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(57)1. Композиция, содержащая липосом-
ный пузырек и введенный в него белко-
вый медикамент, о т л и ч а ю щ а я с я
тем, что в качестве липосомного пузырь-
ка содержит отрицательно заряженный
фосфолипид, а в качестве белкового ме-
дикамента - протеин, способный к пере-
ходу в распрямленное состояние глобу-
лы, при соотношении липида к протеину
не менее 10:1.

2, Композиция по п. ^ о т л и ч а ю -
щ а я с я тем, что она имеет рН 3,0-7,5.

3. Композиция по п. 1, о т л и ч а ю-
щ а я с я тем, что в качестве липосом-
ного пузырька содержит фосфолипид, выб-
ранный из группы, включающей: диолеил-
фосфатидилглицерол (DOPG), димирис-
тоилфосфатидилглицерол (DMPG), дипаль-
митоилфосфатидилглицерол (DPPG), яич-
ный фосфатидилглицерол, диолеилфосфа-
тидилэтаноламин (DOPE), яичный фос-
фатидилэтаноламин, диолеилфосфатидо-
вую кислоту (DOPA), димиристоилфосфа-
тидовую кислоту (DMPA), дипальмитоил-
фосфатидовую кислоту (DPPA), диолеил-
фосфатидилсерин (DOPS), димиристоил-

фосфатидилсерин (DMPS), дипальмитоил-
фосфатидилсерин (DPPS), яичный фосфа-
тидилсерин, лизофосфатидилглицерол,
лизофосфатидилэтаноламин и лизофосфа-
тидилсерин. |

4. Композиция по п. 1, содержащая в
качестве названного протеина цитокин.

5. Композиция по п. 4, содержащая
цитокин, являющийся гематопоэтическим
фактором.

6. Композиция по п. 5, о т л и ч а ю-
щ а я с я тем, что гематопоэтический
фактор выбран из группы, включающей
гранулоцит колониестимулирующий фак-
тор (G-CSF) и гранулоцит макрофаг коло-
ниестимулирующий фактор (GM-CSF).

7. Композиция по п. 5, о т л и ч а ю-
щ а я с я тем, что гематопоэтическим
фактором является G-CSF.

8. Композиция по п. 7, о т л и ч а ю-
щ а я. с я тем, что G-CSF является
природным человеческим G-CSF или про-
дуктом прокариотной или эукариотной
экспрессии клетки-хозяина.

9. Композиция по п. 7, о т л и ч а к>
щ а я с я тем, что G-CSF является
химически модицифированным.

10. Композиция по п. 9. о т л и ч а-
ю щ а я с я тем, что химическая моди-
фикация G-CSF проведена полиэтиленг-
ликолем.

11. Композиция по п. 1, о т л и ч а-
ю щ а я с я тем, что она дополнительно
содержит фармацевтически приемлемый
носитель.

12. Композиция по п. 1, о т л и ч а-
ю щ а я с я тем, что она дополнительно
содержит в качестве названного протеина
рекомбинантный G-CSF (rhG-CSF), полу-
ченный с помощью Е. соїі, а в качестве
липосомного пузырька - DOPG при соот-
ношении DOPG и rhG-CSF, соответствен-
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но, 50:1 и дополнительно содержит 10 мМ
гцетата натрия, и имеет рН 4,5.

13. Способ приготовления компози-
ции, содержащей липосомный пузырек с
введенным в него белковым медикамен-
том, о т л и ч а ю щ и й с я тем, что
в качестве липосомного пузырька исполь-
зуют отрицательно заряженный фосфоли-
пид, а в качестве белкового медикамента
в него вводят протеин, способный к пере-
ходу в распрямленное состояние глобу-
лы.

14. Способ по п. 13, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что указанная композиция
имеет рН 3,0-7,5 и отношение липида к
протеину не менее 10:1.

15. Способ по п. 13, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что в качестве липосом-
ного пузырька используют фосфолипид,
выбранный из группы, включающей: дио-
леилфосфатидилглицерин (DOPG), дими-
ристоилфосфатидилглицерол (DMPG), ди-
пальмитоилфосфатидилглицерол (DPPG),
яичный фосфатидилглицерол, диолеил-
фосфатидил этанол амин (DOPE), яичный
фосфатидилэтаноламин, диолеилфосфати-
довую кислоту (DOPA), димиристоилфос-
фатидоаую кислоту (DMPA), дипальмитоил-
фосфатидовую кислоту (DPPA), диолеил-
фосфати дел сирин (DOPS), димиристоил-
фосфатидилсерин (DMPS), дипальмитоил-
фосфатидилсерин (DPPS), яичный, фос-

фатидилсерин, лизофосфатидилглицерон,
лизофосфатидилэтаноламин и лизофосфа-
тидилсерин.

16. Способ по п. 13, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что указанным протеином
является цитокин.

17. Способ по п. 16, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что названный цитокин
является гематопоэтическим фактором.

18. Способ по \,. 17, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что названный
гематопоэтический фактор выбран из груп-
пы, состоящей из G-CSF и GM-CSF.

19. Способ по п. 18, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что названным гемопоэти-
ческим фактором является G-CSF.

20. Способ по п. ^ . о т л и ч а ю -
щ и й с я тем, что G-CSF является
природным человеческим G-CSF или про-
дуктом прокариотной или эукариотной
экспрессии клетки-хозяина.

21. Способ по п. 19, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что G-CSF является
химически модифицированным.

22. Способ по п. 21, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что химическая модифи-
кация G-CSF проведена пол иэтиленгл и ко-
лем.

23. Способ по п. 13, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что в композицию допол-
нительно вводят фармацевтически прием-
лемый носитель.

Изобретение относится к протеину: ст-
руктурам фосфолипида, которые исполь-
зуют для стабилизации вторичной и тре-
тичной структуры протеинов, способных к
переходу в распрямленное глобулярное
состояние. В особенности, это изобрете-
ние относится к G-CSF: фосфолипидным
композициям с повышенной стабильност-
ью и способностью к использованию в G-
CSF рецептурах и новых поставляющих
проводниках G-CSF.

Обнаружено несколько видов протеи-
нов, способных к переходу в распрямлен-
ное глобулярное состояние (MGS) (Van
der Goot, F.G., Nature 354, 408-410 (1991)).
Протеины в распрямленном глобулярном
состоянии проявляют вторичную структу-
ру, сравнимую со структурой природного
протеина, однако у них отсутствует жест-
кап третичная структура (Pitsyn et al., FEBS
Letters 262:1, 20-24 (1990)). В некоторых

случаях переход в это состояние сопро-
вождается раскрытием ранее скрытых гид-
рофобных звеньев протеина. При раскры-
тии критических гидрофобных остатков,

5 MGS может находиться в промежуточном
состоянии между агрегированием и осаж-
дением протеинов. MGS-конформация мо-
жет быть обнаружена при сравнении кру-
гового дихроизма в дальнем УФ диапазо-

10 не со спектром ароматических боковых
цепей (ближний УФ круговой дихроизм и
флуоресценция). Распрямлгнное глобуляр-
ное состояние показывает спектральные
изменения ароматических групп в отсутст-

15 вие изменений дальнего УФ кругового дих-
роизма (Bychkova et al. FEBS Letters
238:231-234 (1988)) и может быть вовле-
ченным в мембранную проницаемость не-
которыми видами протеинов {Bychkova et

20 at. FEBS Letters 238:231-234 (1988); Van
der Goot, F.G., Nature 354, 408-41C (1991)).
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Для перехода в MGS до агрегирова-
ния известны два вида протеинов: грану-
лоцит колониестимулирующий фактор (G-
CSF) и гранулоцит макрофаг колоние-
стимулирующий фактор (GM-CSF). В то 5
время, как эти два вида протеинов могут -
быть стабилизированы при некоторых оп-
ределенных условиях, существует необ-
ходимость продления жизни этих мате-
риалов стабилизации вторичной и третич- 10
ной структуры протеинов.

Человеческий рекомбинантный G-CSF
селективно стимулирует нейтрофилы, вид
белых кровяных клеток, используемых для
борьбы с инфекцией. Общепринято, 15
Filgrastim, что рекомбинантный G-CSF яв-
ляется пригодным для использования в
терапии. Структура G-CSF в различных
условиях подверглась интенсивному изу-
чению (Lu et al.( J. Biol. Chem. Vol. 267, 20
8770-8777 (1992)). Ввиду гидрофобного
характера трудно получить G-CSF с про-
должительной жизнеспособностью. Рецеп-
туры некоторых гидрофобных протеинов
теряют свою активность в результате об- 25
разования димера или агрегатов более
высокого порядка (макроагрегатов) в про-
цессе продолжительного хранения. Дру-
гие химические превращения, такие как
деамидация и окисление, также могут воз- 30
никнуть в процессе хранения. Кроме того,
G-CSF формулятор должен защищать про-
тив денатурации и, в особенности, быть
склонным к стабилизации вторичной и тре-
тичной структуры протеина. 35

Человеческий GM-CSF является 22-kDa
гликопротеином, непрерывно требуемым
для быстрого размножения in vitro клеток-
предшественников макрофагов и грануло-
цитов. Он также контролирует необрати- 40
мое превращение этих клеток-предшест-
венников при образовании гранулоцитов и
макрофагов. Другие виды биологической
активности могут включать регулирование
функциональной активности зрелых кле- 45
точных видов (Gough et al., Nature, 309,
763-767 (1934)) и увеличение химотаксиса
по отношению к опознанным химоаттрак-
тантам (Williams et al, Hematology, 4th ed.
(1990)). GM-CSF также стимулирует обра- 50
эование моноцитов и поэтому может быть
использован при лечении моноцитных
расстройств, таких как моноцитопения.

Человеческий GM-CSF может быть по-
лучен и очищен из нескольких источни- 55
ков. Способы получения рекомбинактного
человеческого GM-CSF были описаны ра-
нее Burgess et a!., Blood, 69:1, 43-51 (1987).
Согласно цитируемому здесь патенту US
5047504 (Воопе) предлагается получение

в промышленном масштабе GM-CSF в нег-
ликозилированной форме как продукт вы-
ражения прокариотной клетки-хозяина.

Одним из путей, предпринятым ранее
при работе с такими протеинами, как G-
CSF и GM-CSF, явилось использование
лйпосом. Липосомы представляют собой
полностью закрытые липидные двухслой-
ные мембраны, образованные водонераст-
воримыми полярными липидами, особен-
но фосфолипидами.

Пузырьки липосом могут иметь один
единственный мембранный двойной слой
(однослойные) или множество мембран-
ных двойных слоев (многослойные). Двой-
ной слой состоит из двух липидных мо-
нослоев, имеющих гидрофильную (поляр-
ную) "головную" зону и гидрофобную (не-
полярную) "хвостовую" зону, в которой
гидрофобные хвосты ориентированы по
направлению к центру двойного слоя, в то
время как гидрофильные головы ориенти-
рованы по направлению к водной фазе.
Стабильность, жесткость и проницаемости
липосом может изменяться путем изме-
нений фосфолипидной композиции или
температуры, включением стирола или вве-
дением заряженных амфифил. Основная
структура липосом может быть получена
различными известными методами.

В процессе своего образования липо-
сомы могут захватывать растворенные в во-
де вещества в водных каналах и освобож-
дать их с различной скоростью. После об-
наружения способности липосом к введе-
нию энзимов в клетки и к изменению их
метаболизма (Gregoriadis, New Engl. J. Med.
295, 704-710, 765-770 (1976)) липосомы бы-
ли объявлены средством, отвечающим тре-
бованию целенаправленной доставки меди-
каментов. В результате наблюдается уси-
ленное развитие исследований в фармацев-
тической индустрии, включающих использо-
вание липосом в качестве медленных пос-
тавщиков лекарств, витаминов и протеинов,
секвитированных в гидрофобных слоях или
в гидрофобном ядре липосом.

Успешное использование липосом в
качестве переносчиков медикаментов бы-
ло ограничено, т.к. исследователи, предп-
ринимающие попытки в направлении та-
кого применения липосом, встретились с
рядом проблем. Например, известна спо-
собность липосом действовать в качестве
сильных иммунологических помощников по
отношению к захваченным антигенам, и
должны быть приняты меры предосторож-
ности в том случае, когда липосомами
захвачены энзимы или протеины ксено-
генного происхождения. Кроме того, трудно
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контролировать скорость диффузии меди-
камента. Это является следствием при-
родной нестабильности липосом и при-
сутствия некоторых компонентов крови, ко-
торые ускоряют диффузию некоторых ме-
дикаментов. Помимо этого, по своей при-
роде некоторые вещества слабо захваты-
ваются липосомами и поэтому быстро рас-
сасываются при кровообращении. Нако-
нец, существует проблема нацеливания
на любые клетки или органы, кроме пе-
чени или селезенки. Замечательным об-
зором по липосомам, веществам, кото-
рые были введены в липосомы и пробле-
мам, связанным с использованием липо-
сом в качестве переносчиков медикамен-
тов, является Gregory Gregoriadis,
"Liposomes", Drug Carriers in Biology and
Medicine, Chapter 14, 287-341 (Academic
Press, N. Y., 1979).

В то время как в области попыток
использования липосом в качестве пере-
носчиков медикаментов опубликовано мно-
го работ, мало публикаций появилось в
области использования липосом с целью
увеличения периода жизни терапевтичес-
ких пептидов или протеинов путем стаби-
лизации структуры пептидов и/или про-
теинов. В PCT/US90/05163 "Терапевтичес-
кие пептиды и протеины", Hostetler et a!.
описано использование пустых липосом в
качестве фармацевтически пригодных раз-
бавителей для растворения попипептидов
и/или протеинов с целью предотвращения
аккумуляции полипептидов и/или протеи-
нов на поверхности раздела воздух/вода
и для' предотвращения адсорбции поли-
пептидоа и/или протеинов на поверхности
контейнера. Hostetler et at. описывает, что
отрицательно заряженные фосфолипиды
могут быть добавлены в количестве до
около 50 мол. %, и что предпочтительны-
ми липосомами являются фосфатидилхо-
лин, нейтральный фосфолипид. Hostetler
et al. не описывает разбавителя, способ-
ного стабилизировать структуру полипеп-
тида и/или протеина,

В PCT/US91 /07694 "Получение и ха-
рактеристика липосомных рецептур фак-
тора некрозного новообразования (TNF)",
Hung et al., описана липофильная моле-
кула фактора некрозного новообразова-
ния, связанная с поверхностью или ин-
капсулированная внутри липосомы. Липо-
сомные липофильные TNF молекулы опи-
саны как имеющие повышенную стабиль-
ность in vivo. Стабильность рассматри-
вается как уменьшение или как тенденция
к уменьшению TNF-липосомы выделять
TNF в систему in vrvo. Предпочтительными

липосомами были нейтральные липиды.
Heing et al. не описывают композиции TNF,
в которой наполнители (excipients) оказы-
вают стабилизирующее действие на ст-

5 руктуру протеина.
В литературных источниках отсутст-

вуют какие-либо сведения, касающиеся
контактирования протеина, например G-
CSF, с отрицательно заряженными лузырь-

10 ками (полостями) липид, в результате ко-
торого непосредственно стабилизируется
протеин против термической агрегации,
денатурации, потери активности и развер-
тывается вторичная структура. Существует

15 потребность в таких композициях, кото-
рые могут быть испол'хзованы в техноло-
гических процессах, требующих высоких
температур, а также в качестве новых пос-
тавщиков (например, оральное примене-

20 ние лекарств, закрепленных в G-CSF). Нас-
тоящее изобретение касается таких ком-
позиций.

Настоящее изобретение направлено
на добавление гидрофобных эксипиентов,

25 например, лизофосфолипидов или дру-
гих липосом, к протеину в условиях расп-
лавленного глобулярного состояния для
стабилизации вторичной и третичной ст-
руктуры протеина, защищая таким обра-

30 зом протеин против термической агрега-
ции, денатурации и потери активности. В
особенности целью изобретения являются
стабильные С-С5Р:фосфолипидные ком-
позиции. Неожиданно оказалось, что пред-

35 почтительные G-CSF композиции могут
быть несколько раз подвергнуты цикли-
ческому изменению температуры в диа-
пазоне 10-95сС с последующим полным
восстановлением вторичной структуры про-

40 теина после охлаждения. Эти композиции
имеют двойное преимущество: быть по-
лезными при технологических процессах,
требующих высоких температур, а также
при использовании в новых поставщиках

45 G-CSF.
В предпочтительном варианте, комп-

лекс прогеин:фосфолипид включает отри-
цательно заряженную липосому, выбран-
ную из группы: диоле ил фосфати дилгли-

50 церол (DOPG), димиристоилфосфатидилг-
лицерол (DMPG), дипальмитоилфосфати-
дилглицерол (DPPG), яичный фосфатидияг-
лицерол, диолеилфосфатидилэт аноламин
(DOPE), яичный фосфатидилэтаноламин,

55 диолеилфосфатидовая кислота (DOPA), ди-
миристоилфосфатидовая кислота (DMPA),
дипальмитоилфосфатидовая кислота
(DPPA), диолеилфосфатидилсерин (DOPS),
димиристоилфосфатидилсєрин (DMPS), ди-
пальмитои л фосфатиди л серии (DPPS), яич-
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ный фосфатидилсерин, лизофосфитодилг-
лицерол, лизофосфатидилэтанолзмин и
лизофосфатццилсерин.

DOPG, отрицательно заряженный не-
насыщенный фосфолипид, является осо-
бенно предпочтительным. Согласно изоб-
ретению рН поддерживают в пределах Э 0-
7,5, а отношение липид:протеин не менее
10:1.

Дополнительным элементом, соглас-
но предпочтительному варианту изобрете-
ния, является использование химически
модифицированных протеинов в составе
комплекса протеикфосфолипид, а также
использование одного или нескольких из
следующих агентов:агент, устанавливаю-
щий изотонию, буферный агент и агент,
устанавливающий рН. Специалисту понят-
но, что изобретение включает стабильные
композиции протеин;фосфолипид с раз-
личным сочетанием дополнительных эле-
ментов.

На фиг. 1 изображен спектр флуорес-
центной эмиссии rhG-CSF в присутствии
(кривая 1) и е отсутствии (кривая 2) пу-
зырьков DOPG. Концентрация DOPG:rhG-
CSF равна 0,2 мг/мл. Молярное отноше-
ние DOPG:rhG-CSF (кривая 1) равно 100:1.

На фиг. 2(а) показано влияние увели-
чения отношения лмпид: протеин на rhG-
CSF флуоресценцию. Fo означает исход-
ную флуоресценцию (без липида) и F оз-
начает флуоресценцию после добавления
липида для достижения указанного мо-
лгрного отношения F/Fo(n) и максимум
длины волны эмиссии (Д) для смесей
DQPG:rhG-CSF. На фиг. 2(в) показано от-
ношение F/Fo(n) и максимум длины волны
эмиссии (Д) для смесей DOPG:rhG-CSF.

На фиг. 3 показана кривая Стерн-
Волмера (Stern-Volmer) затухания rhG-CSF
флуоресценции посредством KJ в отсутст-.
вии (о) и в присутствии (о) пузырьков
DOPG. Эксперимент по затуханию прово-
дился добавлением равных порций KJ к
rhG-CSF (0,2 мг/мл) и DOPG:rhG-CSF 100:1.

На фиг. 4 показано затухание rhG-
CSF флуоресценции триптофана при до-
бавлении пирендекановой кислоты {pyrene
decanoic acid). Длина волны эмиссии рав-
на 327 нм. Молярное отношение DOPG:rhG-
CSF равно 100:1.

Фиг. 5 представляет собой график,
показывающий в сравнении изменения F
интенсивности для rhG-CSF в отсутствии,
и в присутствии различных липидов. В
каждом случае молярное отношение ли-
пид:прогеин равно 100:1.

Фиг. 6 представляет собой график,
показывающий в сравнении сдвиги мак-

симумов эмиссии для rhG-CSF в отсутст-
вии и в присутствии различных липидов.
В каждом случае молярное отношение ли-
пид:протеин равно 100:1.

5 На фиг. 7 показано влияние DMPC
(кривая 2), DMPG (кривая 3) и DMPA (кри-
вая 4) на CD rhG-CSF (кривая 1). В каж-
дом случае молярное отношение ли-
пид:протеин в воде равно 50:1, рН 6,0.

10 На фиг. 8 показано влияние повыше-
ния температуры на CD rhG-CSF {кривая
1) и DOPG:rhG-CSF (140:1 молярное) (кри-
вая 2). Концентрация rhG-CSF в воде рав-
на 80 мг/мл, рН 6,0. Температура изме-

15 нялась в пределах 10-90°С со скоростью
100°С/ч.

