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Regeni se tyka zptisobu selektivni preparace specifickych
konjugétl hGRF-PEG, jeZ obsahuji jednu nebo vice jednotek
PEG (na mol hGRF) kovalentn& vézanych k Lys'? a/nebo
Lys* a/nebo Na, pfigemZ tento zpisob spodiva v tom, Ze
konjugaéni reakce mezi peptidem hGRF a aktivovanym PEG
se provéadi v roztoku a poZadovany konjugat hGRF-PEG se
mize chromatograficky purifikovat. Konjugéty pfipravené
timto postupem, jakoZ i jejich vyuZiti pii 1é¢b€, prevenci nebo
diagnose deficience ristového hormonu jsou rovnéz
predmétem piedkladaného feleni.
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Zpusob selektivni pfipravy specifickych konjugatu

polyethylenglykol - GRF

Oblast techniky

Predklddany vynalez se tyka zpUsobu selektivni pripravy
specifickych konjugatt hGRF-PEG, které v molekule hGRF (lidského
GRF) obsahuji jednu nebo vice jednotek polyethylenglykolu (PEG)
kovalentné vazanych k Lys'? a/nebo Lys®' a/nebo N pfitemz tento
zplsob spociva v tom, ze konjugaéni reakce mezi peptidem hGRF
a aktivovanym PEG se provadi v roztoku a pozadovany konjugat

hGRF-PEG se purifikuje chromatografickymi metodami.

Vynalez se dale tykad konjugatl pfipravenych timto zpusobem,
jakoz ijejich vyuZiti v |é&bé, prevenci nebo diagnose poruch

souvisejicich s ristovym hormonem.

Dosavadni stav techniky

Na zadatku 80. let nékolik skupin izolovalo a charakterizovalo
faktor uvolfujici rGstovy hormon (GRF, growth hormone releasing

factor).

GRF (také nazyvany somatorelin) je peptid, secernovany
hypothalamem, ktery prostiednictvim pfisluéného receptoru muze
stimulovat uvolfiovani rtstového hormonu (GH, growth hormone)
z predniho laloku hypofysy. Vyskytuje se jako peptid o 44, 40 nebo 37

aminokyselinach;  44-aminokyselinova forma mlze prechazet

. fyziologicky na krati formy. VSechny ftfi formy vykazuji aktivitu,

pricemz za aktivitu zodpovida hlavné prvnich 29 aminokyselinovych
zbytkd. Synteticky peptid odpovidajici aminokyselinové sekvenci 1-29
lidského GRF [hGRF(1-29)], nazyvany téz Sermorelin, byl pfipraven
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metodami rekombinantni DNA technologie, jak je popsano

v evropském patentu EP 105 759.

Sermorelin se ve formé acetéatu pouZiva pro diagnostiku a lécbu

deficience rustového hormonu.

GRF ma prokazany terapeuticky ucinek pfi 1éébé nékterych
poruch souvisejicich s rastovym hormonem. Pouziti GRF ke stimulaci
uvolfiovani ristového hormonu (GH) pfedstavuje fyziologicky zpusob

posilovani rastu dlouhych kosti nebo proteinového anabolismu.

Jeden z problémi provézejicich vyuZiti GRF je je/h\o kratky
biologicky polocas (pfiblizné 12 az 30 minut). Peptid hGRF(1-29)-NH;
podléha enzymatické degradaci a v plasmé je rychle degradovan
dipeptidylpeptidasou IV (DPP-IV), kterd jej Stépi  mezi

aminokyselinovymi zbytky Ala’ a Asp’.

Bylo by tedy vyhodné, vyvinout biologicky stalejsi a dlouhodobe
pusobici analogy GRF, unichz by specifickd chemicka modifikace

GRF bréanila enzymatické degradaci, nebo ji zpomalovala.

Polyethylenglykol  (PEG) je hydrofilni, biokompatibilni
a netoxicky polymer o obecném vzorci H(OCH,CH;),OH, kde n = 4.
Jeho molekulova hmotnost se mize pohybovat mezi 200 az 20 000

daltony.

Bylo prokéazano, ze pfetrvavani biologického uCinku proteint
alnebo  peptidd se vyrazné  zvysi chemickou  konjugaci
s monomethoxylovanou formou polyethylenglykolu. Podobné jako
cukerné zbytky v glykoproteinu, PEG poskytuje ochranny povlak
a zvysuje velikost molekuly, ¢imz snizuje jeji metabolickou degradaci a

rychlost clearence v ledvinach.
Konjugace s PEG piedstavuje jiz osvédéenou metodologii
pouzivanou pro vnaseni peptidd a protein(, ktera vychazi z

prikopnickych studii Davise a Abuchowského (Abuchowski et al.,
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1977, J. Biol. Chem. 252:3571-3581; Abuchowski et al., 1977, J. Biol.
Chem. 252:3582-3586). Konjugace PEG k peptidim nebo proteinim
vede obecné k nespecifickému chemickému pripojeni molekul PEG
k vice nez jednomu aminokyselinovemu zbytku. Jednou z klicovych
otazek této technologie je proto nalezeni vhodnych chemickych
postupl, jak kovalentné konjugovat molekuly PEG k specifickym

aminokyselinovym zbytkim.

Pavodné pouzivany PEG, aktivovany trichlortriazinem, ktery byl
toxicky a reagoval nespecificky, byl napiiklad pozdéji nahrazen
rozmanitymi polyethylenglykolovymi Cinidly s chemickymi linkery, které
umoznovaly specifickou reakci s aminoskupinami (Benchamp et al.,
1983, Anal. Biochem. 131:25-33; Veronese et al., 1985, Appl
Biochem. 11:141-152; Zalipsky et al., 1990, Polymeric Drugs and Drug
Delivery Systems, adrs. 9-110 ACS Symposium series 469; a Delgado
et al., 1990, Biotechnol. and Appl. Biochem. 12:119-128), se
sulfhydrylovymi skupinami (Sartore et al, 1991, Appl. Biochem.
Biotechnol. 31:213-222; a Morpurgo et al., 1996, Biocon. Chem.
7:363-368) nebo s guanidinovymi zbytky (Pande et al., 1980, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77:895-899).

U rtznych konjugati PEG-protein byia zji$téna odolnost VUCi
proteolyse a/nebo sniZena imunogennost (Monfardini et al., 1995,
Biocon. Chem. 6:62-69; a Yamsuki et al., 1988, Agric. Biol. Chem.
52:2185-2196).

Dalé{ technicka potiZ pfi modifikaci proteint pomoci konjugace
s PEG (pfi “pegylaci® proteinl) vyplyva z faktu, Ze konjugaty PEG-

protein obsahuji obvykle rizné pocty piipojenych PEG molekul, takze

" vysledkem byva smés konjugatu s rozdilnymi  stechiometriemi

PEG:protein. Selektivni pegylace ke specifickym mistim zustava
nadale chemickym problémem. Konjugace polyethylenglykolu

k ristovému hormonu je typickym pfikladem takovéhoto problému
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(Clark et al., 1996, J. Biol. Chem. 271:21969-21977). Tito autofi
ukazali, ze Lys zbytky v GH byly pegylovany v nahodnych pozicich.

Aby se zabranilo ztrate nebo snizeni enzymové aktivity, je
mozné predem chranit aktivni centrum tak, aby pegylace enzymu
nastavala v misté (mistech) mimo aktivni centrum (Caliceti et al.,

1993, J. Bioactive Compatible Polymer 8:41-50).

Jiny piistup k selektivni pegylaci byl neddavno navrzen pro

peptidy o nizké molekulové hmotnosti, jako je napiiklad GRF, které se

- pfipravuji peptidovou syntézou na pevném nosici. U takovychto

konjugéath se konkrétni, pfedem pfipravena pegylovana aminokyselina
za\)ede do sekvence peptidu v pribéhu syntézy na pevné fazi. Tento
postup v$ak vyrazné komplikuje purifikaci vysledného produktu, coz je
pii syntéze na pevném nosici vzdy kriticky krok. Pfitomnost PEG,
vzhledem k jeho vysoké molekulové hmotnosti a polydispersnimu
charakteru, vede k finalnim produktim majicim nepfija}telnou miru
nedistot a/nebo produktim s chybéjicimi aminokyselinami, coz je
pomérné casty Ukaz pii syntéze peptidil na pevném nosici podle

Merrifielda.

V nedavné dobé byla popséna (Felix et al., 1995, int. J. Peptide
Protein. Res. 46:253-264) mono-pegylace, tj. pfipojeni pouze jedné
molekuly PEG, s pouzitim syntézy na pevném nosi¢i a pfipojenim
PEG k specifickym aminokyselinovym zbytkim v [Ala'’]-hGRF(1-29)-
NH,. Tato studie ukazala, ze [Ala'*]-hGRF(1-29)-NH, pegylovany na
aminokyselinovém zbytku 21 nebo 25 si zachovava pinou in vitro
Géinnost, stejnou jako mé vychozi [Ala15]-hGRF(1—29)-NH2. K dispozici

véak nejsou zadné in vivo udaje otom, zda maji tyto pegylované

konjugaty prodlouzenou dobu ucinku v porovnani s nekonjugovanym

peptidem.

Neddvno bylo na mys$im a prase¢im modelu prokazano
(Campbell et al., 1997, J. Peptide Res. 49:527-537), e pfipojeni
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molekul PEG o rGznych molekulovych hmotnostech na C-konec
nékolika analogll hGRF, opét s pouZzitim syntézy na pevném nosici,

prodlouzilo dobu G¢inku ve srovnani s nepegylovanymi preparaty.

Podstata vynalezu

Na rozdil od pfipravy mono-pegylovaného hGRF s pouzitim
syntézy na pevném nosi¢i, jak bylo uvedeno shora, tyka se

predkladany vynalez selektivni pegylace hGRF provadéné v roztoku.

hGRF je malo rozpustny v roztocich neutralnich/alkalickych
pufrd, tedy za chemickych podminek, pfi nichZz dochazi nejucinnéji
k pegylaéni reakci. Ve zfedéném roztoku hGRF je vytézek pegylacni
reakce snizovan v disledku hydrolysy aktivovaného polyethylenglykolu

(jako napfiklad PEG-esteru).

Predkladatel vynalezu objevil, Ze ve vhodném rozpoustédle, ve
kterém ma hGRF vysokou rozpustnost, je moZné provést selektivni
pegylaci specifickych mist reakci v roztoku. V tomto provedeni se i v
situaci, kdy je vychozi hGRF peptid nechranény, vazou fetézce PEG
s vysokym vytézkem a, v zavislosti na reakénich podminkach, témer
vyhradné k primarnim aminoskupinam (g-aminoskupinam) Lys12, Lys*'
a/nebo N*. Byly ziskany nasledujici Etyfi konjugaty, které jsou rovnéz
soudasti predkladaného vynalezu, pficemz stechiometricky pomeér
hGRF:PEG v konjugatech zavisi hlavné na molarnim poméru PEG a
hGRF:

hGRF-PEG konjugat, ve kterém je 1 molekula PEG kovalentné vazana

k Lys12,

hGRF-PEG konjugat, ve kterém je 1 molekula PEG kovalentné vazana
k Lysm,
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hGRF-2PEG konjugat, ve kterém jsou 2 molekuly PEG kovalentne
vazany k Lys'? ak Lys*'; a
hGRF-3PEG konjugét, ve kterém jsou 3 molekuly PEG kovalentne

vazany jak k Lys'? a Lys®", tak rovnéz k N*.

