcsonosen reaktiv C-terminalis
és N-terminalis aminosavakat tartalmazoé peptid- vagy polipeptid-szakaszok kemoszelektiv re-
akciojaval hajthaté végre. Erre a célra szamos kiilonféle eljarast alkalmaztak, melyek jellemz6
példai a kovetkezok: nativ kémiai ligalas [Dawson és mtsai.. Science 266, 776 (1994); WO
06/34878 szamu nemzetkozi kozzétételi irat (Kent és mtsai.); WO 98/28434 szami nemzetkozi
kozzétételi irat (Kent és mtsai.)]; oximképzd kémiai ligalas [Rose €s mtsai.: J. Amer. Chem.
Soc. 116, 30 (1994)]; tioészterképzo ligalas [Schnolzer és mtsai.: Science 256, 221 (1992),
tioéterképzo ligalas [Englebretsen és mtsai.: Tet. Letts. 36(48), 8871 (1995); hidrazonképzd

- .
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ligalas [Gaertner és mtsai.: Bioconj. Chem. 5(4), 333 (1994)]; tiazolidinképz6 ligalas és
oxazolidinképz6 ligalas [Zhang és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. 95(16), 9184 (1998); WO
95/00846 szamu nemzetkozi kozzétételi irat (Tam €s mtsai.); 5 589 256 szamu egyesiilt allam-
okbeli szabadalmi leiras]; szelenocisztein-kozvetitette nativ kémiai ligalas, [Gieselman és
mtsai.: Org. Lett 3(9), 1331 (2001)]; és Staudinger-féle amidképz6 kémiai ligalas [Saxon és
mtsai.: Org. Lett. 2, 2141 (2000)]. Ilyenforman, belathato, hogy az erre a célra alkalmas, védo-
csoport nélkiili peptidszegmensek ligalasara barmely kemoszelektiv reakci6 alkalmazhato.

Egy adott ligalasi reakcio feltételeit ugy valaszthatjuk meg, hogy fenntartsuk a ligalas-
ra alkalmazni kivant peptid- vagy polipeptid-szakaszok kivant kolcsonhatasat. Példaul, a ligalas
optimalizalasa céljabol a kovetkezé feltételek valtoztathatok: a reakcidelegy pH-ja és hdmér-
séklete, a liglasi jelold vizoldékonysaga, az els6 szakasz masodik szakaszhoz viszonyitott ara-
nya, valamint a reakcidelegy Osszetétele. Az egymashoz ligalni kivant szakaszok szolubilizala-
sat biztosito reagensek alkalmazasa vagy elhagyasa szintén alkalmas a kivant ligalasi reakcid
specifitasinak és sebességének szabalyozasara, azaz, a reaktiv csoportok hozzaférhetdségének
és prezentalasanak - peptid- vagy polipeptid-szakaszok oldékonysaganak modositasa révén
torténd - szabalyozasara. A reakciofeltételek a kivant kemoszelektiv reakciotermek egy vagy
tobb belsd és/vagy kiilsd kontrollhoz viszonyitott kimutatasaval egyszertien meghatarozhatok.

Amennyiben a ligalasi reakcié N-terminalis ciszteint tartalmazd polipeptid ligalasat
foglalja magéban, elénydsen a nativ kémiai ligalast alkalmazzuk [1d. Dawson és mtsai.: Science
266, 776 (1994); WO 96/34878 szamu nemzetkozi kozzétételi irat (Kent és mtsai); WO
08/28434 szamu nemzetkozi kozzétételi irat (Kent és mtsai.)]. Ez a technika a nativ amidkotés
ligalasi helyen torténd kialakitasanak hatékony modszere. A nativ kémiai ligalas egy - C-
terminalis o-karboxi-tioésztergyokot tartalmazo - elsd peptid vagy polipeptid és egy - N-termi-
nalis ciszteint tartalmazé - masodik peptid vagy polipeptid kozotti szelektiv reakcion alapul. A
tiolcserés reakcié egy kiindulasi, tioészter-kotott koztesterméket eredményez, amely spontan
atrendez6dve a ligalasi helyen nativ amidkétést hoz létre, mikozben regeneralja a cisztein tiol-
oldallancat. A természetes protein aminosav-szekvenciija sok esetben megfeleloen elhelyezett
ciszteineket tartalmaz ahhoz, hogy N-terminalis ciszteint tartalmazé polipeptid-fragmenseket
szintetizalhassunk és alkalmazzunk a nativ kémiai ligilasi reakcioban. Mas esetekben a
peptidszintézist ugy kell végrehajtani, hogy a polipeptidbe ciszteineket épitsiink be. Ilyenfor-
man, a nativ kémiai ligalas - standard formajaban - egy célpolipeptid aminosav-szekvenciajaban
lévé cisztein tioészter-kozvetitette kemoszelektiv reakcidjat foglalja magéban. A ligalasi helyen

peptidkotés képzodik, és a ciszteint oldallanca nativ formajaban regeneralodik.
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Mas modon, a talalmany szerinti proteinek un. "pszeudo-nativ kémiai ligalassal" vagy
"bdvitett nativ kémiai ligalassal szintetizalhatok. A pszeudo-nativ kémiai ligalas soran a
proteinszintetizésre felhasznalt peptidek elore kivalasztott pozicidiban nem természetes
pszeudo-aminosavakat alkalmazunk (Id. pl. 4. 4bra). Az ilyen pszeudo-aminosavak szerkezete
egyrészt a cisztein szerkezetét, masrészt a szintetizalni kivant protein eldre kivalasztott pozici-
6iban természetes allapotban megtalalhato aminosavak szerkezetét utanozza. Ennek megfelel6-
en, a pszeudo-nativ kémiai ligalas a nativ ligalassal létrehozott ligalasi helyeknél képz6dott
cisztein-oldallancok tioalkilezésére iranyul. A cisztein ligalési helyek tioalkilezésének elonyos
aspektusat reprezentalja az eset, amikor legalabb egy peptid olyan nativ ciszteint tartalmaz,
amelynek tiol-oldallanca megfeleld véddcsoporttal van védve.

A taldlmany egy elényos megvaldsitasi modja értelmében egy cisztein tiolgyokét egy
kivant oldallancca alakitjuk (pl. egy riboszomalisan meghatarozott aminosav, ilyen aminosav
analogjanak vagy egy nem riboszomalisan meghatarozott aminosav oldallancava). Ahogy itt
hasznaljuk, a "riboszomalisan meghatarozott aminosav" kifejezésen olyan aminosavat értink,
amelyet a protein transzlacios folyamataban a riboszomak felismernek, és amely riboszomalisan
létrehozott proteinbe épithetd. A cisztein tiol-oldallancanak kémiai médositasara vonatkozdan
jelentds mennyiségii irodalmi adat all rendelkezésre [Id. pl. "Current Protocols in Protein
Science”, szerkeszté: John E. Coligan és mtsai, John Wiley and Sons, New York (2000)].
E T. Kaiser a cisztein-oldallancok természetben eléfordulo aminosav-oldalanc kémiai tulajdon-
sagainak utanzasa céljabol végzett atalakitasat irta le [ld. pl. Kaiser és mtsai.: Science
226(4674), 505 (1984)]. Ezen tulmenden, a cisztein oldallancanak peptid vagy protein jelolésé-
re torténd alkalmazasat is leirtdk. A cisztein oldallanc-modositasainak attekintését 1d.
"Chemistry of Protein Conjugation and Crosslinking", szerkeszt6: S.S. Wong, CRC Press
(1991); "Chemical Modification of Proteins: Selected Methods and Analytical Procedures”,
szerkeszték: Glazer, AN. és mtsai., Elsevier (1975), "Chemical Reagents for Protein
Modification", R.L. Lundblad, CRC Press (1991)]. Tam ¢és mtsai. [Biopolymers 46, 319
(1998)] a homocisztein (-CH,-CH,-SH) nem ciszteines nativ kémiai ligalasra torténd alkalma-
zasat irtak le, melyet a homocisztein oldallancanak nativ metionin-oldallancca (-CH,-CH,-S-
CH:) torténd atalakitasa céljabol metil-p-nitrobenzolszulfonat (metilez6szer) alkalmazasaval
végzett tioalkilezés kovet. A talalmany szerinti eljaras homociszteinek pszeudo-aminosavakka
torténd atalakitasara is alkalmazhat6, azonban a talalmany szerinti megoldas értelmében - ha-
sonloan a ciszteinek itt leirt atalakitasahoz -, a legalabb egy (atalakitani nem kivant) nativ cisz-

teint tartalmazo peptidek diszulfid-parositasaban szerepet jatszé nativ ciszteinek lebontasanak
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elkeriilése érdekében védOcsoportok alkalmazésara van szitkség. Az e célra alkalmas véddcso-

portokat a késdbbiekben ismertetjiik.

......

malisan meghatarozott aminosavak oldallancainak (pl. a glicin, alanin, valin és prolin oldallan-
canak) utanzasat [bar az alanin oldallanca deszulfurizacids reakcidval kialakithato; Id. Liang és
Dawson: J. Am. Chem. Soc. 123, 526 (2001), mely forrast teljes egészében a kitanitas részé-
nek tekintjik], a széban forgo eljaras szamos riboszomalisan meghatarozott vagy nem kodolt
aminosav oldallancanak kialakitasara alkalmas. A talalmany szerinti pszeudo-nativ kémiai
ligalasi eljarassal elGallitott aminosavak tioéter-kotést tartalmaznak, és B-szénatomon nem el-
agazdak (vagyis a B-pozicidban metilcsoportot tartalmaznak: aminosav-CH,-S-). Ennek meg-
felelden, a B-elagazodasos aminosavak (izoleucin és treonin) pszeudo-aminosav valtozatai tol-
dalék ("pendant") oldallanc-szerkezettel allithatok el (B-geometria és a velejaré kényszerek
nélkail).

Lényeges, hogy a talalmany szerinti eljarasok a riboszomalisan meghatarozott amino-
savak oldallancaival azonos (vagy azoknal nagyobb vagy kisebb) hossziisagi aminosav-

oldallancok kialakitasara egyarant alkalmasak. Az oldallanc-hosszusag modositasa a protein

konformaciot modositd képességének javitasara alkalmazhatd, midltal a protein - a természet-
ben eldforduld proteinhez viszonyitva - eltéré szubsztratokat, inhibitorokat, receptorokat,
ligandumokat, stb. képes fogadni. Példaul, a Cys-CH,-SH + Br-CH,-COOH reakci6 Cys-CH,-
S-CH,-COOH molekulat eredményez. Az ilyen "pszeudo-glutaminsav" egy plusz oldallanc-
atomot (nevezetesen -S- csoportot), mig aszparaginsav helyett alkalmazva két plusz oldallanc-
atomot (nevezetesen -CH,-S- csoportot) tartalmaz. Mas oldallancok azonos szamu lancalkoto
atomot tartalmaznak, de a tioéter-kotés (-S-) jelenléte miatt killonboznek. Példaul, a Cys-CH,-
SH + Br-CH,-CH,-NH-PG reakci6é - a PG véddcsoport eltavolitasa utan - Cys-CH,-S-CH,-
CH,-NH,; molekulat eredményez. Ez a struktira az oldallancban nem tartalmaz plusz atomo-
kat, de az egyik -CH,- csoport -S- csoporttal van helyettesitve. Egy masik példa a metionin; a
Cys-CH,-SH + I-CH,-CHj; reakcié Cys-CH,-S-CH»-CH; molekulat eredményez (szemben a
metionin nativ szerkezetével: Met-CH,-CH,-S-CHj3), vagyis a tioéter athelyezésre kerilt. Az
arginin esetében ugyancsak: Cys-CH,-SH + Br-CH,-NH-CH((-NH;)(=NH,")) — Cys-CH,-S-
CH,-NH-CH((-NH,)(=NH,")). A nem kivanatos mellékreakciok elkeriilése céljabol (kilondsen

pszeudo-lizin elBallitasa esetén) a reaktiv aminocsoportok védScsoportokkal lathatok el. A
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tioalkilezési reakcio elvégzése utan a véddcsoport eltavolithato.

Altalanossagban elmondhatd, hogy olyan esetekben, ha egy természetben eléforduld
protein lehetd legjobb utanzasa a cél, legelonyosebben olyan pszeudoaminosav-molekulat al-
kalmazhatunk, amelynek oldallanc-hossziisaga azonos a protein megfelelé poziciojaban 1évo,
riboszomalisan meghatarozott aminosav oldallancanak hosszusdgaval. Kevésbé elonyos az
olyan pszeudoaminosav-molekula alkalmazasa, amelynek oldallanca egy atommal hosszabb,
mint a riboszomalisan meghatarozott aminosavé; még kevésbé elényos az olyan pszeudoamino-
sav-molekula alkalmazasa, amelynek oldallanc-hosszusaga két atommal rovidebb, mint a
riboszomalisan meghatarozott aminosavé. Ezen tilmenden, elényo6s olyan cisztein ligdlasi hely
kivalasztasa, amelynek kérnyezetében a genetikai valtozasok valdsziniileg nem zavarjak a mo-
lekula miikodését, vagy amely helyen a rokon proteinekben lévé aminosavak konzervaltak. Az
ilyen helyek alanin-péasztazassal, homologia-modellezéssel és mas modszerekkel azonosithatok.

A pszeudo-nativ kémiai ligalas soran, hasonléan a nativ kémiai ligalashoz, egy C-
terminalis tioésztert tartalmazd peptidhez N-terminalis ciszteint tartalmazé peptidet ligalunk,
majd a cisztein tiol-oldallancat R..-X altalanos képleti vegytilettel (ahol X jelentése: jo
tavozocsoport; és R,, jelentése: olyan csoport, amelynek szerkezete egy riboszomalisan meg-
hatarozott vagy szintetikus aminosav oldallancanak N terminalis részletét utanozza) reagaltat-
juk.

Lényeges, hogy a pszeudo-nativ kémiai ligalasi reakciok a cisztein oldallancanak ter-
mészetes L-konfiguraciojaval vagy a D-konfiguraciéval miikodnek. A D-konfiguracio6 alkalma-
zasa a ligalasi helyen proteazos hasitassal szembeni rezisztenciat biztosit, igy olyan esetekben
lehet kivanatos, ahol proteolizissel szembeni fokozott ellenalloképességre van sziikség. Minda-
zonaltal, a D-cisztein alkalmazésa esetén a molekulagerinc szerkezete az adott helyen megval-
tozik. Erre a valtoztatasra - a proteazzal szembeni rezisztencia mellett - a biologiai aktivitas
modositasa céljabol lehet sziikség, azonban a biologiai aktivitasra gyakorolt hatas minimalizala-
sa érdekében elényos a D-ciszteint nagy flexibilitasu helyen (pl. rendezetlen régioban) lokali-
zalni, példaul, olyan rendezetlen hurokban, amely az 6sszehajtogatott molekula feliletén fog
elhelyezkedni, vagy a molekula rendezetlen terminalisin. A pszeudo-nativ kémiai ligalasi reak-
ciok, kivant esetben, a szintetizalt molekula feliiletén nagyméretii, toltéssel bird oldallancok (pl.
a lizin, aszparaginsav vagy glutaminsav oldallancai) elhelyezésére alkalmazhatok.

A "j6 tavozocsoport” (X) példaiként emlithetok a halogénatomok, kilondsen a jod- és
brématom, mig az R,, csoportok példai kozé a kovetkezdk tartoznak: POs, COOH, COO,

CONH,, guanidiniumcsoport, amincsoport, alkilcsoport, szubsztitualt alkilcsoport, arilcsoport,
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szubsztitualt arilcsoport, imidazolcsoport, alkilezett imidazolcsoport, indolcsoport vagy
alkilezett indolcsoport.

A konkrét esetekben alkalmazhat6 R.. csoport kivalasztasa attdl figg, hogy az adott
pozicidban milyen aminosav-oldallanc jelenléte kivanatos. Példaul, egy

aannz-Q-aay-aa,-W-aacoon
altalanos képletii polipeptid (amelyben Q és W adott esetben tovabbi aminosavak potencialis
jelenlétét vagy hianyat jelzi; aa, és aa, jelentése: belsd, szomszédos aminosavak, amelyek "x",
illetve "y" oldallancokat tartalmaznak; €s aanm, illetve aacoon jelentése: a polipeptid vagy pro-
tein N-terminalis, illetve C-terminalis aminosava) a kovetkezok szerint szintetizalhato: eldalli-
tunk két peptidfragmenst:
aanuz-Q-aax-COSR és Cys-W-aacoon
ahol "Cys" az aa, ciszteinnel végzett helyettesitését reprezentalja; és R jelentése: tetszoleges,
tioészterrel kompatibilis csoport, példaul, tobbek kozott, arilcsoport, benzilcsoport és
alkilcsoport; konkrét példakant emlithetok a 3-karboxi-4-nitrofenil-tioészterek, benzilészterek
és merkaptoproprionsav-leucinészterek [ld. pl. Dawson és mtsai.: Science 266, 776 (1994);
Canne és mtsai.: Tetrahedron Lett. 36, 1217 (1995); WO 96/34878 szami nemzetkozi kozzé-
tételi irat (Kent és mtsai.); WO 98/28434 szamu nemzetko6zi kdzzétételi irat (Kent és mtsai.);
Ingenito és mtsai.: JACS 121(49), 11369 (1999), Hackeng és mtsai.. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 96, 10068 (1999)]; ditiotreitol vagy alkil- vagy aril-tioészterek, melyek szintén jol ismert,
intein-kozvetitette biologiai technikak alkalmazasaval allithatok el6 [Id. pl. Chong és mtsai.:
Gene 192, 277 (1997); Chong és mtsai.: Nucl. Acids Res. 26, 5109 (1998); Evans és mtsai.:
Protein Science 7, 2256 (1998); és Cotton és mtsai.. Chemistry & Biology 6(9), 247 (1999)],
majd a kapott fragmenseket egymashoz ligaljuk, mialtal az
aanm-Q-aax-Cys-W-aacoon

aminosav-szekvenciat tartalmazd polipeptidet vagy proteint kapjuk. A ligalt fragmenst ezutan
R,-X, altalanos képletti vegyiilettel reagaltatjuk (amelyben R, jelentése: az y-oldallanc szerke-
zetét utanzo mellékcsoport). A reakciot a cisztein tiolcsoportjanak "pszeudo-y" oldallancca
torténd atalakitasahoz megfeleld feltételek mellett hajtjuk végre. Példaul, ha R., = CH,-COOH
vagy (CH,),-COOH, a reakci6 az aszparaginsav, illetve glutaminsav szerkezetét és funkcidjat
utanzo aminosav (pszeudo-Asp, illetve pszeudo-Glu) kialakulasat eredményezi. A fent leirtak

alapjan belathatd, hogy kett6nél tobb peptidfragmens alkalmazasaval Osszetettebb szintézis

hajthato6 végre.
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E megkozelitési mod lényeges sajatsaga, hogy a reakcioban résztvevd fragmensekben
modositani nem kivant ciszteinek oldallancukon védécsoporttal vannak ellatva [pl. Cys(Acm)],
ami - a ligalasi hely(ek)en 1évé cisztein(ek) kivételével - megakadalyozza a ciszteinek kémiai
moédositasat, illetve, hogy a reakcioban résztvevé fragmensekben 1évé dsszes tobbi cisztein - a
ligalas utani kémiai modifikéacios reakcioval - azonos "pszeudo-aminosavak" egyideji létreho-
zasara legyen szanva.

Az alabbiakban a pszeudo-aminosavakat tartalmazo peptidek talalmany szerinti eljara-
sokkal végzett szintetizalasara alkalmazhaté R, oldalcsoportokat foglaljuk ossze. A kovetkezd
reakcidegyenletekben "0" jelentése: benzilcsoport, "IM" jelentése: imidazolcsoport; "IN" je-
lentése: indolcsoport; "PG" jelentése: véddcsoport; és "X" jelentése: halogénatom {d, Br, Cl, F,
melyek koziil tébbnyire a jod és a brom elonyos, mig a "@" kapcsolas esetén a fluor elonyos).
Bazikus aminosavak

Lizin (nincs extra atom): -CH-SH + X-CH,-CH-NH-PG — (véd&csoport eltavolitasa utan)

-CH,-S-CH,-CH>-NH,;

Arginin (nincs extra atom): -CHp-SH + X-CH,-C((NH,)(=NH,"))— -CH,-S-CH,-NH-
C((NH)(=NH."));

Hisztidin (két extra atom): -CH,-SH + X-CH,-IM — -CH,-S-CHz-IM.

Savas aminosavak

Aszparaginsav (két extra atom): -CH,-SH + X-CH,-COOH — -CH,-S-CH,-COOH;
Glutaminsav (egy extra atom): -CH,-SH + X-CH,-COOH — -CH,-S-CH,-COOH;

Toltés nélkili, polaros aminosavak
Tirozin (extra atom nélkiil vagy egy extra atom):

-CH,-SH + F-p-pOH — CH,-S-¢-pOH (extra atom nélkiil, azonos geometria)
-CH,-SH + Br/I-CH,-¢-pOH — CH,>-S-CH,-¢-pOH (egy extra atom);
Glutamin (egy extra atom):
-CH,-SH + X-CH,-C(O)(NH;) —> CH-S-CH,-C(O)(NHo),
Aszparagin (két extra atom):
-CH,-SH + X-CH,-C(0)(NH,) —> CH2-S-CH,-C(0)(NH>);
Szerin (két vagy harom extra atom):
-CH,-SH + X-CH,O0H — CH,-S-CH,OH (2 extra atom);,
-CH,-SH + X-CH,-CH,0H — CH,-S-CH,-CH,OH (3 extra atom),

Treonin (két vagy harom extra atom, B-elagazas hianyzik):
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-CH;-S + X-CH((CH;)(0O-PG)), majd PG-csoport eltavolitasa — -CH,-S-CH((CH;)(OH)) (két
extra atom);
-CH,-S + X-CH,-CH((CH3)(O-PG)), majd PG-csoport eltavolitaisa — -CH,-S-CH,-
CH((CH3)(OH)) (harom extra atom).

Nem polaros aminosavak

Leu (egy vagy két extra atom):
-CH,-SH + X-CH((CH3)(CH3)) — -CH,-S-CH((CH;)(CHa)) (egy extra atom);
-CH,-SH + X-CH,-CH((CHj3)(CHs;)) — -CH,-S-CH,-CH((CH3)(CHs)) (két extra atom);
Izoleucin (két vagy harom extra atom, [3-elagazas hianyzik):
-CH,-SH + X-CH(CH;)-CH,-CH; — -CH,-S-CH(CH3)-CH,-CHj (két extra atom),
-CH,-SH + X-CH,-CH(CH;)-CH,-CH; — -CH,-S-CH,-CH(CHj3;)-CH,-CH; (harom extra
atom);
Fenilalanin (egy vagy két extra atom):
-CH,-SH + F-¢ — CH,-S-¢ (egy extra atom);
-CH,-SH + Br/I-CH,-¢p — CH,-S-CH,-¢ (két extra atom);
Metionin (extra atomok nélkiil):
-CH,-SH + I-CH,-CH; — -CH,-S-CH,-CH3
Trp (egy extra atom): -CH»-SH + F-IN — -CH,-S-IN.

Mindazonaltal, olyan esetekben, ha egy protein aminosav-szekvenciajat nem célszerii
vagy nem kivanatos cisztein vagy homocisztein - ligalasra alkalmazott polipeptid adott N-
terminalisara torténd - beiktatasaval modositani (vagy a ligalasi helyen pszeudo-aminosavat al-
kalmazni), a nativ kémiai ligalasi eljaras olyan polipeptidek alkalmazéasaval bovithetd, amelyek
N-terminalisa ugy van modositva, hogy N-szubsztitualt - eldnyosen No-szubsztitualt - két-
harom szénatomos amino-alkil- vagy aril-tiolcsoportot tartalmazzon, és ezaltal a nativ kémiai
ligalas alapelvei a ciszteint nem tartalmaz6 polipeptidekre is alkalmazhatova valik (Id. a
60/231,339 szamu egyesiilt allamokbeli szabadalmi bejelentést, melyet teljes terjedelmében a
kitanitas részének tékintiink).

A "bvitett nativ kémiai ligalasi eljaras" soran egy karboxil-tioésztert (még elényoseb-
ben o-karboxil-tioésztert) tartalmazo elsé komponenst savval szemben ellenallo, N-
szubsztitualt (eldnydsen Noa-szubsztitualt) 2-3 szénatomos amino-alkil- vagy aril-tiolcsoportot
tartalmazo masodik komponenssel ligalunk. Az elsé komponens karboxi-tioésztercsoportja €s

a masodik komponens két vagy harom szénatomos, N-szubsztitualt alkil- vagy aril-tiolcsoport-
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ja kozotti kemoszelektiv reakcio tioészter-kotésii koztesterméken keresztiil zajlik le, és egy el-
s6 ligalasi terméket eredményez. Kozelebbrdl; a COSR tioészter-komponens €s az amino-alkil-
tiol komponens kozott lejatszodo tiolcsere egy tioészter-kotésli koztesterméket eredményez,
amelybdl - spontan atrendezddést kovetden -, 6t vagy hat tagh (attol figgden, hogy az amino-
alkil-tiol komponens az (I) vagy a (II) altalanos képlettel irhat6-e le) gyiliriis koztesterméken
keresztiil amidko6tési elso ligalasi termék képzodik:

J1-C(0)-N(C1(R1)-C2-SH)-J2 )

J1-C(0)-N(C1(R1)-C2(R2)-C3(R3)-SH)-J2 (ID)

ahol J1 jelentése: egy vagy tobb - adott esetben védett - aminosav-oldallancot tartalmazo
peptid vagy polipeptid, vagy egy ilyen peptid vagy polipeptid részlete, egy polimer, szinezek,
megfeleld funkcids csoporttal ellatott feliilet, kapcsolokomponens vagy detektalhato marker
vagy barmilyen egyéb - a kémiai peptidszintézissel vagy a bdvitett nativ kémiai ligalassal kom-
patibilis - kémiai entitas; R1, R2 és R3 jelentése, egymastol fliggetleniil: hidrogénatom vagy
C1-szénatomhoz konjugalt elektrondonor csoport (azzal a kikotéssel, hogy R1, R2 és R3 le-
galabb egyike Cl-szénatomhoz konjugalt elektrondonor csoport); és J2 jelentése: egy vagy
tobb - adott esetben véddcsoporttal ellatott - aminosav-oldallancot tartalmazo peptid vagy
polipeptid (vagy egy ilyen peptid vagy polipeptid részlete), polimer, szinezek, megfelel6 funk-
cios csoporttal ellatott felilet, kapcsolokomponens vagy detektalhaté marker vagy barmilyen
egyéb - a kémiai peptidszintézissel vagy a bdvitett nativ kémiai ligalassal kompatibilis - kémiai
entitas.

A ligalasi helyen jelen 1évd két vagy harom szénatomos, N-szubsztitualt alkil- vagy
aril-tiol [HS-C2-C1(R1)-] vagy [HS-C3(R3)-C2(R2)-C1(R1)-] alkalmas arra, hogy peptid-
kompatibilis feltételek mellett - a termék karositasa nélkiil - el lehessen tavolitani, mialtal a (III)
altalanos képletii ligalasi termékhez jutunk, amely a ligalasi helyen nativ amidkotést tartalmaz:

J1-C(O)-HN-J2 (11D)
(mely képletben J1, J2, R1, R2 és R3 jelentése megegyezik a fentebb megadottakkal).

Az R1, R2 és R3 csoportot igy valasztjuk meg, hogy peptidkompatibilis hasitasi fel-
tételek mellett elsegitse az N-C1 kotés hasitasat. Példaul, a Cl-szénatomnal a rezonancia-
stabilizalt kation létrehozasara (ami eldsegiti a hasitast) elektrondonor csoportok alkalmazha-
tok, kilosnosen, ha a C1-szénatomhoz van konjugilva. A kémiai ligaléasi reakcidelegy elonydsen
- excipiensként - tiol-katalizatort tartalmaz, és a reakciot vizes vagy vegyes szerves/vizes
reakciofeltételek mellett, semleges pH-n hajtjuk végre. Az els és masodik komponens kémiai

ligalasat ot vagy hat tagn gytriin keresztul valositjuk meg, mely gytiri spontan atrendezddésé-
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vel az N-szubsztitualt, amidkotésii ligalasi termékhez jutunk. Ha az elsé és masodik kompo-
nens peptid vagy polipeptid, az N-szubsztitualt, amidkotést ligalasi termék a (IV) vagy (V)
altalanos képlettel irhato le:
J1-C(0)-Na(C1(R1)-C2-HS)-CH(Z2)-C(0)-J2 av)
J1-C(0)-Na(C1(R1)-C2(R2)-C3(R3)-HS)-CH(Z2)-C(0)-J2 (V)
mely képletekben J1, J2, R1, R2, R3 és Z2 jelentése megegyezik a fentebb megadottakkal.

Az N-szubsztitualt, amidkotést ligalasi termék konjugalt elektrondonor-csoportjai
(R1, R2 és R3) elésegitik az N-C1 kotés hasitasat és a két vagy harom szénatomos lanca alkil-
vagy aril-tiol eltdvolitasat az N-szubsztitualt, amidkotési ligalasi termékrol. A nitrogénatom
alkil- vagy aril-tiol-lancanak peptidkompatibilis hasitasi feltételek melletti eltavolitasa olyan
ligalasi terméket eredményez, amely a ligalasi helyen nativ amidkotést tartalmaz. Ha az els6 és
masodik komponens peptid vagy polipeptid, a ligalasi termek a (X) altalanos képlettel irhato le:

J1-CONaH-CH(Z2)-C(0O)-J2 X
Az R1-szubsztituensek jellemzd példait az 1. tablazatban mutatjuk be.

1. tablazat

(1) altalanos képlet

Z,
HNa CH—ﬁ Jy
C4 o
Hs—cC5 R,

Az (1) altalanos képlet vegyiilet R1-szubsztituensei

(vonatkoztatasi szénatomként a C1 feltiintetésével)

Ry Ry Ry
Cy .
Rs' - Rd "~ Rs' R’ "

3
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Az R2-szubsztituensek jellemzd példait az 1. tablazatban mutatjuk be.
1. tablazat

(IT) altalanos képlet

Z,

HNa——CH—C —,

HS o)
e '_'Cz/ \
\
R3 RZ

R1-, R2- és R3-szubsztituens (vonatkoztatasi szénatomként a Cl feltiintetésével)

C1
C1 C1

Ca_'Cz
ca _c2

Q )
Rolibe

Hasonléan a két lancalkotd szénatomot tartalmazo, N-szubsztitualt vegyiiletekhez, az

No-C1 kotés ligalas utani hatékony hésitésa érdekében a Cl-szénatomhoz valo elektronos
konjugacio fenntartasahoz a benzil- és pikolilcsoport R17, R3’ és R5’ elektrondonor szub-
sztituenseinek orto- és para-helyzetekben torténé elhelyezésére van sziikség. Mindazonaltal, ha
R2 és R3 a C2- és C3-szénatommal benzilcsoportot alkot, ugy R1’ és R3’ legalabb egyike
erds elektrondonor csoport, amikor is R17 és R3” jelentése: metoxicsoport (OCHs), tiolcso-
port (-SH), hidroxilcsoport (-OH) vagy tio-metilcsoport (-SCH3). Azon harom szénatomos, N-
szubsztitualt tiolok esetében, amelyekben R2 és R3 jelentése: hidrogénatom, R1 jelentése olyan
benzil- vagy pikolilcsoport, amelyben R1”, R3’ és RS’ jelentése er6s vagy mérsékelt elekt-
rondonor csoport vagy ezek kombinacidja. Hasonléan az N-szubsztitualt, két szénatomos alkil-
vagy ariltiolokhoz, az erds elektrondonor csoportok fokozzak a harom szénatomos alkil- vagy
ariltiol ligalas utani hasitasra vonatkozo érzékenyseget. Mindezek alapjan megfelel$ elektron-

donor csoportot vagy ilyen csoportok kombinaciojat valaszthatjuk ki.



10

15

20

25

30

(X . ,

.
ef s
L d

eovac
[
o
.

[ -
Sov o

-43 -

A talalmany szerinti, harom lancalkot6 szénatomot tartalmazoé N-szubsztitualt vegyii-
letek - a két szénatomos, N-szubsztitualt vegyiiletekhez hasonloan - az R1-csoport R17 és
R5’ poziciéiban szubsztituensként tiolcsoportot tartalmazhatnak. Az elektrondonor tiolcso-
port ebben az esetben is a C1-szénatomhoz van konjugalva, és az e poziciokba torténd beépité-
se a vegyiiletek szamara a hat tagu gytirt képzodésével jaro ligalasi esemény két itvonalat te-
szi lehetévé, noveli tovabba az o-karboxi-tioészterrel torténd reakcidhoz hozzaférhetod tiolok
helyi koncentraciojat, és a strukturalis kényszer vonatkozasaban tovabbi, ligalast eldsegitd
konforméaciokat biztosit.

A talalmany szerinti N-terminalis, N-szubsztitualt, két vagy harom szénatomos alkil-
vagy aril-tiol-aminosavak szintézise, példaul, az alabbi 1. és 2. reakciovézlatban bemutatott
modon, szakember szamara jol ismert, standard szerves kémiai technikak alkalmazasaval hajt-
haté végre [Id. pl. "Advanced Organic Chemistry, Reactions, mechanisms and Structure”, 4.
kiadas, szerkeszté: J. March, John Wiley and Sons, New York, NY (1992); "Comprehensive
Organic Transformations, A Guide to Funcional Group Preparations”, szerkeszté: R. Larock,
VCH Publishers, New York, NY (1989)]. A szdban forgd aminosavak oldat fazisban, polimer-
rel segitett szintézissel vagy ezek kombinalasaval allithatok el. Az elényds modszer szerint
No-védett, N-alkilezett, S-védett amino-alkil- vagy -ariltiol aminosav-prekurzorokat alkalma-
sunk. A szintézis soran alkalmazott reagensek kereskedelmi forgalomban beszerezhetok. Tudni
kell tovabba, hogy a kiindulasi komponensek és a kiilonféle koztestermékek (pl. a kilonallo
aminosav-szarmazékok) késObbi felhasznalasig tarolhatok, reagenskészletekbe foglalhatodk, stb.

A talalmany szerinti N-terminalis, No-szubsztitualt, két vagy harom szénatomos alkil-
vagy aril-tiol-aminosavak el6allitasat véddesoportok alkalmazasaval végezzik. A kilénboz6
szintetizalasi stratégiakban alkalmazott, elényds véddcsoportok (PG) altalaban kompatibilisek
a szilard fazist peptidszintézissel (SPPS). Bizonyos esetekben olyan ortogonalis véddcsopor-
tok alkalmazasara is szikség van, amelyek eltéré feltételek mellett tavolithatok el a molekula-
rol. Szamos, ilyen célra alkalmas védocsoport ismeretes [Id. pl. "Protecting Groups in Organic
Synthesis", 3. kiadas, szerkeszték: T.W. Greene and P.G.M. Wuts, John Wiley and Sons, Inc.
(1999); NovaBiochem 2000-es katalogus; "Synthetic Peptides, A User’s Guide", szerkeszto:
G.A. Grant, W.H. Freeman & Company, New York, N.Y (1992); "Advanced Chemtech
Handbook of Combinatorial & Solid Phase Organic Chemistry", szerkesztok: W.D. Bennet, J.
W. Christensen, L. K. Hamaker, M.L. Peterson, M.R. Rhodes és H.H. Saneii, Advanced
Chemtech (1998); "Principles of Peptide Synthesis", 2. kiadas, szerkeszto: M. Bodanszky,

Py
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Springer-Verlag (1993); "The Practice of Peptide Synthesis", 2. kiadas, szerkesztok: M.
Bodanszky és A. Bodanszky, Springer-Verlag (1994); "Protecting Groups", szerkeszto: P.J.
Kocienski: Georg Thieme Verlag, Stuttgart, Németorszag (1994)]. Az ilyen véddcsoportok
példai kozé tartoznak a kovetkezok: benzil-oxi-karbonilcsoport (Z), Boc, Bpoc, Trt, Nps,
FmocCl-Z, Br-Z, NSC, MSC, Dde és hasonlok. A kénatomok védésére alkalmazhaté6 védo-
csoportok példaiként emlithetok, tobbek kozott, a kovetkezék: benzilcsoport, 4-metil-
benzilcsoport, 4-metoxi-benzilcsoport, trifenil-metilcsoport, ACM, TACAM, xantilcsoport, di-
szulfidszarmazékok, pikolilcsoport és fenil-acilcsoport.

Kozelebbrdl, az No-szubsztitualt, két vagy harom szénatomos alkil- vagy ariltiolokat
az 1. reakciovazlatban (No-szubsztitualt prekurzor szilard fazisu szintézise) €s a 2. vazlatban
(Not-szubsztitualt prekurzor oldat fazisu szintézise) bemutatottak szerint allithatjuk el6. Ahogy
az 1. reakciovazlatban lathatod, az No-szubsztitualt, két vagy harom szénatomos alkil- vagy
ariltiolokat - a polimerrel segitett szerves szintézis standard eljarasainak alkalmazéséval - koz-
vetleniil a szilard hordozon allitjuk ossze, mig a 2. reakciovazlatban bemutatott stratégia sze-
rint az No-védett, N-alkilezett, S-védett amino-alkil- vagy -ariltiol aminosav-prekurzorokat
standard kapcsolasi reakciok alkalmazasaval kapcsoljuk a gyantahoz. Racém vagy diasztereo-
mer termékek eléallitasa esetén szitkség lehet ezek elegyeinek - a bovitett nativ kémiai ligalas-

ban torténd felhasznalasuk elétt - standard eljarasokkal elvélasztani.

1. reakcidvazlat

ECL-derivatizalt molekulak szilard fazisi szintézise

NH, X
S s
pe;y” Ry pa;” Ry
R=H
R, o R;

OHC)l\' J-gyanta

VAGY R

X J
~ gyanta \ A\ )\
NH; J—gyanta
R h _J--gyanta )
NH
S
e R
R,

X= halogénatom
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2. reakcidvazlat

X
Rp=H
2 OR' R S
X per” R
OR'
o NH Ra R
Ha ——— -
S (o] OR'
S VAGY per” Ry VAGY NHy
per” R
_ » Ry - o
Rz
Ro= o]
2=H o
S
)‘\ | e R4
OHC OH \] PGy
R
R 2
PG, OH
\N/l\“/
S o
PG,/ R4
Rz
\j R
PGz\N J- gyanta
s o
PG1/ \|)\R1
Rz

Az a-karboxi-tioészterek szakember szdmaéra jol ismert, standard technikak alkalma-
zésaval végzett kémiai vagy biologiai eljarasokkal (Id. a példakban) allithatok el6. Az o-
karboxi-tioészter peptidek oldatban vagy tioészter-képzé gyantdkbdl szintetizalhatok, mely

technikak szakember szamara jol ismertek [Id. pl. Dawson és mtsai.: Science 266, 776 (1994);,

Canne és mtsai.: Tetrahedron Lett. 36, 1217 (1995); WO 96/34878 szami nemzetkozi kozze-
tételi irat (Kent és mtsai.); WO 98/28434 szamu nemzetkozi kozzétételi irat (Kent és mtsai.);
Ingenito és mtsai.: JACS 121(49), 11369 (1999); Hackeng és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 96, 10068 (1999); Amiato és mtsai., Id. fentebb]. Példaul, a kémiai uton szintetizalt
tioészter-peptidek a megfelelé peptid-o-tiosavakbol allithatok eld, amelyek viszont tioészter-
gyantan vagy oldatban szintetizalhatok (elényosebb a gyantan végzett szintézis). A peptid-o-
tiosavak a megfeleld 3-karboxi-4-nitro-fenil-tioészterekké, a megfeleld benzilészterré vagy
barmilyen mas alkil-tioészterré alakithatok. E tioészterek mindegyike megfelelé tavozocsopor-
tot biztosit a ligalasi reakciokhoz - a 3-karboxi-4-nitro-fenil-tioészterek valamivel nagyobb re-

akciosebességet eredményeznek, mint a megfeleld benzil-tioészterek, amelyek viszonyt na-

.
®cese
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gyobb reaktivitasiak lehetnek, mint az alkil-tioészterek. Tovabbi példaként emlitheté a trifenil-
metil-asszocialt merkapto-propionsav leucin-tioészter-képzé gyanta C-terminalis tioészterek
eloallitasara torténd alkalmazasa (Hackeng és mtsai., Id. fentebb)- A C-terminalis tioészter-
szintézis 3-karboxi-propan-szulfonamid "biztonsagi zar" kapcsolokomponens alkalmazasaval,
diazometannal vagy jod-acetonitrillel végzett aktivalassal, majd megfeleld tiollal végzett kiszo-
ritassal hajthato végre (Ingenito és mtsai., Id. fentebb; Bertozzi €s mtsai.).