На фиг. 9 показана дифференциаль-
ная сканирующая калориметрическая тер-
мограмма для rhG-CSF (кривая 1) и

20 DOPG:rhG-CSF (45:1 молярное) (кривая 2)
Концентрация rhG-CSF в образцах равна
1 мг/мл, рН 7,0 в воде. Скорость скани-
рования 90°С/ч.

На фиг. 10 показано влияние цикли-
25 ческого изменения температуры на CD rhG-

CSF (кривая 1) и DOPG:rhG-CSF (140:1 мо-
лярное) (кривая 2). Образцы быстро наг-
ревали до 95оС и охлаждали до 10°С как
показано стрелками. Концентрация rhG-CSF

30 в образцах равна 30 мг/мл, рН 6,0.
На фиг. 11 показано влияние цикли-

ческого изменения температуры на CD
rhG-CSF (кривая 1) и DMPG:rhG-CSF (150:1
молярное) (кривая 2). Образцы нагревают

35 до 95°С и охлаждают до 10°С. Концентра-
ция rhG-CSF в образцах равна 80 мг/мл,
рН 6,0.

На фиг. 12 показано влияние темпе-
ратурных циклов на CD rhG-CSF (кривая

40 1) и DPPG:rhG-CSF (150:1 молярное) (кри-
вая 2). Образцы нагревают до 95°С и ох-
лаждают до 10°С. Концентрация rhG-CSF
в образцах равна 80 мг/мл, рН 6,0.

Фиг. 13 изображает график, покаэы-
45 вающий способность различных липидов

к стабилизации rhG-CSF в процессе
замораживания-сушки. Отношение ли-
пид: протеин в каждом случае равно 100:1.
Стабильность определялась nq сохране-

50 нию активности in vitro в образце костно-
го мозга. Один rhG-CSF не выдерживает
процесса замораживания-сушки, поэтому
контрольным образцом является необра-
ботанный rhG-CSF в отсутствии липида.

55 На фиг. 14 показано влияние различ-
ных липидов на активность in vitro rhG-
CSF. Активность (в расчете на WBC) из-
меряли после подкожной инъекции хо-
мячков. Доза rhG-CSF равна 100 мг/кг
при отношении липид:протеин 100:1.
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На фиг. 15 показано влияние различ-
ных липидов на активность in vitro rhG-
CSF. Активность {в расчете на WBC) из-
меряли после подкожной инъекции хо-
мячков. Доза rhG-CSF равна 100 мг/кг
при отношении липид:протеин 50:1. •

На фиг. 16 изображен график, пока-
зывающий сравнительное изменение СНО-
G-CSF в отсутствии и в присутствии DOPG
при различном рН. В каждом случае мо-
лярное отношение липид:протеин равно
100:1.

На фиг. 17 изображен график, пока-
зывающий сравнение сдвигов максиму-
мов эмиссии для CHO-G-CSF в отсутствии
и в присутствии DOPG при различном рН.
В каждом случае молярное отношение ли-
пид:протеин равно 100:1.

На фиг. 18 показано влияние темпе-
ратурных циклов на CD PEG-G-CSF (-) и
DMPG.PE-G-CSF (17:1 молярное) (- -). Об-
разцы нагревают до 90°С и охлаждают до
10°С.

На фиг. 19 показано: а) влияние тем-
пературных циклов на CD GM-CSF в PBS,
рН 7,0. GM-CSF при 10°С (-) сравнитель-

н о с GM-CSF, который нагревают до 90°С
и охлаждают до 10°С (- -); б) влияние
температурных циклов на CD DPPG:PEG-
G-CSF (17:1 молярное). DPPG:GM~CSF при
10°С (-) сравнивают с DPPG:GM-CSF, ко-
торый нагревают до 90°С и затем охлаж-
дают до 10°С (- -).

Композиция по изобретению иллюст-
рируется нижеследующими примерами.
Примеры показывают различные аспекты
изобретения и включают данные испыта-
ний по стабильности и биологической ак-
тивности различных протеин: фосфолипид-
ных композиций. Взаимодействие протеи-
нов с липидными пузырьками непосредст-
венно стабилизирует протеиновую струк-
туру протеина, оказывая, таким образом,
стабилизирующее воздействие на протеин
даже в условиях, приводящих к денатура-
ции протеина в отсутствии липида. Пред-
полагается использовать различные про-
теины, способные переходить в распрям-
ленное глобулярное состояние. Примера-
ми предполагаемых протеинов являются
цитокины, включая различные гема-
топоэтические (hematopoietie) факторы, та-
кие как упомянутые выше G-CSF, GM-
CSF, M-CSF, интерфероны (альфа, бета и
гамма), интерлейкины (1-11), эритропоэтин
(ЕРО), фактор роста фибробластов, кле-
точный фактор (stem all factor), фактор
роста нерва, BDNF, NT3, полученный из
тромбоцита фактора роста, и фактор рос-
та опухолевых новообразований (альфа,

бета). Другие протеины могут быть оцене-
ны по способности к переходу в MGS.
Если такой протеин способен к превра-
щению в MGS, то такой протеин может

5 затем быть приведен в контакт с пузырь-
ками отрицательно заряженной липосомы
и определен эффект стабилизации.

В общем случае G-CSF может быть в
нативной форме, выделенной в чистом ви-

10 де из организма млекопитающих, или, аль-
тернативно, может быть продуктом хими-
ческого синтеза или продуктом эукариот-
ной или прокариотной экспрессии клетки
хозяина экзогенной последовательности

15 ДНК, полученной геномным или сДНК кло-
нированием или генным синтезом. Подхо-
дящие прокариотные хозяева включают
различные бактериальные клетки (напри-
мер, Е. coli). Подходящие эукариотные хо-

20 зяева включают дрожжи (например, S.
cerevisiae) и клетки млекопитающих (нап-
ример, яичника китайского хомячка, обезь-
яны). Б зависимости от используемого хо-
зяина, продукт G-CSF выражения может

25 быть гликозилирован млекопитающими или
другими эукариотными карбогидратами,
или может быть негликозилирован. Изоб-
ретение предполагает использование лю-
бых или всех таких форм G-CSF, хотя

30 предпочтительным, с точки зрения наи-
большей коммерческой практичности, яв-
ляется рекомбинантный G-CSF, особенно
полученный Є.со!і.

G-CSF, который подвергают химичес-
35 кой модификации с целью использования

в настоящем изобретении, может быть так-
же либо природным человеческим G-CSF
(nhG-CSF), либо продуктом рекомбинант-
ного процесса нуклеиновой кислоты, та-

40 кого, как выражение прокариотной или
эукариотной клетки хозяина.

В общем случае, предполагаемой хи-
мической модификацией является присое-
динение химической половины к самой

45 молекуле G-CSF.
Обзорной статьей, описывающей мо-

дификацию протеина и слияние протеи-
нов является Francis, Focus on Growth
Factors 3; 4-10 (май 1992) (опубликовано

50 Mediscript, Mountview Court, Frun Barnet
Lane, London №20 OLD, UK). Например,
ЕР 0401384 "Chemically Modified Granulocyte
Colony Stimulating Factor, в которой опи-
саны материалы и методы приготовления

55 G-CSF, к которой присоединены молеку-
лы полиэтиленгликоля. Присоединение мо-
жет быть непосредственным связыванием
с протеином или к половине, действую-
щей в качестве мостика для активного
агента. Наиболее предпочтительной, как
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наиболее стабильной, является ковалент-
ная связь. Химическая модификация мо-
жет способствовать контролируемому, дли-
тельному или расширенному эффекту G-
CSF. Это может приводить, например, к 5
контролированию времени, необходимого
для достижения химически модифициро-
ванным G-CSF свернутого в клубок поло-
жения. Примером химического модифика-
тора является полиэтиленгликолевые ком- 10
позиции, включая их производные.

По изобретению предполагается ис-
пользовать любые химически модифици-
рованные G-CSF препараты, эффективные
при применении. Эффективность может 15
быть определена различными методами,
известными специалисту. Предпочтитель-
ными являются пегилированныи (pegyfated)
G-CSF, в особенности полученный E.coli
G-CSF и, еще более предпочтительно, три- 20
тетра пегилированныи полученный E.coli
G-CSF. G-CSF описан как наиболее ста-
бильный 8 кислой среде, несмотря на то,
что при рН 2,5-5,0 происходит конформа-
ционное изменение, сопровождающееся 25
потерей третичной структуры и повыше-
нием содержания альфа спиральной фор-
мы (Narhi et al. f J. Protein Chem. 10, 359-
367 (1991). Это конформационное изме-
нение характерно для распрямленного гло- 30
булярного состояния (MGS). Так, как это
происходит в случае работы препарата с
другими протеинами, способными к прев-
ращению в MGS, препаратор, имеющий
депо с G-CSF, должен принимать защит- 35
ные меры против термического распрям-
ления вторичной и третичной структуры
для предотвращения агрегации и денату-
рации. GM-CSF, пригодный для использо-
вания по изобретению, может быть натив- 40
ной формой, выделенной в чистом виде
из организма млекопитающих, или про-
дуктом прокариотной или эукариотной
экспрессии клетки хозяина экзогенной
последовательности ДНК, полученной re- 45
номом или сДНК клонированием, или ген-
ным синтезом. Подходящие прокариотные
хозяева включают различные бактериаль-
ные клетки (например, E.coli). Подходя-
щие эукариотпые хозяева включают дрож- 50
жи (например, S. cerevisiae) и клетки мле-
копитающих (например, яичника китайс-
кого хомячка, обезьяны). В зависимости
от используемого хозяина, продукт GM-
CSF выражения может быть гликозилиро- 55
эан млекопитающим или другими эука-
риотными карбогидратами, или может быть
негликозилирован. Изобретение предпо-
лагает использование любых и всех таких
форм GM-CSF, хотя предпочтительным яв-

ляется рекомбинантный GM-CSF, в осо-
бенности полученный Е colt, по соображе-
ниям коммерческой практичности.

Липидные пузырьки, используемые в
композициях по изобретению, являются от-
рицательно заряженными липосомами, спо-
собными к взаимодействию с протеином.
Предпочтительными являются следующие
липосомы: диолеилфосфатидилглицерол
(DOPG); димиристсилфосфатидилглицерол
(DMPG); дипальмитоилфосфатидилглице-
рол (DPPG); яичный фосфатидилглицерол;
диолеилфосфатидилэтаноламин (DOPE);
яичный фосфатидилзтаноламин; диолеил-
фосфатидовая кислота (DOPA); димирис-
тоилфосфатидовая кислота (DMPA); ди-
пальмитоилфосфатидовая кислота (DPPA);
диоле ил фосфатиди лее рин (DOPS); дими-
ристоилфосфатидилсерин (DMPS); дипаль-
митоилфосфатидилсерин (DPPS); яичный
фосфатидилсерии; лизофосфатидилглице-
рол; лизофасфатидилэтаноламин; лизофас-
фатидилсерин.

В предпочтительном варианте с ис-
пользованием E.coli полученного rhGM-
CSF, липосомным пузырьком является
DMPG с отношением DMPG:GM-CSF 17:1,
при рН 7,0 в растворе фосфатного буфе-
ра <PBS).

В предпочтительном варианте с ис-
пользованием химически модифицирован-
ного (пегилированного) E.coli полученного
rhG-CSF, rhG-CSF является три-тетра свя-
занным, липосомным пусырьком является
DMPG с отношением DMPG:PEG-G-CSF
17:1, при рН 4,5.

Хотя изобретение описывается и ил-
люстрируется в отношении к специфич-
ным протеин:липидной композиции и ме-
тодам обработки, специалисту очевидно,
что могут существовать различные соот-
ветствующие композиции и методы обра-
ботки, без отклонения от цели изобрете-
ния.

Следующие примеры иллюстрируют
более подробно различные аспекты изоб-
ретения.

П р и м е р 1. Производили перво-
начальные эксперименты для исследова-
ния возможности введения рекомбинант-
ного человеческого G-CSF (rhG-CSF) в ли-
пидный пузырек. rhG-CSF получали при
использовании рекомбинантной ДНК тех-
нологии, согласно которой E.coli клетки
были подвергнуты трансфекции посредст-
вом ДНК-последовательности, кодирующей
человеческий G-CSF, как описано в па-
тенте US № 4810643 на имя Souza. rhG-
CSF готовили в виде раствора с концент-
рацией 4 мг/мл в разбавленной HCI, рН
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4,0. Все липиды были получены из Avanti
Polar Upids (Albaster, Ala) и выдержаны
при -20°С в атмосфере азота при конеч-
ной концентрации 100 мг/мл в хлорофор-
ме. 5

Приготовление С-С8Р:фосфолипидных
комплексов.

С целью приготовления липидных пу-
зырьков для сочетания с G-CSF 30 рмоп
соответствующего липида помещают в 10
стеклянную трубку и сушат в потоке га-
зообразного азота до образования тонкой
пленки. Липидную пленку высушивают не
менее двух часов под вакуумом для уда-
ления любых следов хлороформа. Липид- 15
ную пленку гидрируют в 1 мл либо дис-
тиллированной деионизированной воды
(ddHzO), фосфатном буферном растворе,
рН 7,2 (Cibro/BRL "D-PBS") либо в 150
мМ NaCI. Затем образцы были обработа- 20
ны ультразвуком в ультразвуковой уста-
новке типа ванны (лаборатория Supplies,
Hicksville, N.Y.). Ультразвуковую обработку
продолжали до тех пор, пока образцы не
приобрели оптическую прозрачность 25
(обычно в пределах 10-15 мин). Образцы
хранили при 4°С под азотом вплоть до
использования. Конечная концентрация ли-
пида составляла 30 мМ. Альтернативно,
липидныэ пузырьки могут быть приготов- 30
лены высушиванием под азотом 300 рмол
липида как описано выше. Сухие липид-
ные пленки гидрировали в 10 мл соот-
ветствующего водного раствора как опи-
сано выше. Образцы были затем 35
микроэмулыированы в эмульгаторе (Micro-
fiuidic"s Model 110S, Microfluidics, Inc.,
Cambridge, MA), работающем при 10000
пси. Образцы подвергали 10 циклам ре-
циркуляции в приборе. Микроэмульгиро- 40
ванные образцы затем хранили при 4°С
как описано выше.

С-С5Р:фосфолипидные комплексы го-
товили смешением G-CSF (как описано
выше) со специфичным липидом {как опи- 45
сано выше). Смешение осуществляют в
вихревом смесителе, перемешиванием или
бережным встряхиванием. Готовят образ-
цы с различным мольным соотношением
липид:О-СЗР для оценки мембранной про- 50
ницаемости и стабилизации протеина. Нап-
ример, для приготовления 3 мл образца
(в воде), содержащего 0,2 мг/мл G-CSF
при мольном cm-гашении nvinirtfl:G-CSF 40:1,
150 {ІЛ исходного раствора G-CSF соеди- 55
няют с 4 4 цл липида (30 мМ исходный
раствор в воде, приготовленный при воз-
действии ультразвука), и добавляют воду
до конечного объема образца 3 мл. Ре-
комендуемая пятиминутная инкубация (но

не обязательная) была осуществлена пе-
ред использованием и испытанием об-
разца.

G-CSF может быть также соединен с
гидрированным липидом перед микро-
эмульгированием. Последующее микро-
эмульгирование смеси (как описано вы-
ше) приводит к внедрению G-CSF в ли-
пидную мембрану.

Анализ С-С5Р;фосфолипидных комп-
лексов.

1. Триптофанный эмиссионный спектр.
Существует две группы триптофана в

rhG-CSF, являющиеся очень чувствитель-
ными к условиям локальной окружающей
среды. Поэтому проводили анализ для оп-
ределения rhG-CSF триптофанной флуо-
ресценции в условиях контактирования
rhG-CSF g липосомой. Голубой сдвиг мак-
симума флуоресцентной эмиссии пред-
полагает, что триптофаны находятся в бо-
лее гидрофобной окружающей среде, и,
следовательно, rhG-CSF внедрен в липид-
ную мембрану. Отличным образом трип-
тофанного флуоресцентного анализа яв-
ляется Principles of Fluorescence
Microscopy, J. Lakowicz, Chap. 11 (Plenum
Press, New York, 1983).
\ Триптофанную флуоресценцию G-

СЭРглипидных комплексов (как описано
выше) анализировали возбуждением об-
разцов при длине волны 280 нм и в про-
цессе сканирования эмиссии от 285 нм
до 420 нм с приращением (инкрементом)
в 1 нм при скорости 1 нм/с. Образец
имел объем 3 мл при конечной концент-
рации G-CSF 0,2 мг/мл для всех образ-
цов. Отношение липид:О-С5Р варьирова-
лось. Все измерения флуоресценции про-
водили с использованием PTJ Alphascan
флуорометра (South Brunswick, N.Y.). Все
измерения осуществлялись при 25°С и эту
температуру поддерживали использова-
нием держателя кюветы с водной рубаш-
кой, связанного с циркулирующей водной
ванной. Собирали эмиссионный спектр и
анализировали, используя данные прог-
раммного обеспечения PTJ. На фиг. 1
показан спектр флуоресценции rhG-CSF в
присутствии и з отсутствие небольших од-
нослойных пузырьков, состоящих из DOPG.
rhG-CSF имеет максимум эмиссии в об-
ласти 334 нм в отсутствие пузырьков
DOPG. В присутствии DOPG и при соот-
ношении липид:протеин 100;1 rhG-CSF
триптофанная флуоресценция показывает
сдвиг максимума флуоресценции в голу-
бую область эмиссии в область 327 нм и
сильное увеличение интенсивности флуо-
ресценции.
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Короткая длина волны флуоресцент-
ной эмиссии в присутствии DOPG предпо-
лагает большую гидрофобность триптофа-
ном в окружающей среде, чем нативный
протеин. Как показано на фиг. 2, сдвиг 5
флуоресценции зависит от мольного от-
ношения DOPG:G-CSF, и мембранное внед-
рение обнаруживается как только дости-
гается соотношение DOPG:G-CSF 10:1.

2. Испытания иодидного тушения. 10
Иодид является эффективным тушите-

лем триптофанной флуоресценции, но он
не может проникать через липидные мемб-
раны. Поэтому, эффективное тушение трип-
тофанной флуоресценции йодидом пока- 15
зывает доступность групп основной мас-
се водного растворителя, в то время как
защита от иодидного гашения наблюдает-
ся в случае, когда триптофаны протеина
изолированы от водного растворителя. • 20

В этих экспериментах использованы
G-CSF и DOPG:G-CSF композиции (отно-
шение липид;протеин 100:1). После того,
как первоначальное считывание (F) на
образцах было произведено и зарегист- 25
рировано, измеряли интенсивность флуо-
ресценции после введения возрастающих
количеств иодида калия (KJ) (5 М исход-
ный раствор). Образцы и KJ растворы бы-
ли приготовлены с содержанием 1 мМ 30
Na2SO3 (конечная концентрация) как опи-
сано Lee et alM Biochem. Biophys. - Acta,
984: 174-182 (1989) и Le Doan et at.,
Biochern. Biophys. Acta, 858: 1-5 (1986).
Добавление Na2SO3 препятствует образо- 35
ва.їию J 2 , который может распределяться
между неполярными участками протеинов
и мембранами. Данные испытаний были
проанализированы с помощью уравнения
Stern-Voimer (Fo/F=1+fyKJj), где F и F 40
представляют собой интенсивности флуо-
ресценции образцов соответственно в от-
сутствие и в присутствии KJ при концент-
рации [KJ]. К является константой туше-
ния Stern-Volmer для KJ тушения G-CSF 45
триптофанных радикалов (Lehrer, S-,
Biochemistry 10: 3254-3263 (1979)).

На фиг. 3 показаны данные кривой
Stern-Votmer. В отсутствие пузырьков DOPG,
rhG-CSF флуоресценция эффективно га- 50
сится KJ. В присутствии DOPG данные
Stern-Volmer расположены на прямой, что
указывает на то, что иодид имеет слабую
доступность к обоим триптофанам. Дан-
ные показывают, что группы триптофана, 55
доступные для иодида в отсутствие DOPG,
становятся недоступными для иодида в при-
сутствии DOPG. Поэтому часть rhG-CSF,
содержащая этот триптофан, должна быть
внедренной в двойной слой DOPG.