V celém textu vynalezu, “N* znamena aminoskupinu Vv

N-koncové pozici peptidu (Tyr).

V dal$im kroku je mozné provést jednoduchou
chromatografickou frakcionaci ziskanych konjugéatd, bud ge|ovou
filtraci nebo pFimou aplikaci na HPLC kolonu C18, s naslednou eluci

koncentraénim gradientem acetonitrilu ve vode. Posledné& jmenovany

‘postup je vyhodnéjsi, nebot umoznuje purifikaci produktt po preparaci

ve velkém métitku.

Hiavnim provedenim vynalezu je tedy zpuUsob selektivni
pipravy raznych konjugatd hGRF-PEG obsahujicich jednu nebo vice
jednotek PEG (na molekulu hGRF) kovalentné vézanych k Lys'
a/nebo Lys?' a/nebo N° pficemz tento zpusob se vyznacuje tim, ze
pegylaéni reakce probiha v roztoku a pozadovany konjugat hGRF-

PEG se purifikuje, napfiklad chromatografickymi metodami.

Konjugaty hGRF-PEG, které obsahuji jednu nebo vice jednotek
PEG (na mol hGRF) vazanych k Lys'® a/nebo Lys?' a/nebo N* jsou
rovnéz pokryty piedkladanym vynalezem. Vyhodné produkty podlé
vynalezu jsou konjugaty hGRF-PEG, ve kterych je jedna molekula PEG

kovalentné véazana k Lys'® nebo k Lys®".

Podle jiného provedeni vynalezu, pokud je jedna nebo vice

2z téchto tFi aminoskupin, k nimZ se vazou fetézce PEG, reversibilné

" chranéna urditymi chemickymi skupinami pfred pegylaci, poskytne

pegylaéni reakce piimo Zadany konjugat se specificky pegylovanymi
misty, atento konjugat pak mlze byt izolovan z reakeni smési,

naptiklad ultrafiltraci nebo jinymi chromatografickymi  postupy.
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Preparaéni postup muze pfipadné zahrnovat ireakci, kterou se

odstrani chranici skupiny.

Reakce k odstranéni chranici skupiny (“deprotekce®) se
s vyhodou provadi podle znamych postupll a v zavislosti na chemické

povaze chranici skupiny, jez ma byt odstranéna.

V tomto vynalezu se terminem “hGRF", pokud neni jinak
specifikovano, mini  jakékoli lidské GRF peptidy, se zvlastnim
poukazem na peptidy 1-44, 1-40, 1-29 a jejich odpovidajici amidy
(obsahujici amidovou skupinu na N-konci nebo na C-konci). Vyhodny
hGRF peptid je hGRF(1-29)-NH,, jehoz aminokyselinova sekvence je
uvedena v SEQ ID NO:1.

“Aktivovany PEG* (nebo “pegylatni Cinidlo®) je jakykoli derivat
PEG, ktery mize byt pouzit k modifikaci proteinu, nebot’ obsahuje
funkéni skupinu schopnou reakce s nékterou funkéni skupinou
v proteinu/peptidu za vzniku konjugatd PEG-protein/peptid. Prehled
derivatll PEG vyuzitelnych pro modifikaci proteint podéava Harris,
1985, Rev. Macromol. Chem. Phys.'C25, str. 325-376. Aktivovany
PEG muze byt alkylaénim &inidlem, jako napfiklad PEG aldehyd, PEG
epoxid nebo PEG tresylat, anebo mize byt ¢inidlem acylaénim, jako

napfiklad PEG ester.

Vyhodné je pouzivat aktivovany PEG v
monomethoxylované formé.  Jeho molekulova hmotnost je s
vyhodou mezi 2 000 az 20 000 daltony. Pro pfipravu aktivovaného
PEGu podle vynalezu je zvlasté vyhodny monomethoxylovany PEGs

000-

Je-li aktivovany PEG acylaénim cinidlem, pak s vyhodou
obsahuje bud zbytek norleucinu nebo zbytek ornithinu vazany na PEG
prostfednictvim amidové vazby. Tyto zbytky -umoiﬁuji presné
stanoveni mnozstvi navazanych jednotek PEG na mol peptidu (viz
naptikiad Sartore et al., 1991, Appl. Biochem. Biotechnol. 31:213-
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222). Obzvlasté vyhodny aktivovany PEG je proto monomethoxylovany

PEG5 000 alfa ‘

aminoskuping norleucinu, a ktery je na karboxy skupiné aktivovany

pfipojeny prostiednictvim amidové vazby K

jako sukcinimidylester.

Bézné se uzivaji také rozvétvené struktury PEG. Vétvene
struktury PEG mohou byt popsany vzorcem R(-PEG-OH)m, ve kterém
R predstavuje centrélni cast, jako napiiklad pentaerythritol nebo
glycerol a m pfedstavuje pocet vybihajicich vétvi. Pocet vétvi (m)
mdze nabyvat hodnot od tfi az do sta nebo vice. Hydroxylové skupiny

mohou byt chemicky modifikované.

Jina rozvétvena forma, jako napiiklad forma popsana v PCT
patentové piihlasce WO 96/21469, mé jediny konec, ktery muze
podléhat chemické modifikaci. Tento typ PEG struktury Ize vyjadrit
vzorcem (CHsO-PEG-),R-X, kde p se rovna 2 nebo 3, R predstavuje
centralni &ast jako napiiklad lysin nebo glycerol, a X predstavuje
funkéni skupinu, napf. karboxyl, kterd mize byt chemicky aktivovana.
Jeété jind rozvétvena forma, ‘pendant PEG" ma reaktivni skupiny,
napiiklad karboxyly, “navésené‘ podél kostry molekuly PEG a nikoli

na konci retézcl PEG.

Véechny tyto rozvétvené formy PEGu mohou byt “aktivovany®,

jak je uvedeno shora.

“Chromatografické metody* znamenaji jakoukoli techniku

pouzivanou k separaci slozek smési, pfi které se smés nanese na
nosi¢ (stacionarni fazi), kterym protéka rozpoustédlo (mobilni faze).

Dé&lici princip chromatografie je zalozen na rozdilné fyzikalni povaze

~ stacionarni a mobilni faze.

Nékteré konkrétni typy chromatografickych metod, dobre znamé

v literatufe, zahrnuji chromatografii kapalinovou, vysokotlakou

kapalinovou, iontoméniéovou, absorpcni, afinitni, rozdélovaci,
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hydrofobni, na reversni fazi, gelovou filtraci, ultrafiltraci nebo

| chromatografii na tenké vrstve.

“Pegylace* je reakci, kterou se ziskava z aktivovaného
polyethylenglykolu  a odpovidajiciho proteinu/peptidu  konjugat
PEG-protein/peptid.

Molérni pomér PEG:hGRF muze byt 1:1, 2:1 nebo 3:1,

v zavislosti na tom, jaky konjugat je poZadovan ve vysokém vytézku.

Rozpoustédlo pro pegylaéni reakci se vybira ze skupiny
sestavajici z vysoce koncentrovaného vodného roztoku nikotinamidu,
pufrovaného vodného roztoku denaturaéniho ¢&inidla (jako je
modovina) nebo poléarniho organického rozpoustédla vybraného ze
skupiny dimethylsulfoxid, pufrovany dimethylformamid nebo pufrovany

acetonitril.
Hodnota pH roztoku se obvykle udrzuje v rozmezi 7 az 9.

Neomezujici seznam chrénicich chemickych skupin pro Lys'
a Lys21 zahrnuje: Alloc (allyloxykarbonyl), Dde (1-(4,4-dimethyl-2,6-
dioxocyklohex-1-yliden)ethyl), Adpoc (1-(1'-a_damantyl)-1-methy|-
ethoxykarbonyl) nebo 2-Cl-Z (2-chlorbenzyloxykarbonyl). Pro lysinovy

zbytek je vyhodnou chréanici skupinou Alloc.

Po ukon&eni pegylaéni reakce mize byt Alloc odstranén
nékterou z metod uvedenych v Greene T W. et al., 1991, Protective
Groups in Organic Synthesis, John Wiley & Sons, Inc., str. 331-333.
Dde mdaze byt odstranén 2% roztokem hydrazinu v DMF (viz W.C.
Chan et al,, 1995, J. Chem. Soc. Chem. Commun., str. 2209). Adpoc

mize byt odstranén podobnym zpisobem jako Alloc (viz téz Dick F. et

" al., 1997, Peptides 1996, Proc. of the 24™ Eur. Peptide Symp.

Edinburgh, Scotland). Odstranéni 2-Cl-Z vyzaduje silngjsi kyselé
pasobeni (HF, TFMSA, HBr) nebo hydrogenaci (viz téz Tam et al.,
1987, Strong acid deprotection of synthetic peptides. V The Peptides,
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9 /S. Udenfriend a J Meienhofer, eds./, Academic Press, NY, str. 185-
248).

Jako chranici skupiny pro N* Ize pouzit alkylové skupiny, jako
naptiklad methyl, ethyl, propyl, isopropyl, butyl, t-butyl, benzyl nebo
cyklohexyl. Vyhodnou skupinou je isopropyl. Tyto alkylove skupiny se

mohou zavadét redukéni alkylaci‘ (viz Murphy et al., 1988, Peptide
Res. 1:36, nebo Hocart et al., 1987, J. Med. Chem. 30:739-743).

[N*-isopropyl-Tyr' Lys(Alloc)'?]-hGRF a [Lys(Alloc)'**"]-hGRF,
jakozto uzitetné a nové meziprodukty pegylaéni reakce, jsou rovnéz

pokryty predkladanym vynalezem.

Dale bylo objeveno, ze pegylace podle vynalezu:
1. nemodifikuje konformaci peptidu,
2. zvySuje. résistenci vugi proteolyticke deéradaci,

3. neovliviiuje, nebo jen mirné snizuje biologickou aktivitu, v zavislosti
na rozsahu pegylace, a

4. umoznuje ziskani produktl (konjugatl), jez jsou rozpustnéjsi ve
vodnych pufrovanych roztocich.

Vynalez déle poskytuje konjugaty hGRF-PEG v podstate v
purifikované formé tak, aby byly vyuziteiné jako uginné slozky
farmaceutickych prostiedkd.

V daléim aspektu poskytuje vynalez vyuZziti konjugéatl podle

vynalezu k vyrobé léku pro |éCbu, prevenci nebo diagnosu poruch

~ souvisejicich s rstovym hormonem, jako jsou napfikiad deficience

rGstového hormonu (GHD), obzvl&sté pediatricka deficience rustového

hormonu.

Lék je s vyhodou podavan ve formé farmaceutického
prosttedku obsahujiciho konjugéty podle vynalezu, spoleéné s jednim

nebo vice farmaceuticky pfijatelnymi nosii a/nebo excipienty.
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Takovéto farmaceutické prostiedky predstavuji jesté dalsi aspekt

piedkladaného vynalezu.

Provedenim vynalezu je aplikace farmakologicky uc¢inného
mnozstvi konjugatl podie vynalezu jedincim s risikem vzniku choroby
souvisejici s ristovym hormonem, nebo jedincim, ktefi jiz vykazuji

takovyto patologicky stav.

Dal$im aspektem vynalezu je zplsob IécCby, prevence nebo
diagnosy poruch souvisejicich s ristovym hormonem, vyznadujici se
tim, ze se podava uinné mnozstvi konjugatld podle vynalezu
v piitomnosti jednoho nebo vice farmaceuticky prijatelnych excipient(.

