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GRANULOCITUS STIMULIUOJANCIO BALTYMO LINIJINIAI OLIGOMERAI
SU PRAILGINTA IN VIVO GYVAVIMO TRUKME

ISradimo sritis

Sis iSradimas priskirtinas biotechnologijos sriCiai. Jis atskleidZia rekombinantinio granulocitus
stimuliuojancio baltymo, tokio kaip granulocity kolonijas stimuliuojanéio faktoriaus (G-CSF),
struktdrinius variantus, bitent linijinius dimerus, pasizymincius naujomis
farmakodinaminémis ir farmakokinetinemis savybémis, o svarbiausia - prailgintu gyvavimu

(cirkuliacija) kraujo plazmoje, lyginant su nattraliu monomeriniu baltymu.

ISradimo technikos lyais

Rekombinantines DNR metodais gaunamy, terapinés paskirties baltymy naudojimas per
pastaruosius kelis deSimtmecius pasieké naujas auk$tumas. Jy pagrindu gaminamy
biofarmaciniy produkty (eritropoetino - EPO, Z2mogaus augimo hormono - hGH, interferono -
IEN, insulino, granulocity (makrofago) kolonijas stimuliuojangiy faktoriy - G-CSF arba GM-
CSF, folikulas stimuliuojancio faktoriaus - FSH, trombopoetino - TPO, trombolitiku) metinés
pasaulines gamybos apimtys jau virija deSimtis milijardy doleriy ir toliau didéja.
Biotechnologijos pazanga skatina tobulinti rinkoje esandiy inovaciniy (dar vadinamy pirmos
kartos) baltyminiy produkty efektyvuma, sauguma ir pateikimo ligoniui badus. Aktyviai
kuriami sekancios (antros ir tredios) kartos biofarmaciniai produktai, kuriy iSskirtinis bruozas
— prailgintas (prolonguotas) terapinis veikimas in vivo. Prolonguoto veikimo vaistinés formos,
kuriuose veiklioji medziaga yra chemiskai arba genetiskai modifikuoti terapiniai baltymai su
prailgintu cirkuliacijos in vivo laiku turi akivaizdziy pranasumy. Tokios prolonguoto veikimo
vaistinés formos injekuojamos pacientui ne kasdien kaip jprastines, o vieng kartg per savaite
ar ménesj. Tai suteikia pacientui nepalyginamai daugiau saugumo garantijy ir patogumy.

Bendru atveju baltymo pasi$alinimo greitj galima letinti didinant baltymo molekuline mase
arba jos neigiamg krivj. Taigi baltymo gyvavimo in vivo trukmé bendru atveju gali bati
keiC¢iama dviem baltymo struktiros keitimo badais: a) didinant terapinio baltymo molekule: tai
gali bati pasiekiama konjuguojant baltymo molekules su polimerines prigimties molekulémis
arba konjuguojant baltyma (chemiskai arba genetiniu bidu) su kitu neaktyviu baltyminiu
partneriu, kuris pasizymi ilgesne gyvenimo trukme nei tikslinis baltymas, b) keiciant terapinés
paskirties baltymo struktdra; tai gali biti pasiekiama papildomai prijungiant angliavandeniy
struktdiras glikozilinimo pagalba (in vivo arba in vitro), kuris gali biti atliekamas tiek cheminiu,

tiek ir genetiniu bidais.
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Yra zinomi cheminio modifikavimo badai siekiant iSgauti terapiniy baltymy prolongavimo
efektus. Pastarieji gali bati konjuguojami su polietilenglikoliais, dekstranais, kitais
angliavandeniais arba susiuvami su kitais baltymais. Labiausiai iSvystytas ir aktyviai
patentuotas (tarp kity WO 2004/083242 A1, 2004) cheminio modifikavimo budas yra
pegilinimas (polietilenglikolio, sutrumpintai — PEG vienos arba keliy grandiniy prijungimas).
Pagrindinis pegilinimo trikumas susiveda | daZnai stebimg Zenkly modifikuojamo baltymo
biologinio aktyvumo kritimg, daugiausia dél PEG molekulés pakankamai didelio
hidrodinaminio skersmens, kas gali sukelti erdvinius trikdzius baltymo sgveikai su
receptoriumi.

Tikslinio baltymo molekulés dydis (erdvinis tdris) ir gyvavimo in vivo puslaikis gali bati
pakeliamas ne tiktai jj konjuguojant su polimerais (PEG, dekstranu ir pan.), bet ir su kitais
didesnio molekulinio dydZio baltymais -,neSikliais*, pavyzdziui, su serumo albuminu.
[Poznansky M. J., In vitro and in vivo activity of soluble cross-linked uricase-albumin
polymers: a model for enzyme therapy. Life Sci. 1979 vol. 24(2), p.153-158].

Cheminiai susiuvimo metodai leidzia kurti prolonguoto veikimo terapinius baltymus naudojant
jvairius baltyminius partnerius, tame tarpe ir specifinius antiklinus. Yra Zinomi keli chemiskai
susiGti imunomolekuliy dariniai (Siuo atveju monokioniniai antiklnai - Mak), pavyzdziui,
doksorubicino-Mak ir kalichemicino-Mak konjugatai yra |-os fazés klinikiniuose tyrimuose
[Sievers E.L. et al., Selective ablation of acute myeloid leukemia using antibody-targeted
chemotherapy: a phase | study of an anti-CD33 calicheamicin immunoconjugate. Blood, vol.
93(11): p. 3678-84, 1999].