3. Измерение превращения энергии.
Как уже указывалось ранее, между

донорами триптофана и растворимыми в
лилиде акцепторами флуоресценции, та-
кими как пирендекановая кислота, может
произойти передача энергии, так как
спектр возбуждения этой пробы значи-
тельно перекрывает спектр эмиссии трип-
тофана (Friere et al., Biochemistry, 22: 1675-
1680 (1983)). В случае внедрения протеи-
на в липидную мембрану, передача энер-
гии от триптофана к пирену приведет к
затуханию флуоресценции триптофана. В
этом эксперименте непрерывно измеряют
интенсивность эмиссии триптофана раз-
личных комплексов G-CSF^nnno, перед (Fo)
и после (F> добавления различных коли-
честв пирендекановой кислоты (исходный
раствор в тетрагидрофуране с концентра-
цией 30 цг/мл). Образцы непрерывно пе-
ремешивают в процессе добавления пи-
рендекановой кислоты для лучшего сме-
шения пирендекановой кислоты с образ-
цом.-Отношение F/Fo пропорционально ко-
личеству передачи энергии между G-CSF
триптофанами и гидрофобным акцепто-
ром энергии - пирендекановой кислотой.

На фиг. 4 показан характер затухания
rhG-CSF в присутствии DOPG (отношение
липид:протеин 100:1) как функция добав-
ленного количества пирендекановой кис-
лоты. Затухание флуоресценции начинает-
ся при очень небольших концентрациях
пирендекановой кислоты (<1 мол. %), так
что эффект флуоресцентной пробы на
мембранную структуру и поведение яв-
ляется минимальным. Поскольку предпола-
гают, что пирендекановая кислота может
очень быстро проникать в липидный двой-
ной слой, настоящие данные показывают,
что RhG-CSF довольно глубоко внедряется
в DOPG мембраны, что вызывает эффек-
тивную передачу'энергии от триптофана к
пиреновому акцептору. Процесс передачи
энергии был подтвержден исследованием
спектра возбуждения пирендекановая кис-
лота - меченые OOPG пузырьки в при-
сутствии и в отсутствие rhG-CSF.

Вышеуказанный анализ показывает,
что rhG-CSF может тесно взаимодейство-
вать с ненасыщенными фосфолипидами
подобно DOPG. В присутствии DOPG пу-
зырьков rhG-CSF триптофан является за-
щищенным от водорастворимого тушите-
ля флуоресценции, но является поддаю-
щимся затуханию флуоресценции в ре-
зультате передачи энергии гидрофобной
флуоресцентной пробе.

Вместе взятые данные показывают, что
rhG-CSF может внедряться в мембраны,
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состоящие из DOPG. Мембранное внед-
рение можно обнаружить при достижении
отношения липид:С-С5Р 10:1, и это число
может представлять собой число липидов,
окружающих внедренную часть протеина.

П р и м е р 2. Определяют способ-
ность rhG-CSF к взаимодействию с други-
ми фосфолипидами сравнением отноше-
ния интенсивностей F/Fo и максимумом
эмиссии как описано выше. В каждом
случае мольное отношение липидтпС-СБР
равняется 100:1.

На фиг. 5 показаны значения отноше-
ния F/Fo для rhG-CSF в отсутствие и в
присутствии различных липидов. На фиг.
6 показаны значения максимума эмиссии
для тех же самых композиций. Данные на
фиг. 5 и 6 показывают, что в дополнение
к DOPG, rhG-CSF может внедряться в
DMPG, DPPG, и менее эффективно в
фосфатидилэтаноламины (PE's) и в фос-
фатидилсерины (PS's). Кроме того, уста-
новлено, что NG-DOPE (DOPE образец с
более отрицательно заряженной РЕ го-
ловной группой) более способствует внед-
рению rhG-CSF, чем DOPE. DOPC, DMPC
и DPPC являются нейтральными липида-
ми, и эти пузырьки мало влияют или вов-
се не влияют на максимум эмиссии или
интенсивность флуоресценции rhG-CSF,
что указывает на отсутствие взаимодейст-
вия с этими фосфолипидами (фиг. 5 и 6,
и фиг. 7, кривая 2).

Приведенные выше данные свиде-
тельствуют о том, что протеин, способный
переходить в распрямленное глобулярное
состояние, может внедряться в различные
липидные пузырьки. Однако, это rhG-
СЭР:липидное взаимодействие происходит
только тогда, когда используют отрица-
тельно заряженные липидные пузырьки.
Среди отрицательно заряженных липид-
ных пузырьков, пузырьки с небольшим от-
рицательным зарядом должны вызывать
более сильное rhG-CSF взаимодействие.

П р и м е р 3. Определяют влияние
rhG-CSF взаимодействия на стабильность
протеина. Для этого измеряют круговой
дихроизм на приборе Jasco J-720, снаб-
женном штативом термостатированных кле-
ток типа Peltier и магнитной мешалкой.
Измеряют круговой дихроизм при 222 нм
конечной концентрации rhG-CSF 80 цг/мл,
рН 6,0. На калориметре МісгосаІ МС-2 произ-
водят измерения дифференциальной ска-
нирующей калориметрии. Сканируют об-
разцы rhG-CSF (1 мг/мл, в воде) или
DOPG:rhG-CSF (45:1 моль/моль, в воде)
со скоростью 90°С/ч. Данные хранят и

анализируют при помощи программного
обеспечения МісгосаІ.

Исследуют температурные изменения
5 альфа-спирали G-CSF посредством изме-

рения кругового дихроизма (222 нм) как
функции повышения температуры. Развер-
тывание спирали rhG-CSF под действием
температуры при рН 6,0 показано на фиг.

10 8. Кривая показывает, что довольно боль-
шое превращение наблюдается при ~ 60-
70°С, что приводит к потере альфа-спи-
ральной формы. После такого превраще-
ния rhG-CSF необратимо высаждается из

15 раствора. Температурный интервал про-
цесса развертывания спирали подобен
температуре плавления rhG-CSF при рН
7,0, как это было установлено методом
дифференциальной сканирующей калори-

20 метрии и показано на фиг. 9.
Напротив, DOPG.rhG-CSF образцы по-

казывают постепенную потерю альфа-спи-
ралевидности с повышением температуры
и, в противоположность одному rhG-CSF,

25 развертывание спирали DOPG:rhG-CSF под
действием температуры не является сов-
местным (фиг. 8). Такой вывод также сле-
дует из отсутствия перехода плавления,'
как это показывает дифференциальная

30 сканирующая калориметрия (фиг. 9). При-
мечательно, что DOPG:rhG-CSF образцы
могут восстанавливать альфа-спирал евид-
ность после нагрева до 95°С и могут быть
подвергнуты циклическому изменению тем-

35 пературы между 95 и 10°С с полным восс-
тановлением спиралевидной формы пос-
ле охлаждения (фиг. 10). rhG-CSF сам по
себе в таких условиях необратимо раз-
вертывается и высаждается из раствора.

40 Кроме того, исследовали влияние
DMPG и DPPG на G-CSF круговой дих-
роизм. Использовали отношение ли-
rnfl:rhG-CSF 150:1, и, как и в случае с
DOPG, DMPG и DPPG также стабилизи-

45 руют вторичную структуру rhG-CSF (фиг.
И-13). Эти данные показывают, что взаи-
модействие rhG-CSF с DOPG, DMPG и
DPPG улучшает стабильность протеина в
условиях, при которых rhG-CSF сам по

50 себе нестабилен. Это взаимодействие ста-
билизирует вторичную и третичную струк-
туру rhG-CSF.

П р и м е р 4. Определяют влияние
взаимодействия rhG-CSF:DOPG в соот-

55 ветствии с биологической активностью rhG-
CSF. Исследуют активность in vitro rhG-
CSF посредством G-CSF зависящего пог-
лощения [3Н]~тимидина клетками костно-
го мозга мыши как описано е Zsebo et al.,
Smmunobiology 172; 175-184 (1986). Все
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испытания проводились трижды. Актив-
ность in vivo определяли посредством мы-
шечной инъекции хомячкам (доза r!iG-CSF
100 цг/кг) и подсчетом количества белых
кровяных тепец (WBC).

1. Активность in vitro.
A. Определяют специфичную актив-

ность rhG-CSF в присутствии и в отсутст-
вие DOPG. Также испытывают термообра-
ботанные образцы rhG-CSF и DOPG:rhG-
CSF. Результаты испытаний сведены в
таблицу.

Как видно из данных таблицы, внгт\~
рение в DOPG двойной слой не снижает
биологической активности rhG-CSF. Пос-
ле нагрева до 85°С в течение 10 мин
активность rhG-CSF не поддается опреде-
лению и протеин осаждается. После та-
кой же обработки DOPG:rhG-CSF сохра-
няет ~ 85% активности rhG-CSF без
нагревания и полностью восстанавливает
вторичную структуру после охлаждения.

B. Изучалась способность различных
лилидов стабилизировать rhG-CSF в про-
цессе сушки вымораживанием. Образцы
rhG-CSF в сочетании с различными липи-
дами подзергали сушке вымораживанием
и испытывали на активность как описано
выше. При смешении* с rhG-CSF DOPG,
DMPG и DPPG обеспечивают ~ 100%
сохранение биоактивности rhG-CSF после
сушки вымораживанием (фиг. 14). Сам по
себе rhG-CSF не выдерживает процесса
сушки вымораживанием.

2. Активность in vitro.
Определяют активность (подсчетом

WBC) rhG-CSF в отсутствие и в присутст-
вии липида. Активность измеряют после
мышечной инъекции {доза rhG-CSF 100
цг/кг) на день О. Исследовали пять раз-
личных комплексов nHni>.fl:rhG-CSFt и в
каждом случае комплекс липид: rhG-CSF
сохраняет активность in vivo (фиг. 15 и
16). Описанные исследования показывают,
что внедрение в отрицатально заряжен-
ный двойной слой липида не оказывает
отрицательного воздействия на биологи-
ческую активность rhG-CSF, Кроме того,
оказалось, что защитное воздействие ли-
пида защищает rhG-CSF в течение про-
цесса сушки вымораживанием.

П р и м е р 5. Испытывают способ-
ность химически модифицированного (пе-
гилировзнного) O-CSF (PEG-G-CSF) и G-
CSF, полученного как продукт эукариот-
ной экспрессии клетки-хозяина (CHO-G-
CSF), к азаимодейстзию с отрицательно
заряженными липидными пузырьками. В
случае СНО G-CSF определение проводи-
ли на основе сравнения отношения №-

тенсивностей F/Fo и максимумов эмиссии
(как описано выше в примере 1). В каж-
дом случае мольное отношение липид-.про-
теин равнялось 100:1. В случае же PEG-

5 G-CSF определение проводили на основе
анализа кругового дихроизма.

CHO-G-CSF получали по технологии
рекомбинантной ДНК, согласно которой
клетки яичника китайского хомячка под-

10 вергали трансфекции посредством коди-
рования последовательности ДНК челове-
ческим G-CSF как это описано в патенте
США № 48810643 на имя Souza. CHO-G-
CSF приготовляли в виде раствора в PBS

15 с концентрацией 0,6 мг/мл, рН 7,0. Пока-
зано, что CHO-G-CSF взаимодействует о
DOPG подобно rhG-CSF. Каждый образец
показывает увеличение интенсивности
флуоресценции в присутствии DOPG и сд-

20 виг максимума эмиссии в голубую об-
ласть в присутствии DOPG (фиг. 17 и 18).
Следовательно, взаимодействие DOPG не
является следствием некой специфичнос-
ти рекомбинантной формы G-CSF.

25 В этом эксперименте использовали'
PEG-G-CSF в виде три-тетра пегилирован-
ного E.coli полученного G-CSF (исполь-
зуют PEG 6000). Образцы DMPG:PEG-G-
CSF (мольное отношение 17:1) готовили

30 как описано выше. Найдено, что образцы
DMPG:PEG-G-CSF полностью восстанавли-
вают вторичную структуру после нагрева-
ния (фиг. 19). Несмотря на присутствие
молекул PEG, модифицированный протеин

35 был способен к взаимодействию с липи-
дом так же, как негативный протеин.

Приведенные данные показывают, что
эффект стабилизации, связанный с взаи-
модействием G-CSF с отрицательно заря-

40 женными липидными пузырьками, не яв-
ляется присущим только rhG-CSF, полу-
ченному как продукт прокариотной эмис-
сии клетки-хозяина. Химически модифи-
цированный протеин, способный к прев-

45 ращению в MGS, после контактирования
с липидным пузырьком, также проявляет
стабилизирующее воздействие.

П р и м е р 6. Изучают влияние
DMPG ^ DPPG на GM-CSF. GM-CSF ггредс-

50 тавлял собой рекомбинантный человечес-
кий GM-CSF согласно патенту США №
5047504 на имя Воопе. Его готовили в
виде раствора с концентрацией 1 мг/мл в
фосфатном буферном растворе, рН 7,0.

55 Отношение липид:СМ CSF равно 17:1. Из-
меряли термическую стабильность пос-
редством анализа кругового дихроизма как
описано выше. DMPG и DPPG могут при-
водить к лучшей термической стабильнос-
ти GM-CSF, то есть к восстановлению вто-
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ричной структуры после нагрева (фиг. 20а
и 20Ь). Данные этого исследования по-
казывают пример другого образца про-
теина, способного к превращению в расп-

рямленное глобулярное состояние и к
взаимодействию с отрицательно заряжен-
ным липидным пузырьком, для повыше-
ния термической стабильности протеина.

Образец Специфичная активность (U/мг/протеин)

rhG-CSF
rhG-CSF (нагретый)"
DOPG:rhG-CSFft

DOPG:rhG-CSFb (нагретый)

0,66±0,09
Не определяется

0,61±0,11
0,52+0,08

и м е ч а н и я г а - образцы инкубировали в течение 10 мин при 85°С
на водяной бане перед испытанием;
b - мольное отношение DOPG:rhG-CSF рапно 50:1.

Я 1 5 -

300 350 400

Дяка волга, нм «ИГЛ
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(57)1. Композиция, содержащая липосом-
ный пузырек и введенный в него белко-
вый медикамент, о т л и ч а ю щ а я с я
тем, что в качестве липосомного пузырь-
ка содержит отрицательно заряженный
фосфолипид, а в качестве белкового ме-
дикамента - протеин, способный к пере-
ходу в распрямленное состояние глобу-
лы, при соотношении липида к протеину
не менее 10:1.

2. Композиция ПО П. 1, о т л и ч а ю-
щ а я с я тем, что она имеет рН 3,0-7,5.

3. Композиция ПО П. 1, о т л и ч а ю-
щ а я с я тем, что в качестве липосом-
ного пузырька содержит фосфолипид, выб-
ранный из группы, включающей: диолеил-
фосфатидилглицерол (DOPG), димирис-
тоилфосфатидилглицерол (DMPG), дипаль-
митоилфосфатидилглицерол (DPPG), яич-
ный фосфатидилглицерол, диолеилфосфа-
тидилэтаноламин (DOPE), яичный фос-
фатиди л этанол амин, диолеилфосфатидо-
вую кислоту (DOPA), димиристоилфосфа-
тидовую кислоту (DMPA), дипальмитоил-
фосфатидоаую кислоту (DPPA), диолеил-
фосфатидилсерин (DOPS), димиристоил-

фосфатидилсерим (DMPS), дипальмитоил-
фос фати ди л серии (DPPS), яичный фосфа-
тидилсерин, лизофосфатидилглицерол,
лизофосфатидилэтаноламин и лизофосфа-
тидилсерин. f

4. Композиция по п. 1, содержащая в
качестве названного протеина цитокин.

5. Композиция по п. 4, содержащая
цитокин, являющийся гематопоэтическим
фактором.

6. Композиция ПО П. 5, О Т Л И Ч а Ю-
щ а я с я тем, что гематопоэтический
фактор выбран из группы, включающей
гранулоцит колониестимулирующий фак-
тор (G-CSF) и гранулоцит макрофаг коло-
ниестимулирующий фактор (GM-CSF).

7. Композиция по п. 5, о т л и ч а ю-
щ а я с я тем, что гематопоэтическим
фактором является G-CSF. ]

8. Композиция по п. 7, о т л и ч а ю-
щ а я. с я тем, что G-CSF является
природным человеческим G-CSF или про-
дуктом прокариотной или эукариотной
экспрессии клетки-хозяина.

9. Композиция по п. 7, о т л и ч а ю-
щ а я с я тем, что G-CSF является
химически модицифированным.

10. Композиция по П. 9, о т л и ч а-
ю щ а я с я тем. что химическая моди-
фикация G-CSF проведена полиэтиленг-
ликолем.

11. Композиция по п. ^ о т л и ч а -
ю щ а я с я тем, что она дополнительно
содержит фармацевтически приемлемый
носитель.

12. Композиция по п. 1, о т л и ч а-
ю щ а я с я тем, что она дополнительно
содержит в качестве названного протеина
рекомбинантный G-CSF (rhG-CSF), полу-
ченный с помощью Е. соИ, а в качестве
липосомного пузырька - DOPG при соот-
ношении DOPG и rhG-CSF, соответствен-

О.
О

О
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но, 50*1 и дополнительно содержит 10 мМ
ацетата натрия, и имеет рН 4,5.

13 Способ приготовления компози-
ции, содержащей липосомный пузырек с
введенным в него белковым медикамен-
том, о т л и ч а ю щ и й с я тем, что
в качестве липосомного пузырька исполь-
зуют отрицательно заряженный фосфоли-
пид, а в качестве белкового медикамента
в него вводят протеин, способный к пере-
ходу в распрямленное состояние глобу-
лы.

14. Способ по п. 13, о т л и ч а ю-
щ и й с я тем, что указанная композиция
имеет рН 3,0-7,5 и отношение липида к
протеину не менее 10:1.

15. Способ по п. 13, о т л и ч а ю-
щ и й с я тем, что в качестве липосом-
ного пузырька используют фосфолипид,
выбранный из группы, включающей: дио-
леилфосфатидилглицерин (DOPG), дими-
ристоилфосфатидилглицерол (DMPG), ди-
пальмитоилфосфатидилглицерол (DPPG),
яичный фосфатиди л глицерол, диолеил-
фосфатидилэтаноламин (DOPE), яичный
фосфатидилэтаноламин, диолеилфосфати-
довую кислоту (DOPA), димиристоилфос-
фатировую кислоту (DMPA), дипальмитоил-
фосфатидовую кислоту (DPPA), диолеил-
фосфати дел сирин (DOPS), димиристоил-
фосфатидилсерин (DMPS), дипальмитоил-
фосфатидилсерин (DPPS), яичный.фос-

фатидилсерин, лизофосфатидилглицерон,
лизофосфатидилэтаноламин и лизофосфа-
тидилсерин

16. Способ по п. 13, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что указанным протеином
является цитокин.

17. Способ по п. 16, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что названный цитокин
является гематопоэтическим фактором.

18. Способ по і.. 17, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что названный
гематопоэтический фактор выбран из груп-
пы, состоящей из G-CSF и GM-CSF.

19. Способ по п. 18, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что названным гемопоэти-
ческим фактором является G-CSF.

20. Способ по п. 19, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что G-CSF является
природным человеческим G-CSF или про-
дуктом прокариотной или эукариотной
экспрессии клетки-хозяина.

21. Способ по п. 19, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что G-CSF является
химически модифицированным.

22. Способ по п. 21, о т л и ч a to-
ut и й с я тем, что химическая модифи-
кация G-CSF проведена по л и эти лент л и ко-
лем.

23. Способ по п. 13, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что в композицию допол-
нительно вводят фармацевтически прием-
лемый носитель.

Изобретение относится к протеину: ст-
руктурам фосфолипида, которые исполь-
зуют для стабилизации вторичной и тре-
тичной структуры протеинов, способных к
переходу в распрямленное глобулярное
состояние. В особенности, это изобрете-
ние относится к G-CSF: фосфолипидным
композициям с повышенной стабильност-
ью и способностью к использованию в G-
CSF рецептурах и новых поставляющих
проводниках G-CSF.