Terminem “G&inné mnozstvi® se mini mnoZstvi uginnych
slozek, jez postatuje k ovlivnéni prubéhu a zavaznosti poruch
popsanych shora, avede K snizeni nebo remisi takovéhoto
patalogického stavu. Uginné mnozstvi bude zaviset na zplUsobu

aplikace a na stavu pacienta.

Vyrazem “farmaceuticky pfijatelny® se rozumi, ze zahrnuje

jakykoli nosi¢, ktery neovliviiuje biologickou aktivitu a¢inné slozky

a ktery neni toxicky hostiteli, jemuz je podéavan. Napftiklad pro

parenteralni aplikaci mohou byt Uc¢inné slozky, uvedené shora,
pfipraveny ve formé jednotlivych injekénich davek v nosic¢ich jako jsou

fyziologicky roztok, roztok dextrosy, sérovy albumin a RingerQv roztok.

Vedle farmaceuticky prijatelného nosite obsahuji prostredky
podle vyndlezu rovnéz malad mnozstvi aditiv, -jako jsou stabilizatory,

excipienty, pufry a konzervaéni prostiedky.

K aplikaci léku Ize pouzit jakykoli zpQsob, jenz je kompatibilni

" s ydinnou latkou. S vyhodou se uziva parenteraini aplikace, jako je

podkozni, nitrosvalova nebo nitroZilni injekce. Davka udéinné latky, jez
mé byt podana, vychazi z |ékafského predpisu na zaklade véku,

hmotnosti a individualni reakce pacienta.
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Davkovani Gginné latky pfi terapii u lidi se mize pohybovat mezi
5 az 6000 pg/kg té&lesné hmotnosti, pficemz vyhodna davka je 10 az

300 pg/kg télesné hmotnosti.

Vynélez byl popséan s odkazem na konkrétni provedeni, avsak
obsah popisu zahrnuje v8echny modifikace a substituce, které muze

osoba znald oboru provést, aniz by pfekrocila vyznam a smysl narokd.

Vynalez bude nyni popsén pomoci nasledujicich Piikladl, které
by v zadném piipadé nemély byt chapany jako jakékoli omezeni

vynalezu. Piiklady budou odkazovat na Obrazky popsané nize.

Pirehled obrazku na vykresech

Obréazek .1 znazorfiuje aminokyselinovou sekvenci hGRF(1-29)-NHa.
Sipky naznaduji mozna mista pegylace.

Obrazek 2 znazorfiuje RP-HPLC chromatografii smési, ziskané po
pegylaéni reakci v DMSO provedené podie Ptikladu 1. Prvni dva
hlavni vrcholy jsou konjugéaty obsahujici 1 fetézec PEG na mol hGRF.
Néasledujici maly vrchol je konjugdt hGRF:2PEG a posledni maly
vrchol odpovidéa konjugétu hGRF:3PEG.

Obrazek 3a znazorfiuje prabéh degradace hGRF(1-29) a konjugatl

s PEG podle vynalezu pfi pusobeni subtilisinem.

Obrazek 3b znazorfiuje pribéh degradace hGRF(1-29) a konjugatu

s PEG podle vynalezu pii plsobeni chymotrypsinem.

Obrazek 4 znazorhuje spektroskopickou charakterizaci [Lys(MPEGs

" 2o - CH,-CO-Nle-C0)'>*'-hGRF(1-29)-NH,] provedenou méfenim

cirkularniho dichroismu. Ziskana spektra se piekryvaji se spekiry
“nativniho* hGRF.
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Obrazek 5 znazornuje biologicky uginek riznych konjugatd hGRF-PEG
(z prvni DMSO preparace) v CHO-hGRFR-LUC in vitro testu. Uvedené

hodnoty predstavuji primér ze tii nezavislych experimentu.

Obrazek 6 znazorfiuje biologicky Ucinek riznych konjugéatll hGRF-PEG
(z druhé DMSO preparace) Vv CHO-hGRFR-LUC in vitro testu.
Uvedené hodnoty pfedstavuji primér ze dvou nezavislych

experimentu.

Obrazek 7 znazornuje biologicky Géinek riznych konjugatd hGRF-PEG
(z nikotinamidové preparace) v CHO-hGRFR-LUC in vitro testu.
Uvedené hodnoty piedstavuji primér ze dvou nezavislych

experimentd.

Obrazek 8 znazorhuje biologicky uéinek riznych konjugatll hGRF-PEG
(z prvni DMSO preparace) v in vitro testu uvol_ﬁovém’ GH z bunék
krysi hypofysy.

Obréazek 9 znéazorfiuje biologicky G&inek rlznych konjugétu hGRF-PEG
(z druhé DMSO preparace) v in vitro testu uvolnovani GH z bunék

krysi hypofysy.

Obrazek 10 znézorfiuje asovy prabéh hladin hGRF v plasmé a GH
v séru, nasledujici po i.v. injekci hGRF (400png/krysa) krysim samcum.
Kazdy bod predstavuje stfedni hodnotu + SEM, ziskanou v pokuse

s deviti krysami.

Obrézek 11A (horni graf) znazorfiuje &asovy pribéh hladiny GH
v séru po i.v. injekci, 400pg/krysu, konjugati hGRF-PEG (DMSO

preparace) krysim samcum. Kazdy bod pfedstavuje stfedni hodnotu

ziskanou pro tfi krysy.

Obrazek 11B (spodni graf) znéazorfiuje ¢asovy prubéh hladiny hGRF v

plasmé po i.v. injekci, 400ug/krysu, konjugatd hGRF-PEG (DMSO
preparace) krysim samcim. Kazdy bod piedstavuje stfedni hodnotu

ziskanou pro tfi krysy.
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Obrazek 12 znazorfiuje restrikéni mapu plasmidu pcDNA3-hGREF-R,
pouzivaného pro hodnoceni aktivity GRF v testu s reportérovym

genem.

Obrazek 13 znazorfuje restrikéni mapu plasmidu pTF5-53 LUC,

pouzivaného pro hodnoceni aktivity GRF v testu s reportérovym

genem.

Priklady provedeni vynalezu

Pouzité zkratky

Acetonitril  (ACN), allyloxykarbonyl (Alloc), benzyl (BZL), terc-
butyloxykarbonyl (Boc), dichlormetan (DCM), diisopropylethylamin
(DIEA), dimethylformamid (DMF), dimethylsulfoxid (DMSO), - 9-
fluorenylmethyloxykarbonyl (FMOC), 2-[1H-benzotriazol-1 -yl]-1,1,3,3-
tetramethyluronium hexafluorfosfat (HBTU), 1-
hydroxybenzotriazol (HOBt), methyl-t-butylether (MTBE), norleucin
(Nle), N-methylpyrrolidon (NMP); 2.2,5,7,8-pentamethyl-chroman-6-
sulfonyl (Pmc), terc-butyl (tBu), Kkyselina trifluoroctovéa (TFA),
trifenylmethyl (Trt).

Priklad 1: Peqylace hGRF v roztoku

V téchto pokusech byl jako pegylaéni &inidlo pouzit mono-
methoxylovany PEGs oo (MPEGs o00) Spojeny prostiednictvim amidové
vazby s alfa aminoskupinou norleucinu, ktery je na karboxy skupiné

aktivovany jako sukcinimidylester. Piiprava je popséana napiiklad v Lu

et al., 1994, Int. J. Peptide Protein. Res. 43:127-138.

Jako hGRF peptid byl pouzit lidsky GRF.2s, hGRF(1-29)-NHz,

od firmy Bachem.
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Vzhledem k nizké rozpustnosti hGRF(1-29) ve vodnych
roztocich pfi neutrdinim nebo mirné alkalickém pH, které je potfebné

pro pegylaci, byly k reakci pouzity alternativni podminky A aZ E:

A. Dimethylsulfoxid: 20 mg peptidu se rozpusti v 1 ml DMSO a ihned

se pfida vhodné mnozstvi pegylacniho Cinidla.

B. Dimethylformamid / 0,2M borétovy pufr, pH 8,0 v objemovém

poméru 1:1. Peptid a vhodna mnozstvi pegylacniho ginidla se ihned
pridaji.

C. Vysoce koncentrovany vodny roztok nikotinamidu (200 mg/ml): 200
mg nikotinamidu se pfida k roztoku 40 mg hGRF(1-29) v 1 m 10mM

“kyseliny octové. Ke kyselému roztoku se pfida 1 ml 0,2

M boratového pufru, pH 8,0, aby se dosahlo pozadované hodnoty pH

pfed piidanim vhodného mnozstvi pegylaéniho &inidla.

D. Acetonitril / 0,2 M boratovy pufr, pH 8,0 v objemovém pomeéru 1:1.

lhned se pfida vhodné mnozstvi pegylacniho Cinidla.

E. 0.2 M boratovy pufr, 5 M mo&ovina, pH 8,0: ihned se pfidé vhodné

mnozstvi pegylaéniho Cinidla.

Suché PEG ¢inidlo se za michéani pfidava, aby se dosahlo
koneéného molarniho poméru PEG:hGRF 1:1, 2:1 nebo 3:1. Vyhodny

je pomér 2:1.

Pouziti rGznych molérnich pomérd PEG:hGRF dava vznik

reakéni smési, v niz je hlavnim produktem pozadovany konjugat.

Roztok reakéni smési se pied purifikaci ponecha stat 5 hodin pfi

pokojové teploté.
Takto byly ziskany nasledujici 4 konjugaty hGRF-PEG (A1-A4):
A1: [Lys(MPEGs goo-CH,-CO-Nle-CO)'*-hGRF(1-29)-NH;],

A2: [Lys(MPEGs goo-CH,-CO-Nle-C0O)*'-hGRF(1-29)-NH.],




10

15

20

25

A3: [Lys(MPEGs 000-CH>-CO-Nle-C0)**?*'-hGRF(1-29)-NHz],

A4:N-(MPE Gs o0o-CH2-CO-Nle-CO)[Lys(MPEGs 000-CH,-CO-Nle-
C0)'?*'-hGRF(1-29)-NH].

Prebytek DMSO, dimethylformamidu, acetonitrilu nebo mocoviny
a vedlej$i produkt reakce (hydroxysukcinimid) se odstrani gelovou
ultrafiltraci pfi pouziti membréany s mezni hodnotou 1 000 Da. Objem
se nejprve upravi 10 mM kyselinou octovou na 10 ml apoté se

ultrafiltraci snizi na 1 ml. Tento postup se opakuje tfikrat.

Konjugaty hGRF-PEG se chromatograficky izoluji gelovou

filtraci: jinou moznosti je chromatografie na reversni fazi.

Priklad 2: Gelova filtrace

Gelovou filtraci se produkty frakcionuji na zakladé rozdilnych
molekulovych hmotnosti sloZzek smeési (v tomto pfipadé, konjugaty
hGRF-PEG 1:1 maji MW = 8,358; hGRF-PEG 1:2 maji MW = 13,358,;
a hGRF-PEG 1:3 maji MW = 18,358. Molekulova hmotnost, MW,
nekonjugovaného hGRF je 3,358). Separace se provadéla s pouzitim
sériového kolonového systému s néplni Superdex 75-Superosa 12
(Biotech, Pharmacia), ktery byl eluovan 10 ml kyseliny octové pfi

pritoku 1,5 ml/min.

