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A talalméany gy6gyészatilag aktiv Uj vizoldhaté interferon/polietilénglikol
konjugatumokra, e konjugatumok el8éllitdsanal felhasznalhato Gj
polietilénglikol-vegylletekre valamint a fenti Gj vegyulletek el8éllitasara

vonatkozik.

A taldlmanyunk szerinti 4j interferon/polietilénglikol konjugatumok az (l)

altalanos képletnek felelnek meg‘

{(mely képletben

R jelentése kis szénatomszamdu alkilcsoport;

R1, RZ, R3 é¢s R4 jelentése hidrogénatom vagy kis szénatomszamu
alkilcsoport;

m  értéke =1-t6l az interferonban levé hozzaférhetGé aminocsoportok
szamaig terjedd egész szam,;

W jelentése -O- vagy -NH- ;

X értéke 1 és 1000 kozotti egész szam és

y és z értéke O és 1000 kozotti egész szam és

X, y és z 6sszege 3-1000;

azzal a feltétellel, hogy R1, R2, R3 és R4 kozlil legalabb az egyik kis

szénatomszamu alkilcsoportot képvisel).
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Tobbfajta természetes és rekombinéns fehérje orvosi és gydgyéaszati hatas-
sal rendelkezik. Ezek a fehérjék tisztitas és gyégyészati kikészités utan
parenteréalisan kllonb6z6 gyogyaszati indikéciékban alkalmazhatdk. A pa-
renterélisan beadott fehérjék azonban immunogének és viszonylag vizold-
hatatlanok lehetnek és rovid gyogyaszati felezési idGvel rendelkezhetnek.
Ennek kdvetkeztében e fehérjékkel gydgyaszatilag hatékony vérszint nehe-

zen biztosithaté.

A fenti problémak kikiiszobolése céljabol fehériéket polimerekhez (pl. poli-
etilénglikol) konjugéalnak. Davis és tsai szerint (4 179 337 sz. amerikai
egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi leirds) fehérjékhez (pl. enzimek és inzulin)
polietilénglikol (PEG) konjugélhat6 és az ily médon kapott konjugatumban a
fehérje kevésbé immunogén, ugyénakkor azonban fiziol6giai aktivitasanak
jelentds részét megtartja. Nakagawa és tsai PEG-et islet-aktivalo fehérjéhez
konjugéltak, a fehérje mellékhatasainak és immunogenitadsanak csokkentése

céljabol. Veronese és tsai [Biotech. 11, 141-152 /1985/] egy ribonukleaz

| és szuperoxid-dis%utéz médositasa céljabdl polietilénglikolokat kldr-han-

gyasav-fenil-észterrel aktivéltak. Katre és tsai szerint (4 766 106 és

4 917 888 sz. amerikai egyesiilt d&llamokbeli szabadalmi leirds) fehérjék
polimer konjugécioval szolubilizdlhaték. PEG és mas po~I\imerek rekombinans
fehérjékkel kombinéiva az immunogen‘itést csokkentik és a felezési idot

meghosszabbitjak [lasd Nitecki €s tsai: 4 902 502 sz. amerikai egyesult

WO b !"\""'éllamokbeli szabadalmi leirds; Enzon és tsai: PCT/U890/03133 sz. nemzet-
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kozi szabadalmi bejelentés; Nishimura és tsai: 154 316 sz. eurépai kozre-
bocsaéijtasi irat; és Tomasi: PCT/US85/02572 sz. nemzetkozi szabadalmi

bejelentés].
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A PEG/fehérje konjugatumokra és elGéllitasukra leirt ismert mddszerek
azonban szadmos problémat vetnek fel. igy a fehérje-PEG konjugatumok els-
allitasara iranyul6 egyes eljarasok soran a fehérje inaktivalédhat és a kapott

/

N
\ konjugatum gyenge biolégiai aktivitast muta{)E/zenkl’v(]I az ilyen PEG-fehér-

je konjugatumok képzésénél felhasznalt bizonyos kapcsoléanyagok (linke-
e R HLE
{ rek) in vivo hidrolitikus hasftast szenvedhetnek. A konjugdtum beadasa
utan lejatsz6dé hasités eredményeként a konjugatum a PEG a&ltal biztosi-

«__tott kedvezd tulajdonségait elvesziti.
Cos oy
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Talalményunk targya egyrészrél Gj interferon-PEG konjugatumok, amelyek
az interferon /IFN/ aminocsoportjanak a PEG-hez torténd kapcsolasara Uj-
szerd linkereket tartalmaznak. Taldlmanyunk targya kdzelebbrdl (1) altalanos
| képletd fizioldgiailag aktiv interferon konjdgétumok —
{ gmely képletben
R jelentése kis szénatomszadmu alkilcsoport;
R1, R2, R3 &s R4 jelentése hidrogénatom vagy kis szénatomszamu
alkilcsoport;
m  értéke = 1 és az interferonban levé hozzéférhetd aminocsoportok
szadma kozotti egész szam;
W jelentése -O- vagy -NH- ;
x  értéke 1 és 1000 kozotti egész s;ém és
y és z értéke O és 1000 kozotti egész szam
és x, y és z értékének Osszege 3 és 1000 kozotti szam;
azzal a feltétellel, hogy R1, RZ, R3 és R4 kéziil legaldbb az egyik kis