Pastaruoju metu analogiS8kos konstrukcijos yra kuriamos, suliejant tikslinj baltyma (ang/.
fusion protein) su jo partneriu, pasitelkus rekombinantinés DNR technika. Skirtingai nuo
cheminio, genetinis sulieto baltymo gavimo bldas jgalina gauti atsikartojanéios kokybés
produktus, kas itin svarbu pateikiant juos tolimesniems klinikiniams tyrimams. Taciau bet
koks tikslinio baltymo modifikavimas gali sukelti délin[ jo biologinés funkcijos/aktyvumo
praradimg arba i88aukti nepageidaujamus imuninio atsako reiskinius.

Tikslinio baltymo partneriy ratas sulietuose konstrukcijose paprastai apima:

a) imunoglobuliny domenus: maziausio dydzio imunoglobuliny dalys - tai viengrandziai
variabilus antikiny fragmentai (scFv), kurie gali biti ekspresuojami daugelyje sistemy kaip V,
— Vy poros, susiltos tarpusavyje su dirbtiniais linkeriais Gly/Ser. Suliejant citokinus arba
baltymus toksinus su scFv yra gaunami terapinés paskirties immunocitokinai ir
imunotoksinai. Kai kurie imunotoksinai — kaip pvz., anti-Tac (Fv)-PE 38 buvo panaudoti
klinikoje gydant véZiu sergancius ligonius, kuriems kitos terapijos buvo neveiksmingos
[Kreitman R.J. et al, Phase | trial of recombinantimmunotoxin anti-Tac(Fv)-PE38 (LMB-2) in

patients with hematologic malignancies. J. Clin. Oncol. 2000;18:1614-36]. Toksi$kumas ir
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imunogeniSkumas riboja platesn| tokiy suliety produkty taikymg terapijoje. Pastarujy
nepageidaujamy reidkiniy sumazinimui tikslinis baltymas tokioje sulietoje formoje papildomai
pegilinamas per Lys liekanos amino grupe arba jvedant Cys liekang taskinés mutacijos
pagalba. Tokj metodin| sprendimg kompanija Bolder BioTechnology panaudojo, kuriant
prolonguoto veikimo G-CSF, augimo hormono, EPO bei IFN imunosulietas konstrukcijas su
taskiniu specifiniu pegilinimu.

b) Zmogaus ir kitus gyvulinés kilmés albuminus: 1992 m. prancizy mokslininky grupé
parodé, kad cheminis augimo hormono ir albumino konjugatas pasizymi Iétesniu iSvedimo in
vivo grei€iu, ir netrukus paskelbé apie rekombinantinio CD4-albumino sulieto baltymo
ekspresijg (Lu H., et al., FEBS Lett.,, 1994) Kluveromyces mielése. Tokiu bidu tirpaus CD4
iSvedimo puslaikis buvo padidintas beveik 140 karty. Ta pati mokslininky grupé pasieké
Siose mielese efektyvig urokinazés tipo plazminogeno aktyvatoriaus ir Zmogaus albumino
sulieto baltymo sekrecijg. Human Genome Sciences ir CoGenesys kompanijos paskelbé
apie sukurtas prolohguoto veikimo terapiniy baltymy — EPO, hGH, G-CSF, IFN alfa formas,
genetidkai suliejant tikslinius baltymus su Zmogaus albuminu, bei jy pateikimg klinikinéms
studijoms.

Alternatyvus tikslinio baltymo cheminio prijungimo arba genetinio suliejimo su albuminu
metodui yra prolongavimo efekto generavimas, priveréiant tikslinj baltymg tapti in vivo
specifiniu albumino ligandu. Taip cheminio konjugavimo keliu polistirolio ir maleino ragsties
kopolimeras, prijungtas prie superoksid-dismutazés (SOD), suteiké jai sugebejima specifiSkai
ristis su albuminu in vivo. To iSdavoje, SOD pasisalinimas i$ Ziurkiy organizmo pailgéjo nuo 4
min. iki 6 val. [Inoue M. et al, Synthesis of a superoxide dismutase derivative that circulates
bound to albumin and accumulates in tissues whose pH is decreased, Biochemistry, 1989,
28 (16), p. 6619-6624].

Sukurtos modifikavimo technologijos, siekiant prailginti baltymy buvimo in vivo trukme, buvo
iSbandytos eilei terapinés paskirties baltymy, tadiau tik nedaugelis jy pateko | rinkg. Tai
Amgen korporacijos sukurtas prolonguoto veikino EPO - Aranesp (papildomas
glikozilinimas) ir G-CSF — Neulasta (pegilintas G-CSF), bei Roche ir Schering-Plough
pegilinti interferonai alfa 2a - Pegasys ir alfa-2b — PEG-Intron’as.

Esamos technologijos ir metodiniai sprendimai siekiant prailginti terapiniy baltymy gyvavimo
trukme turi keletq joms bidingy trikumy. Baltymo molekulés dydZio (tdrio) didinimas,
jungiant polimerus arba kitus baltymus, sukuria pakankamai didelés masés galutinj darinj,
kuriame tikslinis baltymas gan daznai gali prarasti (pilnai arba dalinai) sugebéjimg specifiskai
sgveikoti su Igstelés receptoriumi, taip netekdamas savo biologinio efektyvumo. Kuo
mazesnis tikslinis baltymas, tuo $i problema darosi rimtesne. Siai dienai sékmingi bandymai
pasiekti su pakankamai dideliais terapiniais baltymais. Taciau net ir tokiu atveju modifikuoto

baltymo biologinis aktyvumas yra Zenkliai Zemesnis, lyginant su intaktiniu nemodifikuotu
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baltymu, dél ko vaistinése dozése tokio modifikuoto darinio kiekis turi virSyti nemodifikuoto
baltymo kiekj.

Papildomo glikozilinimo atveju (t.y. jvedant naujus, gamtoje nesutinkamus glikozilinimo
taikinius baltymo aminoragsciy sekoje) technologiniai sprendimai dazniausiai reikalauja
baltymo genetinés struktGros pokyéiy, pavyzdziui, taskiniy mutacijy jvedimo. Tokia
modifikuoto baltymo struktira jau yra naujas darinys, daznai sukeliantis netikétas pasalines

reakcijas ir toksinius reiskinius.