V jimanych frakcich o objemu 1 ml se stanovil obsah bilkoviny
méfenim absorbance pfi 280 nm a obsah polyethylenglykolu se
stanovil jodovym testem (Sims et al., 1980, Anal. Biochem. 107:60-
63).

Vysledkem pegylace v DMSO pfi pouziti hGRF:PEG v molarnim
poméru 1:1 byly tfi chromatografické vrcholy:

konjugat hGRF-PEG s eluénim objemem 132 ml (hlavni vrchol);
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konjugat hGRF-PEG s eluénim objemem 108 mi (mensi vrchol); a
nekonjugovany hGRF s eluénim objemem 232 mi (men§i vrchol).

Vysledkem pegylace v DMSO pfi pouziti hGRF:PEG v molarnim

poméru 1:2 byly tfi chromatografické vrcholy:
konjugat hGRF-PEG s eluénim objemem 108 ml (hlavni vrchol);

konjugat hGRF-PEG s eluCnim objemem 132 ml (mens$i vrchol);

a konjugat hGRF-PEG s elu¢nim objemem 73 ml (mensi vrchol).

Vysledkem pegylace v DMSO pfi pouziti hGRF:PEG v molarnim

poméru 1:3 byly dva chromatografické vrcholy:

konjugdt hGRF-PEG s eluénim objemem 73 ml (hlavni vrchol);

a konjugat hGRF-PEG s elu¢nim objemem 108 mi (mensi vrchol).

Eluované vrcholy byly jimany a koncentrovany ultrafiltraci
s pouzitim membrany (mezni hodnota 1 000 Da), lyofilizovany,
rozpuétény v 10 mM kyseliné octove a charakterizovany z hlediska

identity a kvantity, jak je nize uvedeno.

Takto bylo zjisténo, Ze vrchol s elucnim objemem 73 ml

odpovida slouéeniné A4.
Vrchol s eluénim objemem 132 ml odpovida slou¢eniné A3.

Vrchol s eluénim objemem 108 ml odpovida smési sloucenin A2
a Al

Vrchol, ktery vytéka pfi elu¢nim objemu 232 mi odpovida

nekonjugovanému hGRF.

Separace konjugatii hGRF-PEG o stejné molekulové hmotnosti,

. ale rozdilnych mistech pegylace (polohové isomery), v8ak touto

metodou purifikace neni mozna.
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Piiklad 3: Chromatografie na reversni fazi

Jemnégjsi frakcionéce se provadi pomoci hydrofobni
chromatografie s pouzitim kolony RP-HPLC C18. Tento postup
umoznuje separaci pripadnych isomerd majicich shodnou molekulovou
hmotnost. Touto technikou se podafilo rozdélit na dva vrcholy
material vytvarejici jeden vrchol v gelové filtraci a odpovidajici

konjugattm, které nesou 1 kovalentné vazanou molekulu PEG.

Chromatografie na reversni fazi se provadéla s pouzitim RP-
HPLC C18 preparativni kolony (Vydac) a eluce Koncentraénim

gradientem vytvofenym nasledujicim zplsobem ze zasobnich roztokd
H,O/0,05%TFA (eluent A) a

acetonitril/0,05%TFA (eluent B):

0-5 min . 35% A

5-35 min 35% A —> 2% A
35-38 min 2% A

38-40 min 2% A — 35% A

Priitok: 10 ml/min; smy&ka 1 pl; UV-Vis. Detektor pfi 280 nm.

Vysledkem pegylace v DMSO pfi pouZiti hGRF:PEG v molarnim

poméru 1:1 byly 4 chromatografické vrcholy:

1 13,2 min hiavni vrchol;

2 13,7 min hlavni vrchol;

3 14,4 min mensi vrchol; a
' 4 8,9 min mensi vrchol.

Vysledkem pegylace vDMSO pfi pouziti hGRF:PEG

v molarnim poméru 1:2 byly 4 chromatografické vrcholy:

1 13,2 min mensi vrchol;
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2 13,7 min mensi vrchol;
3 14,4 min hlavni vrchol; a
4 15,5 min mensi vrchol.

Vysledkem pegylace v DMSO pfi pouziti hGRF:PEG

v molarnim poméru 1:3 byly 2 chromatografické vrcholy:
1 14,4 min mensi.vrchol; a
2 15,5 min hlavni vrchol;

Eluované vrcholy se jimaly, odpafenim se odstranil acetonitril
a TFA a poté se lyofilizovaly. Vysu$eny produkt se rozpustil v roztoku
10 mM kyseliny octové abyla provedena analyza z hlediska

identifikace a kvantifikace izolovaného materialu, jak je nize uvedeno.

Konjugat hGRF-PEG s eluénim <&asem 13,2 min Dbyl
identifikovan jako slou¢enina A1 (GRF-1PEG, 1.vrchol).

Konjugat hGRF-PEG s eluénim &asem 13,7 min byl
identifikovan jako slou¢enina A2 (GRF-1PEG, 2.vrchol).

Konjugat hGRF-PEG s eluénim &asem 14,4 min Dbyl
identifikovan jako slouc¢enina A3 (GRF-2PEG).

Konjugat hGRF-PEG s eluénim ¢&asem 155 min Dbyl
identifikovan jako slouéenina A4 (GRF-3PEG)

Vrchol s eluénim &asem 8,9 min byl identifikovan jako

nekonjugovany hGRF.
Jako typicky pfiklad chromatografie na reversni fazi je na Obrazku 2
uvedeno déleni pegylaénich produktl, ziskanych pfi pouZziti PEG a
hGRF v molarnim poméru 2:1.

Vysu$ené produkty byly ziskany odpafenim rozpoustédla a

lyofilizaci.
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P#iklad 3a: Peqylace hGRF v roztoku s pouzitim PEG10 000

V tomto pfikladu byl pouzit rozvétveny monomethoxy PEG
10 000 Da

spacerem (Shearwater Polymers, Inc.). Tento rozvétveny PEG byl

o molekulové hmotnosti s lysinovym zbytkem jako

ziskan tak, ze k obéma aminoskupinam lysinu byl navézan PEGs goo0.

Karboxylova skupina lysinového spaceru, ktera byla aktivovéana
jako sukcinimidylester, reagovala v DMSO s aminoskupinami hGRF(1-
29)-NH, pfi pouziti molérniho poméru 0,9 mold PEG na 1 mol GRF.

Rozpouétédio bylo odstranéno a zbyvajici  material

frakcionovan gelovou filtraci na preparativni kolone Superosa 12 TM.
Z kolony byly eluovany dva vrcholy, které odpovidaly dvéma
konjugatim hGRF-PEG. Prvni, mensi, vrchol odpovidal konjugatu

s dvéma jednotkami PEG1q 000 Navazanymi na molekulu hGRF. Druhy,

hiavni, vrchol odpovidal konjugatu obsahujicimu jednu PEGio o000

jednotku na molekulu hGRF.

Pfiklad 3b: Pegylace hGRF v roztoku s pouzitim PEG20 000

V tomto piikladu byl pouzit rozvétveny monomethoxy PEG

o molekulové hmotnosti 20 000 Da s lysinovym zbytkem jako
' spacerem (Shearwater Polymers, Inc.).
Tento rozvétveny PEG byl ziskan tak, 2ze K obéma

aminoskupinam lysinu byl navazan PEGyo ooo.

Karboxylova skupina lysinového spaceru, ktera byla aktivovana
jako sukcinimidylester, DMSO s
hGRF(1-29)-NH, pfi pouziti molarniho poméru 0,9 moll PEG na 1 mol
GRF.

reagovala v aminoskupinami

Rozpoustédio bylo odstranéno lyofilizaci a zbyvajici material

frakcionovan gelovou filtraci na preparativni koloné Superosa 12 TM.
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Byl ziskan jeden vrchol, ktery odpovidal konjugatu obsah'ujicimu

jednu PEGa0 000 jednotku na molekulu hGRF.

Piiklad 4: Analyticka charakterizace konjugatd hGRF-PEG

U produktll, ziskanych jak uvedeno shora, byla zjistovana

pFitomnost vézanych fetézcl PEG na zaklade nasledujicich testl:

1. Kolorimetrick& metoda na stanoveni volnych aminoskupin, uzivajici
jako &inidla trinitrobenzensulfonatu (jak je popsano v Habeed et al.,
1966, Anal. Biochem. 14:328-336);

2. Kolorimetrickd metoda zaloZzen& na jodovém testu ke stanoveni
obsahu PEG (jak je popséno v Sims et al., 1980, Anal. Biochem.
107:60-63);

3. Podet fetézc PEG se urdil na zakladé stanoveni norleucinu (jeden
per Fetézec) pii aminokyselinové analyze (jak je popséno v Sartore
et al., 1991, App!. Biochem. Biotechnol. 31:213-222);

4. Hmotova spektrometrie k stanoveni molekulove hmotnosti
konjugati.

Pomoci MALDI-hmotové spektrometrie se urcila molekulova
hmotnost konjugatll a jejich polydispersivita, jez vyplyva

z polydispersivity vychoziho polyethylenglykolu.

Mista pfipojeni PEG v konjugatech hGRF-PEG se analyzovala
stanovenim aminokyselinové sekvence. Kazdy vzorek byl 100-krat
zfedén a 10pl tohoto roztoku (asi 50 pmoll) bylo naneseno do

sekvenatoru.

Cistota kone&ného produktu byla téZz potvrzena pomoci

RP-HPLC anélytické chromatografie.

Analyza se provadéla na C18 analytické koloné (Vydac), ktera
byla eluovana koncentraénim gradientem vytvofenym z H.0/0,05%TFA
(Eluent A) a acetonitrilu/0,05%TFA (Eluent B) nasledujicim zpusobem:
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0-5 min 80% A

5-50 min 80% A - 5% A
50-52 min 5% A

52-54 min 5% A — 80% A

Pritok 1 mi/min, smy&ka 20ul, UV-Vis Detektor pfi 226 nm.
Nekonjugovanému hGRF odpovidal elu¢ni éas 20,7 min.

Eluéni éas slouceniny A1 byl 22,9 min, slouceniny A2 23,4 min,

slouéeniny A3 24,4 min a pro slouéeninu A4 byl eluéni ¢as 25,5 min.

Charakterizace “nativnino* peptidu a konjugatll peptid:PEG

z hlediska konformace byla provedena méfenim cirkularniho
dichroismu.

Spektroskopickd  charakterizace nekonjugovaného  hGRF
a konjugatl hGRF-PEG byla provedena analyzou cirkularniho

dichroismu v rozsahu 190 az 300 nm. Vzorky (50 pg/ml) byly
rozpustény v 10 mM kyseliné octové nebo ve smési metanol/10mM
kyselina octovd v molarnim poméru 30:70, resp. 60:40. Ve vSech
shora uvedenych roztocich byla spektra ziskana pro nekonjugovany
hGRF a konjugaty hGRF-PEG
Obréazek 4 pro slougeninu A3. V roztoku kyseliny octove mély peptidy

superponovatelnd, jak ukazuje

nahodilou konformaci, zatimco pfi zvy$ovani obsahu metanolu peptid

zaujimal strukturu o-helixu.

Vysledky ukazuji, Zze konjugace s polyethylenglykolem nevede

k vyraznym zménam strukturnich viastnosti peptidu.