Обнаружено несколько видов протеи-
нов, способных к переходу в распрямлен-
ное гпобуляриое состояние (MGS) (Van
derGoot, F.G., Nature 354, 408-410 (1991)).
Протеины в распрямленном глобулярном
состоянии проявляют вторичную структу-
ру, сравнимую со структурой природного
протеина, однако у них отсутствует жест-
кая третичная структура (Pitsyn et at., FEBS
Letters 262:1, 20-24 (1990)). В некоторых

случаях переход в это состояние сопро-
вождается раскрытием ранее скрытых гид-
рофобных звеньев протеина. При раскры-
тии критических гидрофобных остатков,

5 MGS может находиться в промежуточном
состоянии между агрегированием и осаж-
дением протеинов. MGS-конформация мо-
жет быть обнаружена при сравнении кру-
гового дихроизма в дальнем УФ диапазо-

10 не со спектром ароматических боковых
цепей (ближний УФ круговой дихроизм и
флуоресценция). Распрямленное глобуляр-
ное состояние показывает спектральные
изменения ароматических групп в отсутст-

15 вие изменений дальнего УФ кругового дих-
роизма (Bychkova et al. FEBS Letters
238:231-234 (1988)) и может быть вовле-
ченным в мембранную проницаемость не-
которыми видами протеинов (Bychkova et

20 al. FEBS Letters 238:231-234 (1988); Van
der Goot, F.G., Nature 354, 408-41С (1991)).
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Для перехода в MGS до агрегирова-
ния известны два вида протеинов: грану-
лоцит колониестимулирующий фактор (G-
CSF) и гранулоцит макрофаг колоние-
стимулирующий фактор (GM-CSF). В то 5
время, как эти два вида протеинов могут -
быть стабилизированы при некоторых оп-
ределенных условиях, существует необ-
ходимость продления жизни этих мате-
риалов стабилизации вторичной и третич- 10
ной структуры протеинов.

Человеческий рекомбинантный G-CSF
селективно стимулирует нейтрофилы, вид
белых кровяных клеток, используемых для
борьбы с инфекцией. Общепринято, 15
Filgrasttm, что рекомбинантный G-CSF яв-
ляется пригодным для использования в
терапии. Структура G-CSF в различных
условиях подверглась интенсивному изу-
чению (Lu et al., J. Biol. Chem. Vol. 267, 20
8770-8777 (1992)). Ввиду гидрофобного
характера трудно получить G-CSF с про-
должительной жизнеспособностью. Рецеп-
туры некоторых гидрофобных протеинов
теряют свою активность в результате об- 25
разования димера или агрегатов более
высокого порядка (макроагрегатов) в про-
цессе продолжительного хранения. Дру-
гие химические превращения, такие как
деамидация и окисление, также могут воз- 30
никнуть в процессе хранения. Кроме того,
G-CSF формулятор должен защищать про-
тив денатурации и, в особенности, быть
склонным к стабилизации вторичной и тре-
тичной структуры протеина. 35

Человеческий GM-CSF является 22-kDa
гликопротеином, непрерывно требуемым
для быстрого размножения in vitro клеток-
предшественников макрофагов и грануло-
цитов. Он также контролирует необрати- 40
мое превращение этих клеток-предшест-
венников при образовании гранулоцитов и
макрофагов. Другие виды биологической
активности могут включать регулирование
функциональной активности зрелых кле- 45
точных видов (Gough et af., Nature, 309,
763-767 (1984)) и увеличение химотаксиса
по отношению к опознанным химоаттрак-
тантам (Williams et al., Hematology, 4th ed.
(1990)). GM-CSF также стимулирует обра- 50
зование моноцитов и поэтому может быть
использован при лечении моноцитных
расстройств, таких как моноцитопения.

Человеческий GM-CSF может быть по-
лучен и очищен из нескольких источни- 55
ков. Способы получения рекомбинактного
человеческого GM-CSF были описаны ра-
нее Burgess et al., Blood, 69:1, 43-51 (1987).
Согласно цитируемому здесь патенту US
5047504 (Воопе) предлагается получение

в промышленном масштабе GM-CSF в нег-
ликозилированной форме как продукт вы-
ражения прокариотной клетки-хозяина.

Одним из путей, предпринятым ранее
при работе с такими протеинами, как G-
CSF и GM-CSF, явилось использование
липосом. Липосомы представляют собой
полностью закрытые липидные двухслой-
ные мембраны, образованные водонераст-
воримыми полярными липидами, особен-
но фосфолипидами.

Пузырьки липосом могут иметь один
единственный мембранный двойной слой
(однослойные) или множество мембран-
ных двойных слоев (многослойные). Двой-
ной слой состоит из двух липидных мо-
нослоев, имеющих гидрофильную (поляр-
ную) "головную" зону и гидрофобную (не-
полярную) "хвостовую" зону, в которой
гидрофобные хвосты ориентированы по
направлению к центру двойного слоя, в то
время как гидрофильные головы ориенти-
рованы по направлению к водной фазе.
Сгабильность, жесткость и проницаемости
липосом может изменяться путем изме-
нений фосфолипидной композиции или
температуры, включением стирола или вве-
дением заряженных амфифил. Основная
структура липосом может быть получена
различными известными методами.

В процессе своего образования липо-
сомы могут захватывать растворенные в во-
де вещества в водных каналах и освобож-
дать их с различной скоростью. После об-
наружения способности липосом к введе-
нию энзимов в клетки и к изменению их
метаболизма (Gregoriadis, New Єпді. J. Med.
295, 704-710, 765-770 (1976)) липосомы бы-
ли объявлены средством, отвечающим тре-
бованию целенаправленной доставки меди-
каментов. В результате наблюдается уси-
ленное развитие исследований в фармацев-
тической индустрии, включающих использо-
вание липосом в качестве медленных пос-
тавщиков лекарств, витаминов и протеинов,
секвитированных в гидрофобных слоях или
в гидрофобном ядре липосом.

Успешное использование липосом в
качестве переносчиков медикаментов бы-
ло ограничено, т.к. исследователи, предп-
ринимающие попытки в направлении та-
кого применения липосом, встретились с
рядом проблем. Например, известна спо-
собность липосом действовать в качестве
сильных иммунологических помощников по
отношению к захваченным антигенам, и
должны быть приняты меры предосторож-
ности в том случае, когда липосомами
захвачены энзимы или протеины ксено-
генного происхождения. Кроме того, трудно
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контролировать скорость диффузии меди-
камента. Это является следствием при-
родной нестабильности липосом и при-
сутствия некоторых компонентов крови, ко-
торые ускоряют диффузию некоторых ме- 5
дикаментов. Помимо этого, по своей при-
роде некоторые вещества слабо захваты-
ваются липосомами и поэтому быстро рас-
сасываются при кровообращении. Нако-
нец, существует проблема нацеливания 10
на любые клетки или органы, кроме пе-
чени или селезенки. Замечательным об-
зором по липосомам, веществам, кото-
рые были введены в липосомы и пробле-
мам, связанным с использованием липо- 15
сом в качестве переносчиков медикамен-
тов, является Gregory Gregoriadis,
"Liposomes", Drug Carriers in Biology and
Medicine, Chapter 14, 287-341 (Academic
Press, N. Y., 1979). 20

В то время как в области попыток
использования липосом в качестве пере-
носчиков медикаментов опубликовано мно-
го работ, мало публикаций появилось в
области использования липосом с целью 25
увеличения периода жизни терапевтичес-
ких пептидов или протеинов путем стаби-
лизации структуры пептидов и/или про-
теинов. В PCT/US90/05163 "Терапевтичес-
кие пептиды и протеины", Hostetler et a!. 30
описано использование пустых липосом в
качестве фармацевтически пригодных раз-
бавителей для растворения полипептидов
и/или протеинов с целью предотвращения
аккумуляции полипептидов и/или протеи- 35
нов на поверхности раздела воздух/вода
и для' предотвращения адсорбции поли-
пептидов и/или протеинов на поверхности
контейнера. Hostetler et al. описывает, что
отрицательно заряженные фосфолипиды 40
могут быть добавлены в количестве до
около 50 мол. %, и что предпочтительны-
ми липосомами являются фосфатидилхо-
лин, нейтральный фосфолипид. Hostetler
et al. не описывает разбавителя, способ- 45
ного стабилизировать структуру полипеп-
тида и/или протеина.

В PCT/US91/07694 "Получение и ха-
рактеристика липосомных рецептур фак-
тора некрозного новообразования (TNF)", 50
Hung et al., описана липофильная моле-
кула фактора некрозного новообразова-
ния, связанная с поверхностью или ин-
капсулированная внутри липосомы. Липо-
сомные липофильные TNF молекулы опи- 55
саны как имеющие повышенную стабиль-
ность in vivo. Стабильность рассматри-
вается как уменьшение или как тенденция
к уменьшению TNF-липосомы выделять
TNF в систему in vivo. Предпочтительными

липосомами были нейтральные липиды.
Heing et al. не описывают композиции TNF,
в которой наполнители (excipients) оказы-
вают стабилизирующее действие на ст-
руктуру протеина.

В литературных источниках отсутст-
вуют какие-либо сведения, касающиеся
контактирования протеина, например G-
CSF, с отрицательно заряженными пузырь-
ками (полостями) ЛИПИД, В результате ко-
торого непосредственно стабилизируется
протеин против термической агрегации,
денатурации, потери активности и развер-
тывается вторичная структура. Существует
потребность в таких композициях, кото-
рые могут быть использованы в техноло-
гических процессах, требующих высоких
температур, а также в качестве новых пос-
тавщиков (например, оральное примене-
ние лекарств, закрепленных в G-CSF). Нас-
тоящее изобретение касается таких ком-
позиций.

Настоящее изобретение направлено
на добавление гидрофобных эксипиентов,
например, лизофосфолипидов или дру-
гих липосом, к протеину в условиях расп-
лавленного глобулярного состояния для
стабилизации вторичной и третичной ст-*
руктуры протеина, защищая таким обра-
зом протеин против термической агрега-
ции, денатурации и потери активности. В
особенности целью изобретения являются
стабильные О-С5Р:фосфолипидные ком-
позиции. Неожиданно оказалось, что пред-
почтительные G-CSF композиции могут
быть несколько раз подвергнуты цикли-
ческому изменению температуры в диа-
пазоне 10-95°С с последующим полным
восстановлением вторичной структуры про-
теина после охлаждения. Эти композиции
имеют двойное преимущество: быть по-
лезными при технологических процессах,
требующих высоких температур, а также
при использовании в новых поставщиках
G-CSF.

В предпочтительном варианте, комп-
лекс прогеин:фосфолипид включает отри-
цательно заряженную липосому, выбран-
ную из группы: диолеилфосфатидилгли-
церол (DOPG), димиристоилфосфатидилг-
лицерол (DMPG), дипальмитоилфосфати-
дилглицерол (DPPG), яичный фосфатидияг-
лицерол, диолеилфосфатидилэтаноламии
(DOPE), яичный фосфатидилэтаноламин,
диолеилфосфатидовая кислота (DOPA), ди-
миристоилфосфатидовая кислота (DMPA),
дипальмитоилфосфатидовая кислота
(DPPA), диолеилфосфатидилсерин (DOPS),
димиристоилфосфатидилсєрин (DMPS), ди-
пальмито и л фосфатиди л серии (DPPS), яич-
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ный фосфатидилсерии, лизофосфатидилг-
лицерол, лизофосфатидилэтанояамин и
л изофосфати дил сер и н.

DOPG, отрицательно заряженный не-
насыщенный фосфолипид, является осо-
бенно предпочтительным. Согласно изоб-
ретению рН поддерживают в пределах 3 0-
7,5, а отношение липид:протеин не менее
10:1.

Дополнительным элементом, соглас-
но предпочтительному варианту изобрете-
ния, является использование химически
модифицированных протеинов в составе
комплекса протеин:фосфолипид, а также
использование одного или нескольких из
следующих агентов:агент, устанавливаю-
щий изотонию, буферный агент и агент,
устанавливающий рН. Специалисту понят-
но, что изобретение включает стабильные
композиции протеин:фосфолипид с раз-
ничным сочетанием дополнительных эле-
ментов.

На фиг. 1 изображен спектр флуорес-
центной эмиссии rhG-CSF в присутствии
(кривая 1) и s отсутствии (кривая 2) пу-
зырьков DOPG. Концентрация DOPG:rhG-
CSF равна 0,2 мг/мл. Молярное отноше-
ние DOPG:rhG-CSF (кривая 1) равно 100:1.

На фиг. 2(а) показано влияние увели-
чения отношения липцц;протеин на rhG-
CSF флуоресценцию. Fo означает исход-
ную флуоресценцию (без липида) и F оз-
начает флуоресценцию после добавления
липида для достижения указанного мо-
лярного отношения F/Fo(n) и максимум
длины волны эмиссии (Д) для смесей
DOPG:rhG-CSF. На фиг. 2(в) показано от-
ношение F/F0(n) и максимум длины волны
эмиссии (Д) для смесей DOPG:rhG-CSF.

На фиг. 3 показана кривая Стерн-
Волмера (Stern-Voirner) затухания rhG-CSF
флуоресценции посредством KJ в отсутст- ,
вии (о) и в присутствии (о) пузырьков
DOPG. Эксперимент по затуханию прово-
дился добавлением равных порций KJ к
rhG-CSF (0,2 мг/мл) и DOPG:rhG-CSF 100:1.

На фиг. 4 показано затухание rhG-
CSF флуоресценции триптофана при до-
бавлении пирендєкановой кислоты (ругепе
decanoic acid). Длина волны эмиссии рав-
на 327 им. Молярное отношение DOPG:rhG-
CSF равно 100:1.

Фиг. 5 представляет собой график,
показызающий э сравнении изменения F
интенсивности для rhG-CSF в отсутствии,
и в присутствии различных липидов. В
каждом случае молярное отношение ли-
пид:прогеин равно 100:1.

Фиг. 6 представляет собой график,
показывающий в сравнении сдвиги мак-

симумов эмиссии для rhG-CSF в отсутст-
вии и в присутствии различных липидов.
В каждом случае молярное отношение ли-
пид:протеин равно 100:1.

5 На фиг. 7 показано влияние DMPC
(кривая 2), DMPG (кривая 3) и DMPA (кри-
вая 4) на CD rhG-CSF (кривая 1). В каж-
дом случае молярное отношение ли-
пид:протеин в воде равно 50:1, рН 6,0.

10 На фиг. 8 показано влияние повыше-
ния температуры на CD rhG-CSF (кривая
1) и DOPG:rhG-CSF (140:1 молярное) (кри-
вая 2). Концентрация rhG-CSF в воде раа-
на 80 мг/мл, рН 6,0. Температура изме-

15 нялась в пределах 10-90°С со скоростью
100°С/ч.

На фиг. 9 показана дифференциаль-
ная сканирующая калориметрическая тер-
мограмма для rhG-CSF (кривая 1) и

20 DOPG:rhG~CSF (45:1 молярное) (кривая 2).
Концентрация rhG-CSF в образцах равна
1 мг/мл, рН 7,0 в воде. Скорость скани-
рования 90°С/ч.

На фиг. 10 показано влияние цикли-
25 ческого изменения температуры на CD rhG-

CSF (кривая 1) и DOPG:rhG-CSF (140:1 мо-
лярное) (кривая 2). Образцы быстро наг-
ревали до 95оС и охлаждали до 10°С как
показано стрелками. Концентрация rhG-CSF

30 в образцах равна 80 мг/мл, рН 6,0.
На фиг. 11 показано влияние цикли-

ческого изменения температуры на CD
rhG-CSF (кривая 1) и DMPG:rhG-CSF (150:1
молярное) (кривая 2). Образцы нагревают

35 до 95°С и охлаждают до 10°С. Концентра-
ция rhG-CSF в образцах равна 80 мг/мл,
рН 6,0.

На фиг. 12 показано влияние темпе-
ратурных цикпов на CD rhG-CSF (кривая

40 1) и DPPG:rhG~CSF (150:1 молярное) (кри-
вая 2). Образцы нагревают до 95°С и ох-
лаждают до 10°С. Концентрация rhG-CSF
в образцах равна 80 мг/мл, рН 6,0.

Фиг. 13 изображает график, показы-
45 вающий способность различных липидов

к стабилизации rhG-CSF в процессе
замораживания-сушки. Отношение ли-
пид:протеин в каждом случае равно 100:1.
Стабильность определялась пц сохране-

50 нию активности in vitro в образце костно-
го мозга. Один rhG-CSF не выдерживает
процесса замораживания-сушки, поэтому
контрольным образцом является необра-
ботанный rhG-CSF в отсутствии липида.

55 На фиг. 14 показано влияние различ-
ных липидов на активность in vitro rhG-
CSF. Активность (в расчете на WBC) из-
меряли после подкожной инъекции хо-
мячков. Доза rhG-CSF равна 100 мг/кг
при отношении липид:протеин 100:1.



11 26640 12

На фиг. 15 показано влияние различ-
ных липидов на активность in vitro rhG-
CSF. Активность (в расчете на WBC) из-
меряли после подкожной инъекции хо-
мячков. Доза rhG-CSF равна 100 мг/кг
при отношении липид:протеин 50:1. •

На фиг. 16 изображен график, пока-
зывающий сравнительное изменение СНО-
G-CSF в отсутствии и в присутствии DOPG
при различном рН. В каждом случае мо-
лярное отношение липид:протеин равно
100:1.

На фиг. 17 изображен график, пока-
зывающий сравнение сдвигов максиму-
мов эмиссии для CHO-G-CSF в отсутствии
и в присутствии DOPG при различном рН.
В каждом случае молярное отношение ли-
пид:протеин равно 100:1.

На фиг. 18 показано влияние темпе-
ратурных циклов на CD PEG-G-CSF (-) и
DMPG:PE-G-CSF (17:1 молярное) (- -). Об-
разцы нагревают до 90°С и охлаждают до
10°С.

На фиг. 19 показано: а) влияние тем-
пературных циклов на CD GM-CSF в PBS,
рН 7,0. GM-CSF при 10°С (-) сравнитель-
но с GM-CSF, который нагревают до 90°С
и охлаждают до 10°С (- -); б) влияние
температурных циклов на CD DPPG:PEG-
G-CSF (17:1 молярное). DPPG:GM-CSF при
10°С (-) сравнивают с DPPG:GM-CSF, ко-
торый нагревают до 90°С и затем охлаж-
дают до 10°С (- -).

Композиция по изобретению иллюст-
рируется нижеследующими примерами.
Примеры показывают различные аспекты
изобретения и включают данные испыта-
ний по стабильности и биологической ак-
тивности различных протеин: фосфолипид-
ных композиций. Взаимодействие протеи-
нов с лилидными пузырьками непосредст-
венно стабилизирует протеиновую струк-
туру протеина, оказывая, таким образом,
стабилизирующее воздействие на протеин
даже в условиях, приводящих к денатура-
ции протеина в отсутствии липида. Пред-
полагается использовать различные про-
теины, способные переходить в распрям-
ленное глобулярное состояние. Примера-
ми предполагаемых протеинов являются
цитокины, включая различные гема-
топоэтические (hematopoietie) факторы, та-
кие как упомянугые выше G-CSF, GM-
CSF, M-CSF, интерфероны (альфа, бета и
гамма), интерлейкины (1-11), эритропоэтин
(ЕРО), фактор роста фибробластов, кле-
точный фактор (stem all factor), фактор
роста нерва, BDNF, NT3, полученный из
тромбоцита фактора роста, и фактор рос-
та опухолевых новообразований (альфа,

бета). Другие протеины могут быть оцене-
ны по способности к переходу в MGS.
Если такой протеин способен к превра-
щению в MGS, то такой протеин может

5 затем быть приведен в контакт с пузырь-
ками отрицательно заряженной липосомы
и определен эффект стабилизации.

В общем случае G-CSF может быть в
нативной форме, выделенной в чистом ви-

10 де из организма млекопитающих, или, аль-
тернативно, может быть продуктом хими-
ческого синтеза или продуктом эукариот-
ной или прокариотной экспрессии клетки
хозяина экзогенной последовательности

15 ДНК, полученной геномным или сДНК кло-
нированием или генным синтезом. Подхо-
дящие прокариотные хозяева включают
различные бактериальные клетки (напри-
мер, Е. coii). Псдходящие эукариотные хо-

20 зяева включают дрожжи (например, S.
eerevisiaej и клетки млекопитающих (нап-
ример, яичника китайского хомячка, обезь-
яны). В зависимости от используемого хо-
зяина, продукт G-CSF выражения может

25 быть гликозилирован млекопитающими или
другими эукариотными карбогидратами,
или может быть негликозилирован. Изоб-
ретение предполагает использование лю-
бых или всех таких форм G-CSF, хотя

30 предпочтительным, с точки зрения наи-
большей коммерческой практичности, яв-
ляется рекомбинантный G-CSF, особенно
полученный E.coli.

G-CSF, который подвергают химичес-
35 кой модификации с целью использования

в настоящем изобретении, может быть так-
же либо природным человеческим G-CSF
(nhG-CSF), либо продуктом рекомбинант-
ного процесса нуклеиновой кислоты, та-

40 кого, как выражение прокариотной или
эукариотной клетки ХОЗЯИНЕ.