Patentingje literatlroje pateikiama nedaug medzZiagos apie linijiniy multimeriniy baltymy
struktlras. Patente EP1334127 (A1) yra paminéta apie multimeriniy baltymy (daugiausiai
citokiny, tarp jy ir G-CSF) kovalentinio sujungimo galimybe bei papildomos polimerinés
grandinés (PEG ar kitos kilmes) prijungimg prie multimerinio baltymo. Sis patentas

nepateikia informacijos apie linkerinés sekos jtakg muiltimerinio baltymo biologiniam

“aktyvumui.

Patentiné paraiSka W09206116 (A1) atskleidZia heterodimeriniy rekombinantiniy baltymy
galimybes skatinti hemapoetiniy lasteliy mieloidine ankstyvajg ir vélyvajg diferenciacija.
Pirmoji molekulé gali bati IL-3 ar GM-CSF, antroji - EPO, G-CSF, IL-5 ar M-CSF.

Patentiné paraiska WO0103737 (A1) atskleidZia suliety baltymy, sudaryty i§ citokino ar
augimo faktoriaus, sulieto su imunoglobulino domenu (pvz. IgG) gavimo galimybe ir savybes.
Yra zinoma [Paige A.G. et al. “Prolonged circulation of recombinant human granulocyte-
colony stimulating factor by covalent linkage to albumin through a heterobifunctional
polyethylene glycol” Pharm. Res. 1995, 12(12):1883-8] apie prailginta rhG-CSF cirkuliacija,
kai Sis baltymas kovalentiSkai suri$tas su serumo albuminu per heterobifunkcinj agenta
maleimido-karboksilpolietilenglikoli. Panasi idéja suliejant augimo hormono ir albumino
molekules atskleista ir Poznansky straipsnyje [Poznansky M. J. et al. “Growth hormone-
albumin conjugates. Reduced renal toxicity and altered plasma clearance.” FEBS Lett. Oct.
24, 1988; 239(1):18-22] . '

Granulocity  kolonijas  stimuliuojangio faktorius (G-CSF) struktdriniy varianty (linijiniy
oligomery), pasizymin¢iy prailgintu gyvavimu .kraujo plazmoje aprasymo patentingje ir

nepatentingje literatliroje néra rasta.

Kaip seka i$ pateikto technikos lygio aprasymo, egzistuojanéiy baltyminiy preparaty terapinis
poveikis daznai yra trumpalaikis ir reikalauja papildomy baltymo porcijy, nes organizme
cirkuliuojantys baltymai greitai yra degraduojami ir netenka savo terapinio poveikio.
Ankstesni budai prailginti baltyminés molekules veikimo laika, didinant jy molekuline mase
sitilo prijungti prie terapinio baltymo molekulés nebaltymines sekas (pvz. polietilenglikolj)

arba kitus baltymus (pvz. albuming), neturindius terapinio poveikio, tadiau tai daZniausiai
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Zymiai sumazina terapinés molekulés aktyvuma. Todél aktualu blty surasti bldg prailginti
terapin| poveikj, oligomerizuojant to paties terapinio baltymo molekules. Tai leisty ne tik
padidinti baltymo molekuline mase (kas, matyt, yra vienas i§ svarbiy veiksniy didinant jo
stabiluma in vivo), bet ir iSlaikyti arba pagerinti biologinj naujos struktiros baltymo aktyvuma,
lyginant su anksCiau Zinomais, t.y. baltymo terapinio poveikio prailginimo tikslai reikalauja
sukonstruoti ir iSgryninti tokj aktyvy baltyma, kuris, iSlikdamas stabilus in vivo ilgesnj laikg
turety struktdra, iSlaikancig terapinio baltymo biologinj aktyvuma.

Tokiu badu, Sio i8radimo tikslas yra sukonstruoti naujas polipeptidy struktiras antros kartos
terapinés paskirties baltymams, tokiems kaip G-CSF, su jy kryptingai in vivo reguliuojama
(prailginta) gyvavimo trukme ir biologiniu aktyvumu, genetiskai formuojant norimo ilgio homo-
multimerines baltymo formas, ir sukurti jy pagrindu biofarmacinius preparatus su prailginta
cirkuliacijos in vivo trukme.

Konkreciau, vienas i$ Sio iSradimo uzdaviniy buvo sukurti efektyvig linijinio G-CSF dimero

“struktira, leidziancia gauti biologidkai aktyvy baltyma, kurio gyvavimo in vivo trukme yra

didesné nei monomerinio baltymo.

ISradimo esmeé

Mineti tikslai pasiekiami, realizuojant sitilomo iSradimo apibrézties 1-5 punkty visuma.

Sis i$radimas apima linijinius oligomerinius rekombinantinius baltymus, sudarytus i$ to paties
baltymo genetiskai sujungty monomery, kur monomeras yra granulocitus stimuliuojantis
baltymas, ir monomerai sujungti linkerine amino rigscéiy seka.

Optimaliame $io iSradimo variante granulocitus stimuliuojantis baltymas yra granulocity
kolonijas stimuliuojantis faktorius G-CSF ir monomery skaigius yra du. Optimali linkerine
seka pagal sillomg iSradima yra pasirinkta i§ amino rigsciy seky grupes, susidedanéios i$
(S-Ga)n, kur n=2-7 ir SGLEA-(EAAAK),, -ALEA-(EAAAK),, ~ALEGS, kur m=2-8.

Sis iSradimas apima linijinius oligomerinius baltymus, pasiZzymingius biologiniu aktyvumu bei
prailgintu cirkuliacijos laiku in vivo. '

Kitas Sio iSradimo objektas yra farmaciné kompozicija, apimanti veiksminga kiekj auksciau
minéto linijinio oligomerinio baltymo, optimaliai linijinio G-CSF dimero, ir farmaciniu pozidriu

priimting nesiklj ir/arba pagalbines medziagas.