Piiklad 5: Hodnoceni stability konjugati hGRF-PEG

Proteolytickd stabilita hGRF a konjugatd hGRF-PEG se
sledovala v pfitomnosti proteolytickych enzymu, jako napfiklad

subtilisinu a chymotrypsinu.
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Experimenty se subtilisinem se provadély pfi 4°C inkubaci 0,297
mM peptidu v roztoku 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0, 0,06 M CaCl; pfi

molarnim poméru peptid/proteasa 1:50 000.

V piipadé chymotrypsinu byl peptid rozpuétén v 0,08 M Tris-
HCI, pH 7,8, 0,1 M CaCl; a pouzity molarni pomér peptid/proteasa byl
1:15 000.

Proteolytické $tépeni bylo sledovano pomoci analyticke RP-
HPLC na koloné C18, pfitemz eluéni podminky byly stejné jako

v Piikladu 4. Vy$ka vrcholu odpovidajiciho vychozimu materialu byla

‘odectena pro peptid pfed inkubaci s proteolytickym enzymem a poté

v uréenych &asech béhem inkubace. Vyska vrchold stanovena v
uréenych &asech a vyjadfena jako procento vychozi hodnoty je

uvedena v Obrazcich 3a,b.

. Ptiklad 6: Pegylace s alkylaénim PEG

Peptid hGRF byl konjugovan s monomethoxylovanym PEG, ktery

byl aktivovan rlznymi acylacnimi nebo alkylaénimi skupinami.

Alkylaéni PEG je vyhodny vtom, ze davéa vznik konjugatim,

které maji zachovany kladny naboj na lysinovém zbytku.

|zolace a charakterizace produktd byla provedena jak je

popsano v Pfikladech 1-4.

Pfiklad 7: Hodnoceni aktivity konjugatu hGRF-PEG

Materialy
Testované slouceniny
Lidsky GRF1.29 hGRF(1-29)-NH,, $arze 1299201, od firmy Bachem;

Lidsky GRF3..6 hGRF(3-29), od firmy Bachem;



10

15

20

25

- 24 - .

Lidsky GRF3.2g, 0d firmy ISL; a

Konjugaty hGRF-PEG pfipravené jak uvedeno shora.

Reagencie
CHO-hGRFR-LUC in vitro test

MEM alfa médium s ribonukleosidy a deoxyribonukleosidy (Gibco)
doplnéné 10% fetalnim bovinnim sérem (Gibco) a 600 pg/mi geneticin
G418 sulfatem (Gibco);

Cinidlo Iyzujici bun&éné kultury (Promega);
Cinidlo pro luciferasovy test (Promega);

Luclite (Packard).

In vitro biotest s bufikami krysi hypofyzy

EarlGv vyvéazeny roztok soli, EBSS, (Gibco) doplnény 50 pg/mi

gentamycin sulfatem (Sigma).

Médium 199 (M199) s Earlovymi solemi (Gibcb) a 12,5% fetainim

bovinnim sérem (FBS) (Gibco) a 50 pg/mi gentamycin sulfatem.

| Souprava na stanoveni krysiho GH (Amersham)

Enzymovy roztok k natraveni tkadné (pfipraveny v 30 mi EBSS):
120 mg kolagenasa (Sigma)
30 mg hyaluronidasa (Sigma)
30 mg DNAsa | (Sigma)
900 mg BSA (Sigma)

Po rekonstituci byl roztok sterilizovan filtraci a drzen pfi 37°C.
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In vivo biotest
Souprava pro radioimunostanoveni krysiho GH (Amersham).

Souprava pro radioimunostanoveni lidského GRF(1-44) (Phoenix

Pharmaceutical).

Zvirata

SPF dospéli krysi samci kmene Sprague-Dawley o télesné
hmotnosti 200-250 g, od firmy Charles River, se pouzili po aklimatizaci

v délce nejméné 7 dni.

Metody

CHO-hGRFR-LUC in vitro test

CHO-hGRFR-LUC (klon 1-11-20) je klonovana bunééna linie, jez
byla ziskana kotransfekci plasmidu pcDNA3-hGRF-R a pTF5-53 LUC
do buné&éné linie CHO-DUKX.

P#i konstrukci plasmidu pcDNA3-hGRF-R se do expresniho
vektoru pcDNA3 vnesla cDNA pro lidsky receptor faktoru uvolfujiciho
rastovy hormon (hGRF-R). Plasmid pBluescript obsahujici hGRF-R
cDNA laskavé poskytl Dr. B. Gaylinn (University of Virginia), savci
expresni vektor pcDNA3 pochazel od firmy Invitrogen. Kaédujici
sekvence hGRF-R je pod kontrolou promotoru lidského cytomegaloviru

(CMV). Restrikéni mapa plasmidu je na Obrazku 12.

Plasmid pTF5-53 LUC vznikl pfedfazenim promotoru genu c-

~ fos spolu s elementem odezvy na cAMP pied kddujici sekvenci

luciferasy v plasmidu poluc. Element odezvy na cAMP a c-fos
promotor pochézely z plasmidu pTF5-53 (popsaného v praci Fish et
al., 1989, Genes and Development 3:198-211). Vektor s reportérovym

genem (polLuc), jemuz chybi promotor a nese pouze mnohocetné
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klonovaci misto pied kédujici sekvenci luciferasy, byl ziskan od Dr.
Brasiera (University of Texas, Galveston). Restrikéni mapa pTF5-53

LUC je uvedena na Obrazku 13.

Buiky CHO-DUKX ziskané shora uvedenou kotransfekci se
rutinné péstovaly v MEM alfa mediu obsahujicim ribonukleosidy
a deoxyribonukleosidy a dopinéném 10% fetalnim telecim sérem a 600

ug/ml geneticin G418 sulfatem.

Buniky byly nasazeny (40000 bunék na jamku) v bilych
96-jamkovych destickach (Dynatech) a pred testem inkubovany 16-18

hodin v 200 pl rastového média.

Pfiéti den bylo médium vjamkach vyménéno za medium
obsahujici rtizné koncentrace referencniho standardu hGRF(1-29)
(Bachem) nebo ruzné koncentrace konjugatld hGRF-PEG, a desticky
pak byly inkubovany 2 hodiny pfi 37°C, 5% COx:. Po této inkubaci byly
buiky CHO-hGRF-LUC dvakrat promyty 200 ul roztoku PBS (Sigma)
a poté _lyzovény pridanim 50 pl ¢inidla lyzujiciho bunky (Promega) do
kazdé jamky. Po dal$ich 15 minutach inkubace pfi pokojové teplote
bylo pfidano 150 ul ¢&inidla pro stanoveni luciferasy (Promega) a

desti¢ky byly zméfeny v luminometru (Dynatech).

V alternativnim postupu byly bufiky CHO-hGRF-LUC, nasazené
v koncentraci 50 000 buné&k na jamku, po ukongeni inkubace s riznymi
konjugaty hGRF-PEG promyty roztokem PBS, jak uvedeno shora, a do
kazdé jamky bylo pfidano 100 pl roztoku PBS obsahujiciho vépenaté
a hofe¢naté ionty a poté 100 ul Luclite (Packard). Po 10 minutach

inkubace pii pokojové teploté byly desticky mereny v luminometru

. (Lumicount-Packard).

Vysledky byly vyjadieny v relativnich svételnych jednotkéch
(RLU).
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In vitro biotest na hGRF(1-29) s bunkami krysi hypofyzy

Zvitata (SPF  krysi samci kmene Sprague-Dawley o télesné
hmotnosti 200 g) byla usmrcena inhalovanim CO, abyly z nich
odebrany hypofyzy. Tkan byla jemné nakradjena adana do lahve
s enzymovym roztokem pro natréveni tkané. Lahev byla umisténa na
1 hod do inkubatoru pfi 37°C.

Bufky z natravené tkané byly dvakrat promyty, spocitany
a jejich koncentrace upravena na 5x10°/ml. Bunky byly nasazeny do
48-jamkové desti¢ky (200 pl do jamky) a desti¢ka umisténa na 72 hod
do inkubétoru.

Po 72 hodinach byly buriky inkubovany dalsi 4 hodiny s raznymi
koncentracemi hGRF. Po skonéeni této inkubace byly sebrany

supernatanty a ulozeny pfi -80°C.

Mnosstvi ristového hormonu (GH) v kazdém vzorku bylo
zji$téno pomoci komercni soupravy pro radioimunostanoveni krysiho
GH.

In vivo test

Zviteti byla podédna nitrozilni injekce hGRF(1-29) (400 pg na

krysu). Nékolik minut pfed odbérem krve dostalo zvife narkdézu

’ (ketamin-xylazin). Kazdé kryse byly odebrany z dolini duté zily 2 ml

krve. Vzorek byl rozdélen na dvé ¢asti: z 1 ml bylo ziskano sérum po
zhruba 3-hod inkubaci pfi 37°C a nasledné centrifugaci; zbyvajici 1 ml
byl odebran do lahvi¢ky obsahujici 50 pl roztoku heparinu (4 mg/ml),

ihned ulozen do ledu a po centrifugaci pfi 4°C byla ziskana plasma.

Vzorky krve byly odebirdny v rQznych &asovych intervalech,
méfeno od okamziku podéni injekce testované latky; pro kazdy casovy
odbér byly pouzity tii krysy, a to kazda trojice zvitat pouze pro jeden

odbér.
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Vzorky plasmy aséra byly ihned zmrazeny a skladovany pfi
-20°C.

Hladiny GH v séru byly méfeny komercni RIA soupravou;
hladiny hGRF v plasmé byly méfeny komeréni RIA soupravou pro
hGRF(1-44).

Vysledky

POZNAMKA: v celé této &asti a v souvisejicich Obréazcich plati, ze
“GRF-1PEG 1. vrchol* odpovida [Lys(MPEGs goo - CH2-CO-Nle-CO)*" -
hGRF(1-29)-NH;], “GRF-1PEG 2. vrchol® odpovida [Lys(MPEGs oo0 -
CH,-CO-Nle-CO)"*-hGRF(1-29)-NH_], “GRF-2PEG" odpovida
[Lys(MPEGsop - CH2-CO-Nle-CO)'*?' -hGRF(1-29)-NH;] a "GRF-
3PEG* odpovida N%(MPEGsg-CHz-CO-Nle-CO)[Lys(MPEGsoo0-CHz-
CO-Nle-C0)"**'-hGRF(1-29)-NH,].

CHO-hGRFR-LUC in vitro test

Aktivita dvou rozdilnych $arzi konjugati hGRF-PEG, obou
pfipravenych s pouzitim DMSO, v CHO-hGRFR-LUC in vitro testu je

ukdzana na Obr. 5 a 6.

V§echny preparaty byly aktivni, i kdyz v mensi mife nez

“‘nativni* hGRF (hGRF podrobeny stejnym purifikalnim krok(m, jaké

- se pouzily pro pegylované slouceniny), pficemz GRF-1PEG (1. i 2.

vrchol) byly aktivnéjsi nez GRF-2PEG a GRF-3PEG. Mezi hGRF a

“nativnim* hGRF nebyl pozorovan zadny rozdil (data nejsou ukézana).

Podobna in vitro bioaktivita byla pozorovéna u konjugétd hGRF-
PEG ze dvou $arzi pfipravenych v DMSO (Obr. 5§ vs Obr.6), jakoz
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i konjugatl ze garze pfipravené s pouzitim roztoku nikotinamidu
(Obr.7). Obr. 6 rovnéz ukazuje, Ze dva rozdilné preparaty hGRF(3-29)

nevykazovaly vyznamnou in vitro aktivitu ve srovnani s hGRF(1-29).