В общем случае, предполагаемой хи-
мической модификацией является присое-
динение химической половины к самой

45 молекуле G-CSF.
Обзорной статьей, описывающей мо-

дификацию протеина и слияние протеи-
нов является Francis, Focus on Growth
Factors 3; 4-Ю (май 1992) (опубликовано

50 Mediscript, Mountview Court, Frun Barnet
Lane, London №20 OLD, UK). Например,
ЕР 0401384 "Chemically Modified Granulocyte
Colony Stimulating Factor, в которой опи-
саны материалы и методы приготовления

55 G-CSF, к которой присоединены молеку-
лы полиэтиленгликоля. Присоединение мо-
жет быть непосредственным связыванием
с протеином или к половине, действую-
щей в качестве мостика для активного
агента. Наиболее предпочтительной, как
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наиболее стабильной, является ковалент-
ная связь. Химическая модификация мо-
жет способствовать контролируемому, дли-
тельному или расширенному эффекту G-
CSF. Это может приводить, например, к
контролированию времени, необходимого
для достижения химически модифициро-
ванным G-CSF свернутого в клубок поло-
жения. Примером химического модифика-
тора является полиэтиленгликолевые ком-
позиции, включая их производные.

По изобретению предполагается ис-
пользовать любые химически модифици-
рованные G-CSF препараты, эффективные
при применении. Эффективность может
быть определена различными методами,
известными специалисту. Предпочтитель-
ными являются пегилированныи (pegylated)
G-CSF, в особенности полученный E.coli
G-CSF и, еще более предпочтительно, три-
тетра пегилированныи полученный E.coli
G-CSF. G-CSF описан как наиболее ста-
бильный в кислой среде, несмотря на то,
что при рН 2,5-5,0 происходит конформа-
ционное изменение, сопровождающееся
потерей третичной структуры и повыше-
нием содержания альфа спиральной фор-
мы (Narhi et al., J. Protein Chem. 10, 359-
367 (1991). Это конформационное изме-
нение характерно для распрямленного гло-
булярного состояния (MGS). Так, как это
происходит в случае работы препарата с
другими протеинами, способными к прев-
ращению в MGS, препаратор, имеющий
депо с G-CSF, должен принимать защит-
ные меры против термического распрям-
ления вторичной и третичной структуры
для предотвращения агрегации и денату-
рации GM-CSF, пригодный для использо-
вания по изобретению, может быть натив-
ной формой, выделенной в чистом виде
из организма млекопитающих, или про-
дуктом лрокариотной или эукариотной
экспрессии клетки хозяина экзогенной
последовательности ДНК, полученной ге-
номом или сДНК клонированием, или ген-
ным синтезом. Подходящие прокариотные
хозяева включают различные бактериаль-
ные клетки (например, E.coli). Подходя-
щие эукариотные хозяева включают дрож-
жи (например, S. cerevisiae) и клетки мле-
копитающих (например, яичника китайс-
кого хомячка, обезьяны). В зависимости
от используемого хозяина, продукт GM-
CSF выражения может быть гликозилиро-
ван млекопитающим или другими эука-
риотными карбогидратами, или может быть
негликозилирован. Изобретение предпо-
лагает использование любых и всех таких
форм GM-CSF, хотя предпочтительным яв-

ляется рекомбинантный GM-CSF, в осо-
бенности полученный E.coli, no соображе-
ниям коммерческой практичности.

Липидные пузырьки, используемые в
5 композициях по изобретению, являются от-

рицательно заряженными липосомами, спо-
собными к взаимодействию с протеином.
Предпочтительными являются следующие
липосомы: диолеилфосфатидилглицерол

10 (DOPG); димиристсилфосфлтидилглицерол
(DMPG); дипальмитоилфосфатидилглице-
рол (DPPG); яичный фосфатидилглицерол;
диолеилфосфатидилэтаноламин (DOPE);
яичный фосфатидилзтаноламин; диолеил-

15 фосфатидовая кислота (DOPA); димирис-
тоилфосфатидовая кислота (DMPA); ди-
пальмитоилфосфатидовая кислота (DPPA);
диолеилфосфатидипсерин (DOPS); дими-
ристоилфосфатидилсерин (DMPS); дипаль-

20 митоилфосфатидилсерим (DPPS); яичный
фосфатидилсерин; лизофосфатидилглице-
рол; лизофасфатидилэтаноламин; лизофас-
фатидилсерин.

В предпочтительном варианте с ис-
25 пользованием E.coii полученного rhGM-

CSF, липосомным пузырьком является
DMPG с отношением DMPG:GM-CSF 17:1,
при рН 7,0 в растворе фосфатного буфе-
ра {PBS).

30 В предпочтительном варианте с ис-
пользованием химически модифицирован-
ного (пегилированного) E.coli полученного
rhG-CSF, rhG-CSF является три-тетра свя-
занным, липосомным пузырьком является

35 DMPG с отношением DMPG:PEG-G-CSF
17:1, при рН 4,5.

Хотя изобретение описывается и ил-
люстрируется в отношении к специфич-
ным протеин:липидной композиции и ме-

40 тодам обработки, специалисту очевидно,
что могут существовать различные соот-
ветствующие композиции и методы обра-
ботки, без отклонения от цели изобрете-
ния.

45 Следующие примеры иллюстрируют
более подробно различные аспекты изоб-
ретения.

П р и м е р 1. Производили перво-
начальные эксперименты для исследова-

50 ния возможности введения рекомбинант-
ного человеческого G-CSF (rhG-CSF) в ли-
пидный пузырек. rhG-CSF получали при
использовании рекомбинантной ДНК тех-
нологии, согласно которой E.coli клетки

55 были подвергнуты трансфекции посредст-
вом ДНК-последовательности, кодирующей
человеческий G-CSF, как описано в па-
тенте US № 4810643 на имя Souza. rhG-
CSF готовили в виде раствора с концент-
рацией 4 мг/мл в разбавленной HCI, рН
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4,0. Все липиды были получены из Avanti
Polar Upids (Albaster, Ala) и выдержаны
при -20°С в атмосфере азота при конеч-
ной концентрации 100 мг/мл в хлорофор-
ме. 5

Приготовление 6-С5Р:фосфолипидных
комплексов.

С целью приготовления липидных пу-
зырьков для сочетания с G-CSF ЗО ^імол
соответствующего липида помещают в 10
стеклянную трубку и сушат в потоке га-
зообразного азота до образования тонкой
пленки. Липидную пленку высушивают не
менее двух часов под вакуумом для уда-
ления любых следов хлороформа. Липид- 15
ную пленку гидрируют в 1 мл либо дис-
тиллированной деионизированной воды
(ddH2O), фосфатном буферном растворе,
рН 7,2 (Cibro/BRL "D-PBS") либо в 150
мМ NaCI. Затем образцы были обработа- 20
ны ультразвуком s ультразвуковой уста-
новке типа ванны (лаборатория Supplies,
Hicksville, N.Y.). Ультразвуковую обработку
продолжали до тех пор, пока образцы не
приобрели оптическую прозрачность 25
(обычно в пределах 10-15 мин). Образцы
хранили при 4°С под азотом вплоть до
использования. Конечная концентрация ли-
пида составляла 30 мМ, Альтернативно,
липидные пузырьки могут быть приготов- 30
лены высушиванием под азотом 300 цмол
липида как описано выше. Сухие липид-
ные пленки гидрировали в 10 мл соот-
ветствующего водного раствора как опи-
сано выше. Образцы были затем 35
микрозмульгированы в эмульгаторе (Micro-
fiuidics Model 1108, Microfluidics, Inc.,
Cambridge, MA), работающем при 10000
пси. Образцы подвергали 10 циклам ре-
циркуляции в приборе. Микроэмульгиро- 40
ванные образцы затем хранили при 4°С
как описано выше.

О-С5Р:фосфолипидные комплексы го-
товили смешением G-CSF (как описано
выше) со специфичным липидом (как опи- 45
сано выше). Смешение осуществляют в
вихревом смесителе, перемешиванием или
бережным встряхиванием. Готовят образ-
цы с различным мольным соотношением
flnnna:G-CSF для оценки мембранной про- 50
ницаемости и стабилизации протеина. Нап-
ример, для приготовления 3 мл образца
(з воде), содержащего 0,2 мг/мл G-CSF
при мольном отношении nnnnA:G-CSF 40:1,
150 ^л исходного раствора G-CSF соеди- 55
тют с 44 цл липида (30 мМ исходный
раствор в воде, приготовленный при воз-
действии ультразвука), и добавляют воду
до конечного объема образца 3 мл. Ре-
комендуемая пятиминутная инкубация (но

не обязательная) была осуществлена пе-
ред использованием и испытанием об-
разца.

G-CSF может быть также соединен с
гидрированным липидом перед микро-
эмульгированием. Последующее микро-
эмульгирование смеси (как описано вы-
ше) приводит к внедрению G-CSF в ли-
пидную мембрану.

Анализ С'С5Р;фосфолипидных комп-
лексов.

1. Триптофанный эмиссионный спектр.
Существует две группы триптофана в

rhG-CSF, являющиеся очень чувствитель-
ными к условиям локальной окружающей
среды. Поэтому проводили анализ для оп-
ределения rhG-CSF триптофанной флуо-
ресценции в условиях контактирования
rhG-CSF с липосомой. Голубой сдвиг мак-
симума флуоресцентной эмиссии пред-
полагает, что триптофаны находятся в бо-
лее гидрофобной окружающей среде, и,
следовательно, rhG-CSF внедрен в липид-
ную мембрану. Отличным образом трип-
тофанного флуоресцентного анализа яв-
ляется Principles of Fluorescence
Microscopy, J. Lakowicz, Chap. 11 (Plenum
Press, New York, 1983).
' Триптофанную флуоресценцию G-

СЗР:липидных комплексов (как описано
выше) анализировали возбуждением об-
разцов при длине волны 280 н м и в про-
цессе сканирования эмиссии от 285 нм
до 420 нм с приращением (инкрементом)
в 1 нм при скорости 1 нм/с. Образец
имел объем 3 мл при конечной концент-
рации G-CSF 0,2 мг/мл для всех образ-
цов. Отношение липид^-СЭР варьирова-
лось. Все измерения флуоресценции про-
водили с использованием PTJ Alphascan
флуорометра (South Brunswick, N.Y.). Все
измерения осуществлялись при 25°С и эту
температуру поддерживали использова-
нием держателя кюветы с водной рубаш-
кой, связанного с циркулирующей водной
ванной. Собирали эмиссионный спектр и
анализировали, используя данные прог-
раммного обеспечения PTJ. На фиг. 1
показан спектр флуоресценции rhG-CSF в
присутствии и в отсутствие небольших од-
нослойных пузырьков, состоящих из DQPG.
rhG-CSF имеет максимум эмиссии в об-
ласти 334 нм в отсутствие пузырьков
DOPG. В присутствии DOPG и при соот-
ношении липид:протеин 100:1 rhG-CSF
триптофанная флуоресценция показывает
сдвиг максимума флуоресценции в голу-
бую область эмиссии в область 327 нм и
сильное увеличение интенсивности флуо-
ресценции.
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Короткая длина волны флуоресцент-
ной эмиссии в присутствии DOPG предпо-
лагает большую гидрофобность триптофа-
ном в окружающей среде, чем нзтивный
протеин. Как показано на фиг. 2, сдвиг 5
флуоресценции зависит от мольного от-
ношения DOPG:G-CSF, и мембранное внед-
рение обнаруживается как только дости-
гается соотношение DOPG:G-CSF 10:1.

2. Испытания иодидного тушения. 10
Иодид является эффективным тушите-

лем триптофанной флуоресценции, но он
не может проникать через липидные мемб-
раны. Поэтому, эффективное тушение трип-
тофанной флуоресценции йодидом пока- 15
зывает доступность групп основной мас-
се водного растворителя, в то время как
защита от иодидного гашения наблюдает-
ся в случае, когда триптофаны протеина
изолированы от водного растворителя. • 20

В этих экспериментах использованы
G-CSF и DOPG:G-CSF композиции (отно-
шение липид:протеин 100:1). После того,
как первоначальное считывание (Fo) на
образцах было произведено и зарегист- 25
рировано, измеряли интенсивность флуо-
ресценции после введения возрастающих
количеств иодида калия (KJ) (5 М исход-
ный раствор). Образцы и KJ растворы бы-
ли приготовлены с содержанием 1 мМ 30
NazSO3 (конечная концентрация) как опи-
сано Lee et al., Biochem. Biophys. - Acta,
984: 174-182 (1989) и Le Doan et al.,
Biochem. Biophys. Acta, 858: 1-5 (1986).
Добавление Na2SO3 препятствует образо- 35
ва.іию J 2 , который может распределяться
между неполярными участками протеинов
и мембранами. Данные испытаний были
проанализированы с помощью уравнения
Stern-Voimer (Fo/F=1+KJKJ]), где F и F 40
представляют собой интенсивности флуо-
ресценции образцов соответственно в от-
сутствие и в присутствии KJ при концент-
рации [KJ]. К^ является константой туше-
ния Stern-Volmer для KJ тушения G-CSF 45
триптофанных радикалов (Lehrer, S.,
Biochemistry 10: 3254-3263 (1979)}.

На фиг. 3 показаны данные кривой
Stem-Volmer. В отсутствие пузырьков DOPG,
rhG-CSF флуоресценция эффективно га- 50
сится KJ. В присутствии DOPG данные
Stern-Volmer расположены на прямой, что
указывает на то, что иодкд имеет слабую
доступность к обоим триптофанам. Дан-
ные показывают, что группы триптофана, 55
доступные для иодида в отсутствие DOPG,
становятся недоступными для иодида в при-
сутствии DOPG. Поэтому часть rhG-CSF,
содержащая этот триптофан, должна быть
внедренной в двойной слой DOPG.

3. Измерение превращения энергии.
Как уже указывалось ранее, между

донорами триптофана и растворимыми в
липиде акцепторами флуоресценции, та-
кими как пирендекановая кислота, может
произойти передача энергии, так как
спектр возбуждения этой пробы значи-
тельно перекрывает спектр эмиссии трип-
тофана (Friere et ai., Biochemistry, 22: 1675-
1680 (1983)). В случае внедрения протеи-
на в липидную мембрану, передача энер-
гии от триптофана к пирену приведет к
затуханию флуоресценции триптофана. В
этом эксперименте непрерывно измеряют
интенсивность эмиссии триптофана раз-
личных комплексов 0-С5Р:липид перед (Fo)
и после (F) добавления различных коли-
честв пирендекановой кислоты {исходный
раствор в тетрагидрофуране с концентра-
цией 30 цг/мл). Образцы непрерывно пе-
ремешивают в процессе добавления пи-
рендекановой кислоты для лучшего сме-
шения пирендекановой кислоты с образ-
цом. Отношение F/Fo пропорционально ко-
личеству передачи энергии между G-CSF
триптофанами и гидрофобным акцепто-
ром энергии - пирендекановой кислотой.

На фиг. 4 показан характер затухания
rhG-CSF в присутствии DOPG (отношение
липид:протеин 100:1) как функция добав-
ленного количества пирендекановой кис-
лоты. Затухание флуоресценции начинает-
ся при очень небольших концентрациях
пирендекановой кислоты (<1 мол. %), так
что эффект флуоресцентной пробы на
мембранную структуру и поведение яв-
ляется минимальным. Поскольку предпола-
гают, что пирендекановая кислота может
очень быстро проникать в липидный двой-
ной слой, настоящие данные показывают,
что RhG-CSF довольно глубоко внедряется
в DOPG мембраны, что вызызает эффек-
тивную передачу'энергии от триптофана к
пиреновому акцептору. Процесс передачи
энергии был подтвержден исследованием
спектра возбуждения пирендекановая кис-
лота - меченые DOPG пузырьки в при-
сутствии и в отсутствие rhG-CSF.

Вышеуказанный анализ показывает,
что rhG-CSF может тесно взаимодейство-
вать с ненасыщенными фосфолипидами
подобно DOPG. В присутствии DOPG пу-
зырьков rhG-CSF триптофан является за-
щищенным от водорастворимого тушите-
ля флуоресценции, но является поддаю-
щимся затуханию флуоресценции в ре-
зультате передачи энергии гидрофобной
флуоресцентной пробе.

Вместе взятые данные показывают, что
rhG-CSF может внедряться в мембраны,
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состоящие из DOPG. Мембранное внед-
рение можно обнаружить при достижении
отношения липид-.G-CSF 10:1, и это число
может представлять собой число липидов,
окружающих внедренную часть протеина.

П р и м е р 2. Определяют способ-
ность rhG-CSF к взаимодействию с други-
ми фосфолипидами сравнением отноше-
ния интенсивностей F/Fo и максимумом
эмиссии как описано выше. В каждом
случае мольное отношение липид:ггКЗ-С5Р
равняется 100:1.

На фиг. 5 показаны значения отноше-
ния F/Fo для rhG-CSF в отсутствие и в
присутствии различных липидов. На фиг.
6 показаны значения максимума эмиссии
для тех же самых композиций. Данные на
фиг. 5 и 6 показывают, что в дополнение
к DOPG, rhG-CSF может внедряться в
DMPG, DPPG, и менее эффективно в
фосфатидилэтаноламины (PE's) и в фос-
фатидилсерины (PS's). Кроме того, уста-
новлено, что NG-DOPE (DOPE образец с
более отрицательно заряженной РЕ го-
ловной группой) более способствует внед-
рению rhG-CSF, чем DOPE. DOPC, DMPC
и DPPC являются нейтральными липида-
ми, и эти пузырьки мало влияют или вов-
се не влияют на максимум эмиссии или
интенсивность флуоресценции rhG-CSF,
что указывает на отсутствие взаимодейст-
вия с этими фосфолипидами (фиг. 5 и 6,
и фиг. 7, кривая 2).

Приведенные выше данные свиде-
тельствуют о том, «то протеин, способный
переходить в распрямлзнное глобулярное
состояние, может внедряться в различные
липидные пузырьки. Однако, это rhG-
СЗР:липидное взаимодействие происходит
только тогда, когда используют отрица-
тельно заряженные липидные пузырьки.
Среди отрицательно заряженных липид-
ных пузырьков, пузырьки с небольшим от-
рицательным зарядом должны вызывать
более сильное rhG-CSF взаимодействие.

П р и м е р 3. Определяют влияние
rhG-CSF взаимодействия на стабильность
протеина. Для этого измеряют круговой
дихроизм на приборе Jasco J-720, снаб-
женном штативом термостатированных кле-
ток типа Peltier и магнитной мешалкой.
Измеряют круговой дихроизм при 222 нм
конечной концентрации rhG-CSF 80 цг/мл,
рН 6,0. На калориметре Microcaf MC-2 произ-
водят измерения дифференциальной ска-
нирующей калориметрии. Сканируют об-
разцы rhG-CSF (1 мг/мл, в воде) или
DOPG.rhG-CSF (45:1 моль/моль, в воде)
со скоростью 90°С/ч. Данные хранят и

анализируют при помощи программного
обеспечения Microcal.

Исследуют температурные изменения
5 альфа-спирали G-CSF посредством изме-

рения кругового дихроизма (222 нм) как
функции повышения температуры. Развер-
тывание спирали rhG-CSF под действием
температуры при рН 6,0 показано на фиг.

10 8. Кривая показывает, что довольно боль-
шое превращение наблюдается при ~ 60-
70°С, что приводит к потере альфа-спи-
ральной формы. После такого превраще-
ния rhG-CSF необратимо высаждается из

15 раствора. Температурный интервал про-
цесса развертывания спирали подобен
температуре плавления rhG-CSF при рН
7,0, как это было установлено методом
дифференциальной сканирующей калори-

20 метрии и показано на фиг. 9.
Напротив, DOPG.rhG-CSF образцы по-

казывают постепенную потерю альфа-спи-
ралевидности с повышением температуры
и, в противоположность одному rhG-CSF,

25 развертывание спирали DOPG:rhG-CSF под
действием температуры не является сов-
местным (фиг. 8). Такой вывод также сле-
дует из отсутствия перехода плавления,
как это показывает дифференциальная

30 сканирующая калориметрия (фиг. 9). При-
мечательно, что DOPG:rhG-CSF образцы
могут восстанавливать альфа-спирал евид-
ность после нагрева до 95°С и могут быть
подвергнуты циклическому изменению тем-

35 пературы между 95 и 10°С с полным восс-
тановлением спиралевидной формы пос-
ле охлаждения (фиг. 10). rhG-CSF сам по
себе в таких условиях необратимо раз-
вертывается и высаждается из раствора.