Bréziniy aprasymas

Fig. 1 pavaizduota dimerinio G-CSF analizé Western blot metodu, panaudojant
monokloninius antiktinus prie§ G-CSF. Linkeriy sekos atskleistos toliau 1 lentelgje.

Takeliai:

1, 5 - 1 ug monomerinio G-CSF redukuotomis salygomis, redukuotomis ir neredukuotomis

salygomis, atitinkamai;
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2, 6 - 1 pg dimerinio G-CSF baltymo su linkeriu La, redukuotomis ir neredukuotomis
sglygomis, atitinkamai,

3, 7 - 1 pg dimerinio G-CSF baltymo su linkeriu L5, redukuotomis ir neredukuotomis
sglygomis, atitinkamai;

4, 8 - 1 pg dimerinio G-CSF baltymo su linkeriu L7, redukuotomis ir neredukuotomis
sglygomis, atitinkamai;

K - molekulinés maseés standartai (Fermentas #SM671), nuo gelio apadios: 15, 25, 35, 40,
55, 70, 100 kDa.

Fig. 2 pavaizduota dimerinio G-CSF-L5 atvirks¢iy faziy auksto slégio efektyvi chromatografija
(RP-HPLC), naudojant C4 (Hi-Pore RP-304, 250x4.6 mm, 300 A, “Bio-Rad”, JAV) atvirks&iy
faziy kolonéle. Eliuavimui naudoti tirpalai A (0.1% trifluoracto rigsties (TFA) vandeninis
tirpalas) ir B (TFA-vanduo-acetonitrilas 0.1:9.9:90), komponenty koncentracija tirpaluose
iSreiksta tdrio procentais. Baltymy smailés detektuojamos esant 215 nm. Baltymo smaile
buvo identifikuota pagal sulaikymo laika tg, 0 Sios baltymo formos kiekis tiriamame pavyzdyje
nustatytas, suintegravus chromatogramos duomenis.

Fig. 3 pavaizduotas dimerinio G-CSF baltymo koncentracijos kitimas Ziurkiy kraujo serume
po baltymy injekcijos (500ug/kg) po oda. A — dGCSF-L5 ir kontrolinis Neupogen™ meéginys;
B - dGCSF-L5, dGCSF-L7 dGCSF-La, kontrolinis Neupogen™ meéginys ir buferis (placebo,
be baltymy), naudotas dimeriniy baitymy saugojimui.

Fig.4 pavaizduotas dimeriniy G-CSF baltymy poveikis in vivo pagal kraujo neutrofily
skaiciaus kitima po baltymo injekcijos (500ug/kg) Ziurkéms po oda. Kontroliniai méginiai
Neupogen™ ir buferis (placebo, be baltymy), naudotas dimeriniy baltymy saugojimui.

Detalus iSradimo apradymas

Pagrindinis $io iSradimo objektas yra linijiniai oligomeriniai rekombinantiniai baltymai, kuriy
pavyzdziais yra penkios naujos linijinio dimerinio G-CSF struktiros, kurios rodo ilgesnius
gyvavimo in vivo (serume) laikus bei panasy arba au.kétesn[ biologinj aktyvumg (neutrofily
proliferacijg) lyginant su kontroliniu monomeriniu baltymu.

Sio i$radimo linijinius  oligomerus galima gauti, naudojant visg eile Igsteliy kolonijas
stimuliuojanciy citokiny, tokiy kaip: G-CSF (granulocity kolonijas stimuliuojantis faktorius),
GM-CSF  (granulocitus ir makrofagus stimuliuojantis faktorius), M-CSF (makrofagus
stimuliuojantis faktorius). Genetiniu bldu sukonstruoto linijinio oligomero sudétyje gali bdti
tiek lyginis monomery skaicius, tiek ir nelyginis.

ISradime taip pat apraSoma, kaip buvo gauti dimerinio baltymo dGCSF struktdriniai variantai,
pasizymintys biologiniu aktyvumo bei prailgintu gyvavimo serume laiku. Pagrindiniai
dimerinio G-CSF (dGCSF) paruogimo ir testavimo etapai pagal §j iSradimg apima tokias
stadijas:
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- genetines konstrukcijos gavimas bei baltymg produkuojancio bakterinio kamieno

- sukonstravimas;

- baitymo biosintezé, gryninimas ir renatiracija;
- in vitro biologinio aktyvumo granulocity proliferacijos testavimas;
- in vivo gyvavimo laiko kinetikos testavimas;

- in vivo biologinio poveikio (neutrofily proliferacija) testavimas.

G-CSF geno linijiniai dimerai buvo sukonstruoti, polimerazinés grandininés reakcijos (PGR)
pagalba sujungiant dvi vieno geno kopijas per linkerine seka j vieng DNR fragmenta, kuris
buvo klonuotas | ekspresijos plazmide pET21b ir kamieng E. coli BL21(DE3). Buvo gautos
tokios rekombinantiniy baltymy konstrukcijos: dGCSF-L2, L3, L5, L7, La, kur dvi G-CSF

molekulés yra sujungtos linkerinémis sekomis, sudarytomis i§ aminoriigééiy, pateikty

lenteleje 1:
1 lentelé
Dimerinio G-CSF (dGCSF) linkeriy sekos
Linkeris Aminoragsciy seka Aminoragsciy skaicius
L2 (SG4)-(SG4)-S 11
L3 (SG4)-(SG4)-(SG4)-S 16
LS (SG4)-(SG4)-(SG4)~(SG4)-(SG4)-S 26
L7 (SG4)-(SGa)-(SG4)-(SG4)-(SG4)-(SG4)-(SGs)-S | 36
La SGLEA-(EAAAK), -ALEA-(EAAAK), -ALEGS 54