A C-terminalis o-karboxi-tioészter-peptidek biologiai eljarosokkal, pl. intein-
kozvetitette biologiai technikakkal is elallithatok [ld. pl. Chong és mtsai.: Gene 192, 277
(1997); Chong és mtsai.: Nucl. Acids Res. 26, 5109 (1998); Evans és mtsai.: Protein Science
7. 2256 (1998); és Cotton és mtsai.. Chemistry & Biology 6(9), 247 (1999)]. Példaul, C-
terminalis ditiotreitol (DTT) észter peptid vagy polipeptid-szakasz eldallitasa céljabol, "intein"
protein-splicing elem indukalhat oOnhasit6 aktivitasanak kihasznalasara intein expresszios
rendszerek (jel6l6k, pl. affinitasi toldalékokkal vagy anélkil) alkalmazhatok. Tiolok (pl. DTT,
B-merkaptoetanol vagy cisztein) jelenlétében az intein specifikus 6nhasitddason megy at, ami
C-termindlis tioésztert hordozd peptidszegmens létrejottét eredményezi [Id. pl. Chong és
mtsai.: Gene 192, 277 (1997); Chong és mtsai.: Nucl. Acids Res. 26, 5109 (1998); Evans ¢és
mtsai.- Protein Science 7, 2256 (1998); és Cotton és mtsai.: Chemistry & Biology 6(9), 247
(1999)]. Mindazonaltal, rekombinans modon eldallitott peptidszegmens alkalmazéasa esetén a
végtermék kémiailag szintetizalt részlete rendszerint abban a pozicidban tartalmazza a poli-
mert, ahova kapcsolasa tortént.

A talalmany szerinti N-szubsztitualt, két vagy harom lancalkoto szénatomos alkil-
vagy aril-tiol-komponensek elsé karboxi-tioészter komponenssel végzett ligalasa olyan ligalasi
terméket eredményez, amely a ligalasi helyen N-szubsztitualt amidkotést tartalmaz. A reakcio
ligalasi feltételeit gy valasztjuk meg, hogy fenntartsuk a tioészter szelektiv reaktivitasat a két
vagy harom lancalkoté szénatomos, N-szubsztitualt alkil- vagy aril-tiol-gyokkel. A talalmany
egyik elényos megvalositasi modja értelmében a ligalasi reakciot 6-8-as (elényosen 6,5-7,5-es)
pH-ju pufferoldatban végezziik. A pufferoldat vizes, szerves vagy a kettd kombinacioja lehet.
A ligalasi reakcidelegy egy vagy tobb katalizatort és/vagy egy vagy tobb redukalészert, lipidet,
detergenst, egy€éb denaturaloszereket vagy szolubilizaloszereket és hasonlokat is tartalmazhat.
Katalizatortként elénydsen a tiol- és foszfintartalmu vegyiletek - pl. tiofenol, benzilmerkaptan,
TCEP és alkilfoszfinok - alkalmazhatok. A denaturaloszerek és/vagy szolubilizaloszerek pél-

daiként emlithetd a guanidinium, a karbamid vizben vagy szerves oldoszerekben (pl. TFE,
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HFIP, DMF, NMP, vizzel kevert acetonitril), illetve a guanidinium és karbamid vizben. A re-
akciohomérséklet valtoztatasaval szabalyozhato a ligalasi reakcid sebessége. Az alkalmas ho-
mérséklet altalaban 5-55 °C, elénydsen 15-40 °C. Példaul, a ligalasi reakcio 2 % tiofenolt tar-
talmazé 6M guanidinium-oldatban, 6,8 és 7,8 kozotti pH-n jol mukaodik.

A két lancalkotd szénatomos, N-szubsztitualt alkil- vagy ariltiolok esetében a ligalasi
esemény a COSR tioészter-komponens €s az amino-alkil-tiol komponens kozotti tiolcsere
eredményeként kovetkezik be. A kicserélédéssel tioészter-kotésii koztestermék jon létre,
amelybol - 6t tagn gyliriis koztesterméken keresztiil végbemend spontan atrendezédéssel - J1-
HN-CH(Z1)-C(0)-Noy(C1(R1)-C2-SH)-CH(Z2)-J2 altalanos képletii elso ligalasi termék kép-
z6dik, amely a ligalasi helyen egy eltavolithato, N-szubsztitualt, két lancalkoté szénatomot
tartalmazoé alkil- vagy ariltiolt [HS-C2-C1(R1)-] tartalmaz (a szubsztituensek jelentése meg-
egyezik a fentebb megadottakkal). A ligalasi helyen 1évd, N-szubsztitualt, két lancalkoto szén-
atomot tartalmazo alkil- vagy ariltiol [HS-C2-C1(R1)-] peptidkompatibilis feltételek mellett
eltavolithatd, mialtal J 1-HN-CH(Z1)-CO-NH-CH(Z2)-CO-J2 altalanos képletti ligalasi vég-
terméket kapjuk, amely a ligalasi helyen nativ amidkotést tartalmaz.

A harom lancalkotd szénatomot tartalmazé, N-szubsztitualt alkil- vagy ariltiolok ese-
tében a COSR tioészter-komponens és az amino-alkil-tiol komponens kozotti tiolcsere ered-
ményeként tioészter-kotés ligalasi koztestermék jon létre, amelybdl - hat tagu gytiriis koztes-
terméken keresztill végbemend spontan atrendez6déssel - J1-HN-CH(Z1)-C(O)-No(C1(R1)-
C2(R2)-C3(R3)-SH)-CH(Z2)-J2 altalanos képletii elsd ligalasi termék képzédik, amely a
ligalasi helyen egy eltavolithato, N-szubsztitualt, harom lancalkoté szénatomot tartalmazo
alkil- vagy ariltiolt [HS-C3(R3)-C2(R2)-C1(R1)-] tartalmaz (a szubsztituensek jelentése meg-
egyezik a fentebb megadottakkal). A ligalasi helyen 1év6, harom lancalkoto szénatomot tartal-
mazd, N-szubsztitualt alkil- vagy ariltiol [HS-C3(R3)-C2(R2)-C1(R1)-] peptidkompatibilis
feltételek mellett eltavolithato, mialtal J 1-HN-CH(Z1)-CO-NH-CH(Z2)-CO-J2 éaltalanos kép-
letd ligalasi végterméket kapjuk, amely a ligalasi helyen nativ amidkotést tartalmaz.

Az N-szubsztitualt alkil- vagy aril-tiolcsoportok eltavolitasat elonydsen az N-C1 kotés
hasitasat el6segitd savas feltételek mellett hajtjuk végre, mialtal a ligalasi helyen szubsztituens
nélkili stabilizalt amidkotést kapunk. A "peptidkompatibilis hasitasi feltételek kifejezésen a
peptidekkel kompatibilis - €s az alkil- vagy aril-tiolgyok ligalasi termékrol tortén6 lehasitasara
alkalmas - fizikai-kémiai feltételeket értiink. A peptidkompatibilis hasitasi feltételeket altalaban

az alkalmazott a-szubsztitualt vegyulettdl fuggden vélasztjuk meg, és szokvanyos rutin mod-
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szerekkel konnyen meghatarozhat6 [Id. pl. "Protecting Groups in Organic Synthesis", 3. kia-
das, szerkesztok: T.W. Greene é€s P.GM. Wuts, John Wiley and Sons, Inc. (1999);
NovaBiochem 2000-es katalogus; "Synthetic Peptides, A User’s Guide", szerkeszté: G.A.
Grant, W.H. Freeman & Company, New York, N.Y (1992); "Advanced Chemtech Handbook
of Combinatorial & Solid Phase Organic Chemistry", szerkesztok: W.D. Bennet, J. W.
Christensen, L.K. Hamaker, M. L. Peterson, M.R. Rhodes és H.H. Saneii, Advanced Chemtech
(1998); "Principles of Peptide Synthesis", 2. kiadés, szerkeszt6: M. Bodanszky, Springer-
Verlag (1993); "The Practice of Peptide Synthesis", 2. kiadas, szerkesztok: M. Bodanszky és
A. Bodanszky, Springer-Verlag (1994), "Protecting Groups", szerkesztd: P.J. Kocienski:
Georg Thieme Verlag, Stuttgart, Németorszag (1994)].

Példaul, ha az R1-, R2- vagy R3-szubsztituens metoxicsoportot, hidroxilcsoportot,
tiolcsoportot, tio-metilcsoportot, metilcsoportot vagy hasonlo csoportot tartalmazo, a lehasitas
altalanosabb modszereit a peptidszintézis-kémiakra jellemzé savas hasitasi feltételek mellett
hajtjuk végre. Ez az N-C1 kotés erosen savas vagy vizes/savas feltételek melletti hasitasat je-
lenti - redukaloszerek és/vagy mentesitd (,, scavanger ") rendszerek [példaul, savak (pl. vizes
hidrogén-fluorid (HF), trifluorecetsav (TFA) vagy trimetil-szulfonil-fluorecetsav (TMSFA) és
hasonlok] jelenlétében vagy hianyaban. Az aril- vagy alkil-tiolgyok adott konstrukciorol torté-
né eltavolitasa vonatkozasaban, az Na-C1-kotés hasitasanak optimalizalasa érdekében specifi-
kusabb savas hasitasi rendszerek valaszthatok. Az ilyen reakciofeltételek szakember szamara
jol ismertek, és a peptidek integritasanak megdrzése szempontjabol kompatiblisek. Kiilonosen
olyan esetben, ha a peptid- vagy polipeptid aminosav-szekvenciajaban triptofanok vannak jelen,
a triptofan-oldallanc felszabaditott aril- vagy aril-tiolgyckkel bekovetkezd reakciojanak meg-
akadalyozasa érekében tiol-mentesitot alkalmazhatunk. A tiol-mentesitok jellemzd példai kozé
tartozik az etandiol, cisztein, B-merkaptoetanol €s a tiokrezol.

A specialis hasitasi feltételek tovabbi példai kozott emlithetok a fotolizises és a reduk-
tiv hasitasi feltételek (ha a szubsztituens pikolilcsoport). Példaul, ha R1 vagy R2 és R3 jelenté-
se pikolilcsoport, a hasitasra - standard eljarasokkal végzett - fotolizist (pl. ultraibolya sugarzas
alkalmazasaval), cink/ecetsavas vagy elektrolitikus redukciot alkalmazhatunk. Ha a két lancal-
kot6 szénatomot tartalmazo, N-szubsztitualt tiol R1 -szubsztituense R1-nél tiometant tartalmaz,
higanyos vagy hidrogén-fluoridos hasitast alkalmazhatunk. A hasitasi rendszer szilard hordozo-
rél torténd egyidejii hasitasra és/vagy véddcsoport-eltavolito reagenskeént is alkalmazhat6, ha

az els6 vagy masodik ligalasi komponens mas véddcsoportokat tartalmaz.
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A talalmany egyik megvaldsitasi modja szerint a két vagy harom lancalkot6 szénato-
mot tartalmazé, No-szubsztitualt alkil- vagy ariltiolokat a peptidszintetizalasi lépésben (kiilo-
nésen az automatizalt peptidszintézis és az ortogonalis vagy konvergens ligalasi stratégiak
esetében) megfeleld N-terminalis szubsztituenst tartalmazo polipeptidek eloallitasara alkalmaz-
zuk, melyek a szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteineket eredményezo bdvitett kémiai
liglas szubsztratjaiként hasznalhatok fel. Az ilyen vegyiiletek a kovetkezo altalanos képletek-
kel leirhato teljesen védett, részlegesen védett vagy egyaltalan nem védett, savstabil, két vagy
harom lancalkotd szénatomos No-szubsztitualt amino-alkil- vagy -ariltiolt tartalmaznak:
(PG1)S-C2-C1(R1)-Na(PG2)-CH(Z2)-C(0)-J2  vagy (PG1)S-C3(R3)-C2(R2)-C1(R1)-
Na(PG2)-CH(Z2)-C(0)-J2, melyeket a 3. és 4. tablazatban mutatunk be. Kozelebbrdl, R1, R2
és R3 koziil egy vagy tobb a Cl-szénatomhoz kapcsolt elektrondonor csoport, amely az Not-
szubsztitualt amino-alkil- vagy -ariltiol Not-szubsztitualt amid-alkil- vagy -ariltiolla torténé at-
alakitasat kovetden a Cl-szénatomon rezonancia-stabilizalt kation létrehozasara képes, amely
peptidkompatibilis hasitasi feltételek mellett elosegiti az Na-C1 kétés hasitasat. A fenti képle-
tekben PG1 és PG2 jelentése: azonos vagy kiilonb6zd véddcsoportok, melyek kiilon-kiilon
vagy kombinalva vannak jelen vagy hianyoznak; Z2 jelentése: a kémiai peptidszintézissel vagy
a bévitett nativ kémiai ligalassal kompatibilis, tetszleges csoport; €s J2 jelentése: a kémiai
peptidszintézissel vagy a bovitett nativ kémiai ligalassal kompatibilis, tetszleges csoport. A
PGl (vagy X1) az amin védésére, mig PG2 (X2) a tiol védésére alkalmas csoport. Szamos
ilyen védécsoport ismeretes, melyek erre a célra alkalmasak [Id. pl. "Protecting Groups in
Organic Synthesis", 3. kiadas, szerkesztok: T.W. Greene és P.G.M. Wuts, John Wiley and
Sons, Inc. (1999); NovaBiochem 2000-es katalogus; "Synthetic Peptides, A User’s Guide",
szerkeszté: G.A. Grant, W.H. Freeman & Company, New York, N.Y (1992), "Advanced
Chemtech Handbook of Combinatorial & Solid Phase Organic Chemistry", szerkesztok: W.D.
Bennet, J. W. Christensen, L.K. Hamaker, M.L. Peterson, M.R. Rhodes és H.H. Saneii,
Advanced Chemtech (1998), "Principles of Peptide Synthesis", 2. kiadas, szerkeszto: M.
Bodanszky, Springer-Verlag (1993); "The Practice of Peptide Synthesis", 2. kiadés, szerkesz-
t6k: M. Bodanszky és A. Bodanszky, Springer-Verlag (1994); "Protecting Groups", szer-
kesztd: P.J. Kocienski: Georg Thieme Verlag, Stuttgart, Németorszag (1994)].
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3. tablazat
Z |Zz
Hle——CH~lC|)——J2 PG,-——NT—-—-CH-——C—-—-Jz
: 0 0
PG—S—GC3 C1\R1 Hs—C5 C‘\R1
Zp
: PG.-——NTL—CH-——lC!: J
C o)
p—s—C~ R
|

Az elényos PG1- vagy X1-védécsoportok jellemz6 példai kozé tartoznak, tobbek ko-
zott, a kovetkezok: Boc (t-butil-karbamatcsoport), Troc (2,2,2-triklor-etilkarbamat), Fmoc (9-
fluorenil-metilkarbamat), Br-Z vagy CI-Z (Br- vagy Cl-benzilkarbamat), Dde (4,4-dimetil-2,6-
dioxo-ciklohex-1-ilidén), MsZ (4-metil-szulfinil-benzilkarbamat), Msc (2-metil-szulfo-etilkar-
bamat), Nsc (4-nitro-fenil-etil—szulfonil-etil-oxi-karbonilcsoport. Az elonyos PGl- és X1-
véddcsoportokat a "Protecting Groups in Organic Synthesis" cimii kiadvanybol [3. kiadas,
szerkesztok: T.W. Greene és P.G.M. Wuts, John Wiley and Sons, Inc. (1999)] valasztjuk ki;
legelonyosebb az Fmoc- és Nsc-csoport. A PG2- vagy X2-védécsoportok eldnyds példai kozé
tartoznak, tobbek kozott, a kovetkezk: Acm (acetamido-metilcsoport), MeoBzl vagy Mob
(p-metoxi-benzilcsoport), Meb (p-metil-benzilcsoport), Trt (trifenil-metilcsoport), Xan
(xantenilcsoport), tButhio (s-t-butilcsoport), Mmt (p-metoxi-trifenil-metilcsoport), 2- vagy
4-pikolil (2- vagy 4-piridilcsoport), Fm (9-fluorenil-metilcsoport), tbut (t-butilcsoport), Tacam
(trimetil-acetamido-metilcsoport). Az eldnyds PG2- és X2-védéesoportokat a "Protecting
Groups in Organic Synthesis" cimi kiadvanybol [3. kiadés, szerkesztdk: T.W. Greene és

P.G.M. Wauts, John Wiley and Sons, Inc. (1999)] valasztjuk ki; legeldnyosebb az Acm-, Mob-,
MeB- és Pikolilcsoport.
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4. tablazat
lzz 22
PGr—Tu——CH—ﬁ——-Jz TGZ HNT—-——CH——C-——Jz
HS, C4 0] S C (0]
\ ~ \ .
03—'02/ Ri ca——cz/ Ry
/N / \
Rs Ro Ra R,
Z
PGr-—fl\Ia——CH——C—-JZ
PG—S C4
AN
q——cq/ S
/ 0\
Ra Ro
J

A taldlmany szerinti, két vagy harom lancalkoté szénatomot tartalmazo, No-szubszti-
tualt alkil- vagy ariltiolok védett alakjai a fenti 1. és 2. reakciovazlatban bemutatott moédon al-
lithatok eld.

A talalmany szerinti vegyiiletek szamos eljarassal eléallithatok, igy példaul, halogen-
Kkozvetitette amino-alkilezéssel, reduktiv aminalassal, valamint - szilard fazisa aminosav-szinte-
tizalasi modszerekkel kompatibilis - No-védett, N-alkilezett, S-védett amino-alkil- vagy -aril-
tiol aminosav-prekurzorok eldallitasa révén allitiuk elé. Kivant esetben, az elfogadhato kiralis
tisztasagn vegyuletek elballitasa céljabol, a képzddott racematok vagy diasztereomerek
reszolvalasat standard modszerekkel végezhetjik.

D) A talalmany szerinti elénvos. vizben oldhato polimerek szintézise és eldallitasa

Ahogy itt hasznaljuk, a "molekularis heterogenitas" kifejezésen egy proteinkészit-
ményben 1évd egyes proteinekhez kapcsolodo polimermolekulak szaméanak valtozékonysagat
értjiik. A "molekularis diverzitas" kifejezés (a) a protein polimerrel modositott helyének (he-
lyeinek) valtozékonysagara; (b) az ugyanazon protein kiilonboz6 helyeire [vagy egy proteinké-
szitmény kilonboz0 proteinjeinek ugyanazon helyére (helyeire)] kapcsolt polimer-adduktumok
hosszusaganak valtozékonysagara; vagy (c) egy protein kiilonbéz helyeire [vagy egy protein-
készitmény kilonbozo proteinjeinek ugyanazon helyére (helyeire)] kapcsolt polimer-adduktu-

mok elagazddasanak mennyisége és/vagy természete valtozékonysagara vonatkozik. Ahogy a
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leirasban hasznaljuk, a "molekularisan homogén" kifejezés olyan proteinkészitményre vonatko-
zik, amelyben valamennyi proteinmolekula azonos aminosav-szekvenciat tartalmaz, amelyek
ugyanazon poziciokban ugyanazon polimerrel vannak moédositva. Két vagy tobb "molekulari-
san homogén" proteinkészitmény elegyét "molekularisan definialt" készitménynek nevezziik.

A talalmany e szempontjanak megfelelden, a polimer heterogenitasanak, diverzitasa-
nak és alkalmatlansaganak fentebb vazolt problémaira a biokomatibilis polimerek 0j osztalya-
nak eldallitasa nyajt megoldast, ami a polipeptidek elonyeit (pontos hosszusag, egyszeri szin-
tézis) a "pPEG" (preciziés PEG) eldnyeivel (flexibilitas, amfifilitds, immunogenitas hianya,
proteazos hasitissal szembeni érzéketlenség) kombinalja [09/379297 szamu egyesiilt llamok-
beli szabadalmi bejelentés (Rose, K. és mtsai.)]. A szoban forgd biokompatibilis polimerek a
kovetkezd altalanos képlettel irhatok le:

-(CO-X-CO-NH-Y-NH),-

ahol "n" értéke: eldnydsen 1 és 100, még elonyosebben 2 és 100 kozotti egész szam; X és Y
jelentése: pontos szerkezetli, egymashoz amidkotéssel kapcsolodo, biokompatiblis ismétlédd
elemek. X ésy elédnyosen kétértékii szerves gyokok, amelyek nem tartalmaznak reaktiv funkci-
s csoportok, vagy X és Y hianyzik (mely lehetéségek az "n" szamu ismétlddd egységekben
egymastol fiiggetlenil véltozok lehetnek). Elényos esetben, ha "n" értéke X és Y legalabb
egyikének jelentése: szubsztitualt, szubsztitualatlan, elagazé lancu vagy linearis lancu alifas
vagy aromas csoport. Még elényosebben, X és Y egyikének jelentése: fenilcsoport, 1-10 szén-
atomos alkiléngyok, 1-10 szénatomos alkilcsoport, heteroatomot tartalmazé fenilcsoport,
heteroatomot tartalmazé 1-10 szénatomos alkiléngyok, heteroatomot tartalmazé 1-10 szén-
atomos alkilcsoport vagy ezek kombinacioja.

A talalmany szerinti megoldas szempontjabol kiilonosen elényés pPEG-molekuldk a
kovetkezd altalanos képletekkel irhatok le:

-[CO-(CH,),-CO-NH-(CHy);-(OCH,CH2CH,)3-CH,-NH] -
(ahol "n" értéke eldnydsen 1 €s 100 kozotti egész szam, még elényodsebben 2 és 100 kozotti
egész szam); vagy
-[CO-(CH,),-CO-NH-(CH;)s-NH-(CH,)3-(OCH,CH);-CHz-NH-],.-
(ahol "n" értéke elényosen 1 és 50 kozotti egész szam, még elényosebben 2 és 50 kozotti
egész szam).

Az ilyen pPEG-molekukulak szamos moédszerrel szintetizalhatok, azonban el6allita-

sukra elényosen az egységek szilard fazisu, lépésenkénti 6sszekapcsolasat magaban foglalo

lancosszeallitasi eljarast, és nem polimerizacios eljarasokat alkalmazunk. Az ilyen 6sszeallitasi

haddild
[
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folyamat lehetévé teszi, hogy egy készitmény komponensei - hosszusaguk, X é€s Y-szubsztitu-
enseik, az esetlegesen jelen 1évo elagazodasi pontjaik, és az esetlegesen jelen 1évd elagazasok
pozicidja, hossziisaga, X- és Y-szubsztituensei vonatkozasaban - definidltak és homogén szer-
kezetiiek legyenek.

Az ilyen molekulak a kovetkezok szerint szintetizalhatok:

(a) a "Z-Q-hordozo" altalanos képletii vegyiilet (amelyben Z jelentése: HoN- vagy
HO-; Q jelentése: kapcsolocsoport vagy célmolekula; és "hordozd" jelentése: szilard fazis, mat-
rix vagy feliilet) aminocsoportjat vagy hidroxilcsoportjat egy HOOC-X-COOH altalanos kép-
letti disav szarmazékanak molaris feleslegével acilezziik;

(b) az (a) lépésben kapott termék szabad karboxilcsoportjat aktivaljuk;

(c) a (b) lépésben kapott terméket NH,-Y-NH, altalanos képletli diamin molaris fe-
leslegével aminolizisnek vetjik ala; €s

(d) adott esetben az (a)-(c) lépéseket a HOOC-X-COOH és NHz-Y-NH, altalanos
képletii vegyiiletek (amelyekben X és Y jelentése, egymastdl fuggetlenil: kétértékii szerves
gyok vagy X vagy Y hianyozhat, és az opcionalis ismétlédé egységekben egymastdl figgetle-
niil valtozok lehetnek, tovabba az el6z6 acilezési és/vagy aminolizises lépésekben alkalmazott
X- és Y-szubsztituensekkel azonosak vagy azoktdl eltérdek.

A talalmany elényos megvalositasi modjai értelmében a fenti ismétlodd egység 6-
mereit, 12-mereit, 18-mereit és 32-mereit alkalmazzuk. Kivant esetben az ismétlédo egység,
példaul, a lizin aminocsoportjaval egyutt alkalmazhat6, ami elagaz6 pPGE-struktirakat ered-
ményez. A pPEG kiilonb6z6 kémiai modszerekkel (pl. tioéter-, oxim- €s amidkotés-képzéssel)
kapcsolhato a talalméany szerinti szintetikus proteinekhez.

A talalmany egyik megvalésitasi modja szerint az egységek szilard fazison végzett 1é-
pésenkénti egymashoz kapcsolasat a kovetkezok szerint hajtjuk végre:

1. 1épés: Védett vagy nem védett disavat gyantahoz kotott aminocsoporthoz kapcso-
lunk, mialtal a kapcsolasi helyen amidkotést hozunk létre (a PG-véddcsoport az alkalmazott
disavtol fiiggden jelen van vagy hianyzik):

PG-O0C-X-COOH + NH,-Y-NH-Gyanta

2. lépés: az esetlegesen jelen 1évd védocsoport (PG) eltavolitasa a gyantarol:

HOOC-X-CO-NH-Y-NH-Gyanta

3. 1épés: védett vagy nem védett diamin gyantdhoz kotott karbonsavhoz torténd kap-

csolasa, mialtal a kapcsolasi helyen amidkotést kapunk (a PG-védécsoport az alkalmazott

diamintol fiiggden jelen van vagy hianyzik):
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PG-NH-Y-HN + HOOC-X-CO-NH-Y-NH-Gyanta

4. 1épés: az esetlegesen jelen 1évd védocsoport (PG) eltavolitasa a gyantarol:

-NH-Y-NH-OC-X-CO-NH-Y-NH-Gyanta

5. lépés: az 1-4. lépések ismétlése "n" alkalommal (ami "n" szami egység Osszekap-
csolasat eredményezi), majd lehasitas a gyantarol: -[CO-X-CO-NH-Y-NH]-[CO-X-CO-NH-Y-
NH]-[CO-X-CO-NH—Y—NH]-[CO-X-CO-NH-Y-NH]-.

Ahogy fentebb emlitettik, a talalmany szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo
molekulakhoz torténd kapcsolasra vizben oldhato polimerként a linearis vagy elagazo pPGE-
konstrukciok alkalmazhatok elényosen. Az alkalmazott pPEG-konstrukciok fiziologiai feltéte-
lek mellett toltéssel bird vagy semleges oldalcsoportokat tartalmaznak, €s ugy allithatok eld,
hogy kapcsolasi kémiajuk, hosszusaguk, elagazodasuk és oldékonysaguk - az alkalmazott
szerkezettdl fuggden - valtozo legyen. Ahogy fentebb emlitettilk, a talalméany szerinti elényos
pPEG-ek -CO-X-CO-NH-Y-NH- ismétlédd egységet tartalmazo, vizben oldhatéd poliamidot
tartalmaznak, ahol X és Y egyike vagy mindketto vizben oldhato ismétlodd egység, legelonyo-
sebben "PEG"-alapt ismétl6do egység. Bar az oligokarbamidok elsésorban egyszer, kétlépé-
ses szilard fazist eljarassal allithatok el6 - ahogy azt egy amino-gyanta (NH,-Gyanta) és egy
szimmetrikus diamin (NH.-Y-NH,) esetében az alabbiakban bemutatjuk:

aktivalas karbonil-diimidazollal — im-CO-NH-Gyanta
aminolizis diaminnal (NH,-Y-NH;) — NH,-Y-NH-CO-NH-gyanta
(mely két 1épést tobbszor ismételve -NH-Y-NH-CO- képletti ismétlods egységet tartalmazo
oligokarbamidot kapunk - ez az eljaras kevésbé elényos. Ennek oka, hogy a fenti két lépés ho-
,ama szobahémérsékleten nem kvantitativ, még akkor sem, ha a reagenseket nagyon nagy fe-
leslegét és hosszu reakcioidot alkalmazunk. Ilyenforman, elényosebben harom lépéses szilard
fazisu eljarast alkalmazhatunk, amelyet az alabbiakban amino-gyanta (NH,-gyanta) alkalmaza-
saval, poliamid eléallitasara szemléltetiink. Az izomer termékek képzodésének elkertilése célja-
b6l a HOOC-X-COOH és NH>-Y-NH> altalanos képletli reagenseknek szimmetrikusnak kell
lennitk.
Aktivalas disavval (HOOC-X-COOH) — HO-CO-X-CO-NH-Gyanta
Aktivalas karbonil-diimidazollal—im-CO-OCO-X-CO-NH-gyanta
Aminolizis diaminnal (NHz-Y-NHz)—>NH2-Y-NH-CO-X—CO-NH-gyanta
Ezt a harom lépést egymas utan tobbszor megismételve az [-NH-Y-NH-CO-X-CO-]

ismétlddd egységet tartalmazo poliamidot kapjuk. A polimer pontos szami monomeregységet
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tartalmaz; X és Y az egyes lépésekben egymastol fliggetleniil valtozhat, és a végcsoportok tet-
szblegesen valaszthatok ki. Példaul, az acilezési 1épésben borostyank&sav-anhidridet ("Succ"),
az aminolizises lépésben 4,7,10-trioxa-1,13-tridecéndiamint (mas néven: EDA vagy TTD) al-
kalmazva olyan "PEG"-alapi poliamidokat kapunk, amelyek képletében X jelentése: -CH,-
CH,-, Y jelentése: -NH-CH,CH,CH,-(OCH,CH,);-CH,-NH-; és az ismétl6d6 egység a kovet-
kez6: -NH-CH,CH,CH,-(OCH,CH,);-CH,-NH-COCH,CH,CO-. Annak ellenére, hogy az elja-
ras soran védocsoport nélkiili kétértékii reagenseket alkalmazunk, kereskedelmi forgalomban
beszerezhetd, standard peptidszintetizalo gyantak felhasznaldsa esetén a keresztk6t6dés nem
jelent problémat [09/379297 szamu egyesilt allamokbeli szabadalmi bejelentés (Rose, K. €s
mtsai.); és Rose és mtsai.: J. Am. Chem. Soc. 121, 7034 (1999)], kivéve az elagazd konstruk-

cidk elballitasanal a Lys elagazasi magok alabbiakban leirt esetét.

Példaul, az elagazd6 pPEG-konstrukciok a "kemotest" ("chemobody") konstrukciok
esetében leirtakhoz [1d. 09/379297 szamu egyesiilt allamokbeli szabadalmi bejelentés (Rose, K.
és mtsai.); és Rose és Vizzavona: J. Am. Chem. Soc. 121, 7034 (1999)] hasonl6é médon allit-
hatok el6. Ennek megfeleléen, az elagaz6 pPEG-konstrukciok ugy allithatok el6, hogy tartal-
mazzanak egy eldgazasi magot (pl. lizin elagazasi magot), amely oxim-kapcsolokomponense-
ken keresztiil egy elényos, vizben oldhat6 poliamidhoz kapesolodik [pl. -(COCH,CH,CO-NH-
CH,CH,CH,-(OCH,CH,);-CH,-NH),-]. Példaul, az oximkotések a poliamid masik végén lévo
lizin-oldallancon  talalhatd  amino-oxi-acetilcsoport és egy  lizin-magon [pl. az
(O=CHCO).Lys,Lys- tetramer magon] lévé glioxililesoportok koz6tt alakithatok ki. Ilyenfor-
mén, az egyes lizin elagazodasi pontok oxim-kapcsolokomponense a kovetkezd szerkezet sze-
rint alakithato ki: Lys(CO-CH,-ON=CHCO-)amid-. Mas modon, az oximkotés a poliamid €s a
poliamid szabad toldalékcsoportja koz€ iktathato be - elonyosen egyszeresen védett diamin al-
kalmazasaval, és a poliamid kapcsolasa utan a védécsoport eltavolitasaval, mialtal egy négyér-
tékii elagazd konstrukciot kapunk: [O=CHCO-(NH-CH,CH,CH,-[OCH>CH,]:-CH>-NH-
COCH,CH,CO),]s-Lys,Lys-

Az oximkémia nem csupan a dimer és tetramer elagazo konstrukciok eldallitasara, ha-
nem oktamer elagazd konstrukciok Osszeallitaséra is alkalmas [Rose: J. Am. Chem. Soc. 116,
30 (1994); Rose ¢s mtsai.: Bioconj. Chem. 7, 552 (1996)]. Ilyen célra természetesen - ilyen
pPEG-poliamidok alkalmazasa esetén - egyéb kémiai modszerek alkalmazasara is lehetdség
van (Id. pl. a 13. 4brat). Ezen tilmenden, a poliamid-képzés az Fmoc- vagy Boc-kémiat maga-
ban foglald peptidszintetizalasi sémaban is alkalmazhato, de tekintettel kell lenni arra, hogy az

aminolizises 1épés eltavolitia az Fmoc-csoportot és eltavolitja az indol formil-védelmét (ha
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Boc-kémiat kivanunk alkalmazni).

Ennek megfelelden, az ilyen pPEG-ek kiilonb6zd elagazddasi magok (pl. lizin elaga-
zasi mag, stb.) beiktatasaval allithatok eld, mely elagazasi magvak valasztott kotésekkel (pl.
amid-, tioéter-, oximkotés és hasonlok) kapcsolodnak egy linearis, vizben oldhat6 poliamidhoz
[pl. -(Succ-TTD),-, stb.], ahol az egyes linearis, vizoldékony poliamidok szabad végeinek min-
degyikéhez - kivant toltés kialakitasa céljabol - egy kivant toldalékcsoport (pl. karboxilat,
amino, amid, stb.) kapcsolhat6 ("capping"). Ezen tulmenden, a talalmany szerinti linearis és el-
agazo pPEG-ek eldallithatok oly médon is, hogy - egy vagy tobb egyedi és kolcsondsen reak-
tiv funkciés csoportot tartalmazé szintetikus proteinhez kapcsolhat6 - egyedi funkcios cso-
portot tartalmazzanak, és a pPEG-ek toldalékcsoportjai elénydsen ne legyenek antigénsajatsa-
guak (1d. pl. 13. abra).

A talalmany egy kiilonosen elényds megvaldsitasi modja értelmében a talalmany sze-
rinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteineket molekularisan homogén, vizben oldhato,
gliko-utanzé polimerekkel modositjuk, mely polimerek a kovetkez6 altalanos képlettel irhatok
le:

U-s1-B-s2-Polimer-s3-J*

ahol U jelentése: egyedi funkcids csoport; B jelentése elagazodasi mag, amely jelen van vagy
hianyzik, és harom vagy t6bb - azonos vagy kilonbozé - elagazodasi kart tartalmaz; "Polimer"
jelentése: kb. 5 kD-nal nagyobb molekulatdmegii poliamid, amely a kovetkezé altalanos kép-
letek valamelyikével irhaté le: -[C(0)-X-C(O)-NH-Y-NH],- vagy -[NH-Y-NH-C(O)-X-
C(O)].- (ahol X és Y jelentése: azonos vagy kiilénbozd, elagazo vagy linearis kétértékli gyok,
és "n" értéke: 2 és 50 kozotti egész szam); és ha X és Y lényegében nem antigénhatasu, linearis
vagy elagazo, vizoldékony ismétlodo egységet tartalmaz, ugy J* jelentése: 1ényegében nem
antigénhatasu toldalékcsoport, amely fiziologiai korilmények kozott negativ, pozitiv vagy
semleges netto toltési; és s1, s2 és s3 jelentése: tavtarto- vagy kapcsolokomponensek, melyek
egyformak vagy kilonbozok, és egymastol fuggetlenil jelen lehetnek vagy hianyozhatnak. Az
ilyen polimerek kozé tartoznak a 60/236,377 szamt egyesilt allamokbeli szabadalmi bejelen-
tésben feltart polimerek (mely forrast teljes terjedelmében a kitanitas részének tekintiink). A
fenti U-s1-B-s2-Polimer-s3-J* altalanos képlet az U-B-Polimer-J* altalanos képlettel is leir-
hat6, amelyben az s1, s2 és s3 tavtarto- vagy kapcsolokomponensek jelen vannak vagy hia-
nyoznak.

A talalmany szerinti gliko-utanzé polimerek el6nyos eldallitasi eljarasait az 5-7. abra-

kon szemléltetjik. Az 5/A és 5/B &bran a talalmany szerinti U-B-Polimer-J* altalanos képleti,
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vizben oldhaté polimer elagazasi magjanak (B) és egyedi kemoszelektiv funkcios csoportjanak
(B) szilard fazisu el6allitasi eljarasat mutatjuk be. Az eljaras oldatban is végrehajthatd, azonban
a szilard fazisi modszer elénydsebb. Az S/A éabran kiindulasi vegytletként az ortogonalisan
védett U-B-prekurzort tiintettiik fel, amely reaktiv csoportot tartalmaz (—‘—0) és az ilyen
konstrukciok alapvetd geometriai szerkezetét vonalakkal egymashoz kapcsolt fekete pontokkal
jeloltuk: (®—*) Ezt a geometriai szerkezet nem jelenti az alkalmazhaté kémiai kotések
vagy csoportok tipusainak korlatozasat, csupan a talalmany szerinti U-B-molekularészek elal-
litasara alkalmas épitdstruktirak geometrigjanak relativ pontjait €s a kémiai feldolgozasi pon-
tokat szemlélteti. Az ortogonalisan védett U-B-prekurzort - megfeleld, hasithaté kapcsolo-
komponenst és kdlcsonosen reaktiv csoportot (—9,) (amely aktivalast kovetden képes

az U-B-prekurzorhoz kovalens kotéssel kapcsolodni) tartalmazé - hordozépolimerhez/gyanta-

hoz kapcsoljuk.

Q—B— ~— Hordozoépolimer

Kapcsolokomponens

Ebben a rendszerben a polimer-segitette szerves kémiai technikak alapelveit alkalmaz-
zuk. A kapcsolas utan az elagazasi mag kidolgozasa kovetkezik (az abran csak egy elagazasi
magot tiintettiink fel, azonban tovabbi elagazodasi magok is jelen lehetnek), mialtal a kivant
"Polimer"-komponens (pl. 1ényegében nem antigénhatasu, vizben oldhat6 polimer) kapcsolasa-
ra alkalmas elagazasi magot kapjuk. Feltiintettikk az U-csoportot is, amely a szintézis kezdetén,
az ortogonalisan védett U-B-prekurzor részleteként prezentalhato, illetve az elagazasi mag (B)
kidolgozasa soran (vagy azt kovetden) alakithato ki. Bar a "Polimer"-komponens kapcsolasa
még a gyantardl torténd lehasitas elétt is elvégezhetd, az elonyos eljaras szerint az U-B-
komponenst elészor lehasitjuk a hordozopolimerrdl/gyantardl, mialtal egy U-B-magot kapunk,
amelyhez tisztitast kovetden hozzakapcsoljuk a "Polimer"-komponenst.

Ahogy az abran lathato, a B-mag fuggé elagazasi pontjai gy vannak kialakitva, hogy
- azonos vagy kiilonbozé - funkcids csoportot ("Func") tartalmazzanak, €s reverzibilis védo-
csoportokkal (PG, PG’ vagy PG’ ") lehetnek ellatva vagy védécsoport nélkiiliek lehetnek. A
"Polimer"-komponens kapcsolasat jelenté utolso lépés mindegyik esetben a figgd elagazasi
pontokon egy funkcids csoport ("Func") létrehozasa, illetve az U-csoport kialakitasa (Id. 7. ab-
ra). Az 5/B 4bran egy alternativ eljarast mutatunk be, melynek soran egy védett U-B-

prekurzort egy kapcsolokomponenst tartalmazé hordozépolimerrel kombinalva alkalmazunk.
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Az 5/B abran egy el6re osszedllitott B elagazasi mag hordozdpolimerhez torténd kapcsolasat,
és az U-csoportot létrehozd gyanta U-B-komponens eldallitasara torténd alkalmazasat is be-
mutatjuk (mely U-B-komponens a "Polimer"-komponens késdbbi kapcsolasara alkalmas).

A 6/A-6/D abrakon a talalmany szerinti elényos, lényegében nem antigénhatasa, viz-
ben oldhaté "Polimer-J*" poliamid-komponensek (melyek az U-B-maghoz térténd késdbbi
kapcsolasra alkalmazhatdk) eldallitasanak szilard fazisu eljarasat szemléltetjiikk. Bar az abrakon
a szilard fazisi eljarast mutatjuk be (amely a talalmany szerinti megoldas szempontjabdl elo-
nyos eljarast reprezentalja), azonos végeredmény eléréséhez oldat fazisu eljaras is adaptalhato.
Ahogy a 6/A és 6/B abran bemutatjuk, a disav- és diamino-egységeket szilard fazisu szerves
kémiai alapelvek alkalmazasaval kapcsoljuk egymashoz. A védett amino-X’-sav és/vagy
amino-Y’ -sav egységeket - az -[NH-Y-NHCO-X-CO]- altalanos képleti poliamid-szerkezet-
tel bird - végso hasitasi termében az X- és Y-csoport tovabbi diverzitdsa érdekében épithetjiik
be. A 6/A abran N-terminalis — C-terminalis iranyban végzett szintézist, mig a 6/B abran a C-
terminalis — N-terminalis iranyban végzett szintézist szemléltetjuk. A 6/C és 6/D abran bemu-
tatott eljaras szerint a védett amino-X’ -sav és/vagy amino-Y’ -sav egységeket szilard fazisu
szerves kémiai alapelvek alkalmazasaval kapcsoljuk egymashoz. A 6/C dbran az N-terminalis
—> C-terminalis irAnyban végzett szintézist, mig a 6/D abran a C-terminalis — N-terminalis
iranyban végzett szintézist szemléltetjiikk. Ahogy a 6/A-6/D abrakon bemutatottak alapjan lat-
hato, a végeredményként kapott poliamid-termék természete - a szintézis ciklusainak szamatol
fliggden - pontosan kontrollalhaté. Ezen tilmenden, a J* toldalékcsoport gyakorlatilag bar-
mely felhasznalé altal meghatarozott specifikicidhoz hozzaépithetd. A monodiszperz X, Y, X’
és Y' ismétlodd egységek alkalmazasa esetén pontosan szabalyozhaté a poliamid-végtermék
pontos molekularis szerkezete.