40 Кроме того, исследовали влияние
DMPG и DPPG на G-CSF круговой дих-
роизм. Использовали отношение ли-
rnfl:rhG-CSF 150:1, и, как и в случае с
DOPG, DMPG и DPPG также стабилизи-

45 руют вторичную структуру rhG-CSF (фиг.
і 1-13). Эти данные показывают, что взаи-
модействие rhG-CSF с DOPG, DMPG и
DPPG улучшает стабильность протеина в
условиях, при которых rhG-CSF сам по

50 себе нестабилен. Это взаимодействие ста-
билизирует вторичную и третичную струк-
туру rhG-CSF.

П р и м е р 4. Определяют влияние
взаимодействия rhG-CSF:DOPG в соот-

55 ветствии с биологической активностью rhG-
CSF. Исследуют активность in vitro rhG-
CSF посредством G-CSF зависящего пог-
лощения [3Н]~тимидина клетками костно-
го мозга мыши как описано a Zsebo et at.,
Smmunobiology 172: 175-184 (1986). Все
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испытания проводились трижды. Актив-
ность in vivo определяли посредством мы-
шечной инъекции хомячкам (доза ritG-CSF
100 ІІГ/КГ) и подсчетом количества белых
кровяных телец (WBC).

1. Активность in vitro.
A. Определяют специфичную актив-

ность rhG-CSF в присутствии и в отсутст-
вие DOPG. Также испытывают термообра-
ботанные образцы rhG-CSF и DOPG:rhG-
CSF. Результаты испытаний сведены в
таблицу.

Как видно из данных таблицы, внг^-
рение в DOPG двойной слой не снижает
биологической активности rhG-CSF. Пос-
ле нагрева до 85°С в течение 10 мин
активность rhG-CSF не поддается опреде-
лению и протеин осаждается. После та-
кой же обработки DOPG:rhG-CSF сохра-
няет - 85% активности rhG-CSF без
нагревания и полностью восстанавливает
вторичную структуру после охлаждения.

B. Изучалась способность различных
липидов стабилизировать rhG-CSF в про-
цессе сушки вымораживанием. Образцы
rhG-CSF в сочетании с различными липи-
дами подвергали сушке вымораживанием
и испытывали на активность как описано
выше. При смешении* с rhG-CSF DOPG,
DMPG и DPPG обеспечивают ~ 100%
сохранение биоактизности rhG-CSF после
сушки вымораживанием (фиг. 14). Сам по
себе rhG-CSF не выдерживает процесса
сушки вымораживанием.

2. Активность in vitro.
Определяют активность (подсчетом

WBC) rhG-CSF в отсутстзие и в присутст-
вии липида. Актканость измеряют после
мышечной инъекции (доза rhG-CSF 100
дг/кг) на день О. Исследовали пять раз-
личных комплексов fliinyTvrhG-CSF, и в
каждом случае комплекс
сохраняет активность in vivo (фиг. 15 и
16). Описанные исследования показывают,
что внедрение s отрицатально заряжен-
ный двойной слой липида не оказывает
отрицательного воздействия на биологи-
ческую активность rhG-CSF. Кроме того,
оказалось, что защитное воздействие ли-
пида защищает rhG-CSF в течение про-
цесса сушкм вымораживанием.

П р и м е р 5. Испытывают способ-
ность химически модифицированного (пе-
гилированного) G-CSF (PEG-G-CSF) и G-
CSF, полученного как продукт эукариот-
ной экспрессии клетки-хозяина (CHO-G-
CSF), к взаимодействию с отрицательно
заряженными липидными пузырьками. В
случае СНО G-CSF определение проводи-
ли на основе сравнения отношения ин-

тенсивностей F/Fo и максимумов эмиссии
(как описано выше в примере 1). В каж-
дом случае мольное отношение липид:про-
теин равнялось 100:1. В случае же PEG-

5 G-CSF определение проводили на основе
анализа кругового дихроизма,

CHO-G-CSF получали по технологии
рекомбинантной ДНК, согласно которой
клетки яичника китайского хомячка под-

10 вергали трансфекции посредством коди-
рования последовательности ДНК челове-
ческим G-CSF как это описано в патенте
США № 48810643 на имя Souza. CHO-G-
CSF приготовляли в виде раствора в PBS

15 с концентрацией 0,6 мг/мл, рН 7,0. Пока-
зано, что CHO-G-CSF взаимодействует с
DOPG подобно rhG-CSF. Каждый образец
показывает увеличение интенсивности
флуоресценции в присутствии DOPG и сд-

20 виг максимума эмиссии в голубую об-
ласть в присутствии DOPG (фиг. 17 и 18).
Следовательно, взаимодействие DOPG не
является следствием некой специфичнос-
ти рекомбинантной формы G-CSF.

25 В этом эксперименте использовали
PEG-G-CSF в виде три-тетра пегилирован-
ного E.coli полученного G-CSF (исполь-
зуют PEG 6000). Образцы DMPG:PEG-G-
CSF (мольное отношение 17:1) готовили

30 как описано аыше. Найдено, что образцы
DMPG:PEG-G-CSF полностью восстанавли-
вают вторичную структуру после нагрева-
ния (фиг. 19). Несмотря на присутствие
молекул PEG, модифицированный протеин

35 был способен к взаимодействию с липи-
дом так же, как негативный протеин.

Приведенные данные показывают, что
эффект стабилизации, связанный с взаи-
модействием G-CSF с отрицательно заря-

40 женными липидными пузырьками, не яв-
ляется присущим только rhG-CSF, полу-
ченному как продукт прокариотной эмис-
сии клетки-хозяина. Химически модифи-
цированный протеим, способный к прев-

45 ращению в MGS, после контактирования
с липидным пузырьком, также проявляет
стабилизирующее воздействие.

П р и м е р 6. Изучают влияние
DMPG и DPPG на GM-CSF. GM-CSF предс-

50 тавлял собой рекомбинантный человечес-
кий GM-CSF согласно патенту США №
5047504 на имя Воопе. Его готовили в
виде раствора с концентрацией 1 мг/мл в
фосфатном буферном растворе, рН 7,0.

55 Отношение липид:СМ CSF равно 17:1= Из-
меряли термическую стабильность пос-
редством анализа кругового дихроизма как
описано выше. DMPG и DPPG могут при-
водить к лучшей термической стабильнос-
ти GM-CSF, то есть к восстановлению вто-
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ричнои структуры после нагрева (фиг. 20а
и 20Ь). Данные этого исследования по-
казывают пример другого образца про-
теина, способного к превращению в расп-

рямленное глобулярное состояние и к
взаимодействию с отрицательно заряжен-
ным липидным пузырьком, для повыше-
ния термической стабильности протеина.

Образец

rhG-CSF
rhG-CSF (нагретый)*
DOPG:rhG-CSFb

OOPG:rhG-CSFb (нагретый)

Специфичная активность (U/мг/протеин)

0,66±0,09
Не определяется

0,61±0,11
0,52±0,08

м е ч а н и я : а - образцы инкубировали в течение 10 мин при 85°С
на водяной бане перед испытанием;
b - мольное отношение DOPG:rhG-CSF ра^но 50:1.

300 350 400

Ддави волга, ш «ИГЛ
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фосфолипид, а в качестве белкового ме-
дикамента - протеин, способный к пере-
ходу в распрямленное состояние глобу-
лы, при соотношении липида к протеину
не менее 10:1.

2. Композиция по п. ^ о т л и ч а ю -
щ а я с я тем, что она имеет рН 3,0-7,5.

3. Композиция п о п . 1, о т л и ч а ю -
щ а я с я тем, что в качестве липосом-
ного пузырька содержит фосфолипид, выб-
ранный из группы, включающей: диолеил-
фосфатидилглицерол (DOPG), димирис-
тоилфосфатидилглицерол (DMPG), дипаль-
митоилфосфатидилглицерол (DPPG), яич-
ный фосфатидилглицерол, диолеилфосфа-
тидилэтаноламин (DOPE), яичный фос-
фатиди лэтаноламин, диолеилфосфатидо-
вую кислоту (DOPA), димиристоилфосфа-
тидовую кислоту (DMPA), дипальмитоил-
фосфатидовую кислоту (DPPA), диолеил-
фосфатидилсерин (DOPS), димиристоил-

фосфатидилсерин (DMPS), дипальмитоил-
фосфатидилсерин (DPPS), яичный фосфа-
тидилсерин, лизофосфатидилглицерол,
ли зофосфатидил этанол амин и лизофосфа-
тидилсерии.

4. Композиция по п. 1, содержащая в
качестве названного протеина цитокин.

5. Композиция по п. 4, содержащая
цитокин, являющийся гематопоэтическим
фактором.

6. Композиция по п. 5, о т л и ч а ю-
щ а я с я тем, что гематопоэтический
фактор выбран из группы, включающей
гранулоцит колониестимулирующий фак-
тор (G-CSF) и гранулоцит макрофаг коло-
ниестимулирующий фактор (GM-CSF).

7. Композиция по п. 5, о т л и ч а ю-
щ а я с я тем, что гематопоэтическим
фактором является G-CSF.

8. Композиция по п. 7, о т л и ч а ю-
щ а я с я тем, что G-CSF является
природным человеческим G-CSF или про-
дуктом прокариотной или эукариотной
экспрессии клетки-хозяина.

9. Композиция по п. 7, о т л и ч а ю-
щ а я с я тем, что G-CSF является
химически модицифированным.

10. Композиция по п. 9, о т л и ч а-
ю щ а я с я тем, что химическая моди-
фикация G-CSF проведена полиэтиленг-
ликолем.

11. Композиция по п. 1, о т л и ч а-
ю щ а я с я тем, что она дополнительно
содержит фармацевтически приемлемый
носитель.

12. Композиция по п. 1, о т л и ч а-
ю щ а я с я тем, что она дополнительно
содержит в качестве названного протеина
рекомбинантный G-CSF (rhG-CSF), полу-
ченный с помощью Е. colt, а В качестве
липосомного пузырька - DOPG при соот-
ношении DOPG и rhG-CSF, соответствен-

о
о

о
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но, 50:1 и дополнительно содержит 10 мМ
ацетата натрия, и имеет рН 4,5.

13. Способ приготовления компози-
ции, содержащей липосомный пузырек с
введенным в него белковым медикамен-
том, о т л и ч а ю щ и й с я тем, что
в качестве липосомного пузырька исполь-
зуют отрицательно заряженный фосфоли-
пид, а в качестве белкового медикамента
в него вводят протеин, способный к пере-
ходу в распрямленное состояние глобу-
лы.

14. Способ по п. 13, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что указанная композиция
имеет рН 3,0-7,5 и отношение липида к
протеину не менее 10:1.

15. Способ по п. 13, о т л и ч а ю-
щ и й с я тем, что в качестве липосом-
ного пузырька используют фосфолипид,
выбранный из группы, включающей: дио-
леилфосфатидилглицерин (DOPG), дими-
ристоилфосфатидилглицерол (DMPG), ди-
пальмитоилфосфатидилглицерол (DPPG),
яичный фосфатидилглицерол, диолеил-
фосфатидил этанол амин (DOPE), яичный
фосфатидилэтаноламин, диолеилфосфати-
довую кислоту (DOPA), дим ири стоил фос-
фатидовую кислоту (DMPA), дипальмитоил-
фосфатидовую кислоту {DPPA), диолеил-
фосфати дел сирин (DOPS), димиристоил-
фосфатидилсерин (DMPS), дипальмитоил-
фосфатидилсерии (DPPS), яичный.фос-

фатидилсерин, лизофосфатидилглицерон,
лизофосфатидилэтаноламин и лизофосфа-
тидилсерин.

16. Способ по п. 13, о т л и ч а го-
щ и й с я тем, что указанным протеином
является цитокин.

17. Способ по п. 16, о і л и ч а га-
щ и й с я тем, что названный цитокин
является гематопоэтическим фактором.

18. Способ по (,. 17, о т л и ч а ю-
щ и й с я тем, что названный
гематопоэтический фактор выбран из груп-
пы, состоящей из G-CSF и GM-CSF.

19. Способ по п. 18, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что названным гемопоэти-
ческим фактором является G-CSF.

20. Способ по п. 19, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что G-CSF является
природным человеческим G-CSF или про-
дуктом прокариотной или эукариотной
экспрессии клетки-хозяина.

21. Способ по п. 19, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что G-CSF является
химически модифицированным.

22. Способ по п. 21, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что химическая модифи-
кация G-CSF проведена полиэтиленглико-
лем.

23. Способ по п. 13, о т л и ч а га-
щ и й с я тем, что в композицию допол-
нительно вводят фармацевтически прием-
лемый носитель.

Изобретение относится к протеину: ст-
руктурам фосфолипида, которые исполь-
зуют для стабилизации вторичной и тре-
тичной структуры протеинов, способных к
переходу в распрямленное глобулярное
состояние. В особенности, это изобрете-
ние относится к G-CSF: фосфолипидным
композициям с повышенной стабильност-
ью и способностью к использованию в G-
CSF рецептурах и новых поставляющих
проводниках G-CSF.

Обнаружено несколько видов протеи-
нов, способных к переходу в распрямлен-
ное глобулярное состояние (MGS) (Van
der Goot, F.G., Nature 354, 408-410 (1991)).
Протеины в распрямленном глобулярном
состоянии проявляют вторичную структу-
ру, сравнимую со структурой природного
протеина, однако у них отсутствует жест-
кая третичная структура (Pitsyn et al., FEBS
Letters 262:1, 20-24 (1990)). В некоторых

случаях переход в это состояние сопро-
вождается раскрытием ранее скрытых гид-
рофобных звеньев протеина. При раскры-
тии критических гидрофобных остатков,

5 MGS может находиться в промежуточном
состоянии между агрегированием и осаж-
дением протеинов. MGS-конформация мо-
жет быть обнаружена при сравнении кру-
гового дихроизма в дальнем УФ диапазо-

10 не со спектром ароматических боковых
цепей (ближний УФ круговой дихроизм и
флуоресценция). Распрямленное глобуляр-
ное состояние показывает спектральные
изменения ароматических групп в отсутст-

15 вие изменений дальнего УФ кругового дих-
роизма (Bychkova et al. FEBS Letters
238:231-234 (1988)) и может быть вовле-
ченным в мембранную проницаемость не-
которыми видами протеинов (Bychkova et

20 al. FEBS Letters 238:231-234 (1988); Van
der Goot, F.G., Nature 354, 408-41C (1991)).
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Для перехода в MGS до агрегирова-
ния известны два вида протеинов: грану-
лоцит колониестимулирующий фактор (G-
CSF) и гранулоцит макрофаг колоние-
стимулирующий фактор (GM-CSF). В то
время, как эти два вида протеинов могут
быть стабилизированы при некоторых оп-
ределенных условиях, существует необ-
ходимость продления жизни этих мате-
риалов стабилизации вторичной и третич-
ной структуры протеинов.

Человеческий рекомбинантный G-CSF
селективно стимулирует нейтрофилы, вид
белых кровяных клеток, используемых для
борьбы с инфекцией. Общепринято,
Filgrastim, что рекомбинантный G-CSF яв-
ляется пригодным для использования в
терапии. Структура G-CSF в различных
условиях подверглась интенсивному изу-
чению (Lu et al., J. Biol. Chem. Vol. 267,
8770-8777 (1992)). Ввиду гидрофобного
характера трудно получить G-CSF с про-
должительной жизнеспособностью. Рецеп-
туры некоторых гидрофобных протеинов
теряют свою активность в результате об-
разования димера или агрегатов более
высокого порядка (макроагрегатов) в про-
цессе продолжительного хранения. Дру-
гие химические превращения, такие как
деамидация и окисление, также могут воз-
никнуть в процессе хранения. Кроме того,
G-CSF формулятор должен защищать про-
тив денатурации и, в особенности, быть
склонным к стабилизации вторичной и тре-
тичной структуры протеина.

Человеческий GM-CSF является 22-kDa
гликопротеином, непрерывно требуемым
для быстрого размножения in vitro клеток-
предшественников макрофагов и грануло-
цитов. Он также контролирует необрати-
мое превращение этих клеток-предшест-
венников при образовании гранулоцитов и
макрофагов. Другие виды биологической
активности могут включать регулирование
функциональной активности зрелых кле-
точных видов (Gough et al., Nature, 309,
763-767 (1984)) и увеличение химотаксиса
по отношению к опознанным химоаттрак-
тантам (Williams et al., Hematology, 4th ed.
(1990)). GM-CSF также стимулирует обра-
зование моноцитов и поэтому может быть
использован при лечении моноцитных
расстройств, таких как моноцитопения.

Человеческий GM-CSF может быть по-
лучен и очищен из нескольких источни-
ков. Способы получения рекомбинактного
человеческого GM-CSF были описаны ра-
нее Burgess et a!., Blood, 69:1, 43-51 (1987).
Согласно цитируемому здесь патенту US
5047504 (Воопе) предлагается получение

в промышленном масштабе GM-CSF в нег-
ликозилированной форме как продукт вы-
ражения прокариотной клетки-хозяина.

Одним из путей, предпринятым ранее
5 при работе с такими протеинами, как G-

CSF и GM-CSF, явилось использование
лИпосом. Липосомы представляют собой
полностью закрытые липидные двухслой-
ные мембраны, образованные водонераст-

10 воримыми полярными липидами, особен-
но фосфолипидами.

Пузырьки липосом могут иметь один
единственный мембранный двойной слой
(однослойные) или множество мембран-

15 ных двойных слоев (многослойные). Двой-
ной слой состоит из двух липидных мо-
нослоев, имеющих гидрофильную (поляр-
ную) "головную" зону и гидрофобную (не-
полярную) "хвостовую" зону, в которой

20 гидрофобные хвосты ориентированы по
направлению к центру двойного слоя, в то
время как гидрофильные головы ориенти-
рованы по направлению к водной фазе.
Стабильность, жесткость и проницаем ост»

25 липосом может изменяться путем изме-
нений фосфолипидной композиции или
температуры, включением стирола или вве-
дением заряженных амфифил. Основная
структура липосом может быть получена

30 различными известными методами.
В процессе своего образования липо-

сомы могут захватывать растворенные в во-
де вещества в водных каналах и освобож-
дать их с различной скоростью. После об-

35 наружения способности липосом к введе-
нию энзимов в клетки и к изменению их
метаболизма (Gregoriadis, New Engl. J. Med.
295, 704-710, 765-770 (1976)) липосомы бы-
ли объявлены средством, отвечающим тре-

40 бованию целенаправленной доставки меди-
каментов. В результате наблюдается уси-
ленное развитие исследований в фармацев-
тической индустрии, включающих использо-
вание липосом в качестве медленных пос-

45 тавщиков лекарств, витаминов и протеинов,
секвитированных в гидрофобных слоях или
в гидрофобном ядре липосом.

Успешное использование липосом в
качестве переносчиков медикаментов бы-

50 ло ограничено, т.к. исследователи, предп-
ринимающие попытки в направлении та-
кого применения липосом, встретились с
рядом проблем. Например, известна спо-
собность липосом действовать в качестве

55 сильных иммунологических помощников по
отношению к захваченным антигенам, и
должны быть приняты меры предосторож-
ности в том случае, когда липосомами
захвачены энзимы или протеины ксено-
генного происхождения. Кроме того, трудно
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контролировать скорость диффузии меди-
камента. Это является следствием при-
родной нестабильности липосом и при-
сутствия некоторых компонентов крови, ко-
торые ускоряют диффузию некоторых ме-
дикаментов. Помимо этого, по своей при-
роде некоторые вещества слабо захваты-
ваются липосомами и поэтому быстро рас-
сасываются при кровообращении. Нако-
нец, существует проблема нацеливания
на любые клетки или органы, кроме пе-
чени или селезенки. Замечательным об-
зором по липосомам, веществам, кото-
рые были введены в липосомы и пробле-
мам, связанным с использованием липо-
сом в качестве переносчиков медикамен-
тов, является Gregory Gregoriadis,
"Liposomes", Drug Carriers in Biology and
Medicine, Chapter 14, 287-341 (Academic
Press, N. Y., 1979).

В то время как в области попыток
использования липосом в качестве пере-
носчиков медикаментов опубликовано мно-
го работ, мало публикаций появилось в
области использования липосом с целью
увеличения периода жизни терапевтичес-
ких пептидов или протеинов путем стаби-
лизации структуры пептидов и/или про-
теинов. В PCT/US90/05163 "Терапевтичес-
кие пептиды и протеины", Hosteller et al.
описано использование пустых липосом в
качестве фармацевтически пригодных раз-
бавителей для растворения полипептидов
и/или протеинов с целью предотвращения
аккумуляции полипептидов и/или протеи-
нов на поверхности раздела воздух/вода
и для' предотвращения адсорбции поли-
пептидов и/или протеинов на поверхности
контейнера. Hostetler et al. описывает, что
отрицательно заряженные фосфолипиды
могут быть добавлены в количестве до
около 50 мол. %, и что предпочтительны-
ми липосомами являются фосфатидилхо-
лин, нейтральный фосфолипид. Hostetler
et al. не описывает разбазителя, способ-
ного стабилизировать структуру полипеп-
тида и/или протеина.