Visy genetiniy konstrukcijy DNR sekos buvo patikrintos, nustatant pirmine nukleotidine sekg,
kuri atitiko numatytg dimerine seka, koduojanéig rekombinantinius baltymus sudarytus i$
linijiniy badu iSdéstyty G-CSF baltymo monomeriniy elementy, sujungty tarpusavyje
auksCiau pateiktais linkerinias jungtukais (monomerus jungianciomis sekomis). Pastarieji
buvo parinkti pagal didéjantj ilgj nuo dviejy iki septyniy nestruktdrizuoty SGGGG elementy
(Ln), arba struktlrizuoto linkerio La (su alfa-spiraliniais domenais). La linkeriné amino
ragsciy seka, per kurig yra sujungti linijiniai oligomerai, turi alfa-spiralinius domenus EAAAK,
kuriy skai€ius gali varijuoti nuo dviejy iki astuoniy. Tokia aminorgsciy seka buvo parinkta,
norint iSlaikyti specifing linkerio struktirg su alfa-spiraliniais elementais, kurie periodiskai
pasikartoja. Tiek trumpesnés linkerinés sekos (m=2), tiek ir ilgesnes sekos (m=8) sudaro
tuos pacius alfa-spiralinius elementus ir suteikia analogiska struktlrg monomerus jungianciai

sekai.



Dimeriniy baltymy struktlra, kaip minéta, buvo patvirtinta keliais nepriklausomais metodais:
- nustatyta baltymus koduojanti geno seka (visais atvejais nustatyta seka atitiko numatytg
dimerinio baltymo sekg, 2 lentelé).

2 lentelé

Dimeriniy baltymy amino rigsciy seka ir molekuliné mase

Dimerinis Molekuliné | Pilna aminoriigsciy seka Linkeriné seka
baltymas masé kDa

dGCSF-L3 | 38,55 MTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQ | SGGGGGSGG
GDGAALQEKLCATYKLCHPEELVLLG | GGSGGGGS
HSLGIPWAPLSSCPSQALQLAGCLSQ
LHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLD
TLQLDVADFATTIWQQMEELGMAPAL
QPTQGAMPAFASAFQRRAGGVLVAS
HLQSFLEVSYRVLRHLAQPSGGGGG
SGGGGSGGGGSTPLGPASSLPQSFL
LKCLEQVRKIQGDGAALQEKLCATYK
LCHPEELVLLGHSLGIPWAPLSSCPS
QALQLAGCLSQLHSGLFLYQGLLQAL
EGISPELGPTLDTLQLDVADFATTIWQ
QMEELGMAPALQPTQGAMPAFASAF
QRRAGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRH
LAQP

dGCSF-L5 | 39,12 MTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQ | SGGGGSGGG
GDGAALQEKLCATYKLCHPEELVLLG | GSGGGGSGG
HSLGIPWAPLSSCPSQALQLAGCLSQ | GGSGGGGS
LHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLD
TLQLDVADFATTIWQQMEELGMAPAL
QPTQGAMPAFASAFQRRAGGVLVAS
HLQSFLEVSYRVLRHLAQPSGGGGS
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSTPL
GPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGA
ALQEKLCATYKLCHPEELVLLGHSLGI
PWAPLSSCPSQALQLAGCLSQLHSGL
FLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLD
VADFATTIWQQMEELGMAPALQPTQ
GAMPAFASAFQRRAGGVLVASHLQS
FLEVSYRVLRHLAQP

dGCSF-L7 | 39,75 MTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQ | SGGGGSGGG
GDGAALQEKLCATYKLCHPEELVLLG | GSGGGGSGG
HSLGIPWAPLSSCPSQALQLAGCLSQ | GGSGGGGSG
LHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLD | GGGSGGGGS
TLQLDVADFATTIWQQMEELGMAPAL
QPTQGAMPAFASAFQRRAGGVLVAS
HLQSFLEVSYRVLRHLAQPSGGGGS
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGG
GSGGGGSTPLGPASSLPQSFLLKCLE
QVRKIQGDGAALQEKLCATYKLCHPE
ELVLLGHSLGIPWAPLSSCPSQALQLA
GCLSQLHSGLFLYQGLLQALEGISPEL
GPTLDTLQLDVADFATTIWQQMEELG
MAPALQPTQGAMPAFASAFQRRAGG
VLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP
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dGCSF-La | 42,52 MTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQ | SGLEAEAAAKE
GDGAALQEKLCATYKLCHPEELVLLG | AAAKEAAAKEA
HSLGIPWAPLSSCPSQALQLAGCLSQ | AAKALEAEAAA
LHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLD | KEAAAKEAAAK
TLQLDVADFATTIWQQMEELGMAPAL | EAAAKALEGS
QPTQGAMPAFASAFQRRAGGVLVAS
HLQSFLEVSYRVLRHLAQPSGLEAEA
AAKEAAAKEAAAKEAAAKALEAEAAA
KEAAAKEAAAKEAAAKALEGSTPLGP
ASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAAL
QEKLCATYKLCHPEELVLLGHSLGIP
WAPLSSCPSQALQLAGCLSQLHSGLF
LYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLDV
ADFATTIWQQMEELGMAPALQPTQG
AMPAFASAFQRRAGGVLVASHLQSFL
EVSYRVLRHLAQP

Dimerinio baltymo molekuliné masé buvo jvertinta pagal SDS-PAGE judrumg ir palyginta su
apskaiCiuota molekuline mase (visais atvejais dimery molekulinés masés atitinka teorinj
judrumag SDS-PAGE redukuotomis salygomis). Imunoblotingo rezultatai patvirtina dimeriniy
baltymy struktlra, jvertinus sgveika su G-CSF specifiniais antiknais (Fig. 1). Dimeriniy
baltymy aktyvig struktlrg patvirtina specifinio biologinio aktyvumo nustatymas in vivo testu
(Fig. 4) bei in vitro proliferacijos testu, naudojant pelés mieloidinés leukemijos Igsteliy linijg
G-NFS-60, nustatant naujai gauty baltyminiy struktlry biologinj aktyvuma (3 lentele, 3
pavyzdys).