Az U-B-komponens Polimer-J*-komponenshez torténd - talalmany szerinti U-B-
Polimer-J* altalanos képletii, elényos szintetikus polimer-konstrukciokat eredményezd - kap-
csolasanak elényos eljarasat a 7. abran mutatjuk be. Ahogy az abran lathato, az adott konst-
rukcio tervezett végfelhasznalasatol fuggden - kilonboz6 védécsoportok alkalmazhatok. Be-
mutatjuk tovabba a kivant U-B-Polimer-J*-konstrukciok elballitasanak eltéro modszereit
(koztitk a szilard fazist és az oldat fazisi megkozelitést).

Ahogy fentebb emlitettiik, a talalmany szerinti megoldas szempontjabol elényds, viz-
ben oldhato ismétlédd egységek polialkilén-oxidot, poliamid-alkilén-oxidot vagy ezek szarma-

zékait tartalmazzak. A legeldnyosebb vizoldékony ismétlédd egység -(CH,-CHp-O)- vagy
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-(CH,-CH,-0)- képletii etilén-oxidot tartalmaznak. A vizoldékony ismétléd6 egységek szama
tag hatarok kozt valtozhat, azonban az ilyen egységek szama elonyosen 2-t81 500-ig, 2-t6l
400-ig, 2-t61 300-ig, 2-t6l 200-ig, 2-t8]1 100-ig, 2-t6] 50-ig, még eldnyosebben 2-t6l 32-ig, leg-
elényosebben 3-tol 8-ig terjedhet. Egy még elényosebb megvalositasi mod szerint X és Y ko-
zill az egyik vagy mindkettd jelentése: -((CHy)n1-(CH2-CH2-O)nz-(CH2)ni-)- vagy -((CHz)ai-(O-
CH,-CH,),2-(CHy)a1-)-, ahol "n1" értéke: 1-6, 1-5, 1-4, legelényosebben 1-3; és "n2" értéke: 2-
50, 2-25, 2-15, 2-10, 2-8, legelényosebben 2-5. Az egyik kiulonosen elényds megvaldsitasi
mod szerint X jelentése: -(CH,-CH,)-, és Y jelentése: -(CH,-(CH;-CH;-0):-CH,-CH,-CHy)-
vagy -(CH,-CH,-CH,~(O-CH,-CH,)3-CH,)-. Még elényosebben azok a monodiszperz készit-
mények, amelyekben minden egyes "n" értéke: diszkrét egész szam. Egy rendkiviil elényos
megvalositasi mod szerint X jelentése: -(CH-CHy)-, és Y jelentése: -(CH»-(CH,-CH,-O)s-
CH,-CH,-CH,),- vagy -(CH,-CH,-CH,-(O-CH,-CH;)3-CH,),-, ahol "n" értéke 12-36.

Kozelebbrol, a "Polimer" elényos megvaldsitasa esetén, ha a vizben oldhatoé polimer
polialkilén-oxid ismétl6dé egységeket (Ggymint etilén-oxid ismétlddd egységeket) tartalmazo
polimerlancot tartalmaz, akkor eldnyos, ha az egyes lancok molekulatomege kb. 1,5 kD és kb.
42 kD kozotti, még eldnydsebben kb. 2 kD és 20 kD kozotti érték.

Az elényos U-csoport kémiai ligalasra alkalmas gyokot tartalmaz. A talalmany szerinti
megoldas szempontjabol elényos polimerek elagazok, és a B-csoport harom vagy tébb atombdl
all. A J*-komponens elénydsen olyan csoport, amely fiziologiai feltételek mellett ionizalhato
(legelényosebben negativ toltésii). Az U- és J-komponens barmelyike (vagy mindkettd) tartal-
mazhat véddcsoportot, amely a konstrukcid integritasanak karositasa nélkiil eltavolithato.

Az el6nyos tavtarto- vagy kapcsolokomponensek kozé linearis vagy elagazo moleku-
larészek tartoznak, amelyek egy vagy tobb - vizben oldhat6 polimerben alkalmazhat6 - ismét-
16d6 egységet tartalmaznak, igy pl. diamino- és/vagy disav-egységeket, természetes vagy nem
természetes aminosavakat vagy szarmazékaikat, tovabba alifas gyokoket (alkil-, aril-, heteroal-
kil-, heteroaril-, alkoxi- és hasonlé gyokoket, melyek elényosen legfeljebb 18 szénatomosak)
vagy akar egy tovabbi polimerlancot.

Ahogy fentebb emlitettik, az U-komponens olyan funkcids csoport, amely egy cél-
molekulahoz (pl. peptidhez vagy polipeptidhez vagy egyéb feliilethez) kapcsolhatd (vagy ahhoz
van kapcsolva). Ha az U-komponens egy célmolekulahoz torténd konjugalasra alkalmas funk-

ciés csoport, ugy nukleofil vagy elektrofil csoportot tartalmaz, mig a célmolekula azzal kol-

csoénosen reaktiv elektrofil vagy nukleofil csoportot hordoz.
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Szamos ilyen kolcsonosen reaktiv funkcids csoport ismert, melyek képesek a pep-
tidekre és polipeptidekre altalanosan jellemzd oldallanc funkcids csoportokhoz (vagy
derivatizalt oldallanc funkcids csoportokhoz) torténd kapcsolodasra [Id. Zalipsky €s mitsai.:
Bioconjugate Chemistry 6, 150 (1995); "Perspectives in Bioconjugate Chemistry", szerkesztd:
C. F. Meares, ACS (1993); "Chemistry of Protein Conjugation and Cross-Linking", szerkesz-
t6: S.S. Wong, CRC Press, Inc. (1993)]. Az aminocsoporttal reagaloképes funkcios csoportok
példai a kovetkezdk: (a) karbonatok, pl. p-nitro-fenilcsoport vagy szukcinimidilcsoport; (b)
karbonil-imidazol; (c) azlaktonok;(d) ciklikus imid-tionok; és (e) izocianatok vagy izotiociana-
tok. A karboxilcsoportokkal és reaktiv karbonilcsoportokkal reagaloképes funkcios csoportok
példai: (a) primer aminok; és (b) hidrazin és hidrazid funkciés csoportok, Ggymint az
acilhidrazidok, karbazatok, szemikarbamatok, tiokarbazatok, aminooxicsoport, stb. A merkap-
to- vagy szulfhidrilcsoporttal reagaloképes funkcios csoportok kozé tartoznak a fenil-glioxa-
lok, maleimidek és a halogének. A hidroxilcsoportokkal, példaul, (karbon)savakkal vagy egyéb
- elektrofil centrummal reagaloképes - nukleofil csoportokkal reagalni képes funkcios csopor-
tok jellemzé példaiként emlithetok a kovetkezdk: hidroxilesoport, aminocsoport, karboxilcso-
port, tiolcsoport, aktiv metiléncsoport és hasonlok.

Példaul, a fenti polimer eléallithatd oly modon, hogy az U-komponenst egy célmole-
kulahoz torténd kapcsolasra alkalmas funkcios csoportként tartalmazza, ahol is a funkcids cso-
port akrilat, aldehid, keton, amino-oxi, amin, karbonsav, észter, tioészter, halogén, tiol, ciano-
acetat, dipalmitoil-foszfatidil-etanolamin, disztearoil-foszfatidil-etanolamin, epoxid, hidrazid,
azid, izocianat, maleimid, metakrilat, nitrofenil-karbonat, ortopiridil-diszulfid, szilan, szulfthid-
ril, vinilszulfonok, szukcinimidil-glutarat, szukcinimidil-szukcinat, borostyankdsav, trezilat €s
hasonlok. Az U-komponens aktivalhato alakban, pl. karbonsav formajaban is eléallithato,
amely - nukleofil reagenssel, pl. aminnal reagaloképes - aktiv észterré alakithato.

A taldlmany egy elényos megvalositasi modja értelmében a vizben oldhato6 polimer U-
komponense egy célmolekulan elhelyezked6 egyedi funkcids csoporttal szelektiven reagaloké-
pes, egyedi funkcios csoport. A talalmany e szempontja értelmében a peptidszintézis (véddcso-
port-stratégiak) és a kémiai ligalas (részlegesen védett vagy véddesoport nélkuli stratégiak)
alapelveit alkalmazzuk (Id. a fenti (II) szakaszt). Ennek megfeleléen, az U-komponens igen
kiilonboz6 funkcios csoport lehet (pl. a fentebb felsoroltak). A talalmany e megvaldsitasi modja
szempontjabol elényos U-csoportok a kovetkezd kapcsolasi eljarasokban alkalmazhatok:
aminbefogasi stratégidk (pl. hemiamin-képzéssel, iminképzéssel vagy Michael-féle addicioval

végzett ligalas); tiolbefogasi stratégiak (pl. merkaptidképzéssel vagy diszulfidcserével végzett

sae
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ligalas); nativ kémiai ligalasi stratégiak (pl. ligalas tioészter-cserével, cisztein vagy tioltartalmu
oldallanc aminosav-szarmazék bevonasaval) és ortogonalis ligalasi kapcsolasi stratégiak fogé-
kony csoportok (pl. ligalas tiazolidinképzéssel, tioésztercserével, tioészterképzéssel, diszulfid-
cserével és amidképzéssel); 1d. pl. Coltart, D. M.: Tetrahedron 56, 3449 (2000)]. A talalmany e
megvalositasi modja szempontjabol kiléndsen elényds U-csoport olyan egyedi funkcids cso-
port, amely alkalmas a vizes kozeggel kompatibilis kémiai ligalasi eljarasban (Id. a fentebb leirt
(IT) szakaszt) torténd felhasznalasra. Ennek megfeleléen, az U-csoport karbonatkotés, észter-
kotés, uretankotés, ortoészterkotés, amidkotés, aminkotés, oximkotés, imidkotés, karbamidko-
tés, tiokarbamidkotés, tioéterkotés, tiouretankotes, tioészterkotés, éterkotés, tiazolidinkotés,
hidrazonkotés, oxazolidinkotés és hasonldk, elényosen oximkotés vagy amidkotés kialakitasara
képes funkcids csoport lehet.

Ahogy fentebb emlitettitk, a talilmany szerinti, U-s1-B-s2-Polimer-s3-J* altalanos
képletii polimer-konstrukcioban B jelentése: elagazasi mag, amely harom vagy tobb karbdl all,
és amely a konstrukciéban jelen van vagy hianyzik. Ha a B-komponens jelen van, egyik karja
az U-komponenshez - vagy az U-komponenshez kapcsolt tavtarto- vagy kapcsolokomponens-
hez kotédik, mig a tobbi karja a "Polimer"-komponenshez vagy az ahhoz kapcsolt tavtarto-
vagy kapcsolokomponenshez csatlakozik. A B elagazasi magvak jellemzo példai kozé tartozik,
tébbek kozott, az aminocsoport, amidcsoport, karboxilcsoport €s ezek kombinacidi. Ezek ko-
zott emlithetdk a lizin oligoamidjai és hasonlok, vagy az alkéndiaminokbol és akrilsavbol eldal-
litott oligomerek ("poliamidoaminok"), mely utobbiak az elagazasi magban nettd pozitiv toltést
eredményeznek [1d. pl. Zeng és mtsai.: J. Pept. Sci. 2, 66 (1996); Rose és mtsai.: Bioconjugate
Chem. 7(5), 552 (1996); NovoBiochem katalogus és peptidszintézis kézikonyv (Laufelfingen,
2001); Wells és mtsai.: Biopolymers 47, 381 (1998); Mahajan és mtsai.: 40, 4909 (1999),
Judson és mtsai.: 39, 1299 (1998); Swali és mtsai.: 62, 4902 (1997); valamint az 5 932 462,
5019 455, 5 643 575 és 5 681 567 szamu egyesilt allamokbeli szabadalmi leirasok]. A széban
forgd konstrukciokban szamos egyeb elagazasi mag is alkalmazhato, igy példaul, szubsztitualt
diaminok, szubsztitualt disavak, alkilsavak (pl. glicerin) és egyéb - harom vagy tobb funkcios
csoportot vagy aktivalhato csoportot (igy pl. tobbértéki alkilcsoportot, arilcsoportot, heteroa-
rilcsoportot, alkoxicsoportot és hasonlokat) tartalmazo - csoportok, valamint az oligoszachari-
dok [lasd példaul: Nierengarten és mtsai.: Tetrahedron Lett. 40, 5681 (1999); Matthews €s
mtsai.: Prog. Polym. Sci. 1-56 (1998); Suner és mtsai.. Macromolecules 33, 253 (2000);
Fischer és mtsai.; Angew. Chem. Int. Ed. 38, 834 (1999); Sunder és mtsai.: Adv. mater. 12,
235 (2000); Mulders és mtsai.: Tetrahedron Lett. 38, 631 (1997), Mulders és mtsai.:
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Tetrahedron Lett. 38, 30 (1997); és Turnbull és mtsai.: Chembiochem. 1(1), 70 (2000)]. A
"Polimer"-komponenshez kétott elagazasi mag legeldnyosebben amidkotésekkel kapesolodik.

A talalmany szerinti megoldas szempontjabol elényos elagazasi magvak aminocso-
portbol, karboxilcsoportbél, illetve vegyes amino és karboxil funkcios csoportbdl szarmaznak.
Az eldnyos elagazasi magvak jellemz6 példaiként emlithetdk a lizin amino-magvak, aszparagin-
sav vagy glutaminsav elagazasi magvak és a gamma-glutaminsav elagazasi magvak. Ezen tul-
menden, a talalmany szerinti megoldas szempontjabol azok az elagaz6 polimer-konstrukciok
elonyosek, amelyekben az elagazas egyetlen elagazasi magbdl (pl. oligoamid vagy poliamidoa-
min magbol) ered, azonban az elagaz6 konstrukciok egyéb fajtai is alkalmazhatok, igy példaul
a féregszerli strukturak, amelyekben az elagazas egy polimergerinc mentén elosztva elhelyez-
kedd elagazasi magvak sorozatabol indul ki [Id. Schliiter és mtsai.: Chem. Int. Ed. 39, 864
(2000)]. Az ilyen féregszer(i struktirak - a polimergerinc és az ismétl6d6 egységek kémiai
osszetételétd] és/vagy nagysagatol fliggben - vizoldékonynak vagy folyadékkristalyszervez6dés
indukalasara hajlamosnak tervezhetjik [Quali és mtsai.: Macromolecules 33, 6185 (2000)], ami
a célbajuttatas, stabilitas és hatasuk idotartama szempontjabdl lehet elonyds. A talalmany sze-
rinti egyéb elagazé polimer-konstrukciokhoz hasonloan, a féregszeri konstrukciokat ugy allit-
juk eld, hogy tartalmazzanak egy "U"-komponenst tartalmazo toldalék funkcids csoportot.

A "Polimer"-komponens (vagy a tavtarto- vagy kapcsolokomponensek kozil egy
vagy tobb) biostabil vagy biologiailag lebonthato polimerlancot vagy kozbeiktatott kapcsolo-
komponenseket vagy kotéseket tartalmazhat [Id. pl. az (I) szakaszban leirtakat]. Ahogy azt az
(I) szakaszban szintén leirtuk, a J*-komponens egy olyan toldalékcsoport, amely fiziologiai ko-
rilmények kozott nettd - negativ, pozitiv vagy semleges - toltéssel bir. Legelényosebb esetben
J* jelentése: ionizalhato karboxilatgyok, €s fiziologiai feltételek mellett nettd negativ toltési.
Az sl-, s2- és s3 komponensek egyforma vagy kiilonb6zé tavtarto- vagy kapcsolokomponen-
sek, amelyek - egymastol fiiggetleniil - jelen lehetnek vagy hianyozhatnak [1d. az (I) szakaszban
leirtakat]. A tavtarto- vagy kapcsolokomponens legeldnydsebben olyan polimerlanc, amely egy
vagy tobb -[CO-X-CO-NH-Y-NH],- altalanos képletli ismétlddo egységet tartalmaz.

IV) Gyogyaszati készitmények

A talalmany szerinti, polimerrel modositott, szintetikus erythropoiesis-stimulalo pro-

teinek kiulonféle betegségek és allapotok gyogykezelésére szolgald gyogyszer-hatdanyagként
alkalmazhatok. Ennek megfeleléen, a talalmany egy kovetkezo megvalositasi modja értelmében
gyodgyaszati készitményeket tarunk fel, amelyek talalmany szerinti szintetikus erythropoiesis-

stimulalé proteint vagy gyogyaszati szempontbol elfogadhato sojat tartalmazzak. A taladlmany

.
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szerinti gyogyaszati készitmények egy vagy tobb segédanyagot is tartalmazhatnak, melyek el6-
nyos példaiként pufferek, hordozoproteinek, aminosavak, detergensek, lipidek, vizben oldhato6
polimerek és tartésitoszerek emlithetok. A gyoOgyaszati készitmények - a szintetikus
erythropoiesis-stimulalo proteinen kiviil - egy vagy tobb tovabbi bioaktiv hatdanyagot (pl. kis
molekulatomegii szerves molekulakat, egyéb proteingyogyszereket, stb.) is tartalmazhatnak.
Az ilyen gyogyaszati készitmények a talalmany szerinti elonyos eljarasokban - példaul, az em-
1650k vorosvérsejt-termelésének, hematokrit-értékének, hemoglobin- €s retikulocita-szamanak
novelésére iranyulo eljarasokban - alkalmazhatok. Ezek az eljarasok egy talalmany szerinti
szintetikus erythropoiesis-stimulald protein kivant eredmény elérésére hatasos mennyiségének
emldsnek torténd adagolasat foglaljak magukban.

A talalméany szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé polipeptidek és/vagy protei-
nek, legelényosebben, hatoanyag-célbajuttatod rendszer alkalmazasaval adagoljuk a paciensnek.
Az ilyen rendszerek alkalmazasaval a hatoanyag a paciens szamara elfogadhato - és a kivant
bioaktivitas hatékonysagat fokozo - modon prezentalhaté a paciensnek. A talalmany céljaira
elényos hatoanyag-célbajuttatd rendszerek példaikeént emlithetdk a polipeptidek vagy proteinek
oralisan, nazalisan vagy inhalalas utjan, intramuszkularisan, szubkutan, transzdermalisan,
intravénasan, intraoralisan vagy intraocularisan torténd adagolasara alkalmas rendszerek.

Az ilyen hatéanyag-célbajuttato rendszerek példai a hatoanyag helyspecifikus felsza-
badulasat vagy a belek nyalkahartyajanak védelmét biztosito készitmények. Az alkalmas ké-
szitmények kozé tartoznak, példaul, a szaraz por alaki készitmények, virusrészecske tokba za-
rasan alapuld készitmények, liposzoma-alapu készitmények, transzdermalis tapaszok, tovabba
ide tartoznak az elektromosan segitett modszerek (elektroporacios terapia) és a polimer/niazon
konjugacio.

A talalmany egy elonyds megvalositisi modja értelmében az ilyen hatbéanyag-
célbajuttatd eszkdzok reagalnak a biologiai kornyezet valtozasaira, és a hatdanyagokat e valto-
zasok alapjan szabaditjak fel (vagy nem szabaditjak fel) a szervezetben. A drogok és egyéb ak-
tiv hatoanyagok felszabaditasanak szabalyozasara szamos kiilonféle anyagot alkalmaztak, me-
lyek példai a kovetkezok: poliuretanok, polisziloxanok, poli(metil-metakrilat), polivinilalkohol
(hidrofilitashoz és szilardsaghoz), polietilén, polivinilpirrolidon, poli(2-hidroxi-etil-metakrilat),
poli(n-vinilpirrolidon), poli(metilmetakrilat), polivinilalkohol, ~poliakrilsav, poliakrilamid,
poli(etilén-ko-vinilacetat), polietilénglikol, polimetakrilsav, stb. A talalmany egy masik elényos
megvalositasi modja értelmében a hatoanyag-célbajuttatasra biologiailag lebonthatd polimere-

ket alkalmazunk. Az ilyen polimerek kozé tartoznak a polilaktidok (PLA), poliglikolidok
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(PGA), poli(laktid-ko-glikolidok) (PLGA), polianhidridek és poliortoészterek. A hat6anyag-
célbajuttatd rendszerek és alkalmazasi eljarasaik leirasat illetden 1d. pl. a kovetkezd egyesilt
allamokbeli szabadalmi leirasokat: 6 072 041; 6 041 253; 6 018 678, 6017 318; 6 002 961;
5879 712; 5849 331; 5792451, 5783 121; 5 766 633; 5759 566, 5690 954; 5681 811,
5654 000; 5 641 511; 5 438 040; 4 810 499; és 4 659 558.

Ennek megfeleléen, a talalmany egy kovetkezé szempontja értelmében gyogyaszati
készitményeket és eljarasokat tarunk fel raszoruld emldsok kezelésére, mely eljarasok a talal-
many szerinti, polimerrel modositott, szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteinek vagy gyo-
gyaszati szempontbol elfogadhaté soik hatasos mennyiségének eml6soknek torténd adagolasan
alapulnak. A "gyogyaszati szempontbol elfogadhaté so" kifejezésen olyan sot értiink, amely
megtartja a taldlmany szerinti polipeptid biologiai tulajdonsagait és hatékonysagat, ugyanakkor,
biologiai vagy egyéb szempontbol nem karos. Az ilyen sok savakbol vagy bazisokbol szarmaz-
hatnak. A savaddicios sok szervetlen savakbol [pl. s6savbol, hidrogén-bromidbol, kénsavbol
(szulfat és hidrogén-szulfat sok), salétromsavbol, foszforsavbol és hasonlokbol], illetve szerves
savakbol (példaul, ecetsavbol, propionsavbal, glikolsavbol, piruvatbdl, oxalsavbol, almasavbal,
malonsavbol, borostyankésavbol, maleinsavbol, fumarsavbol, borkdsavbol, citromsavbol, ben-
zoesavbol, fahéjsavbol, mandulasavbal, metanszulfonsavbol, etanszulfonsavbol, szalicilsavbol,
p-toluolszulfonsavbdl, stb.) szarmaztathatok. A bazisaddiciés sok szdrmazhatnak szervetlen
bazisokbol (pl. natrium-, kalium-, litium-, ammonium-, kalcium-, magnéziumsok és hasonlok),
illetve szerves bazisokbol [pl. primer, szekunder és tercier aminokbol, szubsztitualt aminokbol
(ideértve a természetben eldfordulo szubsztitualt aminokat), ciklikus aminokbdl (ideértve az
izopropilamint, trimetilamint, dietilamint, trietilamint, tripropilamint, etanolamint, 2-dimetil-
aminoetanolt, trometamint, lizint, arginint, hisztidint, koffeint, prokaint, hidrabramint, kolint,
betaint, etiléndiamint, glik6zamint, N-alkilglikaminokat, teobromint, purinokat, piperazint,
piperidint, N-etilpiperidint és hasonlokat)].

Ahogy a leirasban hasznaljuk, a "kezelés" kifejezésen egy betegség vagy allapot (pl.
anaemia) emldsben, elsdsorban emberben torténd kezelésére vonatkozik és a kovetkezoket
foglalja magaban: (i) egy betegségre fogékony, de annak jelenlétével még nem diagnosztizalt
paciensben az betegség vagy allapot kialakulasanak megel6zése; (i) a betegség vagy allapot
gatlasa, vagyis kifejlodésének megakadalyozasa, (i) a betegség vagy allapot enyhitése, vagyis
regressziojanak eldsegitése vagy tineteinek mérséklése.

Ahogy a talalmany leirasaban hasznaljuk, az "eml6sok erythropoiesis-stimulalo prote-

innel végzett kezeléssel megelézhetd vagy enyhithetd betegsége" kifejezésen olyan beteg alla-
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potokat értiink, amelyekrdl altalanosan elismert, hogy erythropoiesis-stimulalé proteinnel hata-
sosan kezelhetd, tovabba ide tartoznak az olyan beteg allapotok is, amelyekrdl bebizonyoso-
dott, hogy a talalmany szerinti vegyiiletekkel végzett kezeléssel sikeresen megel6zhetdk vagy
csillapithatok. Az ilyen betegségek kozé tartoznak, tobbek kozott, a kovetkezok: anaemia, bé-
ta-thalassaemia, vészes vérszegénység, sarlosejtes vérszegénység, kronikus bakterialis
endocarditis, osteomyelitis, fiatalkori rheumatoid arthritis, reumas laz, Crohn-kor, fekélyes
vastagbélgyulladas és hasonlok.

Ahogy a talalmany leirasaban hasznaljuk, a "terapias szempontbdl hatasos mennyiség"
kifejezésen egy polimerrel modositott, szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein azon
mennyiségét értjiuk, amely raszorulé eml6snek adagolva elégséges a betegség hatékony kezelé-
sére (meghatarozasat Id. fentebb), példaul, a vorosvértest-termelddés indukalasaval, anaemia
elleni hatoanyagként, stb. A "terapias szempontbol hatasos" mennyiséget alkotd mennyiség az
adott proteinszarmazéktol, a kezelni kivant allapot vagy betegség természetétdl és sulyossa-
gatol, a kezelni kivant eml6stél, testtomegétol, életkoratol és hasonlo tényezoktdl fiigg. A te-
rapias szempontbol hatdsos mennyiség szakember szamara rutinszeriien meghatarozhato.
Ahogy itt hasznaljuk, a "kell6 mennyiség" kifejezésen egy adott funkcio eléréséhez sziikséges
mennyiséget értiink (pl. egy oldat kivant térfogatra, pl. 100 ml-re torténd kiegészitéséhez sziik-
séges mennyiséget).

A talalmany szerinti, polimerrel modifikalt, szintetikus erythropoiesis-stimulalé pro-
teineket és gyogyaszati szempontbol elfogadhaté soikat (azaz az aktiv hatdanyagokat) terapias
szempontbol hatas dozisban, vagyis olyan mennyiségben adagoljuk, amely a kezelésre raszo-
rulé emldsnek beadva elégséges az adott betegség hatékony kezelésére. A talalmany szerinti
szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteinek adagolasat a hasonl¢ alkalmazasi teriletii hato-
anyagok beadasara elfogadott modszerek barmelyikével végrehajthatjuk. Ahogy itt hasznaljuk,
a "talalmany szerinti, polimerrel modositott, szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein", a
"talalmény szerinti polipeptidek gyogyaszati szempontbdl elfogadhat6 soi" és az "aktiv Ossze-
tevd" kifejezéseket egymassal felcserélhetd modon (egymas szinonimaiként) alkalmazzuk.

A készitményben a polimerrel modositott, szintetikus erythropoiesis-stimulalé protei-
nek mennyisége az altalanosan alkalmazott tartomanyon beliill valtozhat, igy pl. a protein-
antagonista vagy -agonista a készitmeény kb. 0,01 tomeg%-tol kb. 99,99 tomeg%e-ig terjedo
hanyadat, a segédanyagok pedig kb. 0,01 tomeg¥%-tol kb. 99,99 tomeg%-ig terjedd hanyadat
tehetik ki. A készitményekben a polimerrel modositott, szintetikus erythropoiesis-stimulalo

proteinek, még jellemzébben, kb. 0,5 tomeg”o és kb. 80 tomeg% mennyiségben lehetnek jelen.
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Bar a talalmany szerinti, polimerrel modositott, szintetikus erythropoiesis-stimulalo
proteinek emberek kezelésére alkalmas dozisszintje még meghatarozasra var, a vegyiilet bead-
haté mennyisége, természetesen, a kezelni kivant pacienstdl €s a megel6zni vagy csillapitani ki-

vant betegségtol, a betegség természetétdl vagy sulyossagatdl, az adagolas médjatdl és séma-

ber hataskorébe tartozik.
Az adagolast az elfogadott szisztémas vagy lokalis modszerek barmelyikével végre-

hajthatjuk, igy példaul, parenteralisan, orélisan (kilonosen csecsemdknek szant készitmények
esetében), transzdermalisan vagy topikusan, szilard, félszilard, folyékont vagy aeroszol dézis-
alakokban, melyek példai a kovetkezok: tablettak, pirulak, kapszulak, porok, folyadékok, ol-
datok, emulzidk, injektalhatd készitmények, szuszpenziok, végbélkupok, aeroszolok és ha-
sonlok. A talalmany szerinti, polimerrel modositott, szintetikus erythropoiesis-stimulalo protei-
nek tartos vagy kontrollalt hatéanyag-felszabadulast biztosité dézisalakok [pl. depdinjekciok,
ozmdzispumpak, pirulak, transzdermalis (pl. elektrotranszport) tapaszok és hasonlok] alkalma-
zasaval is adagolhatok, ami (elényosen pontos ddzisok egyszeri beadasra alkalmas egységdo-
zis-alakban) biztositja a polipeptid eldre meghatarozott sebességli, hosszu id6tartami célba-
juttatasat. A készitmények a gyogyszerészeti gyakorlatban altalanosan alkalmazott hordozokat
vagy segédanyagokat és talalmany szerinti protein-antagonistat vagy -agonistat, valamint egyéb
gyogyaszati és gyogyszer-hatdanyagokat, hordozokat, adjuvansokat és hasonlokat tartalmaz-
hatnak. Hordozokeént kiilonféle olajok, igy pl. kdolajeredeti olajok, allati, novényi vagy szinte-
tikus eredetii olajok (pl. foldimogyorodolaj, szojababolaj, asvanyi olaj, szezammagolaj és
hsaonl6k) alkalmazhatok. Folyékony hordozoként - kiillonosen injektalhaté oldatok készitésé-
hez - elény6sen vizet, sdoldatot, vizes dextrozoldatot €s glikolokat alkalmazhatunk. A hasznos
gyogyszerészeti hordozok kozé tartozik a keményitd, celluloz, talkum, glikoz, laktéz, szacha-
roz, zselatin, maltdz, rizs, liszt, kalcium-karbonat, szilikagél, magnézium-sztearat, natrium-
sztearat, glicerin-monosztearat, natrium-klorid, tejpor, glicerin, propilén-glikol, viz, etanol és
hasonlok. A gyogyaszati szempontbdl elfogadhato hordozdk és készitményeik tovabbi leirasat
illetden Id. E. W. Martin: "Remingtons’ s Pharmaceutical Sciences".

A gyodgyaszati készitmények, kivant esetében, minimalis mennyiségli nem toxikus
kiegészitbanyagokat (pl. detergenseket vagy emulgealoszereket, puffereket és hasonlokat, pél-
daul, natrium-acetatot, szorbitan-monolauratot, trietanolamint, stb.) is tartalmazhatnak.

Baér az aktiv 6sszetevobol tobbre is sziikség lehet, a talalmany szerinti, polimerrel mo-

dositott, szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteinek célbajuttatasara oralis adagolast alkal-
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mazhatunk, amit - az elérni kivant megel6zési szintnek vagy a betegség enyhitése kivant mér-
tékének megfelelden - szokvanyos napi adagolasi séma szerint hajthatunk végre. Az oralis ada-
golas céljaira alkalmas, gyogyaszati szempontbol elfogadhato, nem toxikus készitmények a
szokvanyosan alkalmazott segédanyagok (példaul, gyogyszerészeti tisztasagi mannitol, laktoz,
keményitd, povidon, magnézium-sztearat, natrium-szaccharin, talkum, celluldz, croscar-
mellose-natrium, glikoz, zselatin, szachar6z, magnézium-karbonat és hasonlok) felhasznalasa-
val allithatok eld. Az ilyen készitmények oldatok, szuszpenziok, diszpergalhato tablettak, piru-
lak, kapszulak, porok, tartos hatdanyag-felszabadulast biztositd készitmények és hasonlok
alakjaban allithatok eld. Az oralis adagolasra szant készitmények kulondsen a gyomor-bélrend-
szeri rendellenességek kezelésére alkalmasak. Altalanos szisztémas célokra az oralisan adagolt
hatoanyagok biologiai hozzaférhetésége a keringésbe torténd felvételt javito segédanyagok (pl.
acetilalt aminosavak) alkalmazasaval szabalyozhat6 (Id. pl. az 5935 601 és 5 629 020 szamu
egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasokat).

A kapszula, pirula vagy tabletta alakjaban eléallitott készitmények - az aktiv dsszetevd
mellett - a kovetkezd komponenseket tartalmazhatjak: diluendum, pl. laktéz, szacharoz,
dikalcium-foszfat és hasonlok; szétesést elésegitd anyag, pl. croscarmellose-natrium, kemé-
nyitd vagy szarmazékai; lubrikans, pl. magnézium-sztearat és hasonlok; kotdanyag, pl. kemé-
nyitd, polivinilpirrolidon, gumiarabikum, zselatin, celluloz és szarmazékai, stb.

A folyékony gyodgyaszati készitmények a talalmény szerinti, polimerrel médositott,
szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein - és, adott esetben, megfeleld adjuvansok és tarto-
sitoszerek - hordozdban (példaul, vizben, sooldatban, vizes dextrézoldatban, glicerinben,
glikolokban, etanolban és hasonlokban) torténd oldasaval, diszpergalasaval, stb. allithatok eld,
oly médon, hogy az aktiv hatéanyagot kb. 0,5-20 % koncentracioban tartalmazo oldatot vagy
szuszpenziét kapjunk. Kivant esetben a beadasra szant gyogyaszati készitmény, csekély
mennyiségben, nem toxikus kiegészitd anyagokat [pl. detergenseket, szuszpendaloszereket,
emulgealoszereket vagy szolubilizaloszereket, puffereket és hasonlokat (pl. natrium-acetatot,
natrium-citratot, ciklodextrin-szarmazékokat, polioxietilént, szorbitan-monolauratot vagy
sztearatot és hasonlokat)] is tartalmazhat. Az ilyen dozisalakok eléallitisanak modszerei szak-
ember szamara jol ismertek; leirasukat illetden 1d. pl: "Remingtons’s Pharmaceutical
Sciences”, Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania, USA. A beadasra szant készit-
mény az aktiv 6sszetevt minden esetben olyan mennyiségben tartalmazza, amely hatasos a ke-
zelni kivant paciensben a betegség kialakulasanak megelozésére vagy a betegség tiineteinek

enyhitésére. A csecseméknek €s kisgyermekeknek torténé oralis adagolasra elényosen folya-
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dékkészitményt (pl. szirupot vagy szuszpenziot) alkalmazhatunk.

A folyadékot tartalmazé szilard dézisalakok esetében a (pl. propilén-karbonatban, no-
vényi olajokban vagy trigliceridekben készitett) oldatot vagy szuszpenziot elénydsen zselatin-
kapszulakba toltjiikk. Folyékony dozisalakok esetében a (pl. polietilénglikolban készitett) olda-
tot - a beadni kivant mennyiség konnyebb kimérése érdekében - megfeleld mennyiségii, gyo-
gyaszati szempontbol elfogadhato folyékony hordozoéval (pl. vizzel) higitjuk.

Mas modon, az aktiv osszetevd novényi olajokban, glikolokban, trigliceridekben,
propilénglikol-észterekben (pl. propilén-karbonatban) vagy hasonlokban végzett oldasaval
vagy diszpergalasaval folyékony vagy félszilard készitményeket allithatunk eld, és ezeket az ol-
datokat vagy szuszpenziokat kemény vagy lagy zselatinhéjakba tolthetjik.

A talalmany szerinti, polimerrel modositott, szintetikus erythropoiesis-stimulalé pro-
teinek fenti allapotok kezelésére torténd alkalmazasa esetén az aktiv Osszetevoket elonydsen
parenteralisan adagoljuk. A parenteralis adagolast altalaban injektalassal (szubkutan, intra-
muszkularisan vagy intravénasan) hajtjuk végre, és ide tartozik az intradermalis vagy intraperi-
tonealis injektalas, valamint az intrasternalis injektalas, illetve az infizios technikék is. Az in-
jektalhato készitményeket szokvanyos alakokban allithatjuk, igy példaul, folyékony oldatok-
ként vagy szuszpenziokként, injektalas elétt feloldandé vagy szuszpendalandé szilard készit-
ményekként, tovabba emulziokként vagy biokompatibilis polimer-alapa mikrogombokkeént [pl.
liposzomak, polietilénglikol-szarmazékok, poli(D,C)laktid és hasonlok]. Az e célra alkalmas
segédanyagok példai a viz, sdoldat, dextroz, glicerin, etanol és hasonlok. Az adagolasra szant
gyogyaszati készitmények, kivant esetben, csekély mennyiségben, nem toxikus kiegészitd
anyagokat [pl. detergenseket, emulgealoszereket, puffereket, szolubilizaloszereket, protein-
hordozdkat és hasonlokat (pl. natrium-acetatot, polioxietilént, szorbitan-monolauratot,
trietanolamin-oleatot, ciklodextrineket, szérumalbumint, st.)] is tartalmazhatnak.

A talalmany szerinti, polimerrel modositott, szintetikus erythropoiesis-stimulalé pro-
tein parenteralis adagolasa céljabol a vegyiiletet megfeleld oldoszerben (pl. vizben vagy sool-
datban) feloldjuk vagy liposzoma-készitménybe foglaljuk, majd megfelel6 infuzios folyadékban
diszpergaljuk. A talalmany szerinti polipeptid jellemzd napi dozisat egyetlen infuzioval vagy -
meghatarozott idékozonként adott - infuzidsorozattal adagoljuk. Parenteralis adagolasra kiilo-
nosen alkalmasak az aktiv dsszetevot vizben oldhato alakban (pl. vizoldékony so alakjaban)
tartalmazo vizes oldatok vagy az injektalhato vizes szuszpenziok, amelyek viszkozitast noveld
anyagokat (pl. karboxi-metilcellulozt, szorbitolt és/vagy dextrant és, kivant esetben, stabilizalo-

szereket) is tartalmaznak. Az aktiv Osszetevd - adott esetben segédanyagokkal egyitt -
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liofilizatum alakjaban is eldallithato; ilyen esetben kozvetlenill a parenteralis adagolas elott
megfeleld oldoszerek hozzaadasaval alakitjuk oldatta.

A parenteralis adagolas egyik utobbi években kifejlesztett modszere lassi vagy tartos
hatoanyag-felszabadulast biztosito rendszer paciensbe torténd beiltetésen alapul; az ilyen meg-
oldas allandé dozisszint fenntartasat teszi lehetévé (Id. pl. a 3 710 795; 5 714 166 és 5 041 292
szamu egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasokat, melyeket teljes terjedelmiikben a kitanitas
részének tekintiink).

A parenteralis adagolasra alkalmas készitményekben az aktiv Osszetevo szazalékos
aranya a polipeptid természetétdl és aktivitasatol, valamint a paciens sziikségleteitdl fugg.
Mindazonaltal, altaldban az aktiv Gsszetevé 0,01-10 %-at tartalmazo oldatok alkalmazhatok,
mely érték magasabb is lehet, ha szildrd készitményrél van szo, amelyet felhasznalast megel6-
zben higitunk a fenti értékre. A készitmény az aktiv sszetevot (oldatban) elényosen 0,01-8 %
koncentracidban tartalmazza.

A talalmany szerinti, polimerrel moédositott, szintetikus erythropoiesis-stimulalé pro-
teinek egy tovabbi adagolasi eljarasa szerint bolus injekciot és folyamatos infuzi6t alkalmazunk.

Az aeroszol alkalmazasaval végzett adagolas a talalmany szerinti, polimerrel médosi-
tott, szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteinek kozvetleniil 1égzérendszerbe torténd
célbajuttatasanak hasznos moédja. Ezen eljaras elényei a kovetkezok: 1) kikiiszoboli az
enzimatikus lebontas, a gyomor-béltraktusbol torténé gyenge felszivodas, illetve a hatéanyag-
mennyiség maj "first-pass" hatasabol eredd csokkenésének kovetkezményeit; 2) olyan aktiv
hatoanyagok célbajuttatasat teszi lehetove, amelyek egyébként - molekulaméretilk, toltésiik
vagy az extrapulmonaris helyekre vonatkozo affinitasuk kovetkeztében - nem émél el a
légzdrendszeren beliili célhelyeiket; 3) a tuddalveolusokon keresztiil gyors felszivodast tesz le-
hetdvé; és 4) megbvja az egyéb szervrendszereket az aktiv sszetevo hatasato6l, ami olyan ese-
tekben lényeges, ha az ilyen érintkezés nem kivanatos mellékhatasokkal jarhat. Ezen okok mi-
att az aeroszol alkalmazasaval végzett adagolas kilondsen elonyos az asztma, a tidd lokalis
fertézései és a tidd és a légzdrendszer egyéb betegségei vagy rendellenességei kezelésére.