In vitro biotest na hGRF.,s s bufikami krysi hypofyzy

testech provedenych s konjugaty

V obou hGRF-PEG
pochézejicimi ze dvou DMSO preparaci bylo zjisténo, Ze nejaktivngjsi
slouceninou 1.vrchol GRF-1PEG, néasledovan 2.vrcholem GRF-
1PEG, GRF-2PEG a nakonec GRF-3PEG (Obr. 8 a 9). Tyto nalezy

jsou v dobré shodé s vysledky ziskanymi v testu s reportérovym

je

genem.

In vivo test

V predbéznych experimentech byly stanoveny hladiny GH v séru
a hGRF v plasmé krys po nitrozilni injekci 400 ug hGRF. Vysledky
znazornuje Obr.10: hiadiny GH i hGRF dosahly maximalnich hodnot

10 min po injekci hGRF. Poté koncentrace GH v séru rychle klesaly

a po 60 minutach se jiz vratily k bazélni hlading, zatimco koncentrace
hGRF v plasmé& si v tomtéz casovém intervalu udrzely zvy$enou

hodnotu.

Na Obr. 11A 11B jsou pro rlzné ¢asy ukazény hladiny GH a
GRF v krvi krys, jez obdrzely nitrozilné 400 pg GRF-1PEG (1. a 2.
vrchol), GRF-2PEG a GRF-3PEG (v$e preparaty z DMSO).

Véechny pegylované preparaty indukuji do 10 min po nitroziini
aplikaci vzestup hladiny GH v séru podobné, jako je tomu po injekci
hGRFi.. GRF-1PEG (1. a 2.vrchol) a GRF-2PEG GH
v hladinach srovnatelnych s efektem hGRFi.e, kdezto aktivita

GRF-3PEG je, podobné jako in vitro, nizsi.

indukuji
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Co se tyka hladin GRF v plasmé, byl pozorovan zcela odli$ny
géinek GRF-1PEG (1. a 2. vrchol) ve srovnani s GRF-2PEG a GRF-
3PEG, bez ohledu na plvod pouZitého preparatu (z DMSO nebo
nikotinamidu). Za 48 hodin po injekci GRF-1PEG (1. a 2. vrcholu) se
zatimco

koncentrace GRF v plasmé vratily k bazélni hodnote,

v ptipadé GRF-2PEG a GRF-3PEG se udrzely zvy$ené hladiny.

Priklad 8: Syntéza chranénych derivatd hGRF(1-29)-NH, na

pevném nosiéi, jako vychozich sloucenin pro pegylaéni reakci

Na pevném nositi byla provedena syntéza derivatt hGRF
(1-29)-NH,, které obsahuji
lysinovych zbytk(, Lys'? aLys®, specifickou N-allyloxykarbonylovou

na primarnich aminoskupinach obou

chranici skupinu. Tim se umozni selektivni pegylace na N*-konci. Jiny
derivat s chranénymi aminoskupinami se pfipravi tak, ze se N*-konec
blokuje acylaci a Lys'? se blokuje N-allyloxykarbonylovou skupinou.

Tento derivat se pouzije pro selektivni pegylaci na Lys?'.

Materialy a metody

Peptidova syntéza

Vechny derivaty hGRF peptidu navézaného na nosi¢ byly
postupné syntetizovany, pfi pouziti Fmoc chemie, na syntetizatoru
peptidd od firmy Applied Biosystems Inc., Model 431A. Pfi syntéze
(0,16 mmol/g) PAL-PEG-PS

pryskyfice a protokol, uplatiujici pro kazdy aminokyselinovy zbytek

byla pouzita nizko substituovana

dvojnasobnou kondenzaci a blokovani ¢epi¢kou (capping), aby se

dosahlo optimalniho mnozstvi a &istoty surového produktu. Vedle

toho byla [N-isopropyl-Tyr', Lys(Alloc)'’]-hGRF(1-29)-NH, peptidyl-
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pryskyfice podrobena manualni reduktivni alkylaci k vneseni

N-koncové isopropylové skupiny.

Ve véech ptipadech byly peptidy z pryskyrice odstépovany
pusobenim smesi TFA/1,2-ethandithiol/thioanisol/voda [10:0,5:0,5:0,5
(obj/obj)] po dobu 2 hodin a surové peptidy pak byly izolovany
precipitaci v MTBE a naslednou centrifugaci. Lyofilizované surové
peptidy byly purifikovany pomoci HPLC na reversni fazi (RP-HPLC)
s pouzitim preparativni kolony Vydac C18 a koncentra¢niho gradientu
v systému 0,1%TFA/voda/acetonitril. VSechny purifikované peptidy
byly charakterizovany analytickou RP-HPLC a MALDI-TOF hmotovou

spektrometrii.

Materialy

Pouzité chemikalie a jejich zdroje: Fmoc-L-aminokyseliny (Bachem
Bioscience, Perseptive Biosystems, NovaBiochem); DMF, 20-litrovy
sud (J.T.Baker); piperidin (Applied Biosystems, Chem-impex); HBTU
(Rainin, Richelieu Biotechnologies); NMM (Aldrich); anhydrid kyseliny
octové (Applied Biosystems); pryskyfice (Perseptive Biosystems,
NovaBiochem); kyselina a-kyano-4-hydroxy-skoficova (Sigma);
kyselina sinapova (Aldrich); acetonitril (J.T.Baker); TFA (Sigma,
Pierce), deionizovana H,O (Millipore Milli-Q Water System). Dal$i

rozpoustédla a reagencie jsou uvedena nize:

REAGENCIE/ROZPOUSTEDLA DODAVATEL
NMP Applied Biosystems Inc., J.T.Baker
HBTU Applied Biosystems Inc.,

Richelieu Biotechnologies Inc.
0,5 M HOBt v DMF Applied Biosystems Inc.

2,0 M DIEA v NMP Applied Biosystems Inc.
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piperidin Applied Biosystems Inc.
dichlormethan Applied Biosystems Inc.
acetanhydrid Applied Biosystems Inc.

Aminokyseliny: véts§ina FMOC aminokyselin pouzitych v ABI
431A syntetizatoru byla zakoupena od Applied Biosystems ve formé
predvazenych 1,0 mmol Kkartridzi. FMOC-Lys(Alloc)-OH se kupoval ve
velkém od Perseptive Biosystems (Framingham, MA) a plnil do
kartridzi vlastnimi silami. V$echny uzivané aminokyseliny mély

L-konfiguraci.

Pryskyfice: zakladni pryskyrice pouzité pro analogy hGRF byly
PAL-PEG-PS (Peptide Amide Linker - Polyethylene Glycol -
Polystyrene) pryskyfice. Tyto PAL-PEG-PS nosi¢e, zakoupené od
Perseptive Biosystems, vykazuji trvale lepsi vysledky z hlediska
gistoty a vytézku surového produktu. Pro vSechny derivaty byla
pouzita nizko substituovana pryskyfice (0,16 mmol/g). Nizko
substituované pryskyfice se bézné pouzivaji pro syntézu dlouhych,
obtiznych sekvenci, nebot umoznuji lepsi kondenzaci tim, Zze snizuji

stérickou zébranu a tvorbu B-listu u rostoucich peptidovych fetézch.

Metody

Syntéza retézce - Peptidovy syntetizator Applied Biosystems Inc.,

Model 431A

Chranéné peptidové fetézce se syntetizuji s pouzitim FMOC strategie

' na automatickém peptidovém syntetizatoru (Applied Biosystems Inc.,

Model 431A), ktery vyuzZivd programované rychlé FMOC cykly
(FastMoc™). K aktivaci a kondenzaci se pouzivd HBTU, k odstranéni

chranicich skupin (deprotekci) se pouzivé 20% piperidin, a jako hlavni
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rozpoustédlo pii deprotekci, pfi rozpoudténi aminokyselin a pfi

promyvani pryskyfice se uzivda NMP. Aminokyseliny se vnaseji

v pfedvazenych 1,0 mmol kartridzich. Pro 0,25 mmol FastMoc™ cykly

se uzivaji 1,0 mmol kartridze a 40 m| reakeni nadobka.

Syntéza Fetézce - postup

Jednotlivé kroky programovanych cykli pro 0,25 mmol méFitko

syntézy lze shrnout takto:

1.

. Promyvani NMP - Reakéni naddobka se odsaje a pryskyfice se

Deprotekce piperidinem - Pryskyfice se nejprve promyje NPM,
potom se doda roztok 18% piperidin/NPM a nech& pusobit 3
minuty. Reak&ni nadobka se odsaje adoda se roztok 20%

piperidinu a deprotekce pokracuje pfiblizné 8 minut.

. Rozpuéténi aminokyseliny - Ke kartridzi se pﬁdaji a 6 minut michaji

NMP (2,1 g) a 0,9 mmold 0,45 M HBTU/HOBt v DMF (2,0 g).

5-
krat promyje NMP.

Aktivace aminokyseliny ajeji pfenos do reakéni nadobky (RV
reaction vessel) - Ke kartridzi se pfida 1 ml 2 M DIEA v NMP, aby

se zahdjila aktivace rozpusténé aminokyseliny, poté je z kartridze

pfenesena do RV.

Kondenzace a konedné promyti - Kondenzaéni reakce mezi
aktivovanou aminokyselinou a peptidyl-pryskyfici, jez ma z
N-konce odstranénou chrénici skupinu, probiha pfiblizné 20 minut

a potom se RV odsaje a pryskyfice promyje NMP.

Capping (je-li Zadouci) - Pfiblizné 12 ml NMP roztoku obsahujiciho
0,5 M anhydrid kyseliny octové, 0,125 M DIEA a 0,015 M HOBt se
pfida do reakéni nadobky a vortexuje se 5 minut. Tim by se mély

acetylovat véechny nezreagované aminoskupiny na pryskyfici, coz
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vede ke zkracenym peptidim spise nez k sekvencim s delecemi,

a tim se usnadni pozdéjsi purifikacni kroky.

Uplny protokol pro tyto cykly Ize nalézt v uzivatelském bulletinu
Applied Biosystems User Bulletin No.35 (FastMocT"’I 0,25 a 0,10 na
modelu 431A).

Kroky standardniho protokolu pfi typické syntéze:

Krok 1. Promyti pryskyfice 3x roztokem DMF
Krok 2. Deprotekce 2x 5 minut roztokem 20% piperidin/DMF
Krok 3. Promyti pryskyfice 6x roztokem DMF

Krok 4. Kondenzace po dobu 45 minut s aminokyselinou aktivovanou
HBTU/NMM v DMF

Krok 5. Promyti pryskyfice 3x roztokem DMF

U obtiznych sekvenci lze po kondenzaci zaradit navic krok
k zablokovani nezreagovanych koncl (capping), ktery spociva v
20-min pUsobeni roztoku 70% acetanhydridu v DMF, aby se
acetylovala vS$echna nezreagovana mista na peptidyl-pryskyfici;
vysledny surovy produkt tak jako kontaminaci obsahuje spise zkracené

sekvence, nez sekvence s delecemi.

Stépeni/extrakce

Stépici koktejl pouzivany k odstranéni chranicich skupin
v postrannich fetézcich a k uvolnéni peptidu z pryskyfice je standardni
smési pouzivanou pro peptidy, obsahujici arginin a/nebo methionin.