Farmacine kompozicija linijiniy, oligomeriniy baltymy pagal $§j idradimg pagrindu gali savo
sudeétyje turéti vieng arba kelis tokiy komponenty:

— nesikl, kuris gali bdti polihidroksiliai alkoholiai (pvz. manitolis, sorbitolis), jvairQs
monosacharidai (pvz. gliukoze), disacharidai (pvz. sacharozé);

— bufering substancijq reikiamos pH reikSmés palaikymui (pvz. acetatas, fosfatas, TRIS,
HEPES);

— drusky priedus kompozicijos izotoni§kumui palaikyti ('pvz. natrio chloridas);

— detergenta, apsaugant] nuo baltymo degradacijos skystis-oras skiriamoje riboje, (pvz.
polisorbatas 80, polisorbatas 20, jvairls Pluronic tipo junginiai);

- stabilizatoriy, tokj kaip polietilenglikoliai, polivinilpirolidonai, aminoragstys (pvz. L-
metioninas, L-argininas, L-histindinas, L-glutationo ragstis, L-asparagino ragstis);

- chelatuojant] agenta, tokj kaip EDTA, EGTA, IDA:;

- antimikrobinj agentg (pvz. benzolo darinius, tok kaip krezolas, benzilo alkoholis);

- SH agenty (pvz. gliutationas, cisteinas, acetilcisteinas);

- kitas tinkamas pagalbines medziagas.
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10

ISradimo jgyvendinimo pavyzdziai

Toliau pateikiami i$radimo jgyvendinimo konkretis pavyzdziai. Sie pavyzdZiai ne apriboja, o

tik iliustruoja iSradimo apimtj.

1 pavyzdys

Dimerinio G-CSF baltymo biosintezé

Dimerinio G-CSF producentas E. coli BL21 (DE3) p21 GCSF/L5/GCSF [V. Chmeliauskaite,
R. Miksyté, V. Luk3a, E. Zareckaja, G. Zvirblis, Overexpression study of human colony
stimulating factors in Escherichia coli. 2. Overexpression of human granulocyte colony
stimulating factor. Biologija, 1996, Nr.2, p.15-18 ir kt.] buvo auginamas 2L kolbose ir/arba
fermentatoriuje (Sartorius AG, 5L darbinio tlrio fermentatorius). Terpé buvo naudojama
45,12g M9 druskos, 20g mieliy ekstrakto, 80 ml 20% gliukozés, 8 ml 1M MgSO,, 4 ml
ampicilino 100mg/mi. Fermentatoriuje reguliuojami parametrai: temperatira 37°C; pH 6,8
(pridedama ragsties arba $armo), aeracija (pO, 25-30%; 1,0-1,3/min, O, koncentracija ir
maiSymo intensyvumas). Atskirai buvo registruojamas kultlros optinis tankis, kuris parodo
priaugintos biomasés kiekj. Tikslinio baltymo sintezé indukuojama induktoriumi IPTG
(izopropil-beta-D-tiogalaktopiranozidas). Indukcija vykdoma su IPTG (galutine koncentracija
100 mM) esant 1.2 o.v. optiniam tankiui. Biomasés iSeiga 30,31g $lapios biomases, t.y. 8,6 g

sauso svorio i§ 1 L kuitdrinio skyscio.

2 pavyzdys k
Dimerinio baltymo gryninimas renattruojant tirpale

Dimerinio G-CSF baltymo intarpiniy kineliy iSskyrimas atliktas tokiu badu: 10 g E. coli
biomasés homogenizuojama 100 mi 0.1 M Tris-HCI, pH 7.0, esant 5 mM EDTA. |
homogenizatg pridedama 0.1 g lizocimo, 0.1 ml Triton X-100, 1.0 ml 100 mM
fenilmetilsulfonilfluorido (PMSF) ir 0.7 ml 2-merkaptoetanolio. Homogenizatas maisomas 30
min. kambario temperatdroje, veikiamas ultragarsu ledo vonioje ir centrifuguojamas 24,500 g
25 min. Skystis nupilamas, nuosédos du kartus plaunamos, homogenizuojant 100 ml 1 M
NaCl, 0.1% Tween 80 tirpale ir vieng kartg — 100 ml distiliuoto vandens. Po kiekvieno
homogenizavimo gauta suspensija buvo centrifuguojama 25 min. esant 24500 g.

Dimerinio G-CSF oksidacinés renattracijos i§ intarpiniy kineliy tirpale metodika: 1.7 g
dimerinio G-CSF intarpiniy kdneliy tirpinama 80 mi 7 M guanidino hidrochlorido (GuHCI)
tirpale 10 mM Tris-HCI buferyje, pH 7.0, mai$ant per naktj 4°C temperaturoje. Intarpiniy
kineliy tirpalas centrifuguojamas 40,000 g 25 min. Supernatantas praskiedziamas 10 mM
Tris-HCI buferiu (pH 7.0) iki 1 mg/ml baltymo koncentracijos (pagal Bradfordg), 6 M GuHCI,
pridedama CuSO, tirpalo iki 20 uM koncentracijos ir mai§oma 1 val. kambario temperatlroje.