A belélegeztet-eszkozok harom tipusa ismeretes: a porlasztasos belélegeztetok, a
kimeért dozisu belélegeztetdk és a szaraz poros belélegeztetok. A porlasztasos belélegeztetd--
eszkozok nagy sebességii levegbaramot hoznak létre, amely a folyékony alakban prezentalt
proteinszarmazékot porlasztva juttatja a paciens légzérendszerébe. A kimért dozisu belélegez-
tetd-késziilékek siiritett gaztoltetet tartalmaznak, amely kiengedve a polipeptid meghatarozott

mennyiségét ragadja magaval, ami a hatéanyag pontos mennyiségének megbizhato adagolasat
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teszi lehetdvé. A szaraz poros belélegeztetd-késziilékekkel a polipeptidet szabadon foly6 por
alakjaban, a paciens légvételekor keletkezd légaram segitségével adagolhatjuk. Szabadon folyo
por eldallitasa érdekében a proteinszarmazékot segédanyaggal, pl. laktozzal elegyitjilk. A ké-
sziilék a proteinszarmazék kimért mennyiségét egy kapszuladban tarolja, és minden egyes mii-
kodtetéskor abbol aramlik ki. A fenti médszerek mindegyike alkalmas a talalmany szerinti ké-
szitmények beadasara.

A talalmany szerinti, polimerrel modositott, szintetikus erythropoiesis-stimulalé pro-
teinek adagolasara liposzomakon alapulo készitmények is alkalmazhatok (Id. pl. az 5 631 018,;
5723 147 és 5 766 627 szamu egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasokat). A liposzomak elo-
nyei a szoveti eloszlas és a farmakokinetikai paraméterek kedvezd valtozasaval hozhatok
osszefiiggésbe, ami a hatdanyagok liposzémaba térténd beagyazasabol adodik, és jol adaptal-
hat6 a talalmany szerinti polipeptidekre is. Az injektalasra vagy oralis adagolasra szant, szaba-
lyozott hatéanyag-felszabadulast biztosito liposzomalis folyadékkészitmények szintén alkal-
mazhatok.

A végbélkupok alkalmazasaval torténé szisztémas adagolasra alkalmas, szokvanyos
kotdanyagok és hordozok kozé tartoznak, példaul, a polietilénglikolok vagy trigliceridek [pl.
PEG 1000 (96 %) és PEG 4000 (4 %)]. Az ilyen végbélkupok az aktiv Osszetevot kb. 0,5 to-
meg%-t6l kb. 10 tomeg%e-ig, elényosen kb. 1 tomeg%-tol kb. 2 tomeg%o-ig terjedd koncentra-
cioban tartalmazo elegyekbdl allithatok elo.

A talalmany leirasiban emlitett valamennyi publikaciot és szabadalmi iratot teljes ter-
jedelmében a kitanitas részének tekintjuk. A talalmany szerinti megoldast az alabbiakban kisér-
leti példakon keresztiil szemléltetjitk, melyeket a talalmany elényds megvalositasi modjainak
bemutatéasa céljabol irunk le, anélkul, hogy a talalmany igényelt oltalmi korét e megvalositasi
modokra korlatoznank.

A példakban a kovetkezd roviditéseket alkalmazzuk:

Acm = amino-oxi-acetilcsoport; Arg(Tos) = oldallancan NC-toluol-szulfonilcsoporttal védett
L-arginin, ART = abszolut retikulocitaszam, Asp(cHex) = oldallancan ciklohexil-észterrel vé-
dett L-aszparaginsav; Boc = t-butoxi-karbonilcsoport; CD = cirkularis dikroizmus; CDI =
karbonil-diimidazol; CHO = kinai horcsog petefészek; CL = "clearance” (mL/ora/kg); Cmax =
maximalis koncentracié; Cys(4MeBzl) = oldallancan (4-metil)-benzilcsoporttal védett L-
cisztein, Cys/Acm = oldallancan acetamidometilcsoporttal (-CH,NH-COCH;) védett L-
cisztein, DCM = diklérmetan; DIAE = diizopropil-etilamin; DMF = dimetilformamid, DMSO =
dimetilszulfoxid; DPC = dodexil-foszfokolin; Dpr = L-1,2-diaminopropionsav; EDso = 50 %-0s
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maximalis hatas eléréséhez sziikséges dozis; EDA = (4,7,10)-trioxa-tridekan-1,13-diamin;
ELISA = enzimkotott immunteszt, EPO = erythropoietin; ES-MS = elektroporlasztasos ioni-
z4cios tomegspektrometria; FBS = magzati borjuszérum; Glu(cHex) = oldallancéan ciklohexil-
észterrel védett L-glutaminsav; GM-CSF = granulocita-makrofag kolonizaciés stimulald fak-
tor; HATU = O-(7-aza—benzotriazol-1—il)-l,1,3,3-tetrametil-amménium—hexaﬂuorfoszfét; HCT
= hematokrit; HGB = hemoglobin; His(Dnp) = oldallancan N™_dinitro-fenilcsoporttal védett L-
hisztidin); HOBT = N-hidroxi-benzotriazol, HPLC = nagynyomast folyadékkromatografia,
IMDM = Iscove-féle médositott Dulbecco-tipkézeg, IPA = izopropanol, Lev = levulinsav;
Lys(CIZ) = oldallancan 2-klor-benzil-oxi-karbonilcsoporttal védett L-lizin, MBHA = 4-metil-
benzhidrilamin; MRT = atlagos tartozkodasi id6; MTT 4-metil-(trifenil-metil)-csoport, MTT =
tiazolilkék; NHS = N-hidroxi-szukcinimid, -OCHz-Pam-gyanta = -0O-CH,-Bz-CH,CONHCH,
(ko-polisztirol-divinilbenzol)-gyanta; Pbo = 4-(CH3S(0))-benzilcsoport; PBS = foszfatpufferelt
sooldat; thEPO = rekombinans human EPO; RSA = patkany-szérumalbumin; SDS = natrium-
dodecil-szulfat; SDS-PAGE = SDS-poliakrilamid-gélelektroforézis; SEP = szintetikus

erythropoiesis protein; Ser(Bzl) = oldalcsoportjan benzilcsoporttal védett L-szerin.

1. példa

Szintetikus erythropoiesis-stimulalé SEP-0-protein szintézise

Szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteint (SEP) szintetizaltunk. A teljes hossziisa-
gu, szintetizalt protein ["SEP-0(1-166)"] aminosav-szekvencidja a kovetkezd:
APPRLICDSR VLERYLLEAK EAEKITTGCA EHCSLNEKIT VPDTKVNFYA
WKRMEVGQQA VEVWQGLALL SEAVLRGQAL LVKSSQPWyP LQLHVDKAVS
GLRSLTTLLR ALGAQKWAIS PPDAASAAPL RTITADTFRK LFRVYSNFLR
GKLKLYTGEA CRTGDR (1. azonositdszami szekvencia)
amelyben \ jelentése: nem természetes aminosav (szulfhidrilcsoportjan karboximetilalt ciszte-
in). A SEP-O-proteint oldat fazisban, négy polipeptid-szakaszbol szintetizaltuk:

SEP-0'1 szakasz (GRFN-1711; amely az 1. azonositoszamu szekvencia 1-32. amino-
savaibdl all):
APPRLICDSR VLERYLLEAK EAEKITTGCA EH-tioészter,

SEP-0'2 szakasz (GRFN-1712; amely az 1. azonositészamu szekvencia 33-88. ami-

nosavaibol all):
CSLNEKITVP DTKVNFYAWK RMEVGQQAVE VWQGLALLSE AVLRGQALLV
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KSSQPW-tioészter (ahol Cys® Acm-csoporttal van védve);
SEP-0:3 szakasz (GRFN-1713; amely az 1. azonositoszamu szekvencia 89-116. ami-
nosavaibdl all):
CPLQLHVDKA VSGLRSLTTL LRALGAQK-tioészter (ahol Cys™ Acm-csoporttal van véd-

ve);
SEP-0:4 szakasz (GRFN-1714; amely az 1. azonositoszamii szekvencia 117-166.

aminosavaibol all):
CAISPPDAAS AAPLRTITAD TFRKLFRVYS NFLRGKLKLY TGEACRTGDR-karboxilat
[ahol a C-terminalis cisztein (Cys'®") pikolil (pico) csoporttal van védve].

A SEP-0:1, SEP-0:2 és SEP-0:3 peptideket tioészterképzd gyantan, a Boc (t-
butoxikarbonil) technikahoz alkalmas in situ semlegesitési eljarassal és lépésenkénti szilard fa-
zisa peptidszintézissel (SPPS), oldallanc-védelem és tioészter-gyanta stratégia alkalmazasaval
[Id. Hackeng és mtsai.. PNAS 96, 10068 (1999); és Schnolzer és mtsai.: Int. J. Pept. Prot. Res.
40, 180 (1992)], ABI433A tipusu automatizalt peptidszintetizalo késziilékkel vagy manualis
lancosszeallitasal allitottuk eld vagy kereskedelmi forgalmazoktdl rendeltik vagy véséroltuk.
Példaul, a Boc-SPPS-véddcsoportok standard készletét alkalmaztuk, amely a kovetkezé védo-
csoportokat foglalja magaban: Arg(Tos), Asp(cHex), Cys(4MeBzl) és Cys(Acm), Glu(cHex),
His(DNP), Lys(CIZ), Ser(Bzl), Thr(Bzl), Trp(formil), Tyr(BrZ). A metionint, aszparagint €s
glutamint oldallanc-véddcsoport nélkiil alkalmaztuk. A SEP-0:4-es szakaszt az el6z0khoz ha-
sonlo moédon, -OCH,-Pam-gyantan szintetizaltuk. A peptideket - védbcsoportjaik eltavolitasa
utan - standard Boc-kémiai eljarassal, HF/p-krezol alkalmazasaval lehasitottuk a gyantarol,
azonban a HF/p-krezolos kezeléssel el nem tavolithatd véddcsoportokat tartalmazo peptidek
esetében a védécsoportokat megtartottuk. A peptideket C4-es preparativ reverz fazisi, nagy-
nyomast folyadékkromatografiaval (HPLC) tisztitottuk. A tiszta peptidet tartalmazé frakcio-
kat elektroporlasztasos ionizacios tomegspektrometria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk,
dsszeontottik és a késobbi ligalashoz liofilizaltuk.

1.1épés: 1. ligalas

A SEP-0'4-es és SEP-0:3-as peptidszegmenst trifluoretanolban (TFE) 15 mM kon-
centracioban feloldottuk, majd az oldathoz - 6 M guanidinium-kloridot és 1 % tiofenolt tartal-
mazo - telitett foszfatpuffert (pH = 7,9) adtunk, mialtal a peptidszegmensek atlatszo oldatat
kaptuk. Ligalast kovetden a ligalasi elegyet 2 ml TFE, 6 ml 6M guanidinium-klorid, és 25 % f3-
merkaptoetanolt tartalmazd 100 mM foszfatpuffer elegyéhez adtuk és 20 percig inkubaltuk. Az

s 7y
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oldataval savanyitottuk, majd C4-es preparativ, reverz fazisi HPLC-oszlopra (atmér6: 2,54
cm) toltottik. A peptideket preparativ gradiens reverz fazisu HPLC-vel tisztitottuk. A kivant
SEP-0:Acm+SEP-0:3+SEP-0:4 ligalasi terméket elektroporlasztasos ionizacids tomegspektro-
metria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk és 0sszedntottuk.

2. 1épés: Acm-csoport eltavolitasa (1. fazis)

Az Acm-csoport eltavolitasa céljabol a SEP-0:Acm+SEP-0:3+SEP-0:4 0sszeontott
frakcioit tartalmazé vizes acetonitril-oldatot HPLC-tisztasagu vizzel egyszeresére higitottuk,
majd az oldathoz 2M végkoncentracioban szilard karbamidot adtunk. Az igy kapott elegyhez 3
%-0s vizes ecetsavban készitett 30 mg/ml Hg(acetat),-oldatot (a vart cisztein-koncentracidhoz
képest haromszoros molaris feleslegben) adtunk, majd a reakcioelegyet egy ora hosszat ke-
vertiik. Az oldatot ezutan B-merkaptoetanolban 20 %-ossa higitottuk, félpreparativ reverz fazi-
sit HPLC-oszlopra toltéttiik és szakaszos gradiens alkalmazéasaval tisztitottuk. A kivant SEP-
0:3+SEP-0:4 terméket tartalmazo frakciokat elektroporlasztasos ionizacios tomegspektromet-
ria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk és egy éjszakan at liofilizaltuk.

3. 1épés: 2. ligalas
A SEP-0:3+SEP-0:4 és a SEP-0:2 peptidszegmensek azonos mennyiségeit egyutt, 15

mM koncentracioban tiszta TFE-ben oldottuk, majd a kapott oldathoz - 6 M guanidinium-
kloridot és 1 % tiofenolt tartalmazé - 250 mM foszfatpuffert (pH = 7,5) adtunk, mialtal a
peptidszegmensek atlatszo oldatat kaptuk. Egy napos ligalas utan a ligalasi elegyet 10 ml TFE,
10 ml B-merkaptoetanol, 10 ml piperidin és 20 ml 6M guanidinium-klorid (pH = 4) elegyéhez
adtuk, és a maradék védécsoportok eltavolitasa érdekeében 20 percig inkubaltuk. Az oldatot
tri(2-karboxi-etil)-foszfin HCI (TCEP) 20 %-os vizes ecetsavban készitett, 15 mg/ml koncent-
récidju oldatanak hozzaadasaval savanyitottuk, majd preparativ, reverz fazisa HPLC-oszlopra
toltottik és linearis gradiens alkalmazasaval tisztitottuk. A kivant ligalt terméket (SEP-
0:Acm+SEP-0:2+SEP-0:3+SEP-0:4) elektroporlasztasos ionizacios tomegspektrometria (ES-
MS) alkalmazasaval azonositottuk és egy €jszakan at liofilizaltuk.

4. 1épés: Karboximetilezés
A SEP-0:Acm+SEP-0:2+SEP-0:3+SEP-0:4 konstrukciot TFE-ben 15 mM koncent-

racioban feloldottuk, majd az oldathoz - 6 M guanidinium-kloridot tartalmaz6 - 200 mM
foszfatpuffer (pH=7,9) kétszeres térfogatat adtuk, mialtal a peptidszegmens atlatszo oldatat
kaptuk. Az oldathoz ezutan 25-sz0ros feleslegben brémecetsavat (minimalis mennyiségii eta-

nolban készitett oldat) adtunk, és az oldatot két ora hosszat reagaltattuk. Az oldatot tri(2-

c 7
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oldatanak hozzaadasaval savanyitottuk, majd preparativ reverz fazist HPLC-oszlopra t6ltottiik
és szakaszos gradiens alkalmazasaval tisztitottuk. A kivant karboximetilezett SEP-
0:Acm+SEP-0:2+SEP-0:3+SEP-0:4+Et terméket elektroporlasztdsos ionizaciés tomeg-
spektrometria (ES-MS) alkalmazasaval tisztitottuk és a frakciokat 6sszeontottik.

5. 1épés: Pikolilcsoport eltavolitasa
2M so6savban 30 percig cinkport aktivaltunk. A SEP-0:Acm+SEP-0:2+SEP-0:3+SEP-

0:4+Et peptidet kb. 10 ng/ml koncentracioban tiszta TFE-ben oldottuk, majd az oldatot 6M
guanidinium-klorid és - frissen hozzaadott 35 mg/ml L-metionint és 35 mg/ml dodecilszarko-
zint (azaz natrium-N-dodekanoilszarkozint) tartalmazé - 100 mM acetatpuffer (pH=4) elegy¢-
vel a TFE térfogatara vonatkoztatva négyszeres térfogatura higitottuk. Az oldatot hozziadtuk
az aktivalt cinkporhoz, majd a reakci6 eldrehaladasat kb. egy oras ido6kozonként ellendriztik.
A reakciod befejezddése utan a feliiliszot eltavolitottuk, a maradék cinkport 6M guanidinium-
klorid és - 35 mg/ml L-metionint és 35 mg/ml dodecilszarkozint tartalmazé - 100 mM
acetatpuffer (pH=4) 20 % TFE-t tartalmazo elegyével kétszer 6t percig mostuk, majd egyszer
ugyanezen, de 20 % B-merkaptoetanolt tartalmaz6 oldattal mostuk. Az dsszedntétt termeket
tri(2-karboxi-etil)-foszfin HCI (TCEP) 20 %-os vizes ecetsavban készitett, 15 mg/ml koncent-
racioju oldatanak hozzaadasaval savanyitottuk, majd preparativ reverz fazisu HPLC-oszlopra
toltottiik és szakaszos gradiens alkalmazasaval tisztitottuk. A kivant modositott SEP-
0:Acm+SEP-0:2+SEP-0:3+SEP-0:4+Et-Pico terméket elektroporlasztasos ionizacios tomeg-
spektrometria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk, és a frakciokat Osszeontottik.

6. 1épés: Az Acm-véddcsoport eltavolitasa (2. fazis

A SEP-0:Acm+SEP-0:2+SEP-0:3+SEP-0:4+Et-Pico frakciok 0Osszeontott oldatat
HPI.C-tisztasagn vizzel haromszoroséra higitottuk, majd az oldathoz 2M végkoncentracioban
szilard karbamidot adtunk. Az igy kapott elegyhez 3 %-os vizes ecetsavban készitett 30 mg/ml
Hg(acetat),-oldatot (a vart cisztein-koncentraciéhoz képest haromszoros molaris feleslegben)
adtunk, majd a reakcidelegyet egy ora hosszat kevertik. Az oldatot ezutan B-merkaptoetanol-
ban 20 %-ossa higitottuk, félpreparativ reverz fazisi HPLC-oszlopra toltottik €s szakaszos
gradiens alkalmazasaval tisztitottuk. A kivant SEP-0:2+SEP-0:3+SEP-0:4+Et-Pico terméket
tartalmazo frakciokat elektroporlasztasos ionizacios tomegspektrometria (ES-MS) alkal-
mazasaval azonositottuk, majd a peptid tomegéhez viszonyitva kétszeres tomegili dodecil-

foszfokolint (DPC) tartalmazé vizzel kétszeres térfogatra higitottuk és egy éjszakan at liofili-

zaltuk.
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7. 1épés: 3. ligalas
A SEP-0:2+SEP-0:3+SEP-0:4+Et-Pico és a SEP-0:1 peptidszegmensek azonos

mennyiségeit egyiittesen, 15 mM koncentracioban tiszta TFE-ben oldottuk, majd az oldathoz 6
M guanidinium-kloridot tartalmazo - 250 mM foszfatpuffert (pH=7,5) adtunk. Egy napos
ligalas utan a ligalasi elegyet 10 ml TFE, 10 ml 3-merkaptoetanol, 10 ml piperidin és 20 ml 6M
guanidinium-klorid (pH = 4) elegyéhez adtuk, és a maradék véddcsoportok eltavolitasa érde-
kében 20 percig inkubaltuk. Az oldatot tri(2-karboxi-etil)-foszfin HCl (TCEP) 20 %-os vizes
ecetsavban készitett, 15 mg/ml koncentracidji oldatanak hozziadéasaval savanyitottuk, majd
preparativ, reverz fazisi HPLC-oszlopra toltéttiik és linearis gradiens alkalmazasaval tisztitot-
tuk. A kivant ligalt terméket [SEP-0(1-166); 1. azonositdszamu szekvencia] elektroporlaszta-
sos ionizacios tomegspektrometria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk, majd a peptid to-
megéhez viszonyitva kétszeres tomegii dodecilszarkozint tartalmazé vizzel kétszeres térfogatra
higitottuk és egy éjszakan at liofilizaltuk.

8. 1épés: Folding
A teljes hosszisaga ligalt SEP-O(1-166)-peptidet - 6M guanidinium-kloridot, 20 %

TFE-t és (a proteinben 1évd ciszteinekre vonatkoztatva) tizszeres molaris feleslegben ciszteint
tartalmazo - 200 mM Tris-pufferben (pH = 8,7) oldottuk. A kapott elegyet egy €jszakan at 3M
guanidinium-kloridot tartalmaz6é 200 mM Tris-pufferrel (pH = 8,7) szemben dializaltuk. Ezt
kovetden az oldatot szobahémérsékleten négy 6ra hosszat 4 °C-on 3 M guanidinium-kloridot
tartalmazé 200 mM Tris-pufferrel (pH=8,7) szemben, végiil 4 °C-on négy 6ra hosszat 10 mM
foszfatpufferrel (pH=7,0) szemben dializaltuk, mialtal az 6sszehajtogatott végterméket kaptuk.
Az osszehajtogatodast (folding) elektroporlasztasos ionizacios tomegspektrometriaval (ES-
MS) és cirkularis dikroizmus (CD) spektrometriaval igazoltuk.

9. lépés: Tisztitas

Az 6sszehajtogatott polipeptidet Centricon tipusi beparléfioldkban 6tszorosére tome-
nyitettiik, majd 10 mM foszatpufferrel (pH=7,0) kieggyensulyozott "Resource S" kationcseréld
oszlopra toltottitkk. Az 6sszehajtogatott proteint linearis NaCl-gradienssel (500 mM-ig) 10 per-
cig elualtuk. Az osszehajtogatott SEP-0(1-166)-polipeptidet tartalmaz6 frakciokat SDS-
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) azonositottuk, majd -80 °C-on lefagyasztottuk
és taroltuk. Az Gsszehajtogatott proteintermék analitikai reverz fazisi HPLC-kromatogramja

és elektroporlasztasos ionizacios tomegspektruma, valamint a CD-spektrum az §sszehajtoga-

tott protein jelenlétét igazolta.
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2. példa

Szintetikus ervthropoiesis-stimulalé SEP-1-L30-protein szintézise

A masodik szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteint (SEP-1-L30) ugy allitottuk
eld, hogy a SEP-0 24. és 126. pozicidiban oximképzd csoportokat tartalmazzon. Ezeket a cso-
portokat a SEP-1-L30 kialakitasara alkalmaztuk, amelyben a proteingerinchez linearis (EDA-
Succ-) s-karboxilat van kapcsolva [EDA = (4,7,10)-trioxa-tridekan-1,13-diamin, mas néven
TTD; Succ = -CO-CH,CH,CO-]. A teljes hosszusagu SEP-1(1-166) aminosav-szekvenciaja a
kovetkezo:

APPRLICDSR VLERYLLEAK EAEK”ITTGCA EHCSLNEKIT VPDTKVNFYA
WKRMEVGQQA VEVWQGLALL SEAVLRGQAL LVKSSQPWyP LQLHVDKAVS
GLRSLTTLLR ALGAQKwAIS PPDAAK”*AAPL RTITADTFRK LFRVYSNFLR
GKLKLYTGEA CRTGDR (2. azonositdszami szekvencia)

amelyben y jelentése: nem természetes aminosav (amely szulfhidrilcsoportjan karboximetilalt
cisztein); és K™ jelentése: nem természetes lizin, amely g-aminocsoportjan oxim-kapcsolocso-
porttal van modositva, amely oximkotéssel a megadott vizoldékony polimerhez kapcsolodik. A

SEP-1-L30-protein szerkezetét a 15. abran mutatjuk be.

A SEP-1-L30 kémiai szintézisének reakciovazlatat a 14. abran mutatjuk be. Ahogy a
14/A és 14/B abran lathato, a GRFN32 (GP32) vizoldékony polimert oximképzé kémiai
ligalasi reakcioval a SEP-1:1 és SEP-1:4 peptidekhez kapcsoltuk. Ahogy az abran lathato, a
SEP-1:1-peptid a 32. pozicidban C-terminalis Yaa-csoportot (a késobbi kémiai ligalast lehetd-
vé tevd hisztidin-a-karboxil-tioésztert), a 24. pozicioban pedig (amely a természetes human
EPO glikozilaciés helye) nem természetes lizint tartalmaz, mely utobbi oldallanca kémiailag
tigy van moédositva, hogy amino-oxi-acilgyokot tartalmaz6 U,-; csoportot tartalmazzon. Vo-

c ey

terminalis alanint is. A SEP-1:4-peptid a 117. pozicioban véddcsoport nélkili N-terminalis

Xaa-csoportként ciszteint, a 126. pozicioban amino-oxi-acilgyokkel modositott lizint (a termé-

szetes human EPO glikozilacios helye), a 161. pozicioban pedig ciszteint (diszulfidképzo cisz-
tein) tartalmaz, mely utébbi pikolilcsoporttal védett tiol-oldallancot tartalmaz. A 161. pozicio-
ban l1évé cisztein - a nativ kémiai ligalasi helyek létrehozasa érdekében beépitett ciszteinek ké-
sébbi atalakitasa soran bekovetkezd - tioalkilezddésének (Id. 14/D abra) elkeriilése érdekében
tartalmaz véddcsoportot. Ezen tilmenGen, a pikolil védécsoportot azért is hasznaltuk, mert az

eltavolitasahoz sziikséges feltételek nem azonosak az acetamido-metilcsoporttal (Acm) védett
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cisztein els6 nativ kémiai ligalasi reakcioban torténd eltavolitasahoz sziikséges feltételekkel (1d.
14/C abra). A GP32-polimer-konstrukcidk 24. és 126. pozicidban torténd helyspecifikus és ki-
zarolagos kapcsolasat oximképzd kémiai ligalassal hajtottuk végre, mialtal a precizios, polimer-
rel modositott SEP-1:1+GP32 és SEP-1:4+GP32 peptideket kaptuk. A 14/C abran a SEP-
1:4+GP32-peptidnek a kozépsd SEP-1:3-peptidszegmenshez torténd nativ kémiai ligalasat
mutatjuk be, ami a SEP-1:3+SEP-1:4+GP32-peptid létrejottét eredményezi (amelynek ligalasi
helye a 116. pozicidban 1évé lizin és a 117. pozicioban lévé cisztein kozott talalhatd). Ahogy
az abran lathato, a SEP-1:3-peptid a 89. pozicioban N-terminalis Xaa-csoportként Acm-
csoporttal védett ciszteint, a 116. pozicidban pedig Yaa-csoportként lizin-a-karboxil-tioésztert
tartalmaz. A nativ kémiai ligalast kovetden az Acm-véddcsoportot eltavolitottuk, mialtal a ko-
vetkezd ligalasi reakcioban alkalmazhat6 ligalasi terméket kaptuk. A 14/D abran a SEP-
1:3+SEP-1:4+GP32-peptid kozépsd SEP-1:2-peptidszegmenshez torténd nativ kémiai ligalasat
szemléltetjik, ami a SEP-1:2+SEP-1:3+SEP-1:4+GP32-peptid létrejottét eredményezte,
amelyben a ligalasi hely a 88. triptofan és a 89. cisztein kozott talalhatd. Ahogy az abran lat-
haté, a SEP-1:2-peptid a 33. pozicidban N-terminalis Xaa csoportként Acm-ciszteint, a 89.
pozicioban C-terminalis Yaa-csoportként pedig triptofan-a-karboxil-tioésztert tartalmaz. A
nativ kémiai ligalast kovetden a ligélasi terméket - a ligalasi helyeken (89. és 117. pozicio) 1évo
ciszteinek tiol-oldallancainak karboximetilezése, s ezaltal a ciszteinek pszeudo-glutaminsavak-
k& torténd atalakitasa érdekében - bromecetsavval reagaltattuk. A karboximetilezést kovetden
az Acm- és pikolil-véddcsoportokat eltavolitva a kovetkezo ligalasi reakcioban alkalmazhato,
polimerrel médositott ligalasi terméket kaptuk. A 14/E abran a SEP-1:3+SEP-1:4+GP32-
peptid SEP-1:1+GP32-peptidhez (amely a teljes hosszusagu termék N-terminalisanak felel
meg) torténd nativ kémiai ligalasat, és a teljes hosszisagu SEP-1-L30-termék (SEP-
1:1+GP32+SEP-1:2+SEP-1:3+SEP-1:4+GP32) létrehozasat mutatjuk be (az utolso ligalasi
hely a 32. hisztidin és a 33. cisztein kozott talalhato). Ahogy az dbran lathato, a teljes hosszu-
sagn SEP-1-L30-termék két - kizarolag felhasznalo éltal meghatarozott helyekhez (vagyis a
természetes human EPO 24. és 126. poziciojanak megfeleld glikozilacios helyekhez) kapcsolt -
vizben oldhatd polimert (G32) tartalmaz. A szintézis részleteit az alabbiakban ismertetjik.

A) A GREN1776- és GRFN1711-peptid oximozasa GRFNP32-vel

Az oximképzési reakciot az amino-oxi-acetilcsoportot tartalmazé vizoldékony poli-
merek keton karbonil csoportot tartalmazo peptidekhez torténd kapcsolasa céljabol hajtottuk

végre. Ennek érdekében a kovetkezo peptidszegmensekat szintetizaltuk:
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SEP-1:4 szakasz (GRFN-1776; amely a 2. azonositészamu szekvencia 117-166. ami-
nosavaibol all):

CAISPPDAAK AAPLRTITAD TFRKLFRVYS NFLRGKLKLY TGEACRTGDR-karboxilat

[amelyben a 126. pozicidban 1évd lizin (Lys''®) e-aminocsoportjan levulinsavval van modositva,

117

a 117. pozicidban 1évé cisztein (Cys ') pedig Acm-csoporttal van védve].

SEP-1:1 szakasz (GRFN-1711; amely a 2. azonositdszamu szekvencia 1-32. aminosa-
vaibdl all):

APPRLICDSR VLERYLLEAK EAEKITTGCA EH-tioészter (amelyben a 24. pozicidban 1évo
lizin levulinsavval van modositva).

A SEP-1:1-szakaszt (GRFN-1711) tioészterképzd gyantan, mig a SEP-1:4-szakaszt
(GRFN-1776) -OCH,-Pam-gyantan, az 1. példiban leirtak szerint szintetizaltuk. E két
peptidszegmens 24., illetve 126. poziciojaban 1évé lizineket el6szor - e-aminocsoportjukon -
Fmoc-csoporttal védtiik. A lancosszeallitas utan a védett aminocsoportokrdl standard Fmoc-
eltavolitasi eljarassal tavolitottuk el az Fmoc-csoportokat, és az egyes peptid-gyantakhoz
levulinsavat kapcsoltunk. A peptidekrdl ezutan eltavolitottuk a védScsoportokat, és egyidejii-
leg lehasitottuk a gyantarol (Id. 1. példa). A peptideket preparativ C4 reverz fazisu HPLC-vel
tisztitottuk. A tiszta peptidet tartalmazé frakciokat elektroporlasztisos ionizacios tomeg-
spektrometria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk, a frakciokat OsszeOntottitk és tovabbi
liglashoz liofilizaltuk. A GRFNP32-polimert [<(EDA-Succ)is-karboxilat] karboxilképzo
"Sasrin"-gyantan, standard eljarasok [Id. Rose és mtsai.: J. Am. Chem. Soc. 121, 7034 (1999),
és 09/379297 szami egyesiilt allamokbeli szabadalmi bejelentés (Rose és mtsai.)] alkalmazasa-
val allitottuk 6ssze. A polimer N-terminalis aminocsoportjahoz - aktivalt Boc-amino-oxi-
ecetsav Otszoros molaris feleslegének alkalmazasaval - amino-oxi-acetil (AoA)-gyckst kap-
csoltunk. A polimer-lancot klasszikus Fmoc-technikak alkalmazasaval lehasitottuk a gyantarol,
majd preparativ C4 reverz fazisi HPLC-vel tisztitottuk. A tiszta polimert tartalmazo frakciokat
elektroporlasztasos ionizacios tomegspektrometria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk, a
frakcidkat dsszeontottiik és a tovabbi ligalashoz liofilizaltuk.

A SEP-1:4-szakaszt és a GRFNP32-polimert egyiittesen, azonos moélaranyban 0,1 %
trifluorecetsavat (TFA) tartalmazé 50 % vizes acetonitrilben oldottuk. A kapott oldatot liofili-
zaltuk, majd a szaraz port feloldottuk, és a polimerrel médositott peptidet preparativ C4 reverz
fazisu gradiens HPLC-vel elvalasztottuk a nem modositott peptidtdl és az el nem reagalt poli-
mertdl. A kivant, oximozott SEP-1:4+GP32-terméket elektroporlasztisos ionizaciés tomeg-

spektrometriaval azonositottuk, majd a frakciokat 6sszedntottiik és liofilizaltuk.

.o



10

15

20

25

30

. .

o8 8 "™ o0
- ’ ..: ... »

oo sse e’ 8.

-79-

A SEP-1:1-szakaszt és a GRFNP32-polimert egyiittesen, azonos mélaranyban - 0,1

% trifluorecetsavat (TFA) tartalmazé - 50 % vizes acetonitrilben oldottuk. A kapott oldatot li-

ofilizaltuk, majd a szaraz port feloldottuk, és a polimerrel modositott peptidet preparativ C4

reverz fazist gradiens HPLC-vel elvalasztottuk a nem modositott peptidtdl és az el nem reagalt

polimertdl. A kivant, oximozott SEP-1:1+GP32-terméket elektroporlasztasos ionizacios
tomegspektrometridval azonositottuk, majd a frakciokat 6sszeontottiik és liofilizaltuk.

B) A szintetikus erythropoiesis-stimulalé SEP-1-L30-protein szintézise

A SEP-1-L30-proteint oldat fazisban, a kovetkezd négy polipeptid-szakaszbol szinte-

tizaltuk:
SEP-1:1+GP32 (GRFN-1711 + GRFNP32; amely a 2. azonositészamu szekvencia 1-

32. aminosavainak felel meg):
APPRLICDSR VLERYLLEAK EAEK*ITTGCA EH-tioészter (amelyben a 24. pozicioban
1évé lizin e-aminocsoportjan levulin-oxim-kapcsolocsoporttal van moédositva, vagyis levulin-
amino-oxi-acetil (Lev-AoA) oximkotéssel (K™) a GRFNP32-polimerhez van kapcsolva);
SEP-1:2 (GRFN-1712; amely a 2. azonositoszamu szekvencia 33-88. aminosavainak
felel meg):
CSLNEKIT VPDTKVNFYA WKRMEVGQQA VEVWQGLALL SEAVLRGQAL
LVKSSQPW-tioészter (amelyben a 33. pozicioban lévo cisztein Acm-csoporttal van védve);
SEP-1:3 (GRFN-1713, amely a 2. azonositészamu szekvencia 89-116. aminosavainak
felel meg):
CP LQLHVDKAVS GLRSLTTLLR ALGAQK-tioészter (amelyben a 89. pozicidban 1évé
cisztein Acm-csoporttal van védve);
SEP-1:4+GP32 (GRFN-1776 + GRFNP32; amely a 2. azonositoszamu szekvencia
117-166. aminosavainak felel meg):
CAIS PPDAAK®AAPL RTITADTFRK LFRVYSNFLR GKLKLYTGEA CRTGDR-
karboxilat [amelyben a 126. poziciéban 1év§ lizin e-aminocsoportjan levulin-oxim-kapcsolocso-
porttal van moddositva, vagyis levulin-amino-oxi-acetil (Lev-AoA) oximkotéssel (K™) a
GRFNP32-polimerhez van kapcsolva, és a C-terminalis cisztein pikolil (pico) -véd6csoportot
tartalmaz].
A tovabbi peptidek szintézisét, a ligalasi reakciokat, karboximetilezési reakciokat, vé-
décsoport-eltavolitasi reakciokat, a polipeptidek hajtogatasat (folding) €s tisztitasat az 1. pél-
daban leirtak szerint hajtottuk végre, mialtal a teljes hosszisagh, 6sszehajtogatott SEP-1-L30-

peptidet kaptuk. Az ésszehajtogatott proteintermék analitikai reverz fazisa HPLC-kromatog-
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ramja és elektroporlasztasos ionizacios tomegspektruma, valamint a CD-spektrum az Gssze-

hajtogatott protein jelenlétét igazolta.

3. példa

Szintetikus erythropoiesis-stimulalé SEP-1-L26-protein szintézise

A harmadik szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteint (SEP-1-L26) ugy allitottuk
eld, hogy a SEP-0 24. és 126. pozicidiban oximképzé csoportokat tartalmazzon. Ezeket a cso-
portokat a SEP-1-L26-protein kialakitasara alkalmaztuk, amelyben a proteingerinchez a 24.,
illetve a 126. pozicidban linearis (EDA-Succ-);s-karboxilat és (EDA-Succ)s-amid van kapcsol-
va. A teljes hosszisagu SEP-1(1-166) aminosav-szekvencidja a kovetkezo:

APPRLICDSR VLERYLLEAK EAEK”ITTGCA EHCSLNEKIT VPDTKVNFYA
WKRMEVGQQA VEVWQGLALL SEAVLRGQAL LVKSSQPWyP LQLHVDKAVS
GLRSLTTLLR ALGAQKwWAIS PPDAAK”AAPL RTITADTFRK LFRVYSNFLR
GKLKLYTGEA CRTGDR (2. azonositoészamu szekvencia)

amelyben W jelentése: nem természetes aminosav (amely szulfhidrilcsoportjan karboximetilalt
cisztein); és K™ jelentése: nem természetes lizin, amely e-aminocsoportjan oxim-kapcsolocso-
porttal van modositva, amely oximkotéssel a megadott vizoldékony polimerhez kapcsolodik.

A SEP-1-L.26-konstrukciot - a SEP-1-L30-konstrukcioval ellentétben - ugy terveztiik
meg, hogy a 126. poziciéban kisebb méretii és toltés nélkiili vizoldékony polimert tartalmaz-
zon. A 24. poziciohoz kapcsolt polimer azonos volt a SEP-1-L30-ban talalhatoval. A teljes
hossziisagu termék oOsszeallitasat a 2. példaban leirtak szerint végeztik. A SEP-1-L26-
konstrukcio szerkezetét a 16. abran mutatjuk be.

A) A GRFNI1776-peptid oximozisa GRFNP6-tal és a GRFNI1711-peptid oximozasa

GRFNP32-vel

Az oximképzési reakciét az amino-oxi-acetilcsoportot tartalmazé vizoldékony poli-
merek keton karbonil csoportot tartalmazé peptidekhez torténd kapcsolasa céljabol végeztik.
Ennek végrehajtasa érdekében a kovetkez6 peptidszegmensekat szintetizaltuk:

SEP-1:4 szakasz (GRFN-1776; amely a 2. azonosit6szamu szekvencia 117-166. ami-

nosavaibol all):
CAISPPDAAK AAPLRTITAD TFRKLFRVYS NFLRGKLKLY TGEACRTGDR-karboxilat

116

[amelyben a 126. pozicidban 1évo lizin (Lys ) e-aminocsoportjan levulinsavval van médositva,

117

a 117. pozicidban 1évé cisztein (Cys' ') pedig Acm-csoporttal van védve].
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SEP-1:1 szakasz (GRFN-1711; amely a 2. azonositészamu szekvencia 1-32. aminosa-
vaibol all):

APPRLICDSR VLERYLLEAK EAEKITTGCA EH-tioészter (amelyben a 24. pozicioban 1€vo
lizin levulinsavval van modositva).

A SEP-1:1-szakaszt (GRFN-1711) tioészterképz6 gyantan, mig a SEP-1:4-szakaszt
(GRFN-1776) -OCH,-Pam-gyantan, az 1. példaban leirtak szerint szintetizaltuk. E két peptid-
csoporttal védtik. A lancosszeallitis utan a védett aminocsoportokrol standard Fmoc-
eltavolitasi eljarassal tavolitottuk el az Fmoc-csoportokat, és az egyes peptid-gyantakhoz -
standard kapcsolasi eljarasok alkalmazasaval - levulinsavat kapcsoltunk. A peptidekrél ezutan
standard Boc-technikak alkalmazasaval eltavolitottuk a védécsoportokat, és egyidejiileg leha-
sitottuk a gyantarél (Id. 1. példa). A peptideket kiilon-kiilon preparativ C4 reverz fazisu
HPLC-vel tisztitottuk. Az egyes tiszta peptideket tartalmazo frakciokat kiilon-kilon
elektroporlasztasos ionizacios tomegspektrometria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk, a
frakciokat osszeontottiik és tovabbi ligalashoz liofilizaltuk.