Pro 0,1 - 0,5 g peptidyl-pryskyfice se uziva smeés o slozeni: 10 ml
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TFA, 0,5 ml deionizovana voda, 0,5 ml thioanisol, 0,5 mi ethandithiol

(87% TFA, 43% deionizovanad voda, 4,3% thioanisol, 4,3%
ethandithiol).

Stépici postup

100 mg - 1 g peptidyl-pryskyrice se umisti do 20 ml sklenéne
nadobky a ochladi v ledové lazni. Pfipravi se $tépici koktejl a rovnéz
se ochladi v ledové lazni apak se pfida k peptidyl-pryskyfici do

vysledného objemu pfiblizné 10 ml.

Nadobka se vyjme zledové lazné anecha se ohfat na

pokojovou teplotu. Nadobka se uzavie a reakéni smés se micha pfi

pokojové teploté po dobu 2 hodin.

Po 2 hodinach se roztok vakuové piefiltruje pies filtr o stfedni
az hrubé poréznosti do pfiblizné 30 ml studeného roztoku MTBE.
Reakéni nadobka se promyje 1 ml TFA a obsah prefiltruje pres stejnou
nalevku s filtrem do studeného MTBE. Celd suspense se potom
pfenese do 50 ml centrifugacni kyvety a centrifuguje pfi pokojové
teploté asi 10 min pii 2 000 ot/min. Supernatant se odsaje, precipitat
se resuspenduje v 40 ml studeného MTBE a opét centrifuguje. Tento
krok se jesté jednou opakuje; Kone&ny supernatant se odsaje a
precipitat se probubla dusikem, aby se odparila vétdina zbyvajiciho
éteru.

Peptid se pak rozpusti v 20-30 ml 1% - 10% vodného roztoku

kyseliny octové, nafedi se deionizovanou vodou na objem asi 100-

150 ml, namrazi se a lyofilizuje se.

LA R £
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Purifikace

RP-HPLC

Systém - Waters Delta Prep 4000

Kolona - Vydac RP C18, 10 um, 2,2 x 25 cm (kat.C. 218TP1022)
Pufry - A: voda/0,1%TFA B: acetonitril/0,1%TFA
Pratok - 15 mi/min

Detekce - Waters 484 UV detektor, 220 nm

Gradient - rtizny, obvykle 0,2%B/min az 1%B/min

Lyofilizované surové peptidy, 50-100 mg, se rozpusti v 200 ml
vodné 0,1% TFA. Roztok peptidu se pak pifimo nanese na preparativni
kolonu prostifednictvim pfivodni  hadicky zasobniku pufru “A°

a spusti se gradientovy program.

Ziskané frakce se pfes noc vyhodnoti pomoci analytického
HPL‘C systému s autosamplerem. Prekryvajici se frakce, které se
podle integrace vrcholu jevi jako ~92% Cisté, se spoji, naredi
deionizovanou vodou v poméru 4:1, namrazi na vnitfni povrch banky

a lyofilizuji se na lyofilizatoru Virtis 25 SL.

Charakterizace

HPLC na reversni fazi

Podminky:

Systém - Waters s komponentami: 510 pumpy, 717 autosampler, 490

UV detektor s proménnou vinovou délkou
Kolona - Vydac C18, 5um, 0,46x25 cm, (kat.c. 218TP54)
Pufry - A: H,0/0,1%TFA B: acetonitril/0,1%TFA

Pratok - 1 ml/min
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Detekce - UV: 214 nm, 280 nm
Gradient - 2%B/min

Vzorky z purifikovanych lyofilizovanych peptidi se pfipravi
rozpusténim 0,2-1,0 mg peptidu ve vodné 0,1% TFA do koncentrace
0,5-1,0 mg/ml. '

Vzorek o objemu 15-18 ul se injikuje na kolonu a po dobu 25
min se eluuje koncentraénim  gradientem acetonitrilu  (0-50%).
K zaznamu a archivaci chromatografickych dat se pouzije

softwarového systému Waters Expert-Ease.

Hmotova spektrometrie

Typ: MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization Time-of-
flight)

Systém: Perseptive Biosystems Voyager Elite

Matrice: kyselina a-kyano-4-hydroxy-skoficova, 10 mg/ml v 67%
ACN/0,1%TFA; nebo kyselina sinapova, 10 mg/ml v 50%
ACN/0,1%TFA

Vzorky peptidd (1-20 puM) se pfipravi v 50%ACN/0,1%TFA. Do
jamek analytické destitky se postupné nanese 0,5 ul roztoku matrice,
0,5 ul vzorku peptidu a ponecha se uschnout. Desticka se umisti do
zafizeni a vzorky se skenuji a analyzuji s pouzitim Reflector Delayed-
Extraction postupu optimalizovaného pro peptidy. Pro kazdy vzorek se
snima kumulativni signal, ziskany aplikaci 32 - 128 laserovych

zableskd, ktery se analyzuje. Kazdy méfici cyklus zahrnuje analyzu

" standardniho peptidu, ktery je pro ucely kalibrace umistén v jedné

z jamek analytické destiCky.
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Specificka syntéza

Piiprava /Lys(Alloc)*?' -hGRF(1-29)-NH,

Syntézou na peptidovém syntetizatoru Applied Biosystems 431A
s pouzitim Fmoc chemie (viz shora) byla pfipravena vychozi
[Lys(Alloc)'??']-hGRF (1-29)-PAL-PEG-PS-pryskyfice, véetné

deprotekce Fmoc skupiny na N-koncovém zbytku.

Peptidyl-pryskyfice byla $tépena po dobu 2 hodin smési
TFA:1 2-ethandithiol:thioanisol:voda [10:0,5:0,5:0,5 (obj/obj)] a peptid
byl izolovan precipitaci v MTBE s vytézkem 240 mg surového peptidu.
Purifikaci pomoci preparativni RP-HPLC na koloné Vydac C18
(22x250 mm) se ziskalo 60 mg purifikovaného produktu ( >95% podle
analytické HPLC). MALDI-TOF hmotové spektrum: vypodéteno: 3523,8,

naméfeno: 3524,2.

Piiprava /N-isopropyl-Tyr', Lys(Alloc)'? FhGRF(1-29)-NH.

Syntéza vychozi [Lys(Al/oc)’2 -hGRF(1-29)-PAL-PEG-PS pryskyrice

Syntézou na peptidovém syntetizatoru Applied Biosystems 431A
s pouzitim Fmoc chemie (viz shora) byla pfipravena vychozi
[Lys(Alloc)'?]-hGRF(1-29)-PAL-PEG-PS-pryskyfice, vEetné deprotekce

Fmoc skupiny na N-koncovém zbytku.

N°-isopropylace reduktivni alkylaci

N%-isopropylova skupina byla zavedena reduktivni alkylaci

~ peptidyl-pryskyfice  pfi pouziti kyanoborhydridu  sodného

a odpovidajiciho ketonu (acetonu) jak popisuje Hocart et al., 1987, J.
Med. Chem. 30:739-743. 880 mg peptidyl-pryskyfice (pfiblizné 70
umold) se nechalo nabobtnat v 5 mi DCM po dobu 30 minut, pak se
pridalo 10 mmolG (174 ul) acetonu v 7 ml MeOH/1% HOAc a smési
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se b&hem 2 hod pii pokojové teploté obéas zamichalo. Poté se pfidaly
2 mmoly (129 mg) kyanoborhydridu sodného v 12 ml MeOH/1% HOAc,

smési se béhem 2 hod obéas zamichalo a pak se smés ponechala stat

pfes noc (15 hod). Dokonceni reakce bylo indikovano kvalitativni

ninhydrinovou reakci (zadné modré zbarveni). Peptidyl-pryskyfice byla

§tépena po dobu 2 hodin smési TFA:1,2-ethandithiol:thioanisol:voda

[10:0,5:0,5:0,5 (obj/obj)] a peptid byl izolovéan precipitaci v MTBE

s vytéZkem pfiblizbé 200 mg surového peptidu. Purifikaci pomoci

preparativni RP-HPLC na koloné Vydac C18 (22x250 mm) pfi pouziti

koncentraéniho gradientu rozpoustédel voda/acetonitrillo,1%TFA se

ziskalo 50 mg purifikovaného produktu

(>95% podle analytické

HPLC). MALDI-TOF hmotové spektrum: vypocteno: 3481,9, naméfeno:

3481,8.

Piiklad 9: Pegylace chranéného hGRF(1-29)

Derivaty hGRF pfipravené podle Prikladu 8 byly konjugovéany

s aktivovanym polyethylenglykolem, jak je popsano v Ptikladech 1 a 6.

Purifikace vtomto pfipadé sestavala pouze z odstranéni

nadbytku reagencii a vedlejsich produktl, jelikoz nebylo nutné

aplikovat postup popsany v Piikladech 2 a 3.
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SEZNAM SEKVENCI

L4
romeoe
(X X2
(X XX

(A) JMENO: Applied Research Systems ARS Holding N V.

(B) ULICE:
(C) MESTO: Curacao

14 John B. Gorsiraweg

(E) ZEME: The Netherlands Antilles

(F) PSC (ZIP): 74dné
(G) TELEFON: 639300
(H) FAX: 614129

(i) NAZEV VYNALEZU: Selektivni piiprava specifickych GRF-PEG konjugatt v roztoku

(iii) POCET SEKVENCI: 1

(iv) POCITACOVY FORMAT:

(A) TYP MEDIA: Floppy disk

(B) POCITAC: IBM PC compatible

(C) OPERACNI SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPO)

(2) INFORMACE O SEQ ID NO: 1:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 29 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselinova
(C) TYP RETEZCE:

(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: peptid
(iiiy HYPOTETICKA: NE

(iv) ANTI-SENSE: NE
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:1:

Tyr Ala Asp Ala Ile Phe Thr Asn Ser Tyr Arg Lys Val Leu Gly Gln

1 5 10 15

Leu Ser Ala Arg Lys Leu Leu Gln Asp Ile Met Ser Arg

20 25

(X 21
[ XXX

a0
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PATENTOVE NAROKY

Zplsob selektivni pfipravy  specifickych konjugatl hGRF-
PEG, obsahujicich v molekule hGRF (lidského GRF) jednu nebo
vice jednotek polyethylenglykolu (PEG) kovalentné vazanych k
Lys'® a/nebo Lys?' a/mebo N vyznacdujici se
tim, ze konjugaéni reakce mezi peptidem hGRF a
aktivovanym PEG se provadi v roztoku a pozadovany konjugat

hGRF-PEG se izoluje z reakéni smési a purifikuje se.

ZpGsob  podle naroku 1, vyzna Sujici se
tim, ze roztokem je vodny roztok nikotinamidu nebo

pufrovany vodny roztok denaturujiciho ¢inidla.

Zplsob  podle  naroku 1, vyznadujici se
tim,2e rozpoustédlem je polarni organické rozpoustédlo
vybrané ze skupiny: dimethylsulfoxid, dimethylformamid/pufr

nebo acetonitril/pufr.

Zpisob  podle  naroku 1, vyzna Gujici se

tim,Ze konjugat hGRF-PEG se izoluje z reakéni smesi

a purifikuje se chromatografickymi metodami.

ZplGsob  podle kteréhokoli z piedchazejicich narokd,
vyznadujici se tim,ze hGRF peptid je hGRF
(1-29)-NH,.
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ZpGsob  podle  naroku 1, vyznadujici s e
tim, ze pred provedenim pegylacni reakce se hGRF peptid

7

chrani na jedné nebo vice ze skupin: N, Lys12 a Lysm.