Po to jpilama EDTA tirpalo iki 10 mM koncentracijos ir HCI tirpalu privedamas pH iki 5.4.
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Baltymo tirpalas centrifuguojamas 25 min. esant 40,000 g. Apie 145 ml baltymo tirpalo
uznesama | C 26/100 kolonéle (2.6 x 100 cm, ,Pharmacia“, Uppsala, Svedija), uzpildyta 500
ml sorbento Sephadex G-25 Medium ir nupusiausvyrintg 25 mM Tris-maleino ragsties-NaOH
buferiu, pH 6.5, 0.25 M Na,SO,. Baltymo uZne$imas ir eliuavimas 25 mM Tris-maleino
ragsties -NaOH buferiu, pH 6.5, 0.25 M Na,SQ,, atliekamas esant 30 cm/val. tekmes greiciui.
Tikslinj baltyma turin¢ios eliuato frakcijos sujungiamos ir centrifuguojamos 40,000 g 25 min.
Dimerinio G-CSF tirpalas po chromatografijos per Sephadex G-25 Medium gryninamas
metaly chelatinés chromatografijos metodu, panaudojant sorbentg Sepharose CL-6B su
kovalentiskai prijungtu dazu Geltonu SA 2KT-Cu(ll). C 16/20 kolonélé (1.6 x 20 cm,
,Pharmacia“, Uppsala, Svedija) uzpildoma 20 ml Sio sorbento ir nupusiausvyrinama 25 mM
Tris-maleino rigsties-NaOH buferiu, pH 6.5, 0.25 M Na,SO,. | kolonéle jvedama 120 ml
baltymo tirpalo (koncentracija 0.30 mg/ml pagal Bradforda), ir kolonélé plaunama 5 tariais
pradinio buferio. Baltymas desorbuojamas, laipsniskai didinant imidazolo koncentracijg
kolonéléje nuo 0 iki 300 mM. Chromatografijos metu eliuento tékmés greitis buvo 45 cm/val.
Frakcijos i§ imidazolo gradiento, turindios daugiausia tikslinio baltymo, apjungiamos ir
dializuojamos pries 25 mM Na-acetatinj buferj, pH 5.4, 4°C temperatiroje. Dimerinis G-CSF
toliau grynintas jony mainy chromatografijos metodu. 31 ml baltymo tirpalo (koncentracija
pagal Bradfordg 0.13 mg/ml) jvedama | C 10/10 kolonele (1.0 x 10 cm, ,Pharmacia“,
Uppsala, Svedija), uzpildyta 4 ml sorbento SP-Sepharose ir nupusiausvyrintg 25 mM Na-
acetatiniu buferiu, pH 5.4. Kolonélé praplaunama 5 tiriais $io buferio, ir baltymas
desorbuojamas laipsni$kai didinant NaCl koncentracijg nuo 0 iki 500 mM. Chromatografijos
metu eliuento tékmes greitis 45 cm/val. Tikslinio baltymo frakcijos sujungiamos ir
dializuojamos 4°C temperattroje pried 10 mM Na-acetatinj buferj, pH 4.0. Baltymo tirpalas po
dializés centrifuguojamas ir filtruojamas per 0.22 pm sterily filtrg. Chromatografijos metu
buvo stebimas eliuato optinis tankis ties 280 nm, panaudojant detektoriy UV-1 (,Pharmacia®,
Uppsala, Svedija). Baltymo koncentracija eliuato frakcijose nustatyta Bradfordo metodu
(Bradford, 1976). ldentifikaciniu testu naudojamas Western blot metodas, panaudojant
monokloninius antikGnus prie$ G-CSF (Fig.1). I8gryninto baltymo kokybé tikrinama atvirksdiy
faziy auksto slegio efektyvios chromatografijos metodu (RP-HPLC) (Fig.2).

3 pavyzdys

dGCSF Dbiologinio aktyvumo nustatymas, naudojant jautrios lasteliy linijos
proliferacijos testa

Rekombinantinio dimerinio G-CSF baltymo biologinis aktyvumas nustatomas, naudojant
pelés mieloidinés leukemijos linijg G-NFS-60 [Weinstein Y, Ihle JN, Lavu S, Reddy EP,
Truncation of the c-myb gene by retroviral integration in an interleukin 3-dependent myeloid
leukemija cell line. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1986, vol. 83, p. 5010-5014). Aktyvus G-CSF
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baltymas skatina Sios Igsteliy linijos proliferacijg po saveikos su G-CSF receptoriumi ant Siy
lasteliy pavirSiaus. Dimerinio G-CSF biologinio aktyvumo nustatymui lasteles G-NFS-60
kultivuojamos 96 Sulineliy plokstelése 48-72 val., pridéjus | augimo terpe skirtingus kiekius
(0,1-10 ng/ml) tiriamojo GCSF baltymo pavyzdzio. Kontrolei naudojamas G-CSF vaistas
Neupogen™ (veiklioji medziaga Filgrastim), kurio biologinis aktyvumas yra Zinomas. Lasteliy
proliferacija jvertinama kolorimetriniu metodu, naudojant MTS daza. Gyvy lasteliy skaicius
yra tiesiogiai proporcingas G-CSF biologiniam aktyvumui. Dimerinio G-CSF baltymo
biologinio aktyvumo duomenys pateikti 3 lenteléje.

Gauti rezultatai leidzia teigti, kad naudojant i$radime pateikiamas baltymo struktlras bei
gryninimo metodikas gaunamas biologi$kai aktyvus dimerinis G-CSF baltymas.