A vizben oldhaté -(EDA-Succ)is-karboxilat polimert (GRFNP32) karboxilképzd
"Sasrin"-gyantan, standard eljarasok [Id. Rose és mtsai.: J. Am. Chem. Soc. 121, 7034 (1999);
és 09/379297 szami egyesiilt allamokbeli szabadalmi bejelentés (Rose és mtsai.)] alkalmazasa-
val allitottuk ossze. A vizben oldhaté (EDA-Succ)s-amid polimert (GRFNP6) amidképzd
"Sieber"-gyantan, szintén standard eljarasok [ld. Rose és mtsai.: J. Am. Chem. Soc. 121, 7034
(1999); és 09/379297 szamu egyesiilt allamokbeli szabadalmi bejelentés (Rose és mtsai.)] al-
kalmazasaval allitottuk 6ssze. A gyantahoz kapcsolt polimerek N-terminalis aminocsoportjahoz
- aktivalt Boc-amino-oxiecetsav Otszords molaris feleslegének alkalmazasaval - amino-oxi-
acetil (AoA)-gyokot kapesoltunk. A két polimer-lancot klasszikus Fmoc-technikak alkalmaza-
saval kilon-kiilon hasitottuk le a gyantakrol, majd preparativ C4 reverz fazisi HPLC-vel tisz-
titottuk. A kétféle tiszta polimert (kiilon-kiilon) tartalmazo frakciokat elektroporlasztasos ioni-
zécids tomegspektrometria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk, a frakciokat Osszedntottitk
és a tovabbi ligalashoz liofilizaltuk.

A SEP-1:4-szakaszt és a GRFNP6-polimert egyiittesen, azonos moélaranyban 0,1 %
trifluorecetsavat (TFA) tartalmazé 50 % vizes acetonitrilben feloldottuk. A kapott oldatot lio-
filizaltuk, majd a szaraz port feloldottuk, és a polimerrel modositott peptidet preparativ C4
reverz fazisu gradiens HPLC-vel elvalasztottuk a nem modositott peptidtdl és az el nem reagalt

polimert8l. A kivant, oximozott SEP-1:4+GP6-terméket elektroporlasztasos ionizacios tomeg-
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spektrometriaval azonositottuk, majd a frakciokat 0sszeontottiik €s liofilizaltuk.
A SEP-1:1-szakaszt és a GRFNP32-polimert egyiittesen, azonos molaranyban - 0,1
% trifluorecetsavat (TFA) tartalmazo - 50 % vizes acetonitrilben oldottuk. A kapott oldatot li-
ofilizaltuk, majd a szaraz port feloldottuk, és a polimerrel modositott peptidet preparativ C4
reverz fazist gradiens HPLC-vel elvalasztottuk a nem médositott peptidtdl és az el nem reagalt
polimertél. A kivant, oximozott SEP-1:1+GP32-terméket elektroporlasztasos ionizacios
tomegspektrometriaval azonositottuk, majd a frakciokat 6sszeontottik és liofilizaltuk.

B) A szintetikus erythropoiesis-stimulalé SEP-1-L26-protein szintézise

A SEP-1-L26-proteint oldat fazisban, a kovetkezd négy polipeptid-szakaszbol szinte-
tizaltuk:

SEP-1:1+GP32 (GRFN-1711 + GRFNP32; amely a 2. azonositészamu szekvencia 1-
32. aminosavainak felel meg):
APPRLICDSR VLERYLLEAK EAEK®ITTGCA EH-tioészter (amelyben a 24. pozicidban
1évd lizin g-aminocsoportjan levulin-oxim-kapcsolocsoporttal van modositva, vagyis levulin-
amino-oxi-acetil (Lev-AoA) oximkdtéssel (K*™) a GRFNP32-polimerhez van kapcsolva);

SEP-1:2 (GRFN-1712; amely a 2. azonositdszami szekvencia 33-88. aminosavainak
felel meg):
CSLNEKIT VPDTKVNFYA WKRMEVGQQA VEVWQGLALL SEAVLRGQAL
LVKSSQPW-tioészter (amelyben a 33. pozicidban 1évé cisztein Acm-csoporttal van védve),

SEP-1:3 (GRFN-1713, amely a 2. azonositoszamu szekvencia 89-116. aminosavainak
felel meg):
CP LQLHVDKAVS GLRSLTTLLR ALGAQK-tioészter (amelyben a 89. pozicidban lévé
cisztein Acm-csoporttal van védve);

SEP-1:4+GP6 (GRFN-1776 + GRFNP6; amely a 2. azonositészamu szekvencia 117-
166. aminosavainak felel meg):
CAIS PPDAAK®AAPL RTITADTFRK LFRVYSNFLR GKLKLYTGEA CRTGDR-
karboxilat {amelyben a 126. pozicidban 1évé lizin g-aminocsoportjan levulin-oxim-kapcsolocso-

porttal van modositva, vagyis levulin-amino-oxi-acetil (Lev-AoA) oximkotéssel (K™) a
161

GRFNP6-polimerhez van kapcsolva, és a C-terminalis cisztein (Cys™') pikolil (pico) -védbcso-

portot hordoz}.
A tovabbi peptidek szintézisét, a ligalasi reakciokat, karboximetilezési reakciokat, vé-
décsoport-eltavolitasi reakciokat, a polipeptidek hajtogatasat (folding) és tisztitasat az 1. és 2.

példaban leirtak szerint hajtottuk végre, mialtal a teljes hosszisagh, 6sszehajtogatott SEP-1-

.
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L26-proteint kaptuk. Az 0Osszehajtogatott proteintermék analitikai reverz fazisa HPLC-
kromatogramja és elektroporlasztasos ionizacios tomegspektruma, valamint a CD-spektrum az

dsszehajtogatott protein jelenlétét igazolta.

4. példa

Szintetikus eryvthropoiesis-stimulalé SEP-1-B50-protein szintézise

Szintetizaltunk egy negyedik szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteint (SEP-1-
B50) is, amelynek aminosav-szekvenciaja azonos a SEP-1-L30-proteinével:

APPRLICDSR VLERYLLEAK EAEK”ITTGCA EHCSLNEKIT VPDTKVNFYA
WKRMEVGQQA VEVWQGLALL SEAVLRGQAL LVKSSQPWyP LQLHVDKAVS
GLRSLTTLLR ALGAQKwyAIS PPDAAK"AAPL RTITADTFRK LFRVYSNFLR
GKLKLYTGEA CRTGDR (2. azonositészami szekvencia)

amelyben  jelentése: nem természetes aminosav (amely szulthidrilcsoportjan karboximetilalt
cisztein); és K™ jelentése: nem természetes lizin, amely -aminocsoportjan oxim-kapcsolocso-
porttal van modositva, amely oximkétéssel a megadott vizoldékony polimerhez kapcsolodik.

Ezt a proteint - a SEP-1-L30 linearis (Succ-EDA)s-polimere helyett - négy lineéris
(Succ-EDA);,-kart tartalmazo elagazé polimer-konstrukcioval derivatizaltuk. A derivatizalast
oximkotésekkel valositottuk meg.

A 17. abran a SEP-1-B50-proteinhez oximképzd ligalassal (Id. lentebb) kapcsolt, el-
agazo, vizoldékony GRFNP29 (GP29) polimer kémiai szintézisének reakcidvazlatat mutatjuk
be. Ahogy a 17. abran lathatd, az U-B-komponens, azaz a GRFN17 (GP17) eléallitasara
[amely U-csoportként amino-oxi-acilcsoportot, "B" elagazasi magként pedig harom lizint tar-
talmaz, melyek - a linearis, vizoldékony poliamid-etilén-oxid konstrukcidhoz (GP29, amely bo-
rostyankésav-maradékbol szarmazo karboxilat-toldalékot tartalmaz) tioéter-kotésekkel torté-
nd, késébbi kapcsolasra alkalmas - tiol-oldallancokat hordoznak] ortogonalisan védett lizin U-
B prekurzort alkalmaztunk. A teljes hosszisagi termék osszedllitasat a 2. példaban leirtak sze-
rint végeztiik. A SEP-1-B50 szerkezetét a 18. 4bran mutatjuk be.

A) A tobb tiolcsoportot hordozé GRFNP17-templat szintézise

A GRFNP17-templatot amidképzd (4-metil)-benzhidril-amin (MBHA)-gyantan, 0,4
mmol-os léptékben, manudlisan szintetizaltuk. Az Fmoc-Lys(Boc)-OH kapcsolasat standard
kapcsolasi eljarassal hajtottuk végre [Schnolzer, M.: Int. J. Pept. Protein Res. 40, 180 (1992)].
A reakcidhoz 2,1 mmol aminosavat, és 10 % DIEA-t tartalmaz6 3,8 ml 0,5M HBTU-t (vagyis
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otszo6ros aminosav-felesleget) alkalmaztunk. Az Fmoc-véddcsoport eltavolitasa utan az Fmoc-
Lys(Fmoc)-OH kapcsolasat standard aminosav-kapcsolasi eljarassal (2,1 mmol aminosav és 10
% DIEA-t tartalmazo 3,8 ml 0,5M HBTU, azaz 6tsz6rés aminosav-felesleg alkalmazasaval)
végeztiikk. A masodik Fmoc-eltavolitasi Iépés utan az Fmoc-Lys(Fmoc)-OH kapcsolasat stan-
dard aminosav-kapcsolasi eljarassal, 4,2 mmol aminosav és 10 % DIEA-t tartalmazé 7,6 ml
0,5M HBTU (azaz a szabad aminra vonatkoztatva 6tszoros aminosav-felesleg) alkalmazasaval
hajtottuk végre. Az utolsé Fmoc-eltavolitasi l1épést kovetben dimetilformamidban (DMF) - a
szabad aminokra vonatkoztatva - 6tszorods feleslegben S-acetil-tioglikolsav-pentafluor-fenil-
észterrel (SAMA-oPfp) 30 perces kapcsolasi reakciot végeztink. A C-terminalis lizilgydk ol-
dallancanak Boc-véddcsoportjat tiszta trifluorecetsavval végzett kétszer egy perces mosassal,
majd a gyanta (10 %-os dimetilformamidos DIAE-oldattal végzett mosassal végrehajtott)
semlegesitésével tavolitottuk el. 3 ml dimetilformamidban 2 mmol Boc-amino-oxiecetsavat és 2
mmol N-hidroxiszukcinimidet (NHS) oldottunk, majd az oldathoz 2 mmol diizopropil-
karbodiimidet (DIC) adtunk, és a savat 30-60 percig aktivaltuk. Az oldatot ezutan hozzaadtuk
a semlegesitett gyantahoz, és a kapcsolasi reakciot egy oran at hagytuk lejatszodni. Végul, az
S-kotott acetilcsoportokat 20 %-os, dimetilformamidos piperidinoldattal végzett 30 perces ke-
zeléssel eltavolitottuk. A templatot - véddcsoport-mentesitésével egyidejilleg - standard Boc-
kémiai eljarasokkal, HF/p-krezol alkalmazasaval (a szabad aldehid befogasa céljabdl cisztein
jelenlétében) lehasitottuk a hordozogyantar6l [Id. Schnolzer, M.: Int. J. Pept. Protein Res. 40,
180 (1992)]. A kapott poliamidot 50 % B-pufferben (azaz 0,1 % TFA-t tartalmaz6 50 %-os
vizes acetonitrilben; aldehid-mentes) lefagyasztottuk és liofilizaltuk. A tisztitdshoz a nyers
templat-terméket 2 ml 50 %-os B-pufferben feloldottuk, és higitasa érdekében 100 ml 100 %
A-puffert (0,1 % vizes TFA-oldat) adtunk, hogy elkeriiljilk a guanidinium-klorid vagy acetat
addiciojat, mivel az aldehid addicioja garantalt. A templatot preparativ reverz fazisu C4 HPLC-
oszlopra toltottiik, melyet elézetesen 40 °C-on 3 % B-pufferrel ekvilibraltunk. A sokat
izokratikus médon elualtuk, majd a kivant templatot (GRFN17) linearis gradienssel tisztitot-
tuk. A kivant terméket tartalmazo frakciokat elektroporlasztasos ionizacios tomegspektromet-
riaval azonositottuk, a megfeleld frakciokat dsszeontottiik és liofilizaltuk.
B) Elagazd. vizoldékony GRNFP29-polimer szintézise

A GRFNP29-polimert (amely egy 15 kD molekulatomegl, elagazo (EDA-Succ)io-

polimer) a tisztitott, tioltartalmi templat GRFNP17 és a linearis GRFNP31-polimer [Br-acetil-
(EDA-Succ)-karboxilat] tioéterképzd ligalasaval szintetizaltuk. A GRFNP31-polimert kar-

boxilképzd "Sasrin"-gyantan, standard eljarasok alkalmazasaval [Id. Rose és mtsai.. J. Am.
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Chem. Soc. 121, 7034 (1999); és 09/379297 szamu egyesult allamokbeli szabadalmi bejelentés
(Rose és mtsai.)] szintetizaltuk.

A tisztitott GRFNP31 1,3-szeres molaris feleslegét (az Gsszes tiolhoz képest), Br-
acetilezett (EDA-Succ)>-polimert és a tisztitott, tioltartalmi GRFNP17-templatot egyiittesen,
kb. 10 mM koncentraciéban, 6 M guanidinium-kloridot tartalmazé 0,1 M Tris-HCI pufferben
(pH = 8,7) oldottuk. A kapott oldatot 0,1 M Tris-HCI pufferrel (pH = 8,7) haromszoros térfo-
gatra higitottuk. A ligalasi elegyet szobahdmérsékleten kevertiik, €s a reakcié elérehaladasat
reverz fazisi, nagynyomasu folyadékkromatografiaval és elektroporlasztasos ionizacios
tomegspektrometriaval (ES/MS) ellendriztik. Az elegyhez, szilkség szerint, tovabbi
GRFNP31-reaktanst adtunk, mindaddig, mig a f6 termékként a kivant reakcioterméket nem
azonositottuk. A feldolgozashoz a reakcidelegyhez (térfogatdhoz viszonyitva haromszoros
térfogatban) 6 M guanidinium-kloridot tartalmaz6 0,1M acetatpuffert (pH = 4) adtunk, és a
kapott oldatot preparativ reverz fazisi C4 HPLC-oszlopra toltottiik, majd linearis gradiens al-
kalmazasaval tisztitottuk. A tiszta GRFNP29-konstrukciot tartalmazé frakciokat elektro-
porlasztasos ionizacios tdmegspektrometria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk, dsszedn-

tottiik és liofilizaltuk.
C) A GRFN1776 és GRFN1711 oximozasa GRFNP29-polimerrel

A SEP-1:4 és SEP-1:1 peptidszegmenst a 2. példaban leirtak szerint szintetizaltuk. A
SEP-1:4-peptidszegmenst és a GRFNP29-polimert egyiittesen, azonos molaranyban - 0,1 %
trifluorecetsavat (TFA) tartalmazo - 50 % vizes acetonitrilben oldottuk. A kapott oldatot liofi-
lizaltuk, majd a szaraz port preparativ reverz fazisi HPLC-oszlopra (2,54 cm-es atmérd) tol-
tottik. A polimerrel modositott peptidet preparativ, reverz fazisa C4 gradiens HPLC-vel elva-
lasztottuk a nem modositott peptidtdl és az el nem reagalt polimertél. A kivant, oximozott
SEP-1:4+GP29-terméket elektroporlasztisos ionizacios tomegspektrometriaval azonositottuk,
majd a frakciokat 0sszedntottik.

A SEP-1:1-peptidszegmenst és a GRFNP29-polimert egyiittesen, azonos molaranyban
- 0,1 % trifluorecetsavat (TFA) tartalmazé - 50 % vizes acetonitrilben oldottuk. A kapott ol-
datot lefagyasztottuk és liofilizaltuk, majd a szaraz port 0,1 % trifluorecetsavat tartalmazo 50
9%-0s acetonitrilben feloldottuk, és a kapott oldatot preparativ gélpermeacios kromatografias
(GPC)-oszlopra (2,54 cm-es atmérd) toltottik. A polimerrel modositott peptidet izokratikus
elucioval valasztottuk el a nem modositott peptidtsl és az el nem reagalt polimertél. A kivant,
oximozott SEP-1:1+GP29-terméket elektroporlasztisos ionizacios tomegspektrometriaval

(ES-MS) azonositottuk, majd a frakciokat 6sszeontottilk.
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D) A szintetikus ervthropoiesis-stimulalo SEP-1-B50-protein szintézise

A SEP-1-B50-proteint oldat fazisban, a kovetkezé négy polipeptid-szakaszbol szinte-

tizaltuk:
SEP-1:1+GP29 (GRFN-1711 + GRFNP29; amely a 2. azonositdszamu szekvencia 1-

32. aminosavainak felel meg):
APPRLICDSR VLERYLLEAK EAEK”ITTGCA EH-tioészter (amelyben a 24. pozicidban
1évé lizin e-aminocsoportjan levulin-oxim-kapcsolocsoporttal van modositva, vagyis levulin-
amino-oxi-acetil (Lev-AoA) oximkétéssel (K™) a GRFNP29-polimerhez van kapcsolva),
SEP-1:2 (GRFN-1712; amely a 2. azonositészamu szekvencia 33-88. aminosavainak
felel meg):
CSLNEKIT VPDTKVNFYA WKRMEVGQQA VEVWQGLALL SEAVLRGQAL
LVKSSQPW-tioészter (amelyben a 33. pozicioban lév) cisztein Acm-csoporttal van védve),
SEP-1:3 (GRFN-1713, amely a 2. azonositoszamii szekvencia 89-116. aminosavainak
felel meg):
CP LQLHVDKAVS GLRSLTTLLR ALGAQK-tioészter (amelyben a 89. pozicidban lévé
cisztein Acm-csoporttal van védve);
SEP-1:4+GP29 (GRFN-1776 + GRFNP29; amely a 2. azonositészamu szekvencia
117-166. aminosavainak felel meg):
CAIS PPDAAK®AAPL RTITADTFRK LFRVYSNFLR GKLKLYTGEA CRTGDR-
karboxilat [amelyben a 126. pozicidban 1évdé lizin e-aminocsoportjan levulin-oxim-

kapcsolocsoporttal van modositva, vagyis levulin-amino-oxi-acetil (Lev-AoA) oximkotéssel
161

(K*) a GRFNP29-polimerhez van kapcsolva, és a C-terminalis cisztein (Cys ) pikolil (pico)-

véddcsoportot hordoz].

A tovabbi peptidek szintézisét, a ligalasi reakciokat, karboximetilezési reakciokat, vé-
décsoport-eltavolitasi reakciokat, a polipeptidek hajtogatasat (folding) es tisztitasat az 1. és 2.
példaban leirtak szerint hajtottuk végre, azzal a kiilonbséggel, hogy a tisztitasra "Resource Q"
oszlopot alkalmaztunk. Mindezek eredményeként a teljes hosszusagu, osszehajtogatott SEP-1-
B50-proteint (2. azonositoszami szekvencia) kaptuk. Az Osszehajtogatott SEP-1-B50-
proteintermék analitikai reverz fazisi HPLC-kromatogramja és elektroporlasztasos ionizacios

tomegspektruma, valamint a CD-spektrum az 6sszehajtogatott protein jelenlétét igazolta.
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5. példa

Szintetikus erythropoiesis-stimulalé SEP-3-L42-protein szintézise

Szintetizaltunk egy o6todik szintetikus erythropoiesis-stimulald proteint (SEP-3-L42)
is. A SEP-3-protein aminosav-szekvencidja a kovetkezo:

APPRLICDSR VLERYLLEAK EAECITTGCA EHCSLNECIT VPDTKVNFYA
WKRMEVGQQA VEVWQGLALL SEAVLRGQAL LACSSQPWEP LQLHVDKAYVS
GLRSLTTLLR ALGAQKEAIS PPDAACAAPL RTITADTFRK LFRVYSNFLR
GKLKLYTGEA CRTGDR (3. azonositészamu szekvencia)

A 24., 38, 83. és 126. poziciokban lévo ciszteineket maleimiddel funkcionalizalt
(EDA-Succ)s-polimeregységekkel (GRFNP32), Michael-addicios reakcioval modositottuk,
mialtal a SEP-3-L42-t kaptuk. A SEP-3-L42 szerkezetét a 20. abran mutatjuk be.

A SEP-3-L42 kémiai szintézisének reakciovazlatat a 19. abran mutatjuk be. Réviden
osszefoglalva: a 19/A és 19/B abran a SEP-3-L42-konstrukcié négy peptidszegmensének
(SEP-3:1 - SEP-3:4) nativ kémiai ligalasat szemléltetjik, melynek eredményeként a human
EPO mind a négy nativ glikozilacios helyének megfelel ligalasi helyeken ciszteinek helyezked-
nek el. Kozelebbrdl; a 19/B abran a mindegyik diszulfidképzo ciszteinjén védett, teljes hosszu-
sagu polipeptidet mutatjuk be, amely lehet6vé teszi a négy toltéssel biro, linearis, vizoldékony
polimer [GRFN32-maleimid (GP-32-maleimid)] cisztein-ligalasi helyeken, Michael-addicios re-
akcioval torténd kapcsolasat. A 19/B abran lathato a diszulfidképz6 ciszteinek végsé védbéeso-
port-eltavolitasi 1épése, és a teljes hosszisagu, polimerrel modositott termék létrehozasa is.

A SEP-3-proteint oldat fazisban, a kovetkez6 négy peptidszegmensbdl szintetizaltuk:

SEP-3:1-peptidszegmens (GRFN-1747; amely a 3. azonositészamu szekvencia 1-37.
aminosavainak felel meg):

APPRLICDSR VLERYLLEAK EAECITTGCA EHCSLNE-tioészter
(amelyben a 7., 29. és 33. pozicioban 1évo cisztein Acm-csoporttal van védve);

SEP-3:2-peptidszegmens (GRFN-1774; amely a 3. azonosit6szamu szekvencia 38-82.
aminosavainak felel meg):

CIT VPDTKVNFYA WKRMEVGQQA VEVWQGLALL SEAVLRGQAL LA-tioészter
(amelynek 38. pozicidban 1évé ciszteinje oldallancin Acm-csoporttal van védve),

SEP-3:3-peptidszegmens (GRFN-1749; amely a 3. azonositészamu szekvencia 83-
125. aminosavainak felel meg):

CSSQPWEP LQLHVDKAVS GLRSLTTLLR ALGAQKEAIS PPDAA-tioészter (amelynek

83. pozicidban 1év§ ciszteinje oldallancan Acm-csoporttal van védve);
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SEP-3:4-peptidszegmens (GRFN-1750; amely a 3. azonositdszamu szekvencia 126-
166. aminosavainak felel meg): |
CAAPL RTITADTFRK LFRVYSNFLR GKLKLYTGEA CRTGDR-karboxilat (amelynek
161. pozicidban lévd ciszteinje 4-(CH3,S(0)-)-benzilcsoporttal (Pbo) van védve).
Peptidszintézis

A SEP-3:1, SEP-3:2 és SEP-3:3 peptideket tioészterképzé gyantian, a Boc-tech-
nikahoz alkalmas in situ semlegesitési eljarassal és lépésenkénti szilard fazisi peptidszintézissel
(SPPS), az 1. példaban leirtak szerint - a fentebb felsorolt védécsoportoknak megfeleld val-
toztatasokkal - szintetizaltuk. A SEP-3:4-es szakaszt az el6z6khoz hasonld modon, -OCH,-
Pam-gyantan szintetizaltuk. A peptideket - védOcsoportjaik eltavolitasaval egyidejiileg - az 1.
példaban leirtak szerint hasitottuk le a gyantarol. Az eléallitott peptideket preparativ reverz fa-
zisu, nagynyomasu folyadékkromatografiaval (HPLC) tisztitottuk. A tiszta peptidet tartalmazo
frakciokat elektroporlasztasos ionizacids tomegspektrometria (ES-MS) alkalmazasaval azono-
sitottuk, 6sszeontottiik és a késdbbi ligalashoz liofilizaltuk.
1. 1épés: 1. ligalas

A SEP-3:4-es és SEP-3:3-as peptidszegmenst 15 mM koncentracidéban trifluor-

etanolban (TFE) oldottuk, majd a kapott oldathoz - 6 M guanidinium-kloridot és 1 % tiofenolt
tartalmazo - telitett foszfatpuffert (pH = 7,5) adtunk, mialtal a peptidszegmensek atlatszo ol-
datat kaptuk. Ligalast kovetden a ligalasi elegyet (melyet egy térfogategységnek tekintiink) 2
ml TFE, 6 ml 6M guanidinium-klorid, és 25 % [-merkaptoetanolt tartalmazé 100 mM
foszfatpuffer osszetétel elegy kétszeres térfogatahoz adtuk és 20 percig inkubaltuk. Az olda-
taval savanyitottuk, majd preparativ, reverz fazisi C4 HPLC-oszlopra toltottiik és lineans gra-
diens alkalmazasaval tisztitottuk. A kivant SEP-3:Acm+SEP-3:3+SEP-3:4 ligalasi terméket
elektroporlasztasos ionizacids tomegspektrometria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk, és
a megfelel$ frakciokat 6sszeontottiik.

2. 1épés: Acm-csoport eltavolitasa (1. fazis)
Az Acm-csoport eltavolitasa céljabol a SEP-3:Acm+SEP-3:3+SEP-3:4 (sszedntott

frakcioit tartalmazé vizes acetonitril-oldatot HPLC-tisztasagli vizzel egyszeresére higitottuk,
majd az oldathoz 2 M végkoncentracioban szilard karbamidot adtunk. Az igy kapott elegyhez
3 9%-0s vizes ecetsavban készitett 30 mg/ml Hg(acetat),-oldatot (a vart cisztein-
osszkoncentraciohoz képest haromszoros molaris feleslegben) adtunk, majd a reakcidelegyet

egy oOra hosszat kevertik. Az oldatot ezutan B-merkaptoetanolban 20 %-ossa higitottuk,
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félpreparativ reverz fazisu C4 HPLC-oszlopra toltéttitk és szakaszos gradiens alkalmazasaval
tisztitottuk. A kivant SEP-3:3+SEP-3:4 ligalt terméket tartalmazé frakciokat elektroporlaszta-
sos ionizacios tomegspektrometria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk és egy éjszakan at
liofilizaltuk.

3. Iépés: 2. ligalas
A SEP-3:3+SEP-3:4 és a SEP-3:2 peptidszegmensek azonos mennyiségeit egyiitte-

sen, 15 mM koncentracioban tiszta TFE-ben oldottuk, majd a kapott oldathoz - 6 M
guanidinium-kloridot €s 1 % tiofenolt tartalmazé - 250 mM foszfatpuffert (pH = 7,5) adtunk,
mialtal a peptidszegmensek atlatszo oldatat kaptuk. Egy napos ligalas utan a ligalasi elegyet
(melyet egy térfogategységnek tekintiink) 10 ml TFE, 10 ml B-merkaptoetanol, 10 ml piperidin
és 20 ml 6M guanidinium-klorid (pH = 4) elegyének kétszeres térfogatahoz adtuk, és a mara-
dék véddcsoportok eltavolitasa érdekében 20 percig inkubaltuk. Az oldatot tri(2-karboxi-etil)-
hozzaadasaval savanyitottuk, majd preparativ, reverz fazisi C4 HPLC-oszlopra toltéttiik €s li-
nearis gradiens alkalmazasaval tisztitottuk. A kivant ligalt terméket (SEP-3:Acm+SEP-
3:2+SEP-3:3+SEP-3:4) elektroporlasztasos ionizacios tomegspektrometria (ES-MS) alkalma-
zasaval azonositottuk és egy €jszakan at liofilizaltuk.

4. lépés: Acm-csoport eltavolitasa
Az Acm-csoport eltavolitasa céljabol a SEP-3:Acm+SEP-3:2+SEP-3:3+SEP-3:4

Osszeontott frakcioit tartalmazo vizes acetonitril-oldatot HPLC-tisztasagu vizzel egyszeresére
higitottuk, majd az oldathoz 2 M végkoncentracioban szilard karbamidot adtunk. Az igy kapott
elegyhez 3 %-os vizes ecetsavban készitett 30 mg/ml Hg(acetat),-oldatot (a vart cisztein-
dsszkoncentraciohoz képest haromszoros molaris feleslegben) adtunk, majd a reakcicelegyet
egy ora hosszat kevertiik. Az oldatot ezutan B-merkaptoetanolban 20 %-ossa higitottuk,
félpreparativ reverz fazisi C4 HPLC-oszlopra toltottiikk és szakaszos gradiens alkalmazasaval
tisztitottuk. A kivant SEP-3:2+SEP-3:3+SEP-3:4 terméket tartalmazo frakciokat elektropor-

lasztasos ionizacios tomegspektrometria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk és egy éjsza-
kan at liofilizaltuk.

5. 1épés: 3. ligalas
A SEP-3:2+SEP-3:3+SEP-3:4 és a SEP-3:1 peptidszegmensek azonos mennyiségeit

egyiitt, 15 mM koncentracioban tiszta TFE-ben feloldottuk, majd a kapott oldathoz - 6 M
guanidinium-kloridot és 1 % tiofenolt tartalmazoé - 250 mM foszfatpuffert (pH = 7,5) adtunk,

mialtal a peptidszegmensek atlatszo oldatat kaptuk. Egy napos ligalas utan a ligalasi elegyet
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(melyet egy térfogategységnek tekintiink) 10 ml TFE, 10 ml B-merkaptoetanol, 10 ml piperidin
és 20 ml 6M guanidinium-klorid (pH = 4) elegyéhez adtuk, és a maradék védécsoportok elta-
volitasa érdekében 20 percig inkubaltuk. Az oldatot tri(2-karboxi-etil)-foszfinHCI (TCEP) 20
tottuk, majd preparativ, reverz fazisi C4 HPLC-oszlopra toltottiik és linearis gradiens alkal-
mazasaval tisztitottuk. A kivant ligalt terméket (SEP-3:1+SEP-3:2+SEP-3:3+SEP-3:4)
elektroporlasztasos ionizacids tomegspektrometria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk és
egy éjszakan at liofilizaltuk.

6. lépés: A GRFNP32-polimer polipeptidhez torténd kapcsolasa

A GRFNP32-polimert a gyarté Utmutatasai szerint BMPS-sel (3-maleimido-propion-
sav-NHS-észter; Pierce, USA) funkcionalizdlva linearis maleimid-(EDA-Succ);s-polimert
(melyet GRFNP32-maleimidnek neveziink) hoztunk létre. A SEP-3:1+SEP-3:2+SEP-
3:3+SEP-3:4-polipeptidet minimalisan sziikséges mennyiségli TFE-ben feloldottuk. A
GRFNP32-maleimid haromszoros feleslegét 6 M guanidinium-kloridot tartalmaz6é 100 mM
foszfatpufferben (pH = 7,5) oldottuk, és ezt az oldatot hozzaadtuk a TFE-oldathoz. A
Michael-addicios reakcid elérehaladasat analitikai reverz fazisa HPLC-vel ellendriztiik. A re-
akcio befejezddése utan az oldatot preparativ, reverz fazisi C4 HPLC-oszlopra toltottiik és li-
nearis gradienssel tisztitottuk. A kivant, polimerrel modositott SEP-3:Acm+SEP-3:1+SEP-
3:2+SEP-3:3+SEP-3:4+pPEG terméket [vagyis a teljes hosszisagl, 166 aminosavas, ligalt
polipeptid-lancot, amely 24., 38., 83. és 126. ciszteinjeihez kapcsolva négy GRFNP32-polimert
tartalmaz (s igy SEP-3:Acm+SEP-3:1+SEP-3:2+SEP-3:3+SEP-3:4+GP32-nek is nevezziik)]

elektroporlasztasos ionizacios tomegspektrometriaval (ES-MS) azonositottuk €s egy €jszakan

at liofilizaltuk.

7. 1épés: Pbo-véddcsoport eltavolitasa
A Pbo-csoport redukalasa érdekében a SEP-3:Acm+SEP-3:1+SEP-3:2+SEP-

3:3+SEP-3:4+GP32 liofilizalt porat 5 % etanditiolt tartalmazo tiszta trifluorecetsavban oldot-
tuk. A Pbo-csoportot 10 % tioanizol és 15 % brom-trimetilszilan hozzaadasaval, 30 perces ke-
zeléssel hasitottuk le. Az oldatot beparlocentrifugéban szaritottuk, majd 0,1 % trifluorecetsavat
tartalmazé vizes acetonitrilben felvettilk. A kapott oldatot félpreparativ, reverz fazisi HPLC-
oszlopra toltéttilk €és szakaszos gradiens alkalmazasaval tisztitottuk. A kivant SEP-
3:Acm+SEP-3: 1+SEP-3:2+SEP-3:3+SEP-3:4+GP32-Pbo termék (amelynek 161. ciszteinjérdl
a védbesoportot eltavolitottuk) elektroporlasztasos ionizacios tomegspektrometria (ES-MS)

alkalmazasaval azonositottuk és egy éjszakan at liofilizaltuk.
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8. 1épés: Acm-véddcsoport eltavolitasa

A 7., 29. és 33. pozicidban 1év0 ciszteinek oldallancain 1évé Acm-csoportok végsd
eltavolitasa érdekében a SEP-3:Acm+SEP-3:1+SEP-3:2+SEP-3:3+SEP-3:4+GP32-Pbo 4ssze-
ontott frakcidit tartalmazo vizes acetonitril-oldatot HPLC-tisztasagu vizzel egyszeresére higi-
tottuk, majd az oldathoz 2M végkoncentracioban szilard karbamidot adtunk. Az igy kapott
elegyhez 3 %-0s vizes ecetsavban készitett 30 mg/ml Hg(acetat),-oldatot (a vart cisztein-
dsszkoncentracidhoz képest haromszoros molaris feleslegben) adtunk, majd a reakcidelegyet
egy ora hosszat kevertuk. Az oldatot ezutin [-merkaptoetanolban 20 %-ossa higitottuk,
félpreparativ reverz fazisi C4 HPLC-oszlopra toltottitk és szakaszos gradiens alkalmazasaval
tisztitottuk. A kivant, polimerrel modositott, ligalt SEP-3(1-166) terméket tartalmazo frakcio-
kat elektroporlasztasos ionizacios tomegspektrometria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk
és egy éjszakan at liofilizaltuk.

9. Iépés: Folding
A teljes hosszisagu, polimerrel modositott, ligalt SEP-3(1-166)-peptidet - 6M guani-

dinium-kloridot, 20 % TFE-t és (a SEP-3-ban 1év0 ciszteinekre vonatkoztatva) tizszeres mola-
ris feleslegben ciszteint tartalmazé - 200 mM Tris-pufferben (pH = 8,7) oldottuk. A kapott
elegyet egy éjszakan 4t 3M guanidinium-kloridot tartalmaz6 200 mM Tris-pufferrel (pH = 8,7)
szemben dializaltuk. Ezt kovetden az oldatot 4 °C-on négy o6ra hosszat 1 M guanidinium-
kloridot tartalmazo 200 mM Tris-pufferrel (pH=8,7) szemben, végiil 4 °C-on négy o6ra hosszat
10 mM foszfatpufferrel (pH=7,0) szemben dializaltuk, mialtal az 6sszehajtogatott végterméket
kaptuk. Az sszehajtogatodast (folding) elektroporlasztasos ionizacios tomegspektrometriaval
(ES-MS) és cirkularis dikroizmus (CD) spektrometriaval igazoltuk.
10. 1épés: Tisztitas

Az 9sszehajtogatott polipeptidet Centricon tipust beparlofiolakban 6tszorosére tome-
nyitettitk, majd 10 mM foszfatpufferrel (pH=7,0) kieggyensiilyozott "Resource S" kationcseré-
16 oszlopra toltottik. Az osszehajtogatott proteint linearis NaCl-gradienssel (500 mM-ig) 10
percig eludltuk. Az Osszehajtogatott SEP-3-L42-polipeptidet tartalmazé frakcidkat SDS-
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) azonositottuk, majd -80 °C-on lefagyasztottuk

és taroltuk.

.....
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6. példa

A szintetikus erythropoiesis-stimulald proteinek biolégiai aktivitasanak vizsgalata

Az osszehajtogatott, szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteinek (SEP-0, SEP-1-
L26, SEP-1-L30, SEP-1-B50 és SEP-3-L42) bioldgiai aktivitasat faktor-dependens sejtvonal-
proliferacios tesztekben, UT/7-es és 32D 103197-es sejtvonalak, standard kontrollként pedig
kereskedelmi forgalomban beszerezhetd rekombinans erythropoietin alkalmazasaval hataroztuk
meg. Az UT-7 egy human megakarioblasztos leukémia-sejtvonal, amely szaporodasat és tlélé-
sét tekintve abszolut fiiggdséget mutat az interleukin-3, granulocita-makrofag kolonizaciot
stimulalo faktor (GM-CSF) és eruthropoietin (EPO) egyikével [Id. Miura, Y. és mtsai.: Acta
Haematol. 99, 180 (1998); Komatsu €s mtsai.: Cancer Res. 51, 341 (1991)]. A 32D 103197-es
sejtvonal egy egéreredetii hemopoietikus sejtvonal [Metcalf, D.: Int. J. Cell Cloning 10, 116
(1992)].

10 % magzati borjuszérumot (FBS), glutamint és Penstrep-et tartalmazé, Iscove-féle
modositott Dulbecco (IMDM) tapkozegben elkészitettiikk a SEP-konstrukcidk torzsoldatait, és
a torzsoldatok kétszeres higitasi lépésekkel készitett higitas-sorozatait mikrotiter-talcak tire-
geibe helyeztiik, amelyekhez 5000 sejt/50 pl mennyiségben human UT/7-EPO-sejteket adtunk.
A talcakat S % CO, jelenlétében 37 °C-on inkubaltuk, és a sejtek szaporodasat naponta ellend-
tetrazolium oldatot (foszfatpufferelt soéoldatban) adtunk, és a talcakat négy oOra hosszat
inkubaltuk. 150 pl IPA hozzaaddsa utan mindegyik ilregben 562 nm-nél mértik az
abszorbanciat, s ennek alapjan meghataroztuk a szintetikus erythropoiesis-stimulald proteinek
EDso-értékeit (azaz a maximalis hatds 50 %-anak eléréséhez szitkséges dozisokat), és CHO-
sejtekben termeltetett rekombinans human erythropoietin (thEPO) EDso-értékével hasonlitot-
tuk 6ssze. E kisérletek eredményei azt bizonyitjak, hogy a vizsgalt szintetikus erythropoiesis-
stimulald proteinek mindegyike képes biologiai aktivitas kifejtésére. A SEP-0, SEP-1-L26,
SEP-1-L30 és SEP-1-B50 EDso-€rtékét a 6. tablazatban mutatjuk be.
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6. tablazat
Erythropoiesis- In vitro EDsg-érték (pM)
stimulalé protein Human UT-7-sejtek Egéreredett 32D 103 197-sejtek
SEP-0 1,570 863
SEP-1-L26 46,5 100,8
SEP-1-L30 71,5 182,5
SEP-1-B50 182 6200
rhEPO 325 136,3

7z

E kisérletek tovabbi (a polimerrel modositott SEP-1-L30 protein-koncentraciéjanak

abszorbancia alapjan torténé kiszamitasara alkalmas extinkcios koefficiens alkalmazasaval csak

a peptidtartalomra normalizalt) eredményeit - a SEP-0, SEP-1-L.26, SEP-1-L30, SEP-1-B50,

SEP-3-1.42 és SEP-1-B51 vonatkozasaban (a SEP-1-B51 szintézisét a 7. példaban ismertetjiik)

- a 7. tablazatban és a 26. abran mutatjuk be. Ezen in vitro tesztek eredményei egyiittesen azt

mutatjak, hogy a polimer szerkezetének és kapcsolodasi helyének valtoztatasa hatast gyakorol

az in vitro biologiai aktivitasra. E vegyiiletek hatékonysaga a human EPO-receptor-aktivitasra

végzett tesztben a kovetkezd sorrendet mutatta (a leghatékonyabbdl a legkevésbé hatékonyig

haladva): SEP-1-L26 ~ SEP-1-L30 > SEP-1-B50 ~ SEP-1-B51 > SEP-3-L42 > SEP-0. A ha-

tékonysag sorrendje az egéreredetii EPO-receptor aktivitasra végzett tesztben a kovetkezd

volt: SEP-1-L26 > SEP-1-L30 > SEP-0 > SEP-3-L42 > SEP-1-B50 ~ SEP-1-B51.