В PCT/US91/07694 "Получение и ха-
рактеристика г.ипосомных рецептур фак-
тора некрозного новообразования (TNF)",
Hung et al., описана липофильная моле-
кула фактора некрозного новообразова-
ния, связанная с поверхностью или ин-
капсулированная внутри липосомы. Липо-
сомные липофмльные TNF молекулы опи-
саны как имеющие повышенную стабиль-
ность in vivo. Стабильность рассматри-
вается как уменьшение или как тенденция
к уменьшению TNF-липосомы выделять
TNF в систему in vivo. Предпочтительными

липосомами были нейтральные липиды.
Heing et al. не описывают композиции TNF,
в которой наполнители (excipients) оказы-
вают стабилизирующее действие на ст-

5 руктуру протеина.
В литературных источниках отсутст-

вуют какие-либо сведения, касающиеся
контактирования протеина, например G-
CSF, с отрицательно заряженными лузырь-

10 ками (полостями) липид, в результате ко-
торого непосредственно стабилизируется
протеин против термической агрегации,
денатурации, потери активности и развер-
тывается вторичная структура. Существует

15 потребность в таких композициях, кото-
рые могут быть использованы в техноло-
гических процессах, требующих высоких
температур, а также в качестве новых пос-
тавщиков (например, оральное примене-

?0 ние лекарств, закрепленных в G-CSF). Нас-
тоящее изобретемте касается таких ком-
позиций.

Настоящее изобретение направлено
на добавление гидрофобных эксипиентов,

25 например, лизофосфолипидоз или дру-
гих липосом, к протеину в условиях расп-
лавленного глобулярного состояния для
стабилизации вторичной и третичной ст-
руктуры протеина, защищая таким обра-

30 зом протеин против термической агрега-
ции, денатурации и потери активности. В
особенности целью изобретения являются
стабильные С-С5Р:фосфолипидные ком-
позиции. Неожиданно оказалось, что пред-

35 почтительные G-CSF композиции могут
быть несколько раз подвергнуты цикли-
ческому изменению температуры в диа-
пазоне 10-95сС с последующим полным
восстановлением вторичной структуры про-

40 теина после охлаждения. Эти композиции
имеют двойное преимущество: быть по-
лезными при технологических процессах,
требующих BDICOKHX температур, а также
при использозании в новых поставщиках

45 G-CSF.
В предпочтительном варианте, комп-

лекс прогеин:фосфолипид включает отри-
цательно заряженную липосому, выбран-
ную из группы: диол ей л фосфати дипгли-

50 церол (DOPG), димиристоилфосфатидилг-
лицерол (DMPG), дипальмитоилфосфати-
дилглицерол (DPPG), яичный фосфатидилг-
лицерол, диолеилфосфатидилэтаноламин
(DOPE), яичный фосфатидилэтаноламин,

55 диол е ил фосфати довая кислота (DOPA), ди-
миристоилфосфатидовая кислота (DMPA),
дипальмитоилфосфатидовая кислота
(DPPA), диолеилфосфатидилсерин (DOPS),
димиристоилфосфатидилсєрин (DMFS), ди-
пальмитоилфосфатидилсерин {DPPS), яич-
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ный фосфатидилсерин, лизофосф-лг'идилг-
лицерол, л изофосфатидил этанола мин и
лизофосфатццилсерин.

DOPG, отрицательно заряженный не-
насыщенный фосфолипид, является осо- 5
бенно предпочтительным. Согласно изоб-
ретению рН поддерживают в пределах 3 0-
7,5, а отношение липид:протеин не менее
10:1.

Дополнительным элементом, соглас- 10
но предпочтительному варианту изобрете-
ния, является использование химически
модифицированных протеинов в составе
комплекса протеин:фосфолипид, а также
использование одного или нескольких из 15
следующих агентов:агент, устанавливаю-
щий изотонию, буферный агент и агент,
устанавливающий рН. Специалисту понят-
но, что изобретение включает стабильные
композиции протеин:фосфолипид с раз- 20
пичным сочетанием дополнительных эле-
ментов.

На фиг. 1 изображен спектр флуорес-
центной эмиссии rhG-CSF в присутствии
(кривая 1) и в отсутствии (кривая 2) пу- 25
зырьков DOPG. Концентрация DOPG:rhG~
CSF равна 0,2 мг/мл. Молярное отноше-
ние DOPG:rhG-CSF (кривая 1) равно 100:1.

На фиг. 2(а) показано влияние увели-
чения отношения липид:протеин на rhG- 30
CSF флуоресценцию. Fo означает исход-
ную флуоресценцию (без липида) и F оз-
начает флуоресценцию после добавления
липида для достижения указанного мо-
лгрного отношения F/Fo(n) и максимум 35
длины волны эмиссии (Д) для смесей
DOPG:rhG-CSF. На фиг. 2(в) показано от-
ношение F/Fo(n) и максимум длины волны
эмиссии (Д) для смесей DOPG:rhG-CSF.

На фиг. 3 показана кривая Стерн- 40
Волмера (Stern-Volmer) затухания rhG-CSF
флуоресценции посредством KJ в отсутст- ,
вии (о) и в присутствии (о) пузырьков
DOPG. Эксперимент по затуханию прово-
дился добавлением равных порций KJ к 45
rhG-CSF (0,2 мг/мл) и DOPG:rhG-CSF 100:1.

На фиг. 4 показано затухание rhG-
CSF флуоресценции триптофана при до-
бавлении пирендеканооой кислоты (ругепе
decanoic acid). Длина волны эмиссии рав- t50
на 327 нм. Молярное отношение DOPG:rhG-
CSF раено 100:1.

Фиг. 5 представляет собой график,
показывающий з сравнении изменения F
интенсивности для rhG-CSF в отсутствии. 55
и в присутствии различных липидов. В
каждом случае молярное отношение ли-
лид.прогеин равно 100:1.

Фиг. 6 представляет собой график,
показывающий в сравнении сдвиги мак-

симумов эмиссии для rhG-CSF в отсутст-
вии и в присутствии различных липидов.
В каждом случае молярное отношение ли-
пид:протеин равно 100:1.

На фиг. 7 показано влияние DMPC
(кривая 2), DMPG (кривая 3) и DMPA (кри-
вая 4) на CD rhG-CSF (кривая 1). В каж-
дом случае молярное отношение ли-
пид:протеин в воде равно 50:1, рН 6,0.

На фиг. 8 показано влияние повыше-
ния температуры на CD rhG-CSF (кривая
1) и DOPG:rhG-CSF (140:1 молярное) (кри-
вая 2). Концентрация rhG-CSF в воде рав-
на 80 мг/мл, рН 6,0. Температура изме-
нялась в пределах 10-90°С со скоростью
100°С/ч.

На фиг. 9 показана дифференциаль-
ная сканирующая калориметрическая тер-
мограмма для rhG-CSF (кривая 1) и
DOPG:rhG-CSF (45:1 молярное) (кривая 2).
Концентрация rhG-CSF в образцах равна
1 мг/мл, рН 7,0 в воде. Скорость скани-
рования 90°С/ч.

На фиг. 10 показано влияние цикли-
ческого изменения температуры на CD rhG-
CSF (кривая 1) и DOPGxhG-CSF (140:1 мо-
лярное) (кривая 2). Образцы быстро наг-
ревали до 95оС и охлаждали до 10°С как
показано стрелками. Концентрация rhG-CSF
в образцах равна 80 мг/мл, рН 6,0.

На фиг. 11 показано влияние цикли-
ческого изменения температуры на CD
rhG-CSF (кривая 1) и DMPG:rhG-CSF (150:1
молярное) (кривая 2). Образцы нагревают
до 95°С и охлаждают до 10°С. Концентра-
ция rhG-CSF в образцах равна 80 мг/мл,
рН 6,0.

На фиг. 12 показано влияние темпе-
ратурных циклов на CD rhG-CSF (кривая
1) и DPPG: rhG-CSF (150:1 молярное) (кри-
вая 2). Образцы нагревают до 95°С и ох-
лаждают до 10°С. Концентрация rhG-CSF
в образцах равна 80 мг/мл, рН 6,0.

Фиг. 13 изображает график, показы-
вающий способность различных липидов
к стабилизации rhG-CSF в процессе
замораживания-сушки. Отношение ли-
пид:протеин в каждом случае равно 100:1.
Стабильность определялась nq сохране-
нию активности in vitro в образце костно-
го мозга. Один rhG-CSF не выдерживает
процесса замораживания-сушки, поэтому
контрольным образцом является необра-
ботанный rhG-CSF в отсутствии липида.

На фиг. 14 показано влияние различ-
ных липидов на активность in vitro rhG-
CSF. Активность (в расчете на WBC) из-
меряли после подкожной инъекции хо-
мячков. Доза rhG-CSF равна 100 мг/кг
при отношении липид:протеин 100:1.
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На-фиг. 15 показано влияние различ-
ных липидов на активность in vitro rhG-
CSF. Активность (в расчете на WBC) из-
меряли после подкожной инъекции хо-
мячков. Доза rhG-CSF равна 100 мг/кг
при отношении липид:протеин 50:1. •

На фиг. 16 изображен график, пока-
зывающий сравнительное изменение СНО-
G-CSF в отсутствии и в присутствии DOPG
при различном рН. В каждом случае мо-
лярное отношение липид:протеин равно
100:1.

На фиг. 17 изображен график, пока-
зывающий сравнение сдвигов максиму-
мов эмиссии для CHO-G-CSF в отсутствии
и в присутствии DOPG при различном рН.
В каждом случае молярное отношение ли-
пид:протеин равно 100:1.

На фиг. 18 показано влияние темпе-
ратурных циклов на CD PEG-G-CSF (-) и
DMPG:PE-G-CSF (17:1 молярное) (- -). Об-
разцы нагревают до 90°С и охлаждают до
10°С.

На фиг. 19 показано: а) влияние тем-
пературных циклов на CD GM-CSF в PBS,
рН 7,0. GM-CSF при 10°С (-) сравнитель-
но с GM-CSF, который нагревают до 90°С
и охлаждают до 10°С (- -); б) влияние
температурных циклов на CD DPPG:PEG-
G-CSF (17:1 молярное). DPPG:GM-CSF при
10°С (-) сравнивают с DPPG:GM-CSF, ко-
торый нагревают до 90°С и затем охлаж-
дают до 10°С (- -).

Композиция по изобретению иллюст-
рируется нижеследующими примерами.
Примеры показывают различные аспекты
изобретения и включают данные испыта-
ний по стабильности и биологической ак-
тивности различных протеин: фосфолипид-
ных композиций. Взаимодействие протеи-
нов с липидными пузырьками непосредст-
венно стабилизирует протеиновую струк-
туру протеина, оказывая, таким образом,
стабилизирующее воздействие на протеин
даже в условиях, приводящих к денатура-
ции протеина в отсутствии липида. Пред-
полагается использовать различные про-
теины, способные переходить в распрям-
ленное глобулярное состояние. Примера-
ми предполагаемых протеинов являются
цитокины, включая различные гема-
топоэтические (hernatopoietie) факторы, та-
кие как упомянутые выше G-CSF, GM-
CSF, M-CSF, интерфероны (альфа, бета и
гамма), интерлейкииы (1-11), эритропоэтин
(ЕРО), фактор роста фибробластов, кле-
точный фактор (stem alt factor), фактор
роста нерва, BDNF, NT3, полученный из
тромбоцита фактора роста, и фактор рос-
та опухолевых новообразований (альфа,

бета). Другие протеины могут быть оцене-
ны по способности к переходу в MGS.
Если такой протеин способен к превра-
щению в MGS, то такой протеин может

5 затем быть приведен в контакт с пузырь-
ками отрицательно заряженной липосомы
и определен эффект стабилизации.

В общем случае G-CSF может быть в
нативной форме, выделенной в чистом ви-

10 де из организма млекопитающих, или, аль-
тернативно, может быть продуктом хими-
ческого синтеза или продуктом эукариот-
ной или прокариотной экспрессии клетки
хозяина экзогенной последовательности

15 ДНК, полученной геномным или сДНК кло-
нированием или генньп синтезом. Подхо-
дящие прокариотные хозяева включают
различные бактериальные клетки (напри-
мер, Е. coli). Подходящие эукариотные хо-

20 зяева включают дрожжи (например, S.
cerevisiae) и клетки млекопитающих (нап-
ример, яичника китайского хомячка, обезь-
яны). В зависимости от используемого хо-
зяина, продукт G-CSF выражения может

25 быть гликозилирован млекопитающими или
другими эукариотными карбогидратами,
или может быть негликозилирован. Изоб-
ретение предполагает использование лю-
бых или всех таких форм G-CSF, хотя

30 предпочтительным, с точки зрения наи-
большей коммерческой практичности, яв-
ляется рекомбинантный G-CSF, особенно
полученный E.coli.

G-CSF, который подвергают химичес-
35 кой модификации с целью использования

в настоящем изобретении, может быть так-
же либо природным человеческим G-CSF
(nhG-CSF), либо продуктом рекомбинант-
ного процесса нуклеиновой кислоты, та-

40 кого, как выражение прокариотной или
эукариотной клетки хозяина.

В общем случае, предполагаемой хи-
мической модификацией является присое-
динение химической половины к самой

45 молекуле G-CSF.
Обзорной статьей, описывающей мо-

дификацию протеина и слияние протеи-
нов является Francis, Focus on Growth
Factors 3; 4-Ю (май 1992) (опубликовано

50 Mediscript, Mountview Court, Frun Barnet
Lane, London №20 OLD, UK). Например,
ЕР 0401384 "Chemically Modified Granutocyte
Colony Stimulating Factor, в которой опи-
саны материалы и методы приготовления

55 G-CSF, к которой присоединены молеку-
лы полиэтиленгликоля. Присоединение мо-
жет быть непосредственным связыванием
с протеином или к половине, действую-
щей в качестве мостика для активного
агента. Наиболее предпочтительной, как
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наиболее стабильной, является ковалент-
ная связь. Химическая модификация мо-
жет способствовать контролируемому, дли-
тельному или расширенному эффекту G-
CSF. Это может приводить, например, к 5
контролированию времени, необходимого
для достижения химически модифициро-
ванным G-CSF свернутого в клубок поло-
жения. Примером химического модифика-
тора является полиэтиленгликолевые ком- 10
позиции, включая их производные.

По изобретению предполагается ис-
пользовать любые химически модифици-
рованные G-CSF препараты, эффективные
при применении. Эффективность может 15
быть определена различными методами,
известными специалисту. Предпочтитель-
ными являются пегилированныи (pegytated)
G-CSF, в особенности полученный E.coli
G-CSF и, еще более предпочтительно, три- 20
тетра пегилированныи полученный E.coli
G-CSF. G-CSF описан как наиболее ста-
бильный в кислой среде, несмотря на то,
что при рН 2,5-5,0 происходит конформа-
ционное изменение, сопровождающееся 25
потерей третичной структуры и повыше-
нием содержания альфа спиральной фор-
мы (Narhi et al., J. Protein Chem. 10, 359-
367 (1991). Это конформационное изме-
нение характерно для распрямленного гло- 30
булярного состояния (MGS). Так, как это
происходит в случае работы препарата с
другими протеинами, способными к прев-
ращению в MGS, препаратор, имеющий
депо с G-CSF, должен принимать защит- 35
ные меры против термического распрям-
ления вторичной и третичной структуры
для предотвращения агрегации и денату-
рации. GM-CSF, пригодный для использо-
вания по изобретению, может быть натив- 40
ной формой, выделенной в чистом виде
из организма млекопитающих, или про-
дуктом прокариотной или эукариотной
экспрессии клетки хозяина экзогенной
последовательности ДНК, полученной ге- 45
номом или сДНК клонированием, или ген-
ным синтезом. Подходящие прокариотные
хозяева включают различные бактериаль-
ные клетки (например, Е.соП). Подходя-
щие эукариотные хозяева включают дрож- 50
жи (например, S. cerevisiae) и клетки мле-
копитающих (например, яичника китайс-
кого хомячка, обезьяны). В зависимости
от используемого хозяина, продукт GM-
CSF выражения может быть гликозилиро- 55
ван млекопитающим или другими эука-
риотными карбогидратами, или может быть
негликозилирован. Изобретение предпо-
лагает использование любых и всех таких
форм GM-CSF, хотя предпочтительным яв-

ляется рекомбинантный GM-CSF, в осо-
бенности полученный Е.со)і, по соображе-
ниям коммерческой практичности.

Лилидные пузырьки, используемые в
композициях по изобретению, являются от-
рицательно заряженными липосомами, спо-
собными к взаимодействию с протеином.
Предпочтительными являются следующие
липосомы: диолеилфосфатидилглицерол
(DOPG); димиристсилфосфатидилглицерол
(DMPG); дипальмитоилфосфатидилглице-
рол (DPPG); яичный фосфатидилглицерол;
диолеилфосфатидилэтаноламин (DOPE);
яичный фосфатидилэтаноламин; диолеил-
фосфатидовая кислота (DOPA); димирис-
тоилфосфатидовая кислота (DMPA); ди-
пальм итоил фосфати до вая кислота (DPPA);
диол ей л фосфати дилсерин (DOPS); дими-
ристоилфосфатидилсерин (DMPS); дипаль-
митоилфосфатидилсерин (DPPS); яичный
фосфатидилсерин; л изо фосфатидилглице-
рол; лизофасфатидилэтаноламин; лизофас-
фатидилсерин.

В предпочтительном варианте с ис-
пользованием Е.соН полученного rhGM-
CSF, липосомным пузырьком является
DMPG с отношением DMPG:GM-CSF 17:1,
при рН 7,0 в растворе фосфатного буфе-
ра <PBS).

В предпочтительном варианте с ис-
пользованием химически модифицирован-
ного (пегилированного) E.coli полученного
rhG-CSF, rhG-CSF является три-тетра свя-
занным, липосомным пуоырьком является
DMPG с отношением DMPG:PEG-G-CSF
17:1, при рН 4,5.

Хотя изобретение описывается и ил-
люстрируется в отношении к специфич-
ным протеин:липидной композиции и ме-
тодам обработки, специалисту очевидно,
что могут существовать различные соот-
ветствующие композиции и методы обра-
ботки, без отклонения от цели изобрете-
ния.

Следующие примеры иллюстрируют
более подробно различные аспекты изоб-
ретения.

П р и м е р 1. Производили перво-
начальные эксперименты для исследова-
ния возможности введения рекомбинант-
ного человеческого G-CSF (rhG-CSF) в ли-
пидный пузырек. rhG-CSF получали при
использовании рекомбинантной ДНК тех-
нологии, согласно которой E.coli клетки
были подвергнуты трансфекции посредст-
вом ДНК-последовательности, кодирующей
человеческий G-CSF, как описано в па-
тенте US № 4810643 на имя Souza. rhG-
CSF готовили в виде раствора с концент-
рацией 4 мг/мл в разбавленной HCI, рН
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4,0. Все липиды были получены из Avanti
Polar Lipids (Albaster, Ala) и выдержаны
при -20°С в атмосфере азота при конеч-
ной концентрации 100 мг/мл в хлорофор-
ме. 5

Приготовление С-С5Р:фосфолипидных
комплексов.

С целью приготовления липидных пу-
зырьков для сочетания с G-CSF ЗО [імол
соответствующего липида помещают в 10
стеклянную трубку и сушат в потоке га-
зообразного азота до образования тонкой
пленки. Липидную пленку высушивают не
менее двух часов под вакуумом для уда-
ления любых следов хлороформа. Липид- 15
ную пленку гидрируют в 1 мл либо дис-
тиллированной деионизированной воды
(ddHzO), фосфатном буферном растворе,
рН 7,2 (Cibro/BRL "D-PBS") либо в 150
мМ NaCt. Затем образцы были обработа- 20
ны ультразвуком в ультразвуковой уста-
новке типа ванны (лаборатория Supplies,
Hicksville, N.Y.). Ультразвуковую обработку
продолжали до тех пор, пока образцы не
приобрели оптическую прозрачность 25
(обычно в пределах 10-15 мин). Образцы
хранили при 4DC под азотом вплоть до
использования. Конечная концентрация ли-
пида составляла 30 мМ. Альтернативно,
липидные пузырьки могут быть приготов- 30
лены высушиванием под азотом 300 цмол
липида как описано выше. Сухие липид-
ные пленки гидрировали в 10 мл соот-
ветствующего водного раствора как опи-
сано выше. Образцы были затем 35
микрозмульгированы в эмульгаторе (Micro-
fiuidic"s Model 1103, Microfluidics, Inc.,
Cambridge, MA), работающем при 10000
пси. Образцы подвергали 10 циклам ре-
циркуляции в приборе. Микроэмульгиро- 40
ванные образцы затем хранили при 4°С
как описано выше.