ZplUsob podle naroku 1 nebo 6, vyzna Cujici se
tim,ze po pegylaéni reakci dale zahrnuje  reakci

k odstrané&ni chranicich skupin.

Zptsob podle  kteréhokoli z pfedchazejicich  narokd,
vyznadujici se tim, ze aktivovany PEG Je

alkylagni nebo acylaéni PEG ve své monomethoxylované formé.

Konjugat hGRF-PEG obsahujici jednu nebo vice PEG jednotek
(na molekulu hGRF) kovalentné vazanych k Lys'? a/nebo Lys?'

a/nebo N°.

Konjugét hGRF-PEG podle naroku 9, kde 1 jednotka PE"@*‘?G

kovalentné vazana k Lys12.

Konjugat hGRF-PEG podle naroku 9, kde 1 jednotka PEG je

kovalentn& vazana k Lys?'.

Konjugat hGRF-PEG podle naroku 9, kde k Lys' a Lys?! je
kovalentné& vazano po 1 jednotce PEG.

Konjugat hGRF-PEG podle naroku 9, kde k Lys'?, Lys®' aN*je

kovalentné& vazano po 1 jednotce PEG.
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[Lys(Alloc)'#?']-hGRF jako meziprodukt pro pegylacni reakci

podle naroku 1.

[N“—isopropyI-Tyr1,Lys(AIIoc)"]-hGRF jako meziprodukt pro

pegylaéni reakci podle naroku 1.
Pouziti konjugatd hGRF-PEG podle narokd 9 az 13 jako léku.

Pouziti konjugatl podle kteréhokoli z naroki 9 az 13 pro vyrobu
farmaceutického prostiedku pro 1é¢bu, prevenci nebo diagnosu

poruch souvisejicich s ristovym hormonem.

Pouziti podle naroku 17 pro vyrobu farmaceutického prostiedku

pro |é&bu nebo diagnosu deficience ristového hormonu (GHD).

Farmaceuticky  prostiedek  obsahujici konjugaty  podle
kteréhokoli z narokti 9 az 13 spolu sjednim nebo vice

farmaceuticky pfijatelnymi nosi¢i a/nebo excipienty.




(T XX ]

ss 00

~L05%

LX]
L]
L X ]

* 00
X X]

LE ]
.

[ A XX 2

*e
LR g

s000

.
(AR A XX J

1190

1/14

814 0l

- J9g - neT - U9 - A9 - a7 - A - s - Biy - JA] - 18G - usy - UL - B - g)| - ey - sy - BV - AL -THN
+

N -Bay - 185 - 1IN - 9j] -dsy - U9 - na - naYy - sA1 - Dy - ey
0y . 4+




L]

LA X X
o0 e

ecos

.o
.o

. o8
st o6

(2]

s

e

Lovo ~ 4056

Ysesee

2/14

ot

86°9%

18'S

89’}

ey
i)

15

(@]

—

Obr. 2




se0o

(2]
LXJ

Lo — 2055

scoe
XX X

.o
.9

esee

. o0

. .
¢ o0
ceoe

oo

L)
atee

ssee

.
(Z A X X ¥ ]
. .

3/14

gvY ©3d - 44D ‘Qli_
bV ©3d - 44O v

2V ©3d - 44o —-a-
[eInjeu  44n —o—

- 0¢
- OY
- 09
- 08
- 00}

ANISI'TILANS WIMNIDO HOVAVIDAA -

B¢ 14O

0di

ALONJOH IZOHDAA OINIDOUd




seoe

L X
[ 24

Loon—2055

(A XX 3
rose

L X ]
LE 4

LA 2 2

.0
L X ]
.a

¢ oo
soeoe

e
L

L]
[ XK X 4

ssas

e
LR

sove

.
[T XX ¥
. .

gvY ©3d-dUp —¢—
LV 93d - dYD --v--
V¥ Dad - HJU9 —-=-

pINpy 4yn —o—

4/14

00%

ey

(wur) SV)

00V 0se 006 0G¢ 00¢ 041 004

04

| =T I I | _ {

0¢

ov

09

-{ 08

-{ 00}

ANISIANLOWAHD WIDINIDN AOVAVIDAd

q¢ 190

gt

AA OINADOUd

Pl

-

1Z0OHD

ALONJOH




5/ 14

1.53E+0C5

e

-1.52+003

1385

acetatovy pufr
acetatovy pufr
—-—-— acetatovy pufr

Obr. 4

10 mM
10 mM, 30% MeOH
10 mM, 60% MeOH

250




y
. l (X3 e (oo
"o L] ° . L 3 » L d
s o @ o o se ¢
L] * L I N ] L 2 * & @ .
* L] L] L] LN ] L] L *
tse oo e se ')

6/14 | Lo - 055

12,5+
A RGRF (ECy 0.19)
* GAF-1PED 1* peak (ECy 1.239)
10.0- ® GRF-1PEGC T™ peak (ECy, 4.3)
70 QRE-2PEG (EC, 3.7} '
A GRFIPES (ECy, 112)
| ™M PEG aione
7.5+ A
> ———— =
= ammm BT BN R e =
I BT S
“A reveeethn. el
/] A
5.0 /
r_‘(
R
254 v
s
O
‘__—_'—:.,E',_.’. : - e - /2 .
- = - i *— — e -~
0.0~ . ) : C - - - - -
e 0.00tnM 0.01nM 0.1 aM 1ntd 10 nM 100 nM 1 i 10 M 100 1t

Obr. 5



7/14

125+
g
A hGRF (EC 0.10}
+ GRF-1PEG 1* pesk (ECy, 0.86) e ——
10.07 ® QRF-1PEC I™ peak (EC,, 220} " e —— M — —a
‘00 GRF-ZPEG (EC, 31.8) pz ‘/' N
A GRE-3PEG (EC,, 79.6) a /
V GRF;g (ISL) ’.‘ / / N
757 M GRF,, (Bachem)
>
=
5.0+
254
0.0- : - - ; : . . .
o] 0.001 nM 0.0t ntd Q.1 ntd 1inM 10nM 100 o 1 M 10 M 100 uM

Obr. 6




RLU

. L2 J (L4 ] .e ’e L2 ]
.0 » » * L34 . * L4 L4
L ] * * [ 4 L] . [ LN *
. L4 L 4 . L3R L AN ] [N .
L ] L] [ L] LR J * L] [N ] [ ]
LX X2 .e e e L X ) L X ]
8/14 oo LpsBE
12.5-
A hGRF (ECy, 0.16)
* GRF-1PEG-XIC 1* peak (EC4q 0.37)
® GRF-1PEC-NIC 2™ paak (EC,, 4.71)
1001 O GRF-2PEG-MIC 1% peak (ECy, 112.3) .
] = 7 e T T 7
M GRF-2PEG-NIC 2°° peak (EC, 80.7) S . —
A GRF3IPEG-NIC (ECy, 271) —% =
B il
0.0 - . - : . - , - -
0 0.001 ntMt 0.0t afM 0.1 ntd 1 ntM 10 aM 100 oM 1 v 10 et 100 ptd

Obr. 7




L ]

Ao - o5

20

L J
se00
seee

sece

'”.”“Q. w Ovﬁao
| ozaes 7 :OAJ-TAOY Ky3nfuoy
WU 0000t WU 000t E:_oﬁ: 2:_0_ 2,_; E:_F.o Wu _ﬁo.o _w:___ou 0
n -0004
Loy -000¢
~
N
(o]
-000¢
-000V
-0006
(€1°6S D) DHAJE-IAD
(€757 %0d) DAdT-TID -0009
(69°16 95DH) 10YoIA'T DAJI-TIO
N LoooL

(s9°p 05DF) [0Yy2IA' [ DAJI-1ID
(SSp1 9DH) Apeu IO 4
(96°s %5D0d) 1TIOY 7

(quy/3u) HO OYISAIY OYIUQU[OAN [AJSZOUW



s2eee

e

(AL X ]

.e
e

¢ o8
eses

[ 2]

sses
L d

&

(XX X 2

ccsoe e
*

oo - 2055

(4]

.0

(2]

LX)

10/14

(ousaoue)sau 05yg) DAJE-TID

(¥67T 0 DAIT-IID
(LLLS 95DH) [0YoIA'T DHT-A4D
(Z1°L D) [oyoia' [ DAJT-TIO

(29°7 °°OH) TuAnRu YD
(g8 9Dd) IIOY

6 190

azies '¢ 1DAJ-AUYOY Kusdnfuoy

WU 00001 WU 0001 WUOOL  WUOL WUl WU0 WUL00 §ONoY
[ | 1 1 i t 1 1 aov
Y,
37
Y
-009
/7
r.\ 008
1
v /
1
(] ! '
/Yy -000+
] \ B
4 / /
D 4
N \\ oozt
Y \ ;
—_— \\M |\a
¢ s v
Loovi

(qui/3u) o oyIsAn] OYIUIUJOAN JA}SZOUL




1/14

Hladina GH v séru
(ng/ml)
o Q
N o Q Q =]
I e ) @) " ,
T T O N Qo
N~
1, ] -8
% i ©
Lo
© _
£ B -Q
c 3 |
n a _ 5 -
+ .v _ Y =
_ g
S anl -6 2
QO

300+

(qu/3d)
guised A o euipeiyg

Obr. 10




eSS

esoe
oo
.

vy —24p5%

L J
oeved

. [
* [ 2 ]
L] [

L X
o
.

[ XX X J

L] ]
[ X

onse

L2 4 X

.o
[ ]

-
(1 22 2 2 X 3
» L 4

12/14

—&— hGRF ;45

G 1%peak

GRF-1PEG 2 seak

-4~ GRF-1P

——:; —

(VIR V]
Uyl
8o
. u
e ©
U o
T
:.Ioj_l

nIYs A Ho) vuwipefy

hod

Cas

hod

x ¥
g &
Lk
[ 6 G0 B 03 T 04
5 et
:.- *y J. ﬁ% M.—.«
o Wwowoow U
g €0 oo
Fal O 0 0o
[
SRR
IR IR
I ¥ I ¥ T
9 8 8 8 B8
A ~
(w/3d)

quiseid A TYD vUIPYIH

Obr.11A a B




s "% o"o o"u ¢« @9 &
¢ o o 2 0 9 o oe¢ o
" 4 e e o9 S0 e e 8
[ ] LJ [ ] [ e » . PR M
ses o0 ot P PSP
13/14
| Aove - 2065
Vektor pcDNA3-GRF-R
10
Bgl!
Pvul (555) (D Neal (510)
: Hindlil (889)
 DODSAES 3
T2 Kpal (85)
CMY EcoRl (338)
Amp Precmoter — Nett (964)
Xbal (872)
*5;; EcoRl (1002)
2 Semal (250)
g RyNco! (1059)
2 ) i
: pcDNA3-GHRH-R cranRr B
(71 22 bp) :.
?‘, E<oRI (2075)
' S &7 8qu 2216)
2, Poly A
'Q& i 2l (2447)
A bGH
poly A AN~
. / Hindlil (2525)
Ncoi (4387) 5
/ Xhol (2847)
Xbal (2653)

Pruil (405S) s )
(=22

Smal G785)
Neol (3652)

Obr. 12




14/14

Vektor pTF5-53LUC
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