7. tablazat

In vitro EDso-érték (pM)

Erythropoiesis-
stimulalo protein UT-7-sejtek 32D 103197-sejtek
(human EPO-receptor) (egéreredetii EPO-receptor)
SEP-0 11 20
SEP-1-L26 0,8 1
SEP-1-L30 0,8 4
SEP-3-1L42 7 70
SEP-1-B50 2,5 125
SEP-1-B51 2 125

.
00000
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A 7. tablazatban és 26. abran lathato eredmények jelentds kiilonbséget mutatnak a
polimerrel modositott SEP-konstrukcidk és a polimerrel nem modositott SEP-0-konstrukcié
receptor-preferenciajaban. Kozelebbrdl, a SEP-1-L26-konstrukcid kiilonbozd linearis polime-
rekkel van modositva, melyek a megfelelé6 human EPO glikozilacios helyekhez vannak kap-
csolva (a 24. pozicidban 5,5 kD-os linearis polimer, amely negativ toltésti oldallancot tartal-
maz; a 126. pozicioban pedig 1,8 kD-os linearis polimer, amely semleges toltésii oldallancot
tartalmaz). Ez a konstrukcid6 a human és az egéreredetii receptorok ellen hasonlé aktivitast
mutatott. A SEP-1-L30-konstrukcié a human EPO glikozilaciés helyeknek megfelels, 24. és
126. pozicidban 5,5 kD-os linearis polimerrel van modositva, amely negativ toltésa oldallancot
tartalmaz. E konstrukcié human receptorral szembeni aktivitasa kb. 6tszér nagyobb volt, mint
az egéreredetii receptorral szembeni aktivitasa. A SEP-3-L42-konstrukcié (amely humén EPO
glikozilacios helyeknek megfeleld, 24., 38., 83. és 126. pozicidkban 5,5 kD-os linearis polimer-
rel van modositva, mely negativ toltési oldallancot tartalmaz), a human receptorral szemben
kb. tizszer nagyobb aktivitast mutatott, mint az egéreredetii receptorral szemben. A legna-
gyobb kiilonbséget a SEP-1-B50 és a SEP-1-B51 esetében tapasztaltuk, melyek a human EPO
glikozilaciés helyeinek megfeleld, 24. és 126. poziciokban negativ toltésii, 15 kD-os elagazo
polimerrel vannak moédositva, és pI-értékiik hozzavetdleg 5 (hasonldéan a human EPO-hoz). Ez

a két konstrukcio a human receptorral szemben kb. 60-szor nagyobb aktivitast mutatott, mint

az egéreredetli receptorral szemben.

cres

megfeleld glikozilacios hely (az egéreredetii EPO a human EPO O-glikozilalt szerinje helyett
nem glikozilalt prolint tartalmaz), a modositott receptoraktivitds részben e kiilonbségnek ko-
szonhetd, igy az egéreredetli receptor olyan EPO-t részesit elényben, amelybdl a 126. pozicio-
ban hianyzik az O-kotott glikozilacié. Ez hasonléan érvényes a SEP-1-L26- és SEP-1-L30-
konstrukcié SEP-1-B50- és SEP-1-B52-konstrukcidval torténd osszehasonlitasara is. Példaul,
a SEP-1-1.26-konstrukcid a 126. pozicidban 1,8 kD-os, toltés nélkiili polimert, mig a SEP-1-
L30 - ugyancsak a 126. pozicidban - 5,5 kD-os, negativ toltésii polimert tartalmaz. Bar a hu-
man EPO-receptorral szemben hasonlé aktivitast tapasztaltunk, az egéreredeti EPO-receptor
elleni aktivitasban négyszeres kiilonbséget mutattunk ki. A legnagyobb kiilonbséget a SEP-1-
B50- és SEP-1-B51-konstrukcio esetében tapasztaltuk, melyek a human EPO glikozilacios
helyének megfelelé 126. pozicioban negativ toltést, 15 kD-os polimert tartalmaznak. A human
EPO mind a négy nativ glikozilacios helyének megfelelé pozicioban (vagyis a 24., 38, 83. és

126. pozicidban) 5,5 kD-os, negativ toltési polimerek hozzakapcsolasa (a SEP-3-L42-
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konstrukcid esetében) tovabb csokkentette az egéreredetii receptorra vonatkozé preferenciat,
azonban kevésbé, mint a SEP-1-B50- és SEP-1-B51-konstrukcio esetében. Ezek az eredmé-
nyek azt bizonyitjak, hogy a receptor-specifitas a biologiai uton termelt, glikozilalt proteinben a
glikozilacids helyeknek megfeleld poziciokban végrehajtott preciziés modositassal, és a hozza-

kapcsolt polimer méretének, elagazddasanak és toltésének valtoztatasaval szabalyozhato.

7. példa

Szintetikus erythropoiesis-stimulalo SEP-1-B51-protein szintézise

A) A SEP-1-B51 osszetétele
Szintetizaltunk egy hatodik szintetikus erythropoiesis-stimulal6 proteint (SEP-1-B51)

is, amelynek teljes hossz(isagi aminosav-szekvenciaja azonos a SEP-1-L30 aminosav-szekven-
ciajaval:
APPRLICDSR VLERYLLEAK EAEK”ITTGCA EHCSLNEKIT VPDTKVNFYA
WKRMEVGQQA VEVWQGLALL SEAVLRGQAL LVKSSQPWyP LQLHVDKAVS
GLRSLTTLLR ALGAQKWAIS PPDAAK”AAPL RTITADTFRK LFRVYSNFLR
GKLKLYTGEA CRTGDR (2. azonositoszamu szekvencia)
amelyben y jelentése: nem természetes aminosav (amely szulfhidrilcsoportjan karboximetilalt
cisztein); és K™ jelentése: nem természetes lizin, amely €-aminocsoportjan oxim-kapcsolocso-
porttal van médositva, amely oximkotéssel egy megadott vizoldékony polimerhez kapcsolodik.
Mindazonaltal, ez a protein - ellentétben a SEP-1-B50-nel - lizin elagazasi maghoz
amidkotésekkel kapcsolt négy linearis (Succ-TTD)2-Succ-alanin-OH lancot [azaz (Succ-
TTD)2-Succ-Ala-OH vagy (Succ-TTD);2-Succ-Ala lancot] tartalmazo - elagazo polimer-
konstrukcioval van derivatizalva. A lineéris polimerek elagazasi maghoz tortén6 kapcsolasaval
célunk a stabilitas javitasa volt. A négy linearis polimert ugy terveztiik meg, hogy alanint és ne-
gativ toldalék toltéseket hordozzon, ahol a negativ toltések a szialsavakat utanozzak, az alanin
pedig a szénhidrat-lancok cukorgyokeihez hasonlé hidroféb karakterrel bir. Ezenfelil, az el-
4gazo polimereket Ugy terveztiik, hogy az elagazasi mag és a proteingerincen lévo kapcsoloda-
si hely kozott vizben oldhaté tavtartdo komponenst tartalmazzon - egyrészt az elagazasi mag
templat szintézisének és kezelhetoségének javitasa érdekében, masrészt a cukor proteingerinc-
hez torténd kapcesolodasanak helye és a szénhidrat elsd elagazasi pontja kozotti, természetes

szénhidrat-lancokra jellemzé tavolsag utanzasa céljabol.
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A 21. abran az elagazo, vizben oldhaté GRFNP41 (GP41) polimer kémiai szintézisé-

nek reakciovazlatat mutatjuk be, mely polimert az alabbiakban ismertetett oximképzd ligalassal

a SEP-1-B51-polipeptidhez kapcsoltuk. A teljes hossziisagu termék Gsszeallitasat a 2. példaban
leirtak szerint végeztilk. A SEP-1-B51 szerkezetét a 22. abran szemléltetjiik.

B) Az elagazasi templathoz (GRFNP40) torténd kapcsolasra alkalmas (Succ-TTD),,Succ-

AlaOtBu (GRFBP39) szintézise
A linearis (Succ-TTD);;Succ-AlaOtBu (GRFBP39) polimert 0,5 mmol léptékben

savbomlékony, karbonsavképzd "Sasrin"-gyantan szintetizaltuk. 0,5 mmol (kb. 0,5 gramm)
savbomlékony, karbonsavképzé "Sasrin" polisztirol-gyantat (hidroxil-szubsztiticio = 1,02
mmol/gramm) dimetilformamidban 15 percig duzzasztottunk, majd lecsepegtettiikk. Ehhez a
hidroxilcsoporttal funkcionalizalt gyantahoz - 500 pl (3,9 mmol) diizopropil-etilamint (DIEA)
tartalmazo 8 ml dimetilformamidban - 450 mg (4,5 mmol) borostyankdsav-anhidridet és 488
mg (4 mmol) 4-(dimetil-amino)-piridint adtunk, majd az elegyet vortexezéssel végzett keverés
kozben 30 percig reagaltattuk, és a gyantat lecsepegtettiik. A kapcsolasi reakciot megismétel-
tik, majd a felesleges reaktansokat és oldhat6 melléktermékeket vortexezés kozben kb. 50 ml
dimetilformamiddal végzett egy perces atoblitéssel eltavolitottuk, majd a gyantat lecsepegtet-
tik. A HOOC-CH,CH,CO-O-gyantat (0,5 mmol) dimetilformamidban frissen készitett 8 ml
térfogatu, 1,0 M koncentracioju karbonildiimidazol-oldat (8 mmol) hozzdadasaval aktivaltuk, a
reakciot 40 percig hagytuk folytatédni, majd a gyantat lecsepegtettiik. A felesleges reaktanso-
kat és az oldhaté melléktermékeket vortexezés kozben kb. 50 ml dimetilformamiddal végzett
egy perces atoblitéssel eltavolitottuk, majd a gyantat lecsepegtettikk. A gyantdhoz ezutdn
(4,7,10)-trioxa-tridekan-1,13-diamin (TTD; 4 gramm, 18,2 mmol) 4 ml 0,5M dimetilformami-
dos HOBT-oldatban (2 mmol) készitett oldatat adtuk, vortexezéssel végzett keverés kozben
30 percig reagaltattuk, majd a gyantarol a folyadékot lecsepegtettiik. A felesleges reaktansokat
és az oldhatd melléktermékeket vortexezés kozben kb. S0 ml dimetilformamiddal végzett egy
perces atoblitéssel eltavolitottuk, majd a gyantat lecsepegtettik. A gyantdhoz - 500 ul (3,9
mmol) DIEA-t tartalmaz6 8 ml 0,5 M (4 mmol) N-hidroxi-benzotriazol (HOBT) oldatban bo-
rostyankésavat (450 mg; 4,5 mmol) adtunk, vortexezéssel végzett keverés kozben 15 percig
reagaltattuk, majd a gyantat lecsepegtettiik. Ezt a harom lépést (CDI-aktivalas, TTD-kapcsolas
és borostyankésav-anhidrides reakcid) még tizenegyszer (azaz Osszesen tizenkétszer) megis-
mételtiik. A felesleges reaktansokat és az oldhato melléktermékeket vortexezés kozben kb. 50
ml dimetilformamiddal végzett egy perces atoblitéssel eltavolitottuk, majd a gyantat lecsepeg-

tettilk. Az igy kapott HOOC-CH,CH,CO(TTD-szukcinil);»-O-gyantéat (0,5 mmol) dimetilfor-

-
....

.
.....
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mamidban frissen készitett, 8 ml térfogati €s 1,0 M koncentraciéju CDI-oldattal (8 mmol) 40
percig reagaltattuk, majd a gyantat lecsepegtettiik. A felesleges reaktansokat és az oldhat6
melléktermékeket vortexezés kozben kb. 50 ml dimetilformamiddal végzett egy perces atobli-
téssel eltavolitottuk, majd a gyantat lecsepegtettik. 150 pl DIEA-t (111 mg; 0,825 mmol) tar-
talmazé dimetilformamidban készitett 4,75 ml térfogata, 0,5 M koncentracioji HOBT-
oldatban (2,375 mmol) 2,5 mmol H-AlaOtBu'HCl-ot oldottunk, és vortexezéssel végzett keve-
rés kozben a CDI-aktivalta HOOC-CH,CH>CO(TTD-szukcinil);2-O-gyantaval (0,5 mmol) egy
ora hosszat reagaltattuk, majd a gyantat lecsepegtettitk. A felesleges reaktansokat és az old-
haté melléktermékeket vortexezés kozben kb. 50 ml dimetilformamiddal végzett egy perces at-
oblitéssel eltavolitottuk, majd a gyantat lecsepegtettik. A tBu-OOC-CH(CH;)-NH-OC-
CH,CH,CO(TTD-szukcinil);>-O-gyanta terméket diklormetannal alaposan leoblitettiik, lecse-
pegtettiik, majd a gyantat vakuumban témegallanddsagig szaritottuk. A termék-gyanta jellem-
z6 tomege hozzavetdleg 2 gramm volt.

A linearis (Succ-TTD);,Succ-AlaOtBu polimert diklormetanban, 4 % trifluorecetsav
jelenlétében, standard Fmoc-kémiai eljarasok alkalmazasaval hasitottuk le a gyantarél. A
precipitalt nyers terméket 0,1 % trifluorecetsavat tartalmazo 50 %-os vizes acetonitrilben fel-
oldottuk, majd liofilizaltuk. A liofilizalt polimert 0,1 % trifluorecetsavat tartalmazo 50 %-os
vizes acetonitril kis mennyiségében feloldottuk, és a szerves anyag koncentracidjanak 1 % ala
csokkentéséig higitottuk. A nyers terméket preparativ reverz fazisi C4 oszlopra toltéttiik,
melyet elézetesen 40 °C-on 3 % B-pufferrel ekvilibraltunk. A sokat izokratikus médon
elualtuk, majd a kivant templatot (GRFN17) 20-35 % B-puffer (0,1 % trifluorecetsavat tartal-
mazo6 acetonitril) linearis gradiensével, 0,1 %-os vizes trifluorecetsavval szemben, 60 percig
tisztitottuk. A kivant (Succ-TTD);,-Succ-AlaOtBu (GRFNP39) terméket tartalmazo frakcio-

kat elektroporlasztasos ionizacids tomegspektrometriaval azonositottuk, lefagyasztottuk és li-

ofilizaltuk.

C) Tobb, elagazasi helyként szolgald aminocsoportot és egy - a proteinhez torténd (késébbi)

kapcsolasra alkalmas - védett amino-oxicsoportot tartalmazo templat (GRFNP40) szintézise

A GRFNP40-templatot 0,4 mmol-os léptékben, amidképz6 "Sieber"-gyantan, manua-
lisan szintetizaltuk. Minden egyes kapcsolasi, védécsoport-eltavolitasi €s aktivalasi 1épés ko-
z6tt dimetilformamiddal egy perces atoblitéses mosast végeziink. 2 mmol N*-Fmoc-NP-(Boc-
amino-oxi-acetil)-L-diaminopropionsavat - diklormetan/dimetilformamid elegyben 2 mmol

DIC-vel és 2 mmol NHS-sel végzett 30 perces NHS-észteres eldaktivalassal - a gyantdhoz
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kapcsoltuk. Az Fmoc-véddcsoportot 20 térfogat%-os, dimetilformamidos HOBT-oldattal két-
szer harom percig végzett kezeléssel eltavolitottuk, majd a gyantahoz 2,2 mmol DIEA-t tar-
talmazo, 8 ml térfogatt 0,5 M dimetilformamidos CDI-oldatban (4 mmol) feloldott 4 mmol bo-
rostyénkésav;anhidridet kapcsoltunk (10 perces kezeléssel). E 1épés utan a karboxilcsoportot 8
ml 0,5 M koncentracioju, friss, dimetilformamidos CDI-oldattal (4 mmol) aktivaltuk. A gyan-
tahoz 4 ml 0,5M dimetilformamidos HOBT-oldatban 4 ml TTD-t (18,2 mmol) adtunk, és a
kapcsolasi reakciot 30 percig folytattuk.

A kapott amino-TTD-Succ-Dpr(BocAoA)-gyantdhoz (amelyben Dpr jelentése: dia-
minopropionsav) - dimetilformamidban 2 mmol DIC-vel és 2 mmol NHS-sel végzett 30 perces
eléaktivalassal és egy Ora hosszat végzett kapcsolassal - Fmoc-Lys(Fmoc)-OH-t (2 mmol)
kapcsoltunk. A kapcsolasi reakciot még egyszer megismételtitk. Az Fmoc-csoport 20 térfo-
gat%-os, dimetilformamidos piperidinoldattal kétszer harom perces kezeléssel végzett eltavo-
litasa utan a gyantahoz a fentiek szerint (ideértve az ismételt kapcsolasi lépést is) 4 mmol
Fmoc-Lys(Fmoc)-OH-t kapcsoltunk. Az utolsé Fmoc-eltavolitasi lépés (20 térfogat¥e-os,
dimetilformamidos piperidinoldattal kétszer harom percig végzett kezelés) utan a templatot
standard Fmoc-kémiai eljarassal, 4 % trifluorecetsavat tartalmazo diklormetan alkalmazasaval
lehasitottuk a hordozogyantardl. A precipitalt terméket 0,1 % trifluorecetsavat tartalmazo vi-
zes acetonitrilben feloldottuk és liofilizaltuk. A liofilizalt, nyers terméket 0,1 % trifluorecetsa-
vat tartalmazo 50 %-os vizes acetonitril kis mennyiségében feloldottuk, majd a szerves anyag
koncentracidjanak 1 % ala csokkentéséig higitottuk. A nyers terméket preparativ reverz fazisa
C4 HPLC-oszlopra toltottitk, melyet elézetesen 40 °C-on 3 % B-pufferrel (0,1 % trifluorecet-
savat tartalmazé acetonitril) ekvilibraltunk. A sokat és az egyéb, nem amidtartalmu anyagokat
izokratikus modon elualtuk, majd a kivant templatot 5-12 % B-puffer (0,1 % trifluorecetsavat
tartalmazo acetonitril) linearis gradiensével, 0,1 %-os vizes trifluorecetsavval szemben, 60 per-
cig tisztitottuk. A kivant Lys-Lys(Lys)-TTD-Succ-Dpr(BocAOA)yamid (GRFNP40) terméket
tartalmazé frakciokat elektroporlasztasos ionizacios tomegspektrometriaval azonositottuk, le-

fagyasztottuk és liofilizaltuk.

D) Az amidos kapcsolasu, elagazo polimer (GRFNP40) sszeallitasa és véddcso ortjainak el-

tavolitasa
A GRFNP39 [(Succ-TTD)2-Succ-AlaOtBu] tisztitott GRFNP40 templathoz torténd

kapcsolasaval 16 kD-os elagazo (TTD-Succ)ss-polimert (GRFNP41) szintetizaltunk. A tiszti-
tott (Succ-TTD)y,-Succ-AlaOtBu-t (GRFNP39; 1,0 mmol) 60 °C-on dimetilszulfoxidban
(DMSO0) 20 mg/ml koncentracioban feloldottuk, majd 0,95 mmol O-(7-azabenzotriazol-1-il)-
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1,1,3,3-tetrametil-uronium-hexafluorfoszfat DMSO-ban készitett, 10 mg/ml koncentraciéju ol-
dataval (DIEA 20-szoros molaris feleslegének jelenlétében) aktivaltuk, majd hozzaadtuk a |
DMSO-ban 3,9 mg/ml koncentracioban feloldott, tisztitott GRFNP40 templatot (0,24 mmol).
A reakcio elorehaladasat analitikai reverz fazisi C4 HPLC-vel és elektroporlasztasos ionizaci-
6s tomegspektrometria (ES-MS) alkalmazasaval ellendriztilk. A kapcsolas rendszerint perce-
ken beliil teljesen lezajlott. A feldolgozashoz a liglasi elegyhez - annak térfogatara vonatkoz-
tatva - négyszeres térfogatu 0,1M natrium-acetat/6M guanidinium-klorid 6sszetételii oldatot
(pH = 4) adtunk, és a kapott elegyet preparativ (C4) reverz fazisa HPLC-oszlopra toltottik. A
sokat és az egyéb, nem amidtartalmi anyagokat izokratikus médon eluéltuk, majd a kivant, el-
agazo polimerterméket 20-35 % B-puffer (0,1 % trifluorecetsavat tartalmazé acetonitril) linea-
ris gradiensével, 0,1 %-os vizes trifluorecetsavval szemben, 80 percig tisztitottuk. A kivant
anyagot tartalmazo frakciokat elektroporlasztasos ionizacids tomegspektrometriaval (ES-MS)
azonositottuk, lefagyasztottuk és liofilizaltuk.

A tisztitott polimert - az amino-oxi-acetilgyok Boc-véddcsoportjanak €s az Ala-O-tBu
gyokok t-butil-észter-véddcsoportjainak eltavolitisa érdekében - 1 mg/ml koncentracioban
tiszta trifluorecetsavban feloldottuk és egy 6ra hosszat allni hagytuk. Az oldatot beparlocentri-
fugaban szarazra paroltuk, és a szaritott polimert 50 % B-pufferben (0,1 % trifluorecetsavat
tartalmazé acetonitril) feloldottuk. A kapott oldathoz - az adduktumképz6 szennyez6dések el-
tavolitasa érdekében - 0,5M végkoncentracioban amino-oxiecetsavat ("karboxi-metoxiamin")
adtunk. 20 perc elteltével az oldatot 3,3-szeres térfogata A-pufferrel (0,1 % trifluorecetsavat
tartalmazo viz) higitottuk, preparativ (C4) reverz fazist HPLC-oszlopra toltottik, és 10 % B-
puffert szivattyaztunk ra, mindaddig, mig az Gsszes amino-oxiecetsav eltavolitasra nem kertilt.
Ezt kovetben a polimert szakaszos 15 % — 45 % B-puffer-gradienssel, 0,1 %-os vizes
trifluorecetsavval szemben 80 percig tisztitottuk, majd az elagazé polimerterméket
(GRFNP41) tartalmazé, dsszeontott frakciokat lefagyasztottuk és liofilizaltuk.

E) A GRFN1776- és GRFN1711-peptidszegmensek oximképzo ligalasa (oximozasa) az elaga-

z0 GRFNP41-polimerrel
A SEP-1:4-peptidszegmenst (GRFN1776; amely a 2. azonositdszamu szekvencia

117-166. aminosavaibol all) és a SEP-1:1-peptidszegmenst (GRFN1711; amely a 2. azonosit-
szamu szekvencia 1-32. aminosavaibol all) az 1. példaban leirtak szerint, standard in situ sem-
legesitési Boc-kémiai SPPS-technika alkalmazasaval szintetizaltuk. A GRFN 1776-peptidet -
OCH,-Pam-gyantan, mig a GRFN1711-peptidet tioészterképzo gyantan, standard eljarasok al-

kalmazasaval, a fentebb leirtak szerint allitottuk elé. A 126. ciszteinjén levulinos acilgyokot
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tartalmazo GRFN1776-peptidet €s az AoA-gyokot tartalmazé GRFNP41-peptidet egyiittesen,
azonos molaranyban - 0,1 % trifluorecetsavat tartalmazé - 50 %-os vizes acetonitrilben oldot-
tuk, majd a kapott oldatot liofilizaltuk. A nyers terméket (szaraz port) 0,1 % trifluorecetsavat
tartalmazo 50 %-oé vizes acetonitrilben Ujra feloldottuk, €s az oldatot preparativ reverz fazisu
(C4) HPLC-oszlopra toltottitk. A polimerrel modositott peptidet preparativ reverz fazisa gra-
diens HPLC-vel valasztottuk el a mddositatlan peptidtdl és az el nem reagalt polimertdl. A ki-
vant, oximkotott (oximozott) SEP-1:4+GP41 terméket tartalmazo frakciokat elektroporlaszta-
sos ionizacids tomegspektrometria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk, Osszeontottiik és
liofilizaltuk.

A 24. lizinjén levulinos acilgyokot tartalmazé GRFN1711-peptidet és az AoA-gyokot
tartalmazo GRFNP41-peptidet egyittesen, azonos mélaranyban - 0,1 % trifluorecetsavat tar-
talmaz6 - 50 %-os vizes acetonitrilben oldottuk, majd a kapott oldatot lefagyasztottuk és liofi-
lizaltuk. A nyers terméket (szaraz port) 0,1 % trifluorecetsavat tartalmazé 50 %-os vizes
acetonitrilben ujra feloldottuk, és az oldatot preparativ reverz fazisu (C4) HPLC-oszlopra tol-
tottiik. A polimerrel modositott peptidet preparativ reverz fazisu gradiens HPLC-vel valasz-
tottuk el a modositatlan peptidtdl és az el nem reagalt polimertdl. A kivant, oximko6tott
(oximozott) SEP-1:1+GP41 terméket tartalmaz6 frakciokat elektroporlasztasos ionizacios
tomegspektrometria (ES-MS) alkalmazéasaval azonositottuk, 6sszeontottik és liofilizaltuk.

F) A szintetikus erythropoiesis-stimulalé6 SEP-1-B51-protein szintézise

A 2. azonositdszam aminosav-szekvenciat tartalmazé SEP-1-BS1-proteint oldat fa-
zisban, a kovetkez6 négy polipeptid-szakaszbdl szintetizaltuk:

SEP-1:1+GP41 (GRFN-1711+GRFNP41; amely a 2. azonositdoszami szekvencia 1-
32. aminosavainak felel meg):

APPRLICDSR VLERYLLEAK EAEK”ITTGCA EH-tioészter (amelyben a 24. pozicidban
1évd lizin levulinos acilgyokoét tartalmaz, amely oximkotéssel (K™) az elagaz6 GRFNP41-
polimerhez van kapcsolva; és a 32. hisztidin Dnp-csoporttal van védve

SEP-1:2 (GRFN-1712; amely a 2. azonositészamu szekvencia 33-88. aminosavainak
felel meg):

CSLNEKIT VPDTKVNFYA WKRMEVGQQA VEVWQGLALL SEAVLRGQAL
LVKSSQPW-tioészter (amelyben a 33. pozicioban 1évd cisztein Acm-csoporttal, a harom

triptofan pedig formilcsoporttal van védve);

SEP-1:3 (GRFN-1713, amely a 2. azonositészamu szekvencia 89-116. aminosavainak

felel meg):
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CP LQLHVDKAVS GLRSLTTLLR ALGAQK-tioészter (amelyben a 89. pozicioban 1évd
cisztein Acm-csoporttal, a 94. hisztidin pedig Dnp-csoporttal van védve);

SEP-1:4+GP41 (GRFN-1776+GRFNP41; amely a 2. azonositoszami szekvencia

117-166. aminosavainak felel meg):
CAIS PPDAAK®™AAPL RTITADTFRK LFRVYSNFLR GKLKLYTGEA CRTGDR-
karboxilat [amelyben C-terminalis cisztein (Cys'®") pikolil (pico)-véddcsoportot hordoz, és a
126. pozicioban 1évé lizin levulinos acilgy6kot tartalmaz, amely oximkotéssel (K™) az elagazo
GRFNP41-polimerhez van kapcsolva].

A tovabbi peptidek szintézisét, a ligalasi reakciokat, karboximetilezési reakciokat, vé-
décsoport-eltavolitasi reakciokat, a polipeptidek hajtogatasat (folding) és tisztitasat (mely 1épé-
sek a teljes hossziisagu, 2. azonositdszamu aminosav-szekvenciat tartalmazo, osszehajtogatott
SEP-1-B51-proteint eredményezik) az 1-4. példakban leirtak szerint (a kovetkez6 modositasok
beiktatasaval) hajtottuk végre.

1. 1épés: 1. ligélas
A SEP-1:4+GP41-peptidszegmenst egyszeres térfogati trifluoretanolban (TFE) 3

mM koncentracioban feloldottuk, a SEP-1:3-peptidet pedig kétszeres térfogata - 6 M
guanidinium-kloridot tartalmazo6 - 300 mM Na-foszfat pufferben (pH = 7,9) 2,25 mM koncent-
racidban oldottuk. A két oldatot osszekevertiik, s az igy kapott oldatban a SEP-1:4+GP41
végkoncentracioja 1 mM, a SEP-1:3 végkoncentracidja pedig 1,5 mM lett. Ehhez az oldathoz
1 % tiofenolt adtunk, mialtal a peptidszegmensek ("harom térfogatnyi") oldatat kaptuk (pH =
6,8-7,2). A ligalasi reakciot szobahdmérsékleten egy ora hosszat hagytuk folytatédni. Ligalast
kovetden a ligalasi elegyhez haromszoros térfogatli B-merkaptoetanolt, majd szintén harom-
szoros térfogatii 6M guanidinium-klorid/300 mM Na-foszfat puffert (pH = 7,9) ¢és TCEP-t (a
peptidszegmensek Ossztomegére vonatkoztatva 0,25-sz0r6s mennyiségben) adtunk, és a reak-
cidelegyet 20 percig kevertiik. Az oldat kémhatasat 0,6-szeres térfogati jégecet hozzaadasaval
pH = 4,0 + 0,1-re allitottuk be, s az igy kapott, tiszta oldathoz 30-szoros térfogatnyi 6M
guanidinium-klorid/100 mM Na-acetat puffert (pH = 4,0) adtunk. A kapott oldatot preparativ
reverz fazisu (C4) HPLC-oszlopra toltottik, majd 5 % B-puffert pumpaltunk az oszlopra [va-
gyis a maradék 95 % A-puffer volt (0,1 % trifluorecetsavat tartalmazo viz)], mindaddig, mig az
osszes nem peptid anyag kimosodott az oszloprol. Ezt kovetden a ligalasi termeket B-puffer
25-45 % gradiensével, 80 perces elucioval tisztitottuk. A kivant, ligalt termeket
(Cys*(Acm))[SEP-1:3+SEP-1:4+GP41] tartalmazo frakciokat elektroporlasztasos tomeg-

spektrometriaval azonositottuk és 6sszedntottuk.
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2. l1épés: Acm-csoport eltavolitasa (1. fazis)
Az Acm-csoport eltavolitasa érdekében a (Cys*’(Acm))[SEP-1:3+SEP-1:4+GP41]

osszeontott frakcioit tartalmazo vizes acetonitril-oldatot HPLC-tisztasagl vizzel egyszeresére

higitottuk, majd az oldathoz 2M végkoncentracioban szilard karbamidot adtunk. Az igy kapott
elegyhez 3 %-0s vizes ecetsavban készitett 30 mg/ml Hg(acetat),-oldatot (az Osszes cisztein-
koncentracidhoz képest haromszoros molaris feleslegben) adtunk, majd a reakcioelegyet egy
6ra hosszat kevertilk. Az oldatot ezutin B-merkaptoetanolban 20 %-ossa higitottuk,
félpreparativ reverz fazisi HPLC-oszlopra toltottiik és 25 % B-puffert dramoltottunk at rajta,
mindaddig, mig valamennyi nem peptid anyag kimosodott, majd a terméket szakaszos gradiens
alkalmazasaval (50 % B-pufferig) tisztitottuk. A kivant ligalt termeéket (SEP-1:3+SEP-
1:4+GP41) tartalmazo frakciokat elektroporlasztasos tomegspektrometria alkalmazasaval azo-
nositottuk, osszedntottiik és liofilizaltuk.
3. 1épés: 2. ligalas

A 2. lépésben kapott SEP-1:3+SEP-1:4+GP41 (azaz a 1713-1776-GP41) terméket

egyszeres térfogatu trifluoretanolban (TFE) 3 mM koncentracioban feloldottuk. A SEP-1:2-
peptidet (GRFN-1712) kétszeres térfogati - 6 M guanidinium-kloridot tartalmazo - 300 mM
Na-foszfat pufferben (pH = 7,9) 2,25 mM koncentracidban oldottuk. A két oldatot osszeke-
vertiik, s az igy kapott oldatban a SEP-1:3+SEP-1:4+GP41 végkoncentracidja 1 mM, a SEP-
1:2 végkoncentracidja pedig 1,5 mM lett. Ehhez az oldathoz 1 % tiofenolt adtunk, mialtal a
peptidszegmensek ("harom térfogatnyi") oldatat kaptuk (pH = 6,8-7,2). A ligalasi reakciot
szobahdmérsékleten egy ora hosszat hagytuk folytatodni. Ligalast kovetéen a ligalasi elegyet -
a felhasznalt TFE térfogatara vonatkoztatva - haromszoros térfogatu higitopufferrel (6 M
guanidinium-kloridot tartalmazo 100 mM natrium-acetat puffer, pH = 4,0) higitottuk, majd -
harom térfogatnyi B-merkaptoetanolbdl, harom térfogatnyi piperidinbdl és hat térfogatnyi 6M
guanidinium-klorid/100 mM Na-acetat pufferbdl (pH = 4,0) allo 4 °C-os oldathoz adtuk, és
valtozatlan hdmérsékleten 20 percig kevertiik, hogy eltavolitsuk az 6sszes maradék védécso-
portot. Az oldatot 1,8-szeres térfogatu fagyasztott jégecet hozzaadasaval savanyitottuk, s az
igy kapott, tiszta oldathoz TCEP-t (a peptidszegmensek Ossztomegére vonatkoztatva 0,25-
szoros mennyiségben) adtunk, és a reakcioelegyet 20 percig inkubaltuk. Ezt kovetden az ol-
dathoz 30-szoros térfogatnyi 6M guanidinium-klorid/100 mM Na-acetat higitopuffert (pH =
4,0) adtunk. A kapott oldatot preparativ reverz fazisi (C4) HPLC-oszlopra toltottik, majd az
oszlopra 30 % C-puffert (60 % izopropanol, 30 % acetonitril és 10 % viz elegyében 0,1 %
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trifluorecetsav) pumpaltunk az oszlopra, mindaddig, mig az 6sszes nem peptid anyag kimoso-
dott az oszloprol. Ezt kévetden a ligalasi terméket a C-puffer 37-57 % gradiensével, 80 perces
elucioval tisztitottuk. A kivant, ligalt terméket (Cys*(Acm))[SEP-1:2+SEP-1:3+SEP-
1:4+GP41] tartalmazé frakciokat elektroporlasztasos ionizacios tomegspektrometriaval azono-
sitottuk, 6sszedntottiik és liofilizaltuk.

4. 1épés: A 89. és 117. cisztein karboximetilezése

A (Cys**(Acm))[SEP-1:2+SEP-1:3+SEP-1:4+GP41] terméket [azaz a (Cys* (Acm))-

1712-1713-1776-GP41 terméket] 1 mM koncentracidban trifluoretanolban (TFE) oldottuk,
majd tizszeres térfogatu - 6 M guanidinium-kloridot tartalmaz6 - 300 mM Na-foszfat puffert
(pH = 7,9) adtunk hozza. Az igy kapott oldathoz - a szulfhidrilcsoportokra vonatkoztatva 25-
szo1os feleslegben - brémecetsav metanolos oldatat (75 mg/ml) adtuk, és szobahémérsékleten
két Oras keveréssel reagaltattuk. A reakcioelegyet ezutan 11-szeres térfogatd - 6M guanidini-
um-kloridot tartalmazo - 100 mM Na-acetat pufferrel (pH = 4,0) higitottuk, majd preparativ
reverz fazisi (C4) HPLC-oszlopra toltéttiik, és 20 % C-pufferrel ataramoltattuk, mindaddig,
mig az Gsszes nem peptid anyag ki nem mosodott, majd a ligalasi terméket szakaszos gradiens-
sel (55 % C-puffer koncentracidig) végzett eludlassal tisztitottuk. A modositott
(Cys*(Acm), ") {SEP-1:2+SEP-1:3+SEP-1:4+GP41} terméket tartalmazo frakciokat
elektroporlasztasos ionizaciés tomegspektrometria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk,
Osszedntottiik és liofilizaltuk.

5. lépés: Pikolilcsoport eltavolitdsa

2M sbsavban 5 percig cinkport (a peptid tomegére vonatkoztatva 71 mg/mg) akti-

véltunk, majd az aktivalast még egyszer megismételtiik, €s a cinkport - a felesleges sav eltavo-
litasa érdekében - frissen hozzaadott 35 mg/ml L-metionint és 35 mg/ml natrium-N-dodeka-
noilszarkozint tartalmazoé - 6M guanidinium-klorid/50 mM glicin-pufferrel (pH=2,2) mostuk. A
mosast még egyszer megismételtik. A Cys'!(Pico)-tartalmi peptidet
[(Cys®(Acm),y**""){SEP-1:2+SEP-1:3+SEP-1:4+GP41}] tiszta trifluoretanolban (TFE) kb.
30 mg/ml koncentraciéra higitottuk, majd az oldatot a TFE térfogatara vonatkoztatva négysze-
res térfogatnyi - frissen hozzaadott 35 mg/ml L-metionint és 35 mg/ml natrium-N-dodekanoil-
szarkozint és 10 térfogat% TFE-t tartalmaz6 - 6M guanidinium-klorid/50 mM glicin-pufferrel
(pH=2,2) higitottuk. Az oldatot hozzaadtuk az aktivalt cinkporhoz, és szobah6mérsekleten 50
percig kevertitk. A reakcio elérehaladasat - azonos térfogati B-merkaptoetanollal és néhany

szemcse TCEP-vel kezelt, majd az analizishez 6M guanidinium-klorid/100 mM Na-acetat puf-
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ferrel (pH = 4,0) kétszeres térfogatra higitott - alikvotok analitikai reverz fazisa C4 HPLC-
kromatografidjaval kb. egy éranként ellendriztiik. A reakci6 2-5 ora alatt befejezddott. Miutan
a pikolilcsoportok eltdvolitasa maradéktalanul megtortént [amit az analitikai HPLC-csucsok
elektroporlasztasos ionizacios tomegspektrometriajaval mutattunk ki (91 D-os molekulatémeg-
csokkenés alapjan)], a feliiliszot sziiréssel eltavolitottuk, a maradék cinkport 6M guanidinium-
kloriddal (pH=4), 35 mg/ml L-metionint és 35 mg/ml dodecilszarkozint tartalmazo 100 mM
acetat-puffer (pH=4) 20 % TFE-t tartalmazo elegyével haromszor mostuk. A feliiluszot és a
moséfrakciot 6sszedntottiik, BioRad SM-2 golyokat adtunk hozza (az oldat térfogatara vonat-
koztatva kb. 1/3 mennyiségben), szobahdmérsékleten 30 percig kevertiik, majd lesziirtikk. Az
oldathoz 10 térfogat% végkoncentracioban B-merkaptoetanolt adtunk, majd - a peptidek
dssztomegére vonatkoztatva - 1/4 mennyiségii tri(2-karboxi-etil)-foszfin HCl-ot (TCEP) ad-
tunk, és a kapott oldatot szobahdmérséklet 5 percig kevertiik. Az oldatot azonos térfogati 6M
guanidinium-klorid/100 mM Na-acetat pufferrel (pH = 4,0) 1:1 aranyban higitottuk, preparativ
reverz fazisu (C4) HPLC-oszlopra toltottilk, majd 35 % C-pufferrel ataramoltattuk, mindad-
dig, mig az 6sszes nem peptid anyag kimosodott, €s a terméket szakaszos gradienssel (55 % C-
puffer-koncentracioig) végzett elucioval tisztitottuk. A kivant  terméket
[(Cys®(Acm),y**!'"){SEP-1:2+SEP-1:3+SEP-1:4+GP41}, amelynek 161. ciszteinjérél el van
tavolitva a védécsoport] tartalmazé frakciokat elektroporlasztasos tomegspektrometria alkal-
mazasaval azonositottuk, és a frakcidkat osszedntottik.