С-С5Р:фосфолипидные комплексы го-
товили смешением G-CSF (как описано
выше) со специфичным липидом (как опи- 45
сано выше). Смешение осуществляют в
зихревом смесителе, перемешиванием мли
бережным встряхиванием. Готовят образ-
цы с различным мольным соотношением
nHntwG-CSF для оценки мембранной про- 50
ницаемости и стабилизации протеина. Нап-
ример, для приготовления 3 мл образца
(в воде), содержащего 0,2 мг/мл G-CSF
при мольном отношении липилгСа-СБР 40:1,
150 цл исходного раствора G-CSF соеди- 55
няют с 44 ^л липида (30 мМ исходный
раствор в воде, приготовленный при воз-
действии ультразвука), и добавляют воду
до конечного объема образца 3 мл. Ре-
комендуемая пятиминутная инкубация (но

не обязательная) была осуществлена пе-
ред использованием и испытанием об-
разца.

G-CSF может быть также соединен с
гидрированным липидом перед микро-
эмульгированием. Последующее микро-
эмульгирование смеси (как описано вы-
ше) приводит к внедрению G-CSF в ли-
пидную мембрану.

Анализ 6-С5Р:фосфолипидных комп-
лексов.

1. Триптофанный эмиссионный спектр.
Существует две группы триптофана в

rhG-CSF, являющиеся очень чувствитель-
ными к условиям локальной окружающей
среды. Поэтому проводили анализ для оп-
ределения rhG-CSF триптофанной флуо-
ресценции в условиях контактирования
rhG-CSF с липосомой. Голубой сдвиг мак-
симума флуоресцентной эмиссии пред-
полагает, что триптофаны находятся в бо-
лее гидрофобной окружающей среде, и,
следовательно, rhG-CSF внедрен в липид-
ную мембрану. Отличным образом трип-
тофанного флуоресцентного анализа яв-
ляется Principles of Fluorescence
Microscopy, J. Lakowicz, Chap. 11 (Plenum
Press, New York, 1983).
' Триптофанную флуоресценцию G-

CSF-.липидных комплексов (как описано
выше) анализировали возбуждением об-
разцов при длине волны 280 нм и в про-
цессе сканирования эмиссии о г 285 нм
до 420 нм с приращением (инкрементом)
в 1 нм при скорости 1 нм/с. Образец
имел объем 3 мл при конечной концент-
рации G-CSF 0,2 мг/мл для всех образ-
цов. Отношение липидіЄ-СвР варьирова-
лось. Все измерения флуоресценции про-
водили с использованием PTJ Alphascan
флуорометра (South Brunswick, N.Y.). Все
измерения осуществлялись при 25°С и эту
температуру поддерживали использова-
нием держателя кюветы с водной рубаш-
кой, связанного с циркулирующей водной
ванной. Собирали эмиссионный спектр и
анализировали, используя данные прог-
раммного обеспечения PTJ. На фиг. 1
показан спектр флуоресценции rhG-CSF в
присутствии и в отсутствие небольших од-
нослойных пузырьков, состоящих из DOPG.
rhG-CSF имеет максимум эмиссии в об-
ласти 334 нм в отсутствие пузырьков
DOPG. В присутствии DOPG и при соот-
ношении липид:протеин 100:1 rhG-CSF
триптофанная флуоресценция показывает
сдвиг максимума флуоресценции в голу-
бую область эмиссии в область 327 нм и
сильное увеличение интенсивности флуо-
ресценции.
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Короткая длина волны флуоресцент-
ной эмиссии в присутствии OOPG предпо-
лагает большую гидрофобность триптофа-
ном в окружающей среде, чем нативный
протеин. Как показано на фиг. 2, сдвиг 5
флуоресценции зависит от мольного от-
ношения DOPG:G-CSF, и мембранное внед-
рение обнаруживается как только дости-
гается соотношение DOPG.G-CSF 10:1.

2. Испытания иодидного тушения. 10
Иодид является эффективным тушите-

лем триптофанной флуоресценции, но он
не может проникать через липидные мемб-
раны. Поэтому, эффективное тушение трип-
тофанной флуоресценции йодидом пока- 15
зывает доступность групп основной мас-
се водного растворителя, в то время как
защита от иодидного гашения наблюдает-
ся в случае, когда триптофаны протеина
изолированы от водного растворителя. • 20

В этих экспериментах использованы
G-CSF и DOPG:G-CSF композиции (отно-
шение липид:протеин 100:1). После того,
как первоначальное считывание (Fo) на
образцах было произведено и зарегист- 25
рировано, измеряли интенсивность флуо-
ресценции после введения возрастающих
количеств иодида калия (KJ) (5 М исход-
ный раствор). Образцы и KJ растворы бы-
ли приготовлены с содержанием 1 мМ 30
Na2SO3 (конечная концентрация) как опи-
сано Lee et al., Biochem. Biophys. - Acta,
984: 174-182 (1989) и Le Doan et al,
Biochem. Biophys. Acta, 858: 1-5 (1986).
Добавление Na2SO3 препятствует образо- 35
ваиию J 2 , который может распределяться
между неполярными участками протеинов
и мембранами. Данные испытаний были
проанализированы с помощью уравнения
SterrvVoimer (Fo/F=1+iyKJJ), где F и F 40
представляют собой интенсивности флуо-
ресценции образцов соответственно в от-
сутствие и в присутствии KJ при концент-
рации [KJ]. К ч является константой туше-
ния Stern-Volmer для KJ тушения G-CSF 45
триптофанных радикалов (Lehrer, S.,
Biochemistry 10: 3254-3263 (1979)).

Нз- фиг. 3 показаны данные кривой
Stem-Volmer. В отсутствие пузырьков DOPG,
rhG-CSF флуоресценция эффективно га- 50
сится KJ. В присутствии DOPG данные
Stern-Volmer расположены на прямой, что
указывает на то, что иодид имеет слабую
доступность к обоим триптофанам. Дан-
ные показывают, что группы триптофана, 55
доступные для иодида в отсутствие DOPG,
становятся недоступными для иодида в при-
сутствии DOPG. Поэтому часть rhG-CSF,
содержащая этот триптофан, должна быть
внедренной в двойной слой DOPG.

3. Измерение превращения энергии.
Как уже указывалось ранее, между

донорами триптофана и растворимыми в
липиде акцепторами флуоресценции, та-
кими как пирендекановая кислота, может
произойти передача энергии, так как
спектр возбуждения этой пробы значи-
тельно перекрывает спектр эмиссии трип-
тофана (Friere eta)., Biochemistry, 22: 1675-
1680 (1983)). В случае внедрения протеи-
на в липидную мембрану, передача энер-
гии от триптофана к пирену приведет к
затуханию флуоресценции триптофана. В
этом эксперименте непрерывно измеряют
интенсивность эмиссии триптофана раз-
личных комплексов G-CSF^Hnioa перед (Fo)
и после (F) добавления различных коли-
честв пирендекановой кислоты (исходный
раствор в тетрагидрофуране с концентра-
цией 30 цг/мл). Образцы непрерывно пе-
ремешивают в процессе добавления пи-
рендекановой кислоты для лучшего сме-
шения пирендекановой кислоты с образ-
цом.'Отношение F/Fo пропорционально ко-
личеству передачи энергии между G-CSF
триптофанами и гидрофобным акцепто-
ром энергии - пирендекановой кислотой.

На фиг. 4 показан характер затухания
rhG-CSF в присутствии DOPG (отношение
липид:протеин 100:1) как функция добав-
ленного количества пирендекановой кис-
лоты. Затухание флуоресценции начинает-
ся при очень небольших концентрациях
пирендекановой кислоты (<1 мол. %), так
что эффект флуоресцентной пробы на
мембранную структуру и поведение яз-
ляется минимальным. Поскольку предпола-
гают, что пирендекановая кислота может
очень быстро проникать в липидный двой-
ной слой, настоящие данные показывают,
что RhG-CSF довольно глубоко внедряется
в DOPG мембраны, что вызывает эффек-
тивную передачу энергии от триптофана к
пиреновому акцептору. Процесс передачи
энергии был подтвержден исследованием
спектра возбуждения пирендекановая кис-
лота - меченые DOPG пузырьки в при-
сутствии и в отсутствие rhG-CSF.

Вышеуказанный анализ показывает,
что rhG-CSF может тесно взаимодейство-
вать с ненасыщенными фосфолипидами
подобно DOPG. В присутствии DOPG пу-
зырьков rhG-CSF триптофан является за-
щищенным от водорастворимого тушите-
ля флуоресценции, но является поддаю-
щимся затуханию флуоресценции в ре-
зультате передачи энергии гидрофобной
флуоресцентной пробе.

Вместе взятые данные показывают, что
rhG-CSF может внедряться в мембраны,
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состоящие из DOPG. Мембранное внед-
рение можно обнаружить при достижении
отношения nHdnn:G-CSF 10:1, и это число
может представлять собой число липидов,
окружающих внедренную часть протеина.

П р и м е р 2. Определяют способ-
ность rhG-CSF к взаимодействию с други-
ми фосфолипидами сравнением отноше-
ния интенсивностей F/Fo и максимумом
эмиссии как описано выше. В каждом
случае мольное отношение липид:гпС-С5Р
равняется 100:1.

На фиг. 5 показаны значения отноше-
ния F/Fo для rhG-CSF в отсутствие и в
присутствии различных липидов. На фиг.
6 показаны значения максимума эмиссии
для тех же самых композиций. Данные на
фиг. 5 и 6 показывают, что в дополнение
к DOPG, rhG-CSF может внедряться в
DMPG, DPPG, и менее эффективно в
фосфатидилэтаноламины (PE's) и в фос-
фати д ил серии ы (PS's). Кроме того, уста-
новлено, что NG-DOPE (DOPE образец с
более отрицательно заряженной РЕ го-
ловной группой) более способствует внед-
рению rhG-CSF, чем DOPE. DOPC, DMPC
и DPPG являются нейтральными липида-
ми, и эти пузырьки мало влияют или вов-
се не влияют на максимум эмиссии или
интенсивность флуоресценции rhG-CSF,
что указывает на отсутствие взаимодейст-
вия с этими фосфолипидами {фиг. 5 и 6,
и фиг. 7, кривая 2).

Приведенные выше данные свиде-
тельствуют о том, что протеин, способный
переходить в распрямленное глобулярное
состояние, может внедряться в различные
липидные пузырьки. Однако, это rhG-
СвРілипидное взаимодействие происходит
только тогда, когда используют отрица-
тельно заряженные липидные пузырьки.
Среди отрицательно заряженных липид-
ных пузырьков, пузырьки с небольшим от-
рицательным зарядом должны вызывать
более сильное rhG-CSF взаимодействие.

П р и м е р 3. Определяют влияние
rhG-CSF взаимодействия на стабильность
протеина. Для этого измеряют круговой
дихроизм на приборе Jasco J-720, снаб-
женном штативом термостатированных кле-
ток типа Peltier и магнитной мешалкой.
Измеряют круговой дихроизм при 222 нм
конечной концентрации rhG-CSF 80 дг/мл,
рН 6,0. На калориметре Місгосаі МС-2 произ-
водят измерения дифференциальной ска-
нирующей калориметрии. Сканируют об-
разцы rhG-CSF (1 мг/мл, в воде) или
DOPG:rhG-CSF (45:1 моль/моль, в воде)
со скоростью 90°С/ч. Данные хранят и

анализируют при помощи программного
обеспечения Місгосаі.

Исследуют температурные изменения
5 альфа-спирали G-CSF посредством изме-

рения кругового дихроизма (222 нм) как
функции повышения температуры. Развер-
тывание спирали rhG-CSF под действием
температуры при рН 6,0 показано на фиг.

10 8. Кривая показывает, что довольно боль-
шое превращение наблюдается при ~ 60-
70°С, что приводит к потере альфа-спи-
ральной формы. После такого превраще-
ния rhG-CSF необратимо высаждается из

15 раствора. Температурный интервал про-
цесса развертывания спирали подобен
температуре плавления rhG-CSF при рН
7,0, как это было установлено методом
дифференциальной сканирующей калори-

20 метрии и показано на фиг. 9.
Напротив, DOPG:rhG-CSF образцы по-

казывают постепенную потерю альфа-спи-
ралевидности с повышением температуры
и, в противоположность одному rhG-CSF,

25 развертывание спирали DOPG:rhG-CSF под
действием температуры не является сов-
местным (фиг. 8). Такой вывод также сле-
дует из отсутствия перехода плавления,
как это показывает дифференциальная

30 сканирующая калориметрия (фиг. 9). При-
мечательно, что DOPG:rhG-CSF образцы
могут восстанавливать альфа-спирал евид-
ность после нагрева до Э5°С и могут быть
подвергнуты циклическому изменению тем-

35 пературы между 95 и 10°С с полным восс-
тановлением спиралевидной формы пос-
ле охлаждения (фиг. 10). rhG-CSF сам по
себе в таких условиях необратимо раз-
вертывается и высаждается из раствора.

40 Кроме того, исследовали влияние
DMPG и DPPG на G-CSF круговой дих-
роизм. Использовали отношение ли-
rnfl:rhG-CSF 150:1, и, как и в случае с
DOPG, DMPG и DPPG также стабилизи-

45 руют вторичную структуру rhG-CSF (фиг,
11-13). Эти данные показывают, что взаи-
модействие rhG-CSF с DOPG, DMPG и
DPPG улучшает стабильность протеича в
условиях, при которых rhG-CSF сам по

50 себе нестабилен. Это взаимодействие ста-
билизирует вторичную и третичную струк-
туру rhG-CSF.

П р и м е р 4. Определяют влияние
взаимодействия rhG-CSF:DOPG в соот-

55 ветствии с биологической активностью rhG-
CSF. Исследуют активность in vitro rhG-
CSF посредством G-CSF зависящего пог-
лощения [3Н]-тимидина клетками костно-
го мозга мыши как описано в Zsebo efc at,
Immunobioiogy 172; 175-184 (1986). Все
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испытания проводились трижды. Актив-
ность in vivo определяли посредством мы-
шечной инъекции хомячкам (доза r!iG-CSF
100 цг/кг) и подсчетом количества белых
кровяных телец (WBC). 5

1. Активность in vitro.
А. Определяют специфичную актив-

ность rhG-CSF в присутствии и в отсутст-
вие DOPG. Также испытывают термообра-
ботанные образцы rhG-CSF и DOPG:rhG- 10
CSF. Результаты испытаний сведены в
таблицу.

Как видно из данных таблицы, внед-
рение в DOPG двойной слой не снижает
биологической активности rhG-CSF. Пос- 15
ле нагрева до 85°С в течение 10 мин
активность rhG-CSF не поддается опреде-
лению и протеин осаждается. После та-
кой же обработки DOPG:rhG-CSF сохра-
няет - 85% активности rhG-CSF без 20
нагревания и полностью восстанавливает
вторичную структуру после охлаждения.

3. Изучалась способность различных
липидов стабилизировать rhG-CSF в про-
цессе сушки вымораживанием. Образцы 25
rhG-CSF в сочетании с различными липи-
дами подвергали сушке вымораживанием
и испытывали нэ активность как описано
выше. При смешении' с rhG-CSF DOPG,
0MPG и DPPG обеспечивают - 100% ЗО
сохранение биоактизности rhG-CSF после
сушки вымораживанием (фиг. 14). Сам по
себе rhG-CSF не выдерживает процесса
сушки вымораживанием.

2. Активность in vitro. 35
Определяют активность (подсчетом

WBC) rhG-CSF в отсутстаие и в присутст-
вии липида. Активность измеряют после
мышечной инъекции (доза rhG-CSF 100
цг/кг) на день О. Исследовали пять раз- 40
личных комплексов липкд.тпв-СЗР, и в
каждом случае комплекс липид:ггЮ-С5Р
сохраняет активность in vivo (фиг. 15 и
16). Описанные исследования показывают,
что внедрение в отрицательно заряжен- 45
иый двойной слой липидв не оказывает
отрицательного воздействия на биологи-
ческую активность rhG-CSF. Кроме того,
оказалось, что защитное воздействие ли-
пида защищает rhG-CSF в течение про» 50
цесса сушкм вымораживанием.

П р и м е р 5. Испытывают способ-
ность химически модифицированного (пе-
полированного) G-CSF (PEG-G-CSF) и G-
CSF, полученного как продукт эукариот- 55
ной экспрессии клетки-хозяина (CHO-G-
CSF), к взаимодействию с отрицательно
заряженными липидными пузырьками. Б
случае СНО G-CSF определение проводи-
ли на основе сравнения отношения ин-

тенсивностей F/Fo и максимумов эмиссии
(как описано выше в примере 1). В каж-
дом случае мольное отношение липид: про-
теин равнялось 100:1. В случае же PEG-
G-CSF определение проводили на основе
анализа кругового дихроизма.

CHO-G-CSF получали по технологии
рекомбинантной ДНК, согласно которой
клетки яичника китайского хомячка под-
вергали трансфекции посредством коди-
рования последовательности ДНК челове-
ческим G-CSF как это описано в патенте
США № 48810643 на имя Souza. CHO-G-
CSF приготовляли в виде раствора в PBS
с концентрацией 0,6 мг/мл, рН 7,0. Пока-
зано, что CHO-G-CSF взаимодействует с
DOPG подобно rhG-CSF. Каждый образец
показывает увеличение интенсивности
флуоресценции в присутствии DOPG и сд-
виг максимума эмиссии в голубую об-
ласть в присутствии DOPG (фиг. 17 и 18).
Следовательно, взаимодействие DOPG не
является следствием некой специфичнос-
ти рекомбинантной формы G-CSF.

В этом эксперименте использовали
PEG-G-CSF в виде три-тетра пегилирован-
ного E.coli полученного G-CSF (исполь-
зуют PEG 6000). Образцы DMPG:PtG-G-
CSF (мольное отношение 17:1) готовили
как описано выше. Найдено, что образцы
DMPG-.PEG-G-CSF полностью восстанавли-
вают вторичную структуру после нагрева-
ния (фиг. 19). Несмотря на присутствие
молекул PEG, модифицированный протеин
был способен к взаимодействию с липи-
дом так же, как негативный протеин.

Приведенные данные показывают, что
эффект стабилизации, связанный с взаи-
модействием G-CSF с отрицательно заря-
женными липидными пузырьками, не яв-
ляется присущим только rhG-CSF, полу-
ченному как продукт прокариотной эмис-
сии клетки-хозяина. Химически модифи-
цированный протеин, способный к прев-
ращению в MGS, после контактирования
с липидным пузырьком, также проявляет
стабилизирующее воздействие.

П р и м е р 6. Изучают влияние
DMPG * DPPG на GM-CSF. GM-CSF предс-
тавлял собой рекомбинантный человечес-
кий GM-CSF согласно патенту США №
5047504 на имя Воопе. Его готовили в
виде раствора с концентрацией 1 мг/мл в
фосфатном буферном растворе, рН 7,0.
Отношение лмпидМЗМ CSF равно 17:1. Из-
меряли термическую стабильность пос-
редством анализа кругового дихроизма как
описано выше. DMPG и DPPG могут при-
водить к лучшей термической стабильнос-
ти GM-CSF, то есть к восстановлению вто-
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ричной структуры после нагрева (фиг. 20а
и 20Ь). Данные этого исследования по-
казывают пример другого образца про-
теина, способного к превращению в расп-

рямленное глобулярное состояние и к
взаимодействию с отрицательно заряжен-
ным липидным пузырьком, для повыше-
ния термической стабильности протеина.

Образец

rhG-CSF
rhG-CSF (нагретый)8

DOPG^hG-CSF"
DOPG:rhG-CSFb (нагретый)

Специфичная активность (U/мг/протеин)

0,66±0,09
Не определяется

0,61±0,11
0,52±0,08

м е ч а н и я : а - образцы инкубировали в течение 10 мин при 85°С
на водяной бане перед испытанием;
b ~ мольное отношение DOPG:rhG-CSF рапно 50:1.
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