3 lentele

Dimerinio GCSF (dGCSF) pavyzdziy biologinis aktyvumas

Nr. | Preparatas Biologinis aktyvumas
TV/ml TV/mg

1. | dGCSF L3 3,7-10° 2,3-10’

2. | dGCSF-L5 21,7-10° 1,57-10

3. | dGCSF-L7 10,8:10° 2,16-10’

4. | dGCSF-La 7,05:10° 3,064-10

4 pavyzdys

Farmakokinetinis dGCSF kiekio kraujo serume tyrimas

Farmakokinetiniam rekombinantiniy baltymy vertinimui eksperimentiniai gyvanai (Wistar
ziurkes) buvo suskirstyti | grupes, kiekvienoje i§ jy buvo po 4-5 Ziurkes. Tiriamieji ir
kontroliniai baltymai buvo su$virksti po oda. Naudotos tokios tiiamojo rekombinantinio

baltymo kiekis skai€iuojant gyviino kiino svoriui: nuo 100 iki 1100 pg/kg. Kontrolei naudotas

~ preparatas Neupogen™ (Filgrastim) tomis paciomis baltymo koncentracijomis, skaiciuojant

gyvino kano svoriui. Rekombinantinio baltymo koncentracijos testavimui kraujo serumas i§
gyvany buvo rinktas po 3, 6, 12 ir 18 valandy po poveikio tiriamaisiais ar kontroliniais
baltymais. Tuo tikslu i$ Ziurkés uodegos venos buvo paimta apie 0,8-1,0 ml kraujo, kuris 1 —
1,5 val. inkubuotas kambario temperatiiroje, po to 12 val. — Saldytuve (+4°C). Serumo
atskyrimui meginiai buvo centrifuguoti 15 min. 1500 aps./min. kambario temperataroje, i$
kiekvieno mégintuvélio serumas surinktas | 2-3 sterilius megintuvelius ir uzSaldytas $aldiklyje
(-80°C). Kraujo serumas buvo testuotas pagal gamintojo instrukcijg naudojant R&D
kompanijos Zmogaus G-CSF baltymo nustatymo rinkinius DuoSet, skirtus kraujo serumo

analizei ELISA metodu. Rezultatai yra pateikti Fig. 3.
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5 pavyzdys

Farmakokinetinis dGCSF biologinio poveikio tyrimas

Farmakokinetiniam rekombinantiniy baltymy vertinimui eksperimentiniai gyvinai (Wistar
Ziurkes) buvo suskirstyti | grupes, kiekvienoje i§ ju buvo po 4-5 Ziurkes. Tiriamieji ir
kontroliniai baltymai buvo susvirksti po oda. Naudotos tokios tiriamojo rekombinantinio
baltymo kiekis skaiiuojant gyvino kino svoriui: nuo 100 iki 1100 pg/kg. Kontrolei naudotas
preparatas Neupogen™ (Filgrastim) tomis paciomis baltymo koncentracijomis skaiciuojant
gyvino kino svoriui. Rekombinantinio baltymo koncentracijos testavimui kraujo serumas i$
gyvlny buvo rinktas po 24, 48, 72, 96 valandy po poveikio tiriamaisiais ar kontroliniais
baltymais. Buvo atlikti gyviiny kraujo tyrimai, panaudojant kraujo analizatoriy Hemavet 950.
Buvo stebimas farmakodinaminis rekombinantiniy baltymy poveikis analizuojant kraujo
neutrofily (granulocity) skaiciaus poky¢ius pries ir po rekombinantinio baltymo injekcijos. Tam
i$ Ziurkes uodegos venos buvo paimta po 20 pl kraujo, kuris sumaisytas su 5 pi 7,5 % EDTA,
inkubuota 10 min. ir analizuota minétu aparatu. Rezultatai yra pateikti Fig. 4, i$ kuriy darome
iSvadg, kad dimerinio baltymo poveikis (neutrofily skaiCiaus padidejimas) virSija kontrolinj.

IS pateikty pavyzdziy darytina iSvada, kad testuotos dimerinio GCSF baltymo struktdros turi
biologinj aktyvuma in vitro ir in vivo panay arba didesnj nei kontrolinis monomerinis G-CSF
baltymas (Neupogen™), be to naujos G-CSF baltymo formos pasizymi vertingomis
farmakokinetinémis savybémis, tokiomis kaip prailgintu gyvavimo laiku eksperimentiniy
gyviny kraujyje, lyginant su kontroliniu monomeriniu G-CSF baltymu (Neupogen™). Naujy
terapiniy baltymy, farmakokinetinis profilis Zenkliai skiriasi nuo kontrolés: dimerinio baltymo
gyvavimas kraujo serume padidéja maziausiai $esiomis val. (Fig.3) lyginant su kontroliniu
monomeriniu baltymu, be to biologinis dimeriniy baltymy poveikis didinant neutrofily skaiciy
tesiasi iki 72 val., kai kontrolinio preparato veikimas pastebimas iki 48 val. po injekcijos
(Fig.4).
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Linijiniai oligomeriniai rekombinantiniai baltyméi, sudaryti i$ to paties baltymo genetiskai
sujungty monomery, kur monomeras yra granulocitus stimuliuojantis‘ baltymas, ir monomerai

sujungti linkerine aminorigsciy seka.

2. Linijiniai oligomeriniai baltymai pagal 1 punkta, kur granulocitus stimuliuojantis baltymas

yra granulocity kolonijas stimuliuojantis faktorius G-CSF ir monomery skaicius yra du.

3. Linijiniai oligomeriniai baltymai pagal 1 arba 2 punkta, kur linkeriné seka yra pasirinkta i§
aminortgsciy seky grupés, susidedancios i§ (S-G,),-S, kur n=2-7 ir SGLEA-(EAAAK),, -
ALEA-(EAAAK),, ~ALEGS, kur m=2-8.

4. Linijiniai oligomeriniai baltymai pagal bet kur i§ ankstesniy punkty, pasizymintys prailgintu

gyvavimo laiku in vivo.

5. Farmaciné kompozicija, apimanti veiksmingg kiekj linijinio oligomerinio baltymo pagal bet
kur| i$ ankstesniy punkty, optimaliai linijinio G-CSF dimero, ir farmaciniu pozidriu priimting

nesiklj ir/arba pagalbines medziagas.
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