6. lépés: Az Acm-védécsoport eltavolitasa (2. fazis)

A (Cys®(Acm);y*>""){SEP-1:2+SEP-1:3+SEP-1:4+GP41-Pico} frakciok 6sszeon-

tott oldatat HPLC-tisztasagu vizzel haromszorosara higitottuk, majd az oldathoz 2M végkon-
centracioban szilard karbamidot adtunk. Az igy kapott elegyhez 3 %-os vizes ecetsavban keé-
szitett 30 mg/ml koncentraciéji Hg(acetat),-oldatot adtunk (az 0ssz cisztein-koncentracidhoz
viszonyitva haromszoros molaris feleslegben), majd a reakcioelegyet egy ora hosszat kevertiik.
Az oldatot ezutan B-merkaptoetanolban 20 %-ossa higitottuk as félpreparativ reverz fazisu
(C4) HPLC-oszlopra toltéttik. Az oszlopon 20 % puffer-C-t aramoltattunk at, mindaddig, mig
az Osszes nem peptid anyag ki nem mosodott, majd a kivant terméket 55 % puffer-C-
koncentracidig szakaszos gradienssel tisztitottuk. A kivant (Cys®y**'"") { SEP-1:2+SEP-
1:3+SEP-1:4+GP41-Pico} terméket tartalmazd frakciokat elektroporlasztasos ionizacios
tomegspektrometria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk, majd ezeket a peptid tomegéhez

viszonyitva kétszeres tomegii dodecil-foszfokolint (DPC) tartalmazo vizzel kétszeres térfogat-
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ra higitottuk és egy éjszakan at liofilizaltuk.
7. 1épés: 3. ligalas
A (Cys®(Acm);y*'""){SEP-1:2+SEP-1:3+SEP-1:4+GP41-Pico} terméket [azaz a

(Cys;y*'"")-1712-1713-1776-GP41 terméket] egyszeres térfogatu trifluoretanolban (TFE) 3
mM koncentracioban feloldottuk. A SEP-1:1-peptidet (1711-GP41) kétszeres térfogata 6 M
guanidinium-klorid/300 mM Na-foszfat pufferben (pH = 7,9) feloldottuk. A két oldatot Ossze-
kevertiik, a kapott oldathoz 1 térfogat% tiofenolt adtunk, és a ligalasi elegyet szobah6mérsék-
leten egy 6ra hosszat kevertiik. Ezt kévetéen az oldathoz - a felhasznalt TFE térfogatara vo-
natkoztatva - haromszoros térfogati B-merkaptoetanolt és kilencszeres térfogati ligalopuffert
(6M guanidinium-kloridot tartalmazé 300 mM natrium-foszfat puffer, pH = 7,9) adtunk, majd
az igy kapott oldathoz TCEP-t (a peptidek ossztomegére vonatkoztatva 0,25-sz6rés mennyi-
ségben) adtunk, és a reakcidelegyet 20 percig inkubaltuk. Ezt kovetSen az oldatot 0,6-szeres
térfogati jégecettel pH=4,0-re savanyitottuk, majd 30-szoros térfogatnyi 6M guanidinium-
klorid/100 mM Na-acetat pufferrel (pH = 4,0) higitottuk. A kapott oldatot preparativ reverz
fazisti (C4) HPLC-oszlopra toltéttiik, majd az oszlopra 25 % C-puffert pumpaltunk, mindad-
dig, mig az 6sszes nem peptid anyag kimosodott az oszloprol. Ezt kovetden a ligalasi terméket
a C-puffer 35-55 % gradiensével, 80 perces elucioval tisztitottuk. A kivant, ligalt SEP-1(1-
166) (y**'"7){SEP-1:2+SEP-1:3+SEP-1:4+GP41} terméket (2. azonositoszami szekvencia]
tartalmazé frakciokat elektroporlasztasos tomegspektrometriaval azonositottuk €s 6sszedn-
tottik.
8. Iépés: Folding

A telies hosszisagh, ligalt SEP-1(1-166) (y*>''"){ SEP-1:2+SEP-1:3+SEP-
1:4+GP41} peptidet [1711(GP41)-1712-1713-1776-GP41] tartalmaz6, 6sszeontott frakciok-

hoz szilard guanidinium-kloridot, 1M Tris-puffert (pH=8,7) és desztillalt vizet adtunk, olyan
mennyiségben, hogy az oldatban a ligalt SEP-1-(1-166)-peptid végkoncentracioja 0,1 mg/ml, a
guanidinium-kloridé 6M, a Tris-pufferé pedig 100 mM legyen. A ligalt peptid ("protein") igy
kapott oldatat 15 ml térfogatt dializalokazettakba toltottiikk és 4 °C-on egy éjszakan at 3 M
guanidinium-kloridot, 5 uM ciszteint és 1 UM cisztint tartalmaz6 100 mM Tris-pufferrel
(pH=8,5) szemben dializaltuk. A proteinoldatot ezutan 4 °C-on egy é€jszakan at 1M
guanidinium-kloridot tartalmazé 100 mM Tris-pufferrel (pH = 8,5) szemben 8 6ra hosszat, vé-
giil 4 °C-on 10 mM Tris-pufferrel (pH=7,0) szemben 14 ora hosszat dializaltuk, mialtal az

osszehajtogatott végterméket kaptuk. A dializalokazettakbol szarmazd proteinoldatokat

o .
-----
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osszeontottilk, és az Osszehajtogatodast ("folding") elektroporlasztisos ionizacios tomegs-
pektrometria (ES-MS), reverz fazisu, nagynyomasu folyadékkromatografia és CD-
spektrometria alkalmazasaval igazoltuk.

9. 1épés: Tisztitas

Az 6sszehajtogatott proteint tartalmazé oldatot 10 mM Tris-pufferrel (pH=7,0)
ekvilibralt Q-Sepharose ioncseréld oszlopra toltottik. Az osszehajtogatott proteint linearis
NaCl-gradiens (125 mM-ig) alkalmazasaval eludltuk. A ligalt SEP-1-B51-terméket tartalmazo
frakciokat nem redukalé SDS-PAGE alkalmazasaval azonositottuk és 0sszeontottik. Az egye-
sitett frakcidkat ultrasziiréssel kb. 2 mg/ml koncentracidra toményitettiik, majd a proteinolda-
tot 2,6 cm x 100 cm-es "S-300" tipust gélsziir6 oszlopra toltottik. A tisztitott SEP-1-B51-
proteint 137 mM natrium-kloridot tartalmazo 10 mM Tris-pufferrel (pH=7,0) elualtuk. A nagy
tisztasagi SEP-1-B51-proteint tartalmazo frakciokat nem redukalé SDS-PAGE alkalmazasa-
val azonositottuk, majd Osszeontottiik, lefagyasztottuk és -80 °C-on taroltuk. A tisztitott,
osszehajtogatott SEP-1-B51  végterméket analitikai (C4) reverz fazisu HPLC-vel,
elektroporlasztasos ionizacids tomegspektrometriaval (ES-MS) és CD-spektrometriaval ka-
rakterizaltuk. A 25. 4bran egy reprezentativ izoelektromos fokuszalasi gélt (IEF) és nem redu-
kalé SDS-PAGE-gélt mutatunk be, feltiintetve a megfelelden dsszehajtogatott, tisztitott SEP-
1-B51-protein relativ molekulatomegét (6sszehasonlitasul feltiintettiik az ugyanazon gélen
futtatott molekulatdmeg-standardot is. Ahogy az abréan lathato, a SEP-1-B51-protein nem re-
dukalo SDS-PAGE-analizissel meghatarozott relativ molekulatomege 73 kD, mig relativ plI-
értéke 5,0 volt. A 25. abran lathatd az Osszehajtogatott, tisztitott SEP-1-B51-protein repre-
zentativ RP-HPLC-kromatogramija is, amely igazolja a talalmény szerinti, precizios, polimerrel

médositott proteinek tisztasagat és megnovekedett relativ molekulatomegeét.

8. példa

Szintetikus erythropoiesis-stimulalo SEP-1-B52-protein szintézise

A) A SEP-1-B52 gsszetétele

A hetedik altalunk eldallitott, szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein a SEP-1-

B52 volt, amelynek teljes hosszusagl aminosav-szekvenciaja azonos a SEP-1-B51 aminosav-

szekvenciajaval:
APPRLICDSR VLERYLLEAK EAEK*ITTGCA EHCSLNEKIT VPDTKVNFYA

WKRMEVGQQA VEVWQGLALL SEAVLRGQAL LVKSSQPWyP LQLHVDKAVS
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GLRSLTTLLR ALGAQKwyAIS PPDAAK*AAPL RTITADTFRK LFRVYSNFLR
GKLKLYTGEA CRTGDR (2. azonositoszamu szekvencia)
amelyben y jelentése: nem természetes aminosav (amely szulfhidrilcsoportjan karboximetilalt
cisztein); és K™ jelentése: nem természetes lizin, amely €-aminocsoportjan oxim-kapcsol6écso-
porttal van modositva, amely oximkotéssel egy megadott vizoldékony polimerhez kapcsolodik.

A SEP-1-B52-protein 24. és 126. aminosavan - a SEP-1-B51-hez hasonl6an - elagazo
(Succ-TTD);,-Succ-Ala polimer-konstrukcioval van derivatizalva, de ebben az esetben a poli-
mert a piruvat és az amino-oxiecetsav kozotti oximkétésel kapesoltuk a polipeptidhez. A 24.
és 126. pozicidban 1évé lizinek e-aminocsoportjat igy modositottuk, hogy a lewlinsav-eredetﬁ
acilgyok helyett amino-oxi-acetilcsoportot tartalmazzon, és az elagaz6 (Succ-TTD)y,-Succ-Ala
polimer-konstrukciét tgy allitottuk eld, hogy piruvat-eredetii acilgyokst hordozzon. Ezeket a
valtoztatasokat a szintézis és a kezelhet6ség javitasa, illetve az oximkotések stabilitasanak to-
vabbi novelése céljabol terveztik.

A 23. abran az elagazd, vizben oldhat6 GRFNP43 (GP43) polimer kémiai szintézisé-
nek reakcidvazlatat mutatjuk be, mely polimert az alabbiakban ismertetett oximképz6 ligalassal
a SEP-1-B52-polipeptidhez kapcsoltuk. A teljes hossziisagl termék 6sszeallitasat a 2. példaban
leirtak szerint végeztiik. A SEP-1-B52 szerkezetét a 24. abran szemléltetjiik.

B) Az elagazisi templathoz (GRFNP42) torténd kapcsolasra alkalmas (Succ-TTD),Succ-

AlaOtBu (GRFBP39) szintézise
A linearis (Succ-TTD);,Succ-AlaOtBu (GRFBP39) polimert 0,5 mmol Iéptékben

szintetizaltuk. 0,5 mmol (kb. 0,5 gramm) savbomlékony, karbonsavképzé "Sasrin" polisztirol-
gyantat (hidroxil-szubsztitucié = 1,02 mmol/gramm) dimetilformamidban 15 percig duzzasz-
tottunk, majd lecsepegtettiik. Ehhez a hidroxilcsoporttal funkcionalizalt gyantdhoz - 500 pl
(3,9 mmol) diizopropil-etilamint (DIEA) tartalmaz6 8 ml dimetilformamidban feloldva - 450
mg (4,5 mmol) borostyank3sav-anhidridet és 488 mg (4 mmol) 4-(dimetil-amino)-piridint ad-
tunk, majd az elegyet vortexezéssel végzett keverés kozben 30 percig reagaltattuk, és a gyantat
lecsepegtettiik. A kapcsolasi reakciot megismételtiik, majd a felesleges reaktansokat és oldhato
melléktermékeket vortexezés kozben kb. 50 ml dimetilformamiddal végzett egy perces atobli-
téssel eltavolitottuk, majd a gyantat lecsepegtettik. A HOOC-CH,CH,CO-O-gyantat (0,5
diimidazol-oldat (8 mmol) hozzaadasaval aktivaltuk, a reakciot 40 percig hagytuk folytatodni,

majd a gyantat lecsepegtettik. A felesleges reaktansokat és az oldhato melléktermékeket
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vortexezés kozben kb. 50 ml dimetilformamiddal végzett egy perces atoblitéssel eltavolitottuk,
majd a gyantat lecsepegtettik. A gyantahoz ezutan (4,7,10)-trioxa-tridekan-1,13-diamin (TTD;
4 gramm, 18,2 mmol) 4 ml 0,5M-dimetilformamidos HOBT-oldatban (2 mmol) készitett olda-
tat (4 ml) adtuk, vortexezéssel végzett keverés kozben 30 percig reagaltattuk, majd a gyantarol
a folyadékot lecsepegtettik. A felesleges reaktansokat és az oldhato melléktermékeket
vortexezés kozben kb. 50 ml dimetilformamiddal végzett egy perces atoblitéssel eltavolitottuk,
majd a gyantat lecsepegtettiik. A gyantahoz - 500 pl (3,9 mmol) DIEA-t tartalmazo6 8 ml 0,5
M (4 mmol) N-hidroxi-benzotriazol (HOBT) oldatban borostyankdsavat (450 mg; 4,5 mmol)
adtunk, vortexezéssel végzett keverés kozben 15 percig reagaltattuk, majd a gyantat lecsepeg-
tettik. Ezt a harom lépést (CDI-aktivalas, TTD-kapcsolas és borostyank&sav-anhidrides reak-
ci6) még tizenegyszer (azaz dsszesen tizenkétszer) megismételtik. A felesleges reaktansokat és
az oldhato melléktermékeket vortexezés kozben kb. 50 ml dimetilformamiddal végzett egy
perces atoblitéssel eltavolitottuk, majd a gyantat lecsepegtettiikk. Az igy kapott HOOC-
CH,CH,CO(TTD-szukcinil);>-O-gyantat (0,5 mmol) dimetilformamidban frissen készitett, 8 ml
térfogati és 1,0 M koncentracioju CDI-oldattal (8 mmol) 40 percig reagaltattuk, majd a gyan-
tat lecsepegtettiik. A felesleges reaktansokat és az oldhato melléktermékeket vortexezés koz-
ben kb. 50 ml dimetilformamiddal végzett egy perces atoblitéssel eltavolitottuk, majd a gyantat
lecsepegtettiik. 150 pl DIEA-t (111 mg; 0,825 mmol) tartalmaz6 dimetilformamidban készitett
4,75 ml térfogaty, 0,5 M koncentracioju HOBT-oldatban (2,375 mmol) 2,5 mmol H-
AlaOtBu'HCl-ot oldottunk, és az oldatot vortexezéssel végzett keverés kozben a CDI-aktivalta
HOOC-CH,CH,CO(TTD-szukcinil);»-O-gyantaval (0,5 mmol) egy ora hosszat reagaltattuk,
majd a gyantat lecsepegtettiik. A felesleges reaktansokat és az oldhaté melléktermékeket
vortexezés kozben kb. 50 ml dimetilformamiddal végzett egy perces atoblitéssel eltavolitottuk,
majd a gyantat lecsepegtettilk. A tBu-OOC-CH(CH3;)-NH-OC-CH,CH,CO(TTD-szukcinil) -
O-gyanta terméket diklormetannal alaposan leblitettiik, lecsepegtettitk, majd a gyantat vaku-
umban tomegallandosagig szaritottuk. A termék-gyanta jellemzé tomege hozzavetdleg 2
gramm volt.

A linearis (Succ-TTD);;Succ-AlaOtBu polimert 4 % trifluorecetsavat tartalmazo
diklormetanban, standard Fmoc-kémiai eljarasok alkalmazasaval hasitottuk le a gyantarol. A
precipitalt nyers terméket 0,1 % trifluorecetsavat tartalmazo 50 %-0s vizes acetonitrilben fel-
oldottuk, majd liofilizaltuk. A liofilizalt polimert 0,1 % trifluorecetsavat tartalmaz6 50 %-os
vizes acetonitril kis mennyiségében feloldottuk, €s a szerves anyag koncentraciojanak 1 % ala

csokkentéséig higitottuk. A nyers terméket preparativ reverz fazisi C4 oszlopra toltottuk,
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melyet elozetesen 40 °C-on 3 % B-pufferrel ekvilibraltunk. A sokat izokratikus médon
elultuk, majd a kivant templatot 20-35 % B-puffer (0,1 % trifluorecetsavat tartalmazé
acetonitril) linearis gradiensével, 0,1 %-os vizes trifluorecetsavval szemben, 60 percig tiszti-
tottuk. A kivant (Succ-TTD);2-Succ-AlaOtBu (GRFNP39) terméket tartalmazé frakciokat
elektroporlasztasos ionizaciés tomegspektrometriaval azonositottuk, lefagyasztottuk és liofili-

zaltuk.

C) Tobb, elagazasi helyként szolgalé aminocsoportot és egy - a proteinhez térténd (késébbi)

kapcsolasra alkalmas - védett amino-oxicsoportot tartalmazo templat (GRFNP42) szintézise

A GRFNP42-templatot Boc-Leu-OCH,-Pam-gyantan 0,4 mmol-os léptékben, manua-

lisan szintetizaltuk. Minden egyes kapcsolasi, véddcsoport-eltavolitasi és aktivalasi 1épés ko-
z6tt dimetilformamiddal egy perces atoblitéses mosast végeziink. A Boc-csoportot tiszta (azaz
100%-o0s) trifluorecetsavval végzett kezeléssel eltavolitottuk. Dimetilformamiddal végzett mo-
sas utan a gyantdhoz - 1 ml DIEA-t tartalmazé 3,8 ml dimetilformamidban 1,8 mmol HBTU-
val végzett aktivalast kovetden - 2 mmol Fmoc-(Rink-kapcsol6)-OH-t kapcsoltunk. Az Fmoc-
védbcsoportot 20 térfogat%-os, dimetilformamidos piperidin-oldattal kétszer harom percig
végzett kezeléssel eltavolitottuk, majd a gyantdhoz - 2 mmol DIC-t és 2 mmol NHS-t tartalma-
z6 dimetilformamiddal végzett NHS-észteres aktivalas utan - 2 mmol Fmoc-Lys(MTT)-OH-t
kapcsoltunk [MTT = 4-metil-(trifenil-metil)-csoport]. Az Fmoc-védécsoport 0,5 %-os
dimetilformamidos DBU-oldattal kétszer egy perces kezeléssel végzett eltavolitdsa utan a
gyantahoz - 2,2 mmol DIEA-t tartalmaz6, 8 ml térfogatii 0,5 M dimetilformamidos CDI-
oldatban (4 mmol) feloldott - 4 mmol borostyankdsav-anhidridet kapcsoltunk (10 perces ke-
friss, dimetilformamidos CDI-oldattal aktivaltuk. A gyantdhoz 4 ml 0,5M dimetilformamidos
HOBT-oldatban 4 ml TTD-t (18,2 mmol) adtunk, és a kapcsolasi reakciot 30 percig folytattuk.

A kapott gyantéhoz - dimetilformamidban 2 mmol DIC-vel és 2 mmol NHS-sel vég-
zett NHS-észteres aktivalassal - Fmoc-Lys(Fmoc)-OH-t kapcsoltunk. Az Fmoc-csoport 0,5 %-
os dimetilformamidos DBU-oldattal kétszer egy perces kezeléssel végzett eltavolitisa utan a
gyantihoz 3 ml dimetilformamidban 4 mmol Boc-Lys(Boc)-NHS-t kapcsoltunk.

Az MTT-védécsoportot 2 % trifluorecetsavat tartalmazd diklormetannal végzett
tobbszori mosassal eltavolitottuk. A véddcsoport eltavolitasa akkor volt teljes, ha a feliliszd
elvesztette sarga szinét. A gyantat 10 % DIAE-t tartalmazo dimetilformamiddal egy percig
semlegesitettitk, majd - dimetilformamidban 2 mmol DIC-vel és 2 mmol NHS-sel 45 percig

végzett NHS-észteres aktivalas alkalmazasival - 2 mmol piruvatot kapcsoltunk hozza. A
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templat véddcsoportjainak eltavolitasa és a hordozogyantarol torténd lehasitasa érdekében 5 %
vizet tartalmazo trifluorecetsavval kezeltitk. A hasitasi oldatot beparlocentrifugaban szarazra
paroltuk. A maradékot 0,1 % trifluorecetsavat tartalmazé 50 %-os vizes acetonitrilben felol-
dottuk és liofilizaltuk. A liofilizalt templatot 0,1 % trifluorecetsavat tartalmaz6 50 %-os vizes
csokkentéséig higitottuk. A piruvat-tartalmi templatot preparativ C4-oszlopra toltottiik, me-
lyet elézetesen 40 °C-on O % B-pufferrel (azaz 100 % A-puffer = 0,1 trifluorecetsavat tartal-
maz6 viz) ekvilibraltunk. A sokat izokratikus médon elualtuk, majd a kivant templatot 5-12 %
B-puffer linearis gradiensével, 0,1 %-os vizes trifluorecetsavval szemben, 60 percig tisztitot-
tuk. A kivant GRFNP42-terméket tartalmazo frakciokat elektroporlasztasos ionizacios
tomegspektrometriaval azonositottuk, lefagyasztottuk és liofilizaltuk.

D) Az amidos kapcsolasi, elagazo polimer (GRFNP43) 6sszeallitasa és védécsoportjainak el-

tavolitasa
A GRFNP39 [(Succ-TTD);;-Succ-AlaOtBu] tisztitott GRFNP42 templathoz torténd

kapcsolasaval 16 kD-os elagazé (TTD-Succ)ss-polimert (GRFNP43) szintetizaltunk. A tiszti-
tott (Succ-TTD)-Succ-AlaOtBu-t (GRFNP39; 1,0 mmol) 60 °C-on dimetilszulfoxidban
(DMSO0) 20 mg/ml koncentracioban feloldottuk, majd 0,95 mmol HATU DMSO-ban készitett,
10 mg/ml koncentraciéju oldataval (DIEA 20-szoros molaris feleslegének jelenlétében) akti-
valtuk, majd kozvetleniil ezutan hozzaadtuk a DMSO-ban 3,9 mg/ml koncentracioban felol-
dott, tisztitott GRFNP42-templatot (0,24 mmol). A reakcio elérehaladasat analitikai reverz fa-
zist C4 HPLC-vel és elektroporlasztasos ionizacios tomegspektrometria (ES-MS) alkalmaza-
saval ellendriztiik. A kapcsolas rendszerint perceken beliil teljesen lezajlott. A feldolgozashoz a
ligalasi elegyhez - annak térfogatara vonatkoztatva - négyszeres térfogatd 0,1M natrium-
acetat/6M guanidinium-klorid 6sszetételii oldatot (pH = 4) adtunk, és a kapott elegyet
preparativ (C4) reverz fazisa HPLC-oszlopra toltottik. A sokat és az egyéb, nem amidtartalmi
anyagokat izokratikus modon elualtuk, majd a kivant, elagazo polimerterméket 20-35 % B-
puffer (0,1 % trifluorecetsavat tartalmazd acetonitril) linearis gradiensével, 0,1 %-os vizes
trifluorecetsavval szemben, 80 percig tisztitottuk. A kivant anyagot tartalmazé frakciokat
elektroporlasztasos ionizacios tomegspektrometriaval (ES-MS) azonositottuk, lefagyasztottuk
és liofilizaltuk.

A tisztitott, elagazd6 GRFNP43-polimerkonstrukciot - az Ala-O-tBu gyokok t-butil-
észter-védéesoportjainak eltavolitasa érdekében - 1 mg/ml koncentracioban tiszta trifluorecet-

savban feloldottuk és egy ora hosszat allni hagytuk. Az oldatot beparlocentrifugaban szarazra
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paroltuk, és a szaritott polimert 50 % B-pufferben (0,1 % trifluorecetsavat tartalmazo
acetonitril) feloldottuk. A polimert szakaszos 15 % — 45 % B-puffer-gradienssel, 0,1 %-os vi-
zes trifluorecetsavval szemben 80 percig tisztitottuk, majd a kivant anyagot (GRFNP43) tar-
talmazo, osszeontott frakciokat lefagyasztottuk és liofilizaltuk.
E) A GRFN1776- és GRFN1711-peptidszegmensek oximképzo ligalasa (oximozasa) az elaga-

z0 GRFNP43-polimerrel
A SEP-1:4- és SEP-1:1-peptidszegmenst a 2., 3., 4. és 7. példaban leirtak szerint

szintetizaltuk, azzal a kilonbséggel, hogy a megfelelé peptidszegmensekben a 24. és 126.
lizinhez, standard kapcsolasi eljarasokkal - levulinsav helyett - amino-oxi-acetilgyokét (AoA)
kapcsoltunk. A peptid-gyantak Osszeallitasa utdn az oldallanc-Fmoc-csoportot mindegyik
peptid-gyantarol lehasitottuk, és a gyantahoz - dimetilformamidban 2 mmol DIC-vel és 2 mmol
NHS-sel végzett NHS-észteres aktivalas alkalmazasaval - 2 mmol Boc-amino-oxiecetsavat
adtunk. A két peptid védécsoportjainak eltavolitasa és gyantardl torténd lehasitasa érdekében
hidrogén-fluoridos kezelést alkalmaztunk, majd a peptideket reverz fazisi C4 HPLC-vel tisz-
titottuk. A karbonilvegyiiletekkel bekovetkezd reakcio elkertilése érdekében megfeleld vin-
tézkedéseket tettink. A SEP-1:4-peptidet és a GRFNP43-polimert egyiittesen, azonos
molaranyban - 0,1 % trifluorecetsavat tartalmazo - 50 %-os vizes acetonitrilben oldottuk, majd
a kapott oldatot liofilizaltuk. A kapott szaraz port 0,1 % trifluorecetsavat tartalmazo 50 %-os
vizes acetonitrilben ujra feloldottuk, és az oldatot preparativ reverz fazisi gradiens (C4)
HPLC-oszlopra toltottik. A polimerrel modositott peptidet preparativ reverz fazisi gradiens
HPLC-vel valasztottuk el a modositatlan peptidtSl és az el nem reagalt polimertdl. A kivant,
oximkotott (oximozott) SEP-1:4+GP43 terméket tartalmazo frakciokat elektroporlasztasos io-
nizacios tomegspektrometria (ES-MS) alkalmazésaval azonositottuk €s 6sszedntottuk.

A SEP-1:1-peptidet és a GRFNP43-polimert egyiittesen, azonos molaranyban - 0,1 %
trifluorecetsavat tartalmazé - 50 %-os vizes acetonitrilben oldottuk, majd a kapott oldatot le-
fagyasztottuk és liofilizaltuk. A kapott szaraz port 0,1 % trifluorecetsavat tartalmazé 50 %-os
vizes acetonitrilben ujra feloldottuk, és az oldatot preparativ reverz fazisi gradiens (C4)
HPLC-oszlopra toltottik. A polimerrel modositott peptidet preparativ reverz fazisu gradiens
HPLC-vel valasztottuk el a modositatlan peptidt6l és az el nem reagalt polimertdl. A kivant,
oximkotott (oximozott) SEP-1:1+GP43 terméket tartalmazo frakciokat elektroporlasztasos io-

nizacios tomegspektrometria (ES-MS) alkalmazasaval azonositottuk €s 6sszeontottuk.
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F) A szintetikus erythropoiesis-stimulald SEP-1-B52-protein szintézise

A 2. azonositdszamu aminosav-szekvenciat tartalmazo SEP-1-B52-proteint oldat fa-
zisban, a kévetkezd négy polipeptid-szakaszbol szintetizaltuk:

SEP-1:1+GP43 (GRFN-1711+GRFNP43; amely a 2. azonositoszamu szekvencia 1-
32. aminosavainak felel meg):

APPRLICDSR VLERYLLEAK EAEK”ITTGCA EH-tioészter (amelyben a 24. pozicidban
1évd lizin AoA-gyokot tartalmaz, amely oximkotéssel (K™) az elagaz6 GRFNP43-polimerhez
van kapcsolva; és a 32. hisztidin Dnp-csoporttal van védve

SEP-1:2 (GRFN-1712; amely a 2. azonositdszamu szekvencia 33-88. aminosavainak
felel meg):

CSLNEKIT VPDTKVNFYA WKRMEVGQQA VEVWQGLALL SEAVLRGQAL
LVKSSQPW-tioészter (amelyben a 33. pozicidban lév cisztein Acm-csoporttal, a harom
triptofan pedig formilcsoporttal van védve),

SEP-1:3 (GRFN-1713, amely a 2. azonositészamu szekvencia 89-116. aminosavainak
felel meg):

CP LQLHVDKAVS GLRSLTTLLR ALGAQK-tioészter (amelyben a 89. pozicidban 1€vd
cisztein Acm-csoporttal, a 94. hisztidin pedig Dnp-csoporttal van védve),

SEP-1:4+GP43 (GRFN-1776+GRFNP43; amely a 2. azonositoszamu szekvencia

117-166. aminosavainak felel meg):
CAIS PPDAAK“™AAPL RTITADTFRK LFRVYSNFLR GKLKLYTGEA CRTGDR-
karboxilt [amelyben C-terminalis cisztein (Cys'®') pikolil (pico)-véddcsoportot hordoz, és a
126. pozicidban 1évd lizin AoA-gyokot tartalmaz, amely oximkotéssel (K™) az elagazo
GRFNP43-polimerhez van kapcsolva].

A tovabbi peptidek szintézisét, a ligalasi reakciokat, karboximetilezési reakciokat, vé-
décsoport-eltavolitasi reakciokat, a polipeptidek hajtogatasat (folding) €s tisztitasat (mely 1épé-
sek a teljes hosszusagu, 2. azonositoszamu aminosav-szekvenciat tartalmazo, osszehajtogatott
SEP-1-B52-proteint eredményezik) az 1., 2.,3., 4. és 7. példaban leirtak szerint hajtottuk vég-
re. A SEP-1-B52-proteint analitikai reverz fazisa (C4) HPLC-vel, elektroporlasztasos ioniza-
ciés tomegspektrometriaval (ES-MS) és nem redukald SDS-PAGE-elektroforézissel karakteri-

zaltuk. A biologiai teszteket az egyéb SEP-konstrukcidkra leirtak szerint végeztiik.
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9. példa
A SEP-3-L42-protein hatékonysaganak vizsgalata

A SEP-3-L42-proteinbdl 0,25 % patkanyeredetii szérumalbumint (RSA) tartalmaz6
citratpufferben (20 mM nétrium-citrat + 100 mM natrium-klorid) injektalhaté készitményt al-
litottunk eld, és a kisérlet 1., 3. és 6. napjan 0, 1, 5 vagy 10 pg/kg doézisokban (tiw), intravéna-
san, normal him patkanyoknak (csoportonként 6t patkany) adagoltuk. Az utolsé injektéalas utan
négy nappal (9. nap) vérmintakat vettiink, melyeket hematologiai paraméterekre analizaltunk.
A SEP-3-L42 megadott dozisokban végzett, utolso injektalasat koveté 4. napon a vorosver-
testszam (RBC), hemoglobinszam (HGB), hematokrit-érték (HCT) és retikulocitaszam (RET)

a kontroll csoporthoz képest nem mutatott statisztikailag szignifikans eltéréseket.

10. példa
A SEP-3-1.42-protein farmakokinetikai vizsgalata

A SEP-3-L42-proteinbdl 0,25 % patkanyeredetii szérumalbumint (RSA) tartalmazo
citratpufferben (20 mM nétrium-citrat + 100 mM natrium-klorid, pH = 6,9) injektalhato keé-
szitményt allitottunk el8, és egyetlen 5 pg/kg-os dozisban intravénasan, normal him patka-
nyoknak adtuk be. Az injektalas utani 0., 1., 2., 4., 6.,12.,24.,48,72.,96., 120., 144. és 168.
reagenskészlet (R & D Systems, "Human Erythropoietin Quantikine IVD Immunoassay"
reagenskészlet, #DEP00) alkalmazasaval, a gyarto Utmutatasa szerint hataroztuk meg. Az
eredményeket a 27. abran mutatjuk be. Ahogy a 27. abran lathatd, a SEP-1-B50-protein
"clearance"-e a SEP-3-L42-h5z képest valamivel lassabb volt. Keringési felezési ideje ellenére
a SEP-3-L42-protein a vorosvértest-termelés serkentésében a tesztelt dézisokban nem muta-
tott statisztikailag szignifikans kulonbséget. Ezzel szemben, a SEP-1-B50 ugyanazon dozisok-
ban serkentette a vorosvértest-termelddést. Ez jol szemlélteti, hogy a polimerszerkezet fel-

hasznalhato az in vivo biologiai tulajdonsagok (koztiik a farmakokinetikai viselkedés és telje-

sitmény) finomhangolasara.

11. példa
A SEP-1-L30-protein hatékonysaganak vizsgalata

A SEP-1-L30-proteinbél 0,25 % patkanyeredetii szérumalbumint (RSA) tartalmazo

citratpufferben (20 mM natrium-citrat + 100 mM natrium-klorid) injektalhaté készitményt al-
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litottunk elé, és a kisérlet 1., 3. és 5. napjan 0, 1, 5, 25 vagy 50 pg/kg dézisokban (tiw),
intravénasan, normal him patkanyoknak (csoportonként ot patkany) adagoltuk. Az utolsé in-
jektalas utan négy és nyolc nappal (9., illetve 13. nap) vérmintakat vettiink, melyeket hemato-
logiai paraméterekre analizaltunk. A SEP-1-L30-proteinnel végzett kezelés utan a vorosver-
testszam (RBC), hemoglobinszam (HGB) és hematokrit-érték (HCT) vonatkozasaban - a kont-
roll csoportban kapott eredményekkel osszehasonlitva - egyik vizsgalt idSpontban sem tapasz-
taltunk statisztikailag szignifikans kiilonbséget. A 25 és 50 pg/kg dozissal kezelt patkanyokban
a retikulocitaszam az utolsé injektalas utani 4. napon (9. nap) fokozott értéket mutatott (a
kontroll csoport értékével Osszehasonlitva statisztikailag szignifikans kiilonbséggel). A hema-
tologiai paraméterekben egyéb kilonbséget a SEP-1-L30-proteinnel kezelt allatok egyike ese-

tében sem tapasztaltunk, sem a 9., sem a 13. napon (abrat nem kozliink).

12. példa
A SEP-1-1.30-protein farmakokinetikai vizsgélata
A SEP-1-L30-proteinbél 0,25 % patkanyeredetii szérumalbumint (RSA) tartalmazo
citratpufferben (20 mM nétrium-citrat + 100 mM natrium-klorid, pH = 6,9) injektalhatd ké-
szitményt allitottunk eld, és egyetlen 5 vagy 25 ug/kg-os dozissal, intravénasan normal him
patkanyoknak adtuk be. Az injektalas utani 0., 1, 2., 4., 6., 12.,24.,48., 72,96, 120, 144. és
168. oraban vérmintakat vettiink. A vérplazma SEP-1-B50-koncentracidjat ELISA-reagens-
készlet (R & D Systems, "Human Erythropoietin Quantikine IVD Immunoassay" reagenskész-
let, #HDEP00) alkalmazasaval, a gyarté utmutatdsa szerint hataroztuk meg. A SEP-1-L30-

protein az alkalmazott dozisok beadasat kovetd egyik idépontban sem volt detektalhato.

13. példa

A SEP-1-B50-protein hatékonysaganak vizsgalata

A SEP-1-B50-proteinbdl 0,25 % patkanyeredet(i szérumalbumint (RSA) tartalmazo,
steril, foszfatpufferelt séoldatban (PBS) injektalhato készitményt allitottunk eld, és a kisérlet
1., 3. és 6. napjan 0, 1, 5, 25 vagy 125 ng/kg dézisokban (tiw), intravénasan, normal him pat-
kéanyoknak (csoportonként 6t patkany) adagoltuk. Az utolso injektalas utan 4, 9 és 14 nappal
(vagyis a kisérlet 10., 15. és 20. napjan) vérmintakat vettink, melyeket hematolégiai paraméte-
rekre analizaltunk. Az eredményeket az alabbi, 8. tablazatban mutatjuk be. Az 5, 25 és 125 pg

SEP-1-B50-proteinnel kezelt allatokban az utolso injektalds utan négy nappal (10. nap) a vo-
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rosvértestszam (RBC), a hemoglobinszam (HGB), a hematokrit-érték (HCT) és a retikulocita-
szam (RET) esetében dozisfliggd novekedést tapasztaltunk (a kontroll csoportban kapott
eredményekkel Osszehasonlitva statisztikailag szignifikans kiilonbség). Ezen allatokban az
RBC, HGB és HCT a 15. napon magasabb maradt, mint a kontroll értékek, és a 125 pg/kg do-
zissal kezelt allatok esetében ezek az értékek a 20. napig jelentésen meghaladtak a kontroll ér-

tékeket. A retikulocita-képz6dés a 10. nap utén csokkent; a 25 és 125 pg/kg dozissal kezelt

allatokban a 15. és 20. napon lényegesen kisebb retikulocitaszamot tapasztaltunk.

A SEP-1-B50-protein tobb dézisaval végzett kezelések utan meghatarozott hematologiai

8. tablazat

eredmények

RBC 10. nap 15. nap 20. nap
Kontroll 7,01 £0,301 6,86 + 0,391 6,96+ 0,178
1 pg/kg 7,07 + 0,482 6,85 + 0,446 7,00 £ 0,315
5 pg/kg 7,16 £ 0,402 727+ 0,229 6,92 + 0,238
25 pg/kg 7,98 + 0,484** 7,73 £ 0,448** 7.20 + 0,331
125 pg/kg 8,71 £ 0, 512*%* 8,89 + 0,598** 8,25+ 0,641**
HGB 10. nap 15. nap 20. nap
Kontroll 14,2 + 0,49 14,0 £ 0,61 13,9+0,36
1 pg/kg 14,4+ 1,18 14,2 + 0,44 14,1+ 0,30
5 pg/kg 15,6 + 0,43* 15,3 £ 0,33* 14, + 0,30
25 pg/kg 16,1 = 0,49** 15,1+0,57 13,8 0,22
125 pg/kg 16,9 +£0,82** 16,4 £ 0,32** 15,0+ 1,07*
HCT 10. nap 15. nap 20. nap
Kontroll 41,1+ 1,39 40,5 + 0,93 40,9 + 1,33
1 pg/kg 42,6 + 1,82 40,6 + 1,83 412+ 1,13
5 pg/kg 44,7 + 1,69* 44,1+ 1,27 41,5 +0,90
25 ng/kg 46,6 + 1,50%* 43,6 + 1,61 40,3 + 1,50
125 pg/kg 49,8 2,13%* 48,4 + 3,95%* 443 +3,39*
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RET 10. nap 1S. nap 20. nap
Kontroll 2,4+1,14 2,5+1,10 0,9+0,13
1 ug/kg 38+1,14 2,3+ 0,46 1,3 +0,41
5 ng/kg 6,6 £ 3,60* 1,8 £0,48 0,8 + 0,26
25 ng/kg 6,2+ 1,12* 1,1 +£0,24* 0,2+0,21**
125 pug/kg 8,4+ 1,60** 0,9 £ 0,50** 0,3 £0,36**

* Kontrollhoz viszonyitva szignifikans eltérés, p<0,05

** Kontrollhoz viszonyitva szignifikans eltérés, p<0,01

14. példa
A SEP-1-B50-protein farmakokinetikai vizsgalata

A SEP-1-B50-proteinbdl 0,25 % patkanyeredetli szérumalbumint (RSA) tartalmazo
citratpufferben (20 mM natrium-citrat + 100 mM natrium-klorid, pH = 6,9) injektalhat6 ké-
szitményt allitottunk eld, és egyetlen 5 vagy 25 pg/kg-os dozissal, intravénasan normal him
patkanyoknak adtuk be. Az injektalas utani 0., 1.,2.,4.,6., 12,24, 48.,72,, 96, 120, 144. és
készlet (R & D Systems, "Human Erythropoietin Quantikine IVD Immunoassay" reagenskész-
let, #DEP00) alkalmazasaval, a gyarté Gtmutatasa szerint hataroztuk meg. A SEP-1-B50-
protein eliminacios felezési ideje az 5 ug/kg-os dozis esetében 9,7 ora, mig a 25 pg/kg-os dozis
esetében 9,9 ora volt. Az atlagos tartozkodasi id6 5 pg/kg-os dozis esetében 13,9 ora, a 25

ng/kg-os dozis esetében pedig 14,4 6ra volt. A SEP-1-B50-protein reprezentativ

farmakokinetikai profiljat a 27. abran mutatjuk be.

15. példa
A SEP-1-B51-protein hatékonysaganak vizsgalata

A SEP-1-B51-proteint két kisérletben, intravénasan normal him patkanyoknak ada-

goltuk.

1. kisérlet
A SEP-1-B51-proteinbdl 0,25 % patkéanyeredetl szérumalbumint (RSA) tartalmazo

citratpufferben (20 mM natrium-citrat + 100 mM natrium-klorid) injektalhaté készitményt al-
litottunk eld, és a kisérlet 1., 3. és 6. napjan 0, 1, 5 vagy 25 pg/kg dozisokban (tiw),
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intravénasan normal him patkanyoknak (csoportonként ot patkany) adagoltuk. Az utolsé in-
jektalas utan 4, 9 és 14 nappal (10., 15, illetve 20. nap) vérmintakat vettiink, melyeket hema-
tologiai paraméterekre analizaltunk. Az eredményeket az alabbi, 9. tablazatban mutatjuk be. A
SEP-1-B51-proteinnel végzett harmadik (és egyben utolsd) injektalas utan négy nappal (a ki-
sérlet 10. napja) a 25 png/kg SEP-1-B51-dézissal kezelt allatokban a vorosvértestszam (RBO),
hemoglobinszam (HGB), hematokrit-érték (HCT) és abszolut retikulocitaszam (ART) vonat-
kozéasaban - a kontroll csoportban kapott eredményekkel 6sszehasonlitva - statisztikailag szig-
nifikans novekedést tapasztaltunk. Ezekben az allatokban az RBC-érték a 15. napon nagyobb
maradt, mint a kontroll érték, és a 20. napon a kontrollhoz hasonl6 lett. A retikulocitaképzddés
tiz nap utan csokkent - a 15. napon az 5 és 25 pg/kg dozissal kezelt allatokban lényegesen ki-
sebb retikulocitaszimot mértunk.
9. tablazat

A SEP-1-B51-protein tobb dozisaval végzett kezelések utan meghatarozott hematologiai

eredmények

RBC 10. nap 15. nap 20. nap
Kontroll 5,66 + 0,497 5,62 + 0,385 5,90 + 0,286
1 pg/kg 5,32+ 0,275 5,23 + 0,470 5,77 + 0,200
5 ng/kg 6,22 £ 0,377 6,18+ 0,298 6,39 + 0,369
25 pg/kg 6,70 £ 0,257** 6,25 + 0,348* 5,94 + 0,294
HGB 10. nap 15. nap 20. nap
Kontroll 14,3+ 1,10 14,2 + 0,88 14,8 £ 0,72
1 pg/kg 13,3 + 0,41 13,2+ 0,93 14,3 0,37
5 ng/ke 15,1 0,53 14,8 + 0,30 15,4 0,25
25 pg/kg 16,5 + 0,52%* 15,0+ 0,91 14,3 + 0,64
HCT 10. nap 15. nap 20. nap
Kontroll 36,8 + 3,08 36,2+ 2,59 37,9+ 1,93
1 ug/kg 34,5+ 1,21 33,4 +2,56 37,1 £0,82
5 ug/kg 39,9 + 1,51 38,6+ 0,91 40,2 +1,36
25 ng/kg 43,8 +1,83%* 39,3 +£2,77 37,2 + 1,60
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ART 10. nap 15. nap 20. nap
Kontroll 0,29 + 0,089 0,28 + 0,086 0,21 + 0,034
1 pg/kg 0,34+ 0,50 0,23 + 0,055 0,19 + 0,075
5 ug/kg 0,28 + 0,059 0,11 +0,021** 0,20 + 0,081
25 ug/kg 0,48 +0,121* 0,06 + 0,054** 1,45 + 3,100

** Kontrollhoz viszonyitva szignifikans eltérés, p<0,01

* Kontrollhoz viszonyitva szignifikans eltérés, p<0,05

2. kisérlet
A SEP-1-B51-proteinbdl 0,25 % humén szérumalbumint tartalmazoé citratpufferben

(20 mM natrium-citrat + 100 mM natrium-klorid) injektalhat6 készitményt allitottunk eld, €s a
kisérlet 1., 3. és S. napjan 0, 1, 5 vagy 25 pg/kg ddzisokban (tiw), intravéndsan normal him
patkanyoknak (csoportonként 6t patkany) adagoltuk. Az utolso injektalas utan 2, 4 és 6 nappal
(azaz a kisérlet 7., 9., illetve 11. napjan) az éllatokt6l vérmintakat vettiink, melyeket hematolo-
giai paraméterekre analizaltunk. Ezenfeliil, a kisérlet tobbi napjan (vagyisa 2, 3., 4.,5.,6., 8,
10., 12. és 13. napon) is vettiink vérmintakat, melyeket csak a hematokrit (tomoritett sejttérfo-
gatként) meghatarozasara hasznaltunk. Az eredményeket az alabbi, 10. tablazatban mutatjuk
be. AS és 25 pg/kg dozissal kezelt allatokban az elsd injekcié (3. nap) utani 2. naptdl kezd6d6-
en a hematokrit (tomoritett sejttérfogat vagy szamitott) értékek jelentds mértékben noveked-
tek, és ez a tendencia a harmadik (és egyben utolso) injekcio (11. nap) utani 6. napig megma-
radt. Az 5 és 25 pg/kg dozissal kezelt allatokban az RBC és HGB értékek a mérési napokon
(az utolsé dozis beadasa utani 2., 4. és 6. napon, vagyis a kisérlet 7., 9. és 11. napjan) szintén
jelentés mérték(i novekedést mutattak. Az ART-érték csak a 25 pg/kg dozissal kezelt csoport

esetében, az utolsé injektalas utani 2. és 4. napon (a kisérlet 7. és 9. napjan) mutatott szignifi-

kans novekedeést.



A SEP-1-B51-protein tobb dézisaval végzett kezelések utan meghatarozott hematoldgiai

10. tablazat

eredmények”

RBC 7. nap 9. nap 11. nap
Kontroll 5,61 +0,679 5,23 + 0,467 5,34 + 0,405
1 ng/kg 6,08 + 0,141 5,70 £ 0,300 5,67 +£0,547
5 ng/kg 6,29 + 0,459 6,07 + 0,308** 6,11 +0,248*
25 ug/kg 6,61 = 0,295%* 6,24 £ 0,268** 6,38 £ 0,173**
HGB 7. nap 9. nap 11. nap
Kontroll 13,7+ 1,07 12,9+ 0,79 13,3+ 0,93
1 ng/kg 14,6 £ 0,27 13,9+0,19 13,9+ 0,90
5 ug/kg 15,8 £ 0,50** 14,9 £ 0,53** 14,8 £0,18*
25 ug/kg 16,7 £ 0,86** 15,1 £0,66** 14,6 + 0,69*
HCT 7. nap 9. nap 11. nap
Kontroll 35,6 £ 3,61 33,2+2,39 34,5+3,19
1 ug/kg 38,9+0,82 35,9+0,94 35,9 £2,43
5 pg/kg 41,3 + 1,92%* 39,14 1,01%* 39,2 + 0,78*
25 ug/kg 44,4 +2,08** 39,7 £2,23%* 39,6 +£2,32%*
ART 7. nap 9. nap 11. nap
Kontroll 0,50 + 0,158 0,36 + 0,093 0,34 + 0,079
1 pg/kg 0,30 % 0,044* 0,30 + 0,026 0,25 + 0,054
5 pg/kg 0,45+ 0,125 0,36 = 0,056 0,25 + 0,045
25 ug/kg 0,78 £0,117** 0,71 +£0,152** 0,32 + 0,099

* Kontrollhoz viszonyitva szignifikans eltérés, p<0,05

«* Kontrollhoz viszonyitva szignifikans eltérés, p<0,01

V7. nap: (a 3. dozis beadasa utan ket nappal); 9. nap (a 3. dozis beadasa utan négy nappal); 11.

nap (a 3. dozis beadasa utan hat nappal).

Patkanyok tovabbi csoportjait a SEP-1-B51-protein egyetlen, 25 png/kg-os intravénas

dozisaval kezeltiik, és az injektalas utan 48 6raval hematologiai paraméterek analiziséhez vér-

.
.....
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mintakat vettiink. A csak hematokrit (tomoritett sejttérfogatként) meghatarozasara szant ver-
mintakat az injektalast kovetden 8, 24 és 72 oraval, illetve hét nappal vettik (1., 2., 4. és 8.
nap). A SEP-1-B51-proteinnel intravénasan kezelt patkanyok HCT, HGB és ART értékei a 3.
napon (azaz az injektalas utan két nappal) nagyobbak voltak a kontroll allatok hasonl6 értékei-
nél (statisztikailag szignifikins kilonbség), és ezekben az allatokban a hematokrit-érték a 4.

napon ugyancsak szignifikans névekedést mutatott.

16. példa

A SEP-1-B51-protein hatékonysaganak vizsgalata policythaemias és hipoxias modell alkalma-

zasaval

Egyenként tiz normal egérbol allo csoportokat - hordoz6 kontroll; CHO-sejtekben
termeltetett, rekombinans glikozilalt humén erythropoietin (thEPO), négy dozisnagysagban; €s
SEP-1-B51-protein, szintén négy dozisnagyaggal: 0,32, 1, 5 és 25 ng/kg/dozis (100 mE/ng
feltételezésével) - 20 napon keresztiil, naponta 18 oran at, 506,8 mBar nyomason, nagy tenger-
szint feletti magassagot szimulald kamraban tartottunk. A hipoxia utani 4. napon az egereknek
intravénasan rhEPO-t vagy a SEP-1-B51-et - 0,25 % human szérumalbumint tartalmazo citrat-
pufferben készitménybe foglalva - injektaltunk (200 pl térfogatban). Két nappal késébb minde-
gyik egeret intraperitonedlisan @i.p.) 0,2 pCi Fe-vel oltottuk be. A radioaktiv vas vOrosvér-
testek altali felvételét harom nappal késébb, szivpunkcioval vett 500 pl vérben mért radioakti-
vitas alapjan értékeltiik.

A SEP-1-B51 és thEPO esetében a 72 oras RBC-*Fe-felvétel (dozis %-a) egyértel-
milen azt mutatja, hogy a Re-felvétel 5 pg/kg dozisig dozisfiggd médon fokozodik [nagyobb
dozisnal (25 pg/kg) a vasfelvétel nem fokozodott tovabb]. A SEP-1-B51 és rhEPO lineéris
regresszios analizisének eredményét a 28. abran mutatjuk be. A SEP-1-B51 és rhEPO reakci-
6ja lényegében azonos volt. A SEP-1-B51 "hatékonysagi aranya" az rhEPO-hoz viszonyitva
1,0035 (95 %-o0s konfidencia-intervallum: 0,6947-1,4498), és a SEP-1-B51 e vizsgalattal meg-
hatarozott hatékonysaga 100 mE/ng (95 %-o0s konfidencia-intervallum: 69-145).

A SEP-1-B51-protein in vivo aktivitasa hasonlé az rhEPO aktivitasahoz, és hatasat
dozisfiiggd modon fejti ki (ideértve a nagyobb dozisoknal megfigyelhetd reakcio-platot, ami az
rhEPO-ra e modellben jellemzd negativ visszacsatolasi (feedback) mechanizmus indukcidjanak
koszonhetd. A kapott eredmények jol szemléltetik, hogy a SEP-1-B51-molekula pontos, fel-

hasznalo altal meghatarozott glikozilacios helyeihez kapcsolt polimer-strukturak képesek az
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thEPO cukorlancai altal segitett in vivo aktivitas utanzasara.

17. példa

A SEP-1-B51-protein farmakokinetikai vizsgalatai

Normal him patkanyok csoportjait 0,25 % human szérumalbumint tartalmazo
citratpufferben injektalhat6 készitménybe foglalt SEP-1-B51-protein egyetlen 5 pg/kg-os dozi-
saval vagy thEPO 500 E/kg-mal egyenértéki dézisaval intravénasan kezeltiik, és az allatoktol
az injektalas utan 5, 30, 60 perccel, 2, 4, 8 és 24 6raval, illetve 2, 3, 4, 5, 6 és 7 nappal vért
vettiink. A vérplazma-mintakban a SEP-1-B51 és thEPO koncentracidjat ELISA-reagenskész-
let (R & D Systems, "Human Erythropoietin Quantikine IVD Immunoassay" reagenskészlet,
#DEP00) alkalmazasaval, a gyart6 Gtmutatasa szerint hataroztuk meg.

A koncentraciok logaritmusat a legkisebb négyzetek modszerrel analizaltuk, és a ka-
pott farmakokinetikai paramétereket a 11. tablazatban mutatjuk be. Az egyetlen 5 pg/kg-os
intravénas SEP-1-B51-dozissal kezelt him patkanyokban a SEP-1-B51 vérplazmai koncentra-
cidjanak idébeli valtozasa mono-exponencialis farmakokinetikai diszpozicios fuggvénnyel ir-
hato le (felezési id6: 10,5 £ 0,5 6ra). A SEP-1-B51-re a kozponti kompartment (Vc) megosz-
lasi térfogata 32,5 £ 2,0 ml/kg volt. A "clearance" (CL) 2,15 ml/6ra/kg-nak, az atlagos tartoz-
kodasi idé (MRT) 15,1 + 0,7 6ranak adodott. Osszehasonlitasul, az egyetlen 5 pg/kg-os intra-
zasa bi-exponencialis farmakokinetikai diszpozicios fiiggvénnyel irhato le (o felezési 1do: 1,24
+0,22 ora, P felezési ido: 5,51 + 0,40 6ra). Az thEPO Ve-értéke 57,0 + 3,2 ml/kg, CL-értéke
16,0 + 0,5 mL/6ra/kg (amely kb. nyolcszorosa a SEP-1-B51 CL-értékének). Az rhEPO atlagos
tartézkodasi ideje (MRT) 5,7340,17 ora, amely kb. haromszor kisebb, mint a SEP-1-B51-

proteiné.
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11. tablazat

A SEP-1-B51 és az thEPO farmakokinetikai paramétereinek dsszehasonlitasa

Gorbe AUC (ng/ml- Crax (ng/ml) Ve (ml/kg) CL (ml/6ra/kg)
ora)

SEP-1-BS1 2326 + 121 154 £9 32,5+2,0 2,15+0,11
rhEPO 312+9 87,9+5,0 57,0£3,2 16,0 £ 0,5
Gorbe MRT (6ra) o felezési id6 3 felezési ido (Ora)

(6ra)

SEP-1-B51 15,1£0,7 1,5+0,5

rhEPO 5,73 +0,17 1,24 £0,22 5,51+ 0,40

A SEP-1-B51 és thEPO vérplazma-"clearance"-ének grafikus megjelenitését a 29. ab-
ran mutatjuk be. Ahogy az abran lathato, a SEP-1-B51 vérkeringési felezési ideje sokkal na-
gyobb, mint a glikozilalt rekombinans human EPO felezési ideje. Ez a kiilonbség a molekula

pontos, felhasznal6 altal meghatarozott pozicidihoz kapcsolt polimer-struktiraknak koszon-

hetd.

Bar a talalmany szerinti megoldast a talalmany elényds megvalositasi modjain ke-
resztiil szemléltettitk, szakember szamara kézenfekvo, hogy kiilonboz6 valtoztatasok hajthatok
végre, anélkiil, hogy eltérnénk a talalmanyi gondolattol. Az ilyen megoldasok az igényelt ol-

talmi koron beliil maradnak. Valamennyi ilyen - szakember szamara nyilvanval6 - véltoztatast a

talalmany targyahoz tartozonak tekintiink.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein, amely egy vagy tobb hozzakapcsolt,
vizben oldhat6 polimert tartalmaz.
5

2. Az 1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein, amelynek in
vivo bioldgiai aktivitasa a vorosvértestek termelddésének fokozasa.

3. Az 1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein, amely egy

riboszomalisan meghatarozott erythropoietin aminosav-szekvenciajat tartalmazo polipeptid-
10

lancot és egy vagy tobb nem atfedd peptidszegmenst tartalmaz, melyek egy vagy tobb kémiai
liglasi helyen vannak kapcsolva.
4. A 3. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein, amelyben az

egy vagy tobb, vizben oldhaté polimer a riboszomalisan meghatarozott erythropoietin
15

glikozilacios helyének megfeleld helyen van a polipeptid-lanchoz kapcsolva.

lancot tartalmaz.

5. A 3. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein, amely riboszo-
malisan meghatarozott human erythropoietin aminosav-szekvenciajat tartalmazdé polipeptid-

6. A 3. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein, amely riboszo-

malisan meghatérozott, nem természetes erythropoietin aminosav-szekvenciajat tartalmazoé
polipeptid-lancot tartalmaz.
20

7. A 6. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein, amely - egy

vagy tobb nem természetes glikozilacios helyet tartalmazé - riboszomalisan meghatéarozott,
nem természetes erythropoietin aminosav-szekvencijat tartalmazo6 polipeptid-lancot tartalmaz.

8. A 2. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein, amelyben a viz-
ben oldhatd polimer kizarolag egy vagy tobb - a riboszomalisan meghatarozott erythropoietin
25

glikozilacios helyének megfelels - pozicioban van a polipeptid-lanchoz kapcsolva.

9. Az 1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein, amelynek egy

poliamid-alkilén-oxidot vagy ezek szarmazékait tartalmazza.

vagy tobb, vizben oldhaté polimere ismétl6dd egységet tartalmaz, amely polialkilén-oxidot,
30

10. A 9. igénypont szerinti, szintetikus erythropoiesis-stimulald protein, amelyben a
polialkilén-oxid és poliamid-alkilén-oxid -(CH,-CH,-O)- képlet(i etilénoxid ismétlédo egységet
tartalmaz.

11. Az 1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein, amelynek
vizben oldhaté polimere(i) koziil egy vagy tobb elagazo polimer.
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12. Az 1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein, amelynek
vizben oldhaté polimere(i) koziil egy vagy tobb fiziologiai feltételek mellett negativ netto tol-
téssel bir.

13. Az 1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein, amelynek
izoelektromos pontja 3 és 7 kozotti.

14. Az 1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein, amely vizben
oldhat6 polimerként monodiszperz polimert tartalmaz.

15. Az 1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein, amely
monodiszperz protein.

16. Az 1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein, amelynek
monomer-molekulatomege 25 kD-nal nagyobb.

17. Az 1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein, amelynek
monomer-molekulatdmege 40 kD-nal nagyobb.

18. Az 1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein, amelynek
monomer-molekulatomege 50 kD-nal nagyobb.

19. Az 1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein, amelynek
monomer-molekulatomege 60 kD-nal nagyobb.

20. Az 1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimuldlo protein, amelynek
monomer-molekulatémege 70 kD-nal nagyobb.

21. Az 1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein, amelynek
polipeptid-lanca egy vagy tobb szabalytalan aminosavat tartalmaz.

22. A 21. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein, amely sza-
balytalan aminosavként nem természetes oldallancot hordozé aminosavat tartalmaz.

23. A 21. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein, amely sza-
balytalan aminosavkeént pszeudo-aminosavat tartalmaz.

24. A 23. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein, amely
pszeudo-aminosavként pszeudo-glutaminsavat tartalmaz.

25. A 22. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimuldld protein, amelynek
nem természetes oldallanca vizben oldhaté polimerhez van kapcsolva.

26. A 25. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein, amelyben a

vizben oldhaté polimer kémiai ligalassal létrehozott kovalens kotéssel van az oldallanchoz kap-

csolva.
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27. A 26. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein, amely a ké-
miai ligalassal létrehozott kovalens kotésként amidkotést, oximkotést, hidrazonkotést, taizoli-
dinkotést, oxazolidinkotést vagy tioészterkotést tartalmaz.

28. A 3. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein, amelynek ké-
miai ligalasi helye(i) kozil egy vagy tobb amidkotést tartalmaz.

29. Az 1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein, amelyben a
vizben oldhaté polimer a polipeptid-lanc kémiai ligalasi helyén 1évdé aminosav oldallancan ke-
resztiil kapcsolddik a polipeptid-lanchoz.

30. Az 1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein, amely a
szintetikus SEP-1 vagy SEP-3 erythropoiesis-stimulal6 protein aminosav-szekvenciajat tartal-
mazza.

31. Szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein, amely a SEP-0-, SEP-1- vagy SEP-3-
protein vagy ezek analogja.

32. A 31. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein, amely a ko-
vetkezd analogok egyike: SEP-1-1L26, SEP-1-L30, SEP-1-B50, SEP-1-BS1 és SEP-1-B52.

33. Gyogyaszati készitmény, amely 1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-
stimulalo proteint vagy gyogyaszati szempontbol elfogadhato sojat tartalmazza.

34. A 33. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény, amely egy vagy tobb segédanya-
got is tartalmaz, a kovetkezOk kozil: puffer, hordozéprotein, aminosav, detergens, lipid, viz-
ben oldhaté polimer és tartositoszer.

35. A 33. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény, amely egy vagy tobb tovabbi, a
szintetikus erythropoiesis-stimulalo proteintl eltérd bioaktiv hatdanyagot is tartalmaz.

36. Eljaras eml6s hematokrit-értékének novelésére, azzal jellemezve, hogy az emlSs-
nek 1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein hatisos mennyiségét ada-
goljuk, mialtal az eml0s hematokrit-értéke fokozodik.

37. Eljaras vorosvértest-termelddés fokozasara emlésben, azzal jellemezve, hogy az
emlésnek 1. igénypont szerinti, polimerrel moédositott, szintetikus erythropoiesis-stimulalé
protein hatasos mennyiséget adagoljuk, mialtal az emlésben a vorosvértestek termelddése fo-
kozodik.

38. Eljaras hemoglobin-termelddés fokozasara emldsben, azzal jellemezve, hogy az
emlosnek 1. igénypont szerinti, polimerrel modositott, szintetikus erythropoiesis-stimulalo

protein hatasos mennyiségeét adagoljuk, mialtal az emldsben a hemoglobin-termelddés fokozo-

dik.
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39. Eljaras retikulocitaszam novelésére emlSsben, azzal jellemezve, hogy az emlésnek
1. igénypont szerinti szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein hatasos mennyiségét adagol-
juk, mialtal az eml&sben a hemoglobin-termelédés fokozodik.

40. Eljaras szintetikus erythropoiesis-stimulalé proteint alkoté polipeptid-lanc eldalli-
tasara, azzal jellemezve, hogy a szintetikus erythropoiesis-stimulalé protein polipeptid-lanca-
nak nem atfedd aminosav-szekvenciait tartalmazo peptidszegmenseket kémiai ligalassal egy-
mashoz kapcsoljuk, mialtal a szintetikus erythropoiesis-stimulalo protein polipeptid-lancat al-
litjuk el6.

41. A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy tovabbi lépésként elbidéz-
ziik a polipeptid-lanc "folding"-jat, mialtal biologiailag aktiv, szintetikus erythropoiesis-
stimulalo proteint hozunk létre.

42. A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a peptidszegmensek kozil
egyet vagy tobbet részlegesen védett allapotban alkalmazunk.

43. A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a peptidszegmensek koziil
egyet vagy tobbet védocsoport nélkiil alkalmazunk.

44. A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan peptidszegmenseket
alkalmazunk, amelyek koziil egyhez vagy tobbhoz vizben oldhat6 polimer van kapcsolva.

45. A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a kémiai ligalas soran ke-
moszelektiv ligalasi kémiat alkalmazunk, a kovetkezOk barmelyikét: nativ kémiai ligalas, bovi-
tett nativ kémiai ligalas, pszeudo-nativ kémiai ligalas, oximképz kémiai ligalas, hidrazonképzd
kémiai ligalas, oxazolidinképz6 kémiai ligalas, taizolidinképzd kémiai ligalas vagy tioészterkép-
z0 kémiai ligalas.

46. A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan polipeptid-lancot al-
litunk elé, amelyhez egy vagy tobb vizben oldhaté polimer van kapcsolva.

47 A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan polipeptid-lancot al-
litunk els, amely riboszomalisan meghatarozott erythropoietin aminosav-szekvenciajat tartal-
mazza.

48. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a vizben oldhaté polimerek
kozill egyet vagy tobbet a riboszomalisan meghatarozott erythropoietin glikozilacios helyének
megfeleld pozicioban kapcsolunk a polipeptid-lanchoz.

49. A 48. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a riboszomalisan megha-

tarozott erythropoietin-glikoprotein rekombinans modszerekkel lett eldallitva.



10 -

15

20

25

30

-127 -

50. A 48. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a riboszomalisan meghata-
rozott erythropoietin-glikoprotein nem természetes glikoprotein.

51. Az 50. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a riboszomélisaﬁ megha-
tarozott, nem természetes erythropoietin-glikoprotein egy vagy tobb nem természetes glikozi-
lacios helyet tartalmaz.

52. A 47. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a riboszomalisan meghata-
rozott erythropoietin human erythropoietin.

53. A 48. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a vizben oldhato polimert
kizarolag a riboszomalisan meghatarozott erythropoietin glikozilacios helyének megfelel6 he-
lyen kapcsoljuk a polipeptid-lanchoz.

54. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a vizben oldhaté polimerek
koziil egy vagy tobb polialkilén-oxidot, poliamid-alkilén-oxidot vagy ezek szarmazékait tartal-
maz6 ismétlddd egységet tartalmaz.

55. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a polialkilén-oxid és poli-
amid-alkilén-oxid -(CH,-CH,-O)- képletii etilénoxid ismétlddd egységet tartalmaz.

56. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan polipeptid-lancot al-
litunk eld, amelynek hozzakapcsolt, vizben oldhato polimere(i) koziil egy vagy tobb elagazo
polimer.

57. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan polipeptid-lancot al-
litunk eld, amelynek hozzakapcsolt, vizben oldhato polimere(i) kozil egy vagy tobb fiziologiai
feltételek mellett negativ nett6 toltéssel bird polimer.

58. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan szintetikus erythro-
poiesis-stimulal6 proteint allitunk els, amelynek izoelektromos pontja 3 és 7 kozotti.

59. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal Jjellemezve, hogy olyan polipeptid-lancot al-
litunk el6, amelyben a hozzakapcsolt, vizben oldhato polimer monodiszperz.

60. A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy szintetikus, monodiszperz
erythropoiesis-stimulal6 proteint allitunk el6.

61. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal Jjellemezve, hogy olyan szintetikus erythro-
poiesis-stimulalo proteint allitunk eld, amelynek monomer-molekulatomege 25 kD-nal na-
gyobb.

62. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal Jjellemezve, hogy olyan szintetikus erythro-

poiesis-stimulalé proteint allitunk eld, amelynek monomer-molekulatomege 40 kD-nal na-

gyobb.
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63. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan szintetikus erythro-
poiesis-stimulalé proteint allitunk el6, amelynek monomer-molekulatomege 50 kD-nal na-
gyobb. '

64. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan szintetikus erythro-
poiesis-stimulalo proteint allitunk elo, amelynek monomer-molekulatomege 60 kD-nal na-
gyobb.

65. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan szintetikus erythro-
poiesis-stimulalo proteint allitunk elé, amelynek monomer-molekulatomege 70 kD-nal na-
gyobb.

66. A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan polipeptid-lancot al-
litunk el6, amely egy vagy tobb szabalytalan aminosavat tartalmaz.

67. A 66. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan polipeptid-lancot al-
litunk el, amely szabalytalan aminosavként nem természetes oldallancot hordozé aminosavat
tartalmaz.

68. A 67. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan polipeptid-lancot al-
litunk eld, amely szabalytalan aminosavként pszeudo-aminosavat tartalmaz.

69. A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan polipeptid-lancot al-
litunk eld, amely amidkotést, oximkotést, hidrazonkotést, taizolidinkotést, oxazolidinkotést

70. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan polipeptid-lancot al-
litunk el8, amely a vizben oldhato polimert nem természetes oldallancot tartalmazé aminosava-
hoz kapcsolva tartalmazza.

71. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan polipeptid-lancot al-
litunk eld, amely a vizben oldhat6 polimert kémiai ligalassal kialakitott kovalens kotésen ke-
resztiil kapcsolva tartalmazza.

72. A 71. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan polipeptid-lancot al-
litunk eld, amely a vizben oldhaté polimert amidkotéssel, oximkotéssel, hidrazonkotéssel,
taizolidinkotéssel, oxazolidinkotéssel vagy tioészterkotéssel kapcsolva tartalmazza.

73. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal Jjellemezve, hogy olyan polipeptid-lancot al-
litunk elé, amely a vizben oldhat6 polimert a polipeptid-lanc kémiai ligalasi helyén lévo amino-
sav oldallancan keresztiil kapcsolva tartalmazza.

74. A 41. igénypont szerinti eljaras, azzal Jjellemezve, hogy olyan szintetikus erythro-

poiesis-stimulalo proteint allitunk eld, amelynek in vivo biologiai aktivitasa a vorosvértestek
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termelddésének fokozasa.

75. A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a szintetikus SEP-1 vagy
SEP-3 erythropoiesis-stimulalé protein aminosav-szekvencidjat tartalmazo polipeptid-lancot
allitunk eld.

76. A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a szintetikus SEP-0, SEP-
1 vagy SEP-3 erythropoiesis-stimulalé protein (vagy ezek analogjai) aminosav-szekvenciajat
tartalmazo polipeptid-lancot éllitunk el6.

77. A 76. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a SEP-1-L.26, SEP-1-L30,
SEP-1-B50, SEP-1-B51 vagy SEP-1-B52 erythropoiesis-stimulalo protein-analég aminosav-

szekvencigjat tartalmazo polipeptid-lancot allitunk eld.

A meghatalmazott:
DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.
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PG'"-J*, PG-J* vagy J* 4C—X—C-N-Y—N-H vagy kapcsolékomponens
” . H

n o maradéka

6A abra
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" PG-N-Y—NH, Lehasithat6 kapcsolékom-
ponens/hordozépolimer
vagy '

— HoN—Y—NH, +

Altalanos szintetizalasi ciklus

1. Aktivalas/kapcsolas

2. Védécsoport alkalmazasa
esetén véddcsoporteltavolitas

Il il
-O—C—X-C—0- +H2N—Y——N-C—X—C—O—'— @" ~
vagy H =
O O . L
N I Ciklusok ismétiése
PG-O—C—X—-C—0O- l

¢

n = ciklusok szama

HO O
Y- x-t—o]

N
H

A J* toldalékcsoport kialaki-
tasa a hasitas el6tt

Hasitas/tisztitas

0O O
H
N

PG"-J*, PG-J* vagy J* -TN-Y—N-C—X—~C—O+H vagy kapcsolékomponens
H

maradéka

6B abra

»
lllll
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Lehasithato kapcsolokom-
ponens/hordozopolimer

o)
_ I
———> PG—N-Y'—C-O-
H

Altalanos szintetizalasi ciklus

1. Aktivalas/kapcsolas

2. Védocsoport alkalmazasa
esetén véddécsoporteltavolitas

| I :
HzN—Y"‘C"N"X"‘C‘—O_ )
H

l Ciklusok ismétlése

) O

] ]
N-Y'-C-N-X'-C+O0—
H H

n = ciklusok szama

A J* toldalékcsoport kialaki-
tasa a hasitas el6tt

Hasitas/tisztitas

H | Il
PG-J* PG-J* vagy J* N-Y'-C-N-X'-C—O+H vagy kapcsolékomponens
’ H.

n maradéka

6C abra
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Lehasithaté kapcsolokom-
ponens/hordozoépolimer

O O r 1

|
—  PG-O-C-Y'-NH, + -O—C-X'—N— —
. H 1Y

Altalanos szintetizalasi ciklus

1. Aktivalas/kapcsolas

2. Véddécesoport alkalmazasa
esetén védécsoporteltavolitas

)

O

I 5
0-E-Y-NCx-N-[F )~
H ~ H

l Ciklusok ismétiése

n = ciklusok szama

A J* toldalékcsoport kialaki-
tasa a hasitas elétt

Hasitas/tisztitas

O O
Il

|
PG'-J*, PG-J* vagy J*

H H

n maradéka

6D abra

C—Y'-N-C-X'-N-H vagy kapcsolokomponens
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Lehasithato kapcsolékom-
ponens/hordozopolimer

f B
PG"‘J*, PG-J* vagy J*__{ PO“mer —X B_U

Aktivalas/kapcsolas

PG'-J*, PG-J* vagy J* Polimer- —B“U

Hasitas
(Adott esetben: Ji— Polimer B—U (Adott esetben: PG'-, PG-)
PG-, PG-)
Hasitas
(Adott esetben: J*—  Polimer |[—B—~U (Adott esetben: PG, PG.)
PG'-, PG-)
Aktivalas/kapcsolas
PG-J*, PG-J* vagy J* Polimer —x B'—'U (AdOtt esetben: PG'-, PG‘)

7. abra
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Szilard fazisu

— ™ Egyébvagy Xaa-| Peptid
peptidszintézis

Egyéb vagy Xaa —

U-PG’

Ortogonalis PG’ -csoport elta-
volitasa (a funkciés csoport
szabadda tétele a helyspeci-

Y fikus polimerszintézishez)

Egyéb vagy Xaa — Peptid
PG-J*-, PG'-J*- vagy J* Polimer —B—U
l Hasitas
Egyéb vagy Xaa Peptid Yaa vagy egyéb
PG-J*-, PG'-J*- vagy J* — Polimer - —B—U
Kémiai ligal2

8. abra



.....

Polimer kapcsolasa

1

Polimerszintézis

PCT/US01/21928
Tervezeés
Peptidszintézis
: Peptidligalas B
l v
"Folding” > Protein

' l

Szintetikus, polimerrel moédositott protein

9. abra
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" "V.EPO 1-166. aminosavak

S9X-pPEG _$126X-pPEG

N24X-pPEG A125X-pPEG

N38X-pPEG

L69X-pPEG N83X-pPEG

10. abra
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‘C7aba | | C29Aba

RI66A - €33Aba

' SR6CPPEG

"EPO 126-166 (Cys 0) 1-125. aminosavak

- C0-pPEG

Al125-pPEG

S9X-pPEG “N83C-pPEG"

N24X-pPEG L69X-pPEG

~N38€C-pPEG

11. abra
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Succ-TTD

12A abra

N/\/\o/\/o\/\o/\/\ N+—
H H
Jn

Elagazasi mag Linearis polimer
— Func Func%TTD—Succ-}- Toldalékcsoport
Opcionalis n
Func —I— Tavtarto/ ) v
kapcsolo- n agy
komponens
L—Func: _ _
fFunc—Succ-TTD —— Toldalékcsoport
n
12B abra 12C abra
. Osszeallitott, elagazo polimer
[ TTD-Succ |
Kapcsolé — Vvagy  —— Toldalékcsoport
Opcionalis | Suce-TTD n
Func Tavtarto/ )
kapcsolo- n . ;
komponens TTD-Suce
Kapcsolo—— Vvagy  —— Toldalékcsoport
| Suce-TTD | n

12D abra
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. e
4 .

‘l

.
eoe
.

.

L4
[ )
.
o

o)
"N 2
N
Ly C-C .
S\HN\9 .Oé I}IH Hz SH 0
N RN NN _ll
Lys=N" LS~ NCooy om
O\\C/ H é } , PPEG(2-10 kDa)
I + Br. H
O’CH2 NH 0 4x
S . =G (
NH;, 0 =

Lys—-”’d‘ CH,-SH

HN\Q,CHTSH
o)
o  PPEG(2-10 kDa)
N c’? JL o pPEG(2-10 kDa)
bys.. o “CH.-S ’ -10 kDa
N 2 HII\J/ Sl )H
Oy NH
c
Ly Q  PPEG(2-10 kDa)
0”2 NH 0 J‘H
| ,C\ ]
NH2 (0

’ Lys~u 7“7 CHp-S

/O?\N/ pPEG(2-10 kDa)
\-CH2'S

13. abra
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H
- —N— O
HO-{ Succ-TTD[—N %\/ \NHQ
18 o)

GP32

Ala1veLys®*24~UHis32- COSR

Ligalas H -C\/\
[ ~
) % CHj3
o)
Y SEP1:1
H
HO—{ Succ-TTD|—N—C._ O,
18 3 N
]
é—CH3
O=C'3
HN

AlatvlLys®24~ U His32—COSR

SEP1:1+GP32

14A abra
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H
Ho—{ Succ-TTD}—N—C O,
18 17 NH,

O
GP32

Pico

Cys1177 Lys™*126""Cys 161"\ Arg166

Ligalas
HN-C CH3
1|
O\/\Of
Y : SEP1:4
H
H Succ-TTD|—N—Cc._ _O,
18 ¢ N
© I
gC"’CH3
o=c|; ,
HN

Pico
Cys117"Lys®™126"Cys161 v Arg166

SEP1:4+GP32

14B abra

ooooo
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GP32 Pico
Acm—Cys89 1 ulys116-COSR Cys117~Lys®™1 26"-"01’81 61 Arg166
SEP1:3 SEP1:4+GP32
Ligalas
(|3P32 Pico
Acm—Cys83vvwnnr| ys116—Cys117 Lys°"126’V‘C§/s1 61 Arg166
SEP1:3 SEP1:4+GP32
Acm-véddcsoport eltavolitasa
(ISP43 Pico
Cys89 v\ Lys116—Cys117 Lys°"126’VVClls161ﬂaArg166
SEP1:3

SEP1:4+GP32

14C abra
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25/45
GP32 Pico
Acm=Cys33 e Trp88— COSR Cys89 s Lys116-Cys117+Lys™ 26""C!(s1 681~ Arg166
' Ligate J
GP32 Pico
Acm=Cys33 NN Trp88-Cys89nnnnr ys 116 ~Cys117 Lys®%1 26"-"’0!{3161/‘»Arg166
SEP1:2 SEP1:3 SEP1:4+GP32
BI’-CH 'COOH VédéCSOport nélkuli thl-Oldal-
2 lancok karboximetilezése
GP32 Pico
Acm- Cys33 e Trp88- WGIu8g v As Lys116-'¥Glut17~+Lys®™ 26"-"0!/5 161V Arg166
SEP1:2 SEP1:3 SEP1:4+GP32
Acm- és Pico-védécsopor-
tok eltavolitasa
GP32 -
Cys33 Ay Trp8B- WGIuBI AN, Lys 116 -Gl 7 Lys®*126""Cys 161V Arg166
SEP1:2 SEP1:3

SEP1:4+GP32

14D abra
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H 0
Fmoc—N—CHC—

N—Boc
H

1. Fmoc-véddcsoport eltavolitasa

2. Fmoc-Lys elagazasi mag szintézise/kialakitasa

3. S-acetil-tioglikolsav kapcsolasa
4. Boc-védocsoport eltavolitasa
5. Boc-amino-oxiecetsav kapcsolas

a

6. S-kotott acetilcsoportok eltavolitasa

7. Hasitas/Boc-véddcsoport eltavolitasa

0
’ HN—C,

as 1 —_sH
H Cc=0

HN

o)

ZT

1
HN—C~—Q—H—-CH-C—NH2

-¢ H
o o=c H o

SH
HS \
HS~ L
Ugyanazon vegyulet
alternativ abrazolasai HS\ L
HS

17A abra

ys
\

)

ys

T
s-—lLys—C-—NHg
HN-Ao0A

GP17
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Lys .
Y HN-AOA

GP17

O
H
HO G\f G- NACAALAN EP
6 12

Kapcsolas

GP31 ¢
HO— [SUCC-TTD]— c_Br

Ugyanazon vegytlet
alternativ abrazolasai

0
HO— {Succ—TTD]-C

S
/\ \L
HO— [Succ TTD}~C s/ N

]
Lys--l‘-ys C—NH,
HO— [SUCC-TTD]—C\/S\ y/ HN-AOA

i
HO— [Succ-'ITD]-C——, GP29

17B abra
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Ve
Pbo
Acm-Cys83 v\ Ala125-COSR Cys1 26'vva£ls161f\'Arg 166
SEP3:3 SEP3:4
, Ligalas l
Pbo _
Acm—Cys83~ 1\ Ala125—Cys 1 26'\N\N\Clls1 61~ Arg166
SEP3:3 SEP3:4

Acm-véddcsoport eltavolitasa

Pbo
Cys83 Vv Ala125—Cyst 26’\’\/"‘/‘0{131 61V Arg166
SEP3:3 SEP3:4

Acm- Cys38 s Ala82—COSR

SEP3:2
Ligalas
Acm-védécsoport eltavolitasa
’ Pbo-
Cys38 ™ N Ala82— Cys83 vy Ala125— Cys126'VV\N‘CLs1 61 Arg166
SEP3:2 SEP3:3 SEP34

19A abra
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H S H
Fmoc~—N-—C>HC—N

HN

£o=o
N
HN—Boc
1. Fmoc-véddcsoport eltavolitasa
2. TTD-Succ kapcsolokomponens
szintézise
3. Fmoc-Lys elagazasi mag szintézise/
kialakitasa
4. Fmoc-véddcsoport eltavolitasa
Y
Hzr}l
C=0
HN
H 9
HN—G-CINV"oNO/OMIN-C /“CIN—CH-C-NH,
O=(l: HJIH O O : Hf\>
ANCCH c=0
H2N H fll
i ?
HN—Boc
HoN \
HoN~YS

Ugyanazon vegytilet Vs—rTDsucd—, . I
alternativ abrazolasai HZN\L )’ [ ) Tys C—NH;,
. ys HN-Dpr-(Boc-AoA)
HzN
GP40

21A abra

......
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H,>N \
H,N~ "ys\

o
s—|TTD- Succ—
H N~ )’ [ Lys— C NH,

Lys .

HoN GP40

O CH3
tBu O- C CH

H

HN- R EINALAANLAIN-GA
© 0 ° dly,

GP39

tBu-O-Ala-Succ— [TTD-Such»OH
2
Ugyanazon vegyiilet
alternativ abrazolasai

HO—Ala- Suco—[TTD Succ] NH

HO—Ala-Succ— {TTD Such- I\(L \

HO—AIa-Succ—[TTD Succ}— N\ /ys
i

HO-Ala-Succ— [TTD Succ]12

GP41

21B abra

%OH

HN-Dpr-(BocAoA)

1. Aktivalas/kapcsolas
2. Védéesoport eltavolitasa

_.['ITD-Succl]—- LF,S —Clg—NHz

HN-Dpr(AcA)
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Ho 9 H X
Fmoo—N—-CHC—N 0K

N—MTT
H
1. Fmoc-véddcsoport eltavolitasa
2. TTD-Succ kapcsolékomponens
szintézise
3. Boc-Lys elagazasi mag szintézise/
/kialakitasa
4. MTT-véddcsoport eltavolitasa
5. Piruvat kapcsolasa
6. Hasitas/Boc-véddcsoport eltavolitasa \
Hz’}’
C=0
HN
H
HN—G-CINVGNOV/GMAN-C./“CIN—-CH-C-NH,
0=C H g H 6 O
1
W 2 9
2 N—C—C—CH;,
H
H2N \
H,N Lys
AN I
Ugyanazon vegyiilet ys“hTD‘SUCC]—‘ ys—C—NH,
. el .. HQN\ 1
alternativ abrazolasai Lys NP
HN 7 ey
GP42

23A abra
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i
HZN\ I:: E
Lys Sk
N ybs [ro-s o i
- -Suc -C—
N -GN
e ys HN-Pyr
2 GP42
Q GHs
tBu O-C-CH H
HN-C/CIN ARAACAN A con
1. Aktivalas/kapcsolas
tBu-GP39 2. Védécsoport eltavolitasa
tBu-O-Ala-Succ— [TTD-Succ L~ OH
2

-Ugyanazon vegyilet
alternativ abrazolasai

HO—Ala-Succ— |TTD-Succ|— NH
~ 12\

Lys
HO—Ala-Succ— TTD-Succ"—2 H

i}
L S—I'TTD-SUCC]_ Lys—C—NH,
HO-Ala-Succ— |TTD-Succ— NH 1|

HN-Pyr

2 \Lys
HO-Ala-Succ—|TTD-Succ|— N{I
12

GP43

23B abra
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