\ szénatomszamu alkilcsoportot képvisel%

Nyilvanvalé, hogy az (1) altalanos képletd vegyiiletekben levs -NH- csoport
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az interferonban jelenlev egyik hozzaférheto aminocsoportbél szarmaztat-

haté le.

A taldlmanyunk szerinti interferon konjugatumok két tipusba tartoznak és
o ! ezek az (IA) és (IB) altaladnos képletnek felelnek meg/{mely képletekben
o G R jelentése kis szénatomszamu alkilcsoport; |

R1, RZ, R3 &s R4 jelentése hidrogénatom vagy kis szénatomszamu
alkilcsoport;

m  értéke az interferonban levé hozzéférhets aminocsoportok szamaig
terjedd szam;

x, y és z értéke barmely olyan szam-kombinacio, amelynek az esetében a
konjugatum a bennelevd fehérje biolégiai aktivitdsanak legalabb egy
részét megtartja; | '

sk Cwsr < =l azzal, a feltétellel, hogy R1, R2, R3 és R4 koziil legalabb az egyik kis
. ¢ {¢ et !
Vo

fel fe ~szénatomszamu alkilcsoportot képwseg
Vo e !
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Az abrak révid ismertetése

1. 4bra: A 7. példa szerinti vegyulettel elvégzett PEG médositas idobeli
lefolyasa. Interferont (6 mg/ml) a reagens 10- 20- vagy 40-szerese f6l0s-

legével, a feltlintetett ideig, 25 mM tricinben (pH 10), 0,5 M KSCN és 100»&(
(‘l< \\ /{5 t
VRS mM "NaCl jelenlétében mkubélunk Kiilénb6z8 idGpontokban allquot részeket

{7 ek L tavolitunk el, a reakcnét glucmnel )zfeélht]uk és a mintakat 15 % SDS PAGE

O ; —~—— —

Qb.'., \ gélen peg/lemezzuk Az ébrén "I" ]elentese mterferon

2. abra: Az 5. példa szerinti vegyulettel végzett PEG médositas idébeli

lefolyasa. Interferont a reagens 2-szeres vagy 10-szeres foloslegével az



1. &branal megadott ideig inkub&lunk. Az aliquot részeket a megadott id6-
pontokban eltavolitjuk, a reakciét glicinnel leéllitjuk és a mintakat
15 %-o0s SDS-PAGE gélen elemezziik. Az dbran "S" jelentése fehérje mole-

kulatdmeg standard és "I" jelentése interferon.

3. dbra: Az 1. példa (bal oidalon) és 3. példa (jobb oldalon) szerinti vegyu-
lettel végzett PEG mddositds dsszehasonlitasa. Interferont a reagensek
3-szoros foloslegével 0,25, 1,5 vagy 24 6rén at inkubalunk. Az aliquot ré-

szeket eltavolitjuk, a reakciét glicinnel beéllitjuk és a mintakat 15-o0s

S e e

SDS-PAGE gélen megelemezziik. Az dbran "S" jelentése fehérje moleku-

latbmeg standard és "I" jelentése interferon.

Talalmanyunk szerint az (IA) és (IB) altalanos képletl fehérje konjugatumo-
kat, IFN konjugadtumokat oly médon éllitjuk elS, hogy olyan aktivélt PEG-et
kondenzéalunk, amelyben a végallasu hidroxil- vagy aminocsoport helyén
valamely aktivalt linker van jelen. Ezek a reagensek az IFN-ben levé egy
vagy tdbb aminocsoporttal reagalhatnak. Talalmanyunk elényds kiviteli

] alakja szerint csak egy aminocsoporttal torténd reakciéval monoPEGile tt/} —_

—konjugatumokat allitunk el8.

Ennek megfelelen taldlméanyunk targya tovabbé a (ll) és (lll) altalanos kep-
letnek megfelel Gj aktivalt vegylletek (reagensek), amelyek a talalma-
nyunk szerinti Gj interferon konjugatumok elGéllitaséra alkalmazhatok. A (i)

altalanos képletben



R jelentése kis szénatomszamu alkilcsoport;

R1, R2, R3, R4 és RS jelentése hidrogénatom vagy kis szénatomszamu
alkilcsoport;

W  jelentése -NH- vagy -O- ;

X értéke 1 és 1000 kozotti egész szam és

y és z értéke O és 1000 koz6tti egész szam;

és x, y és z 0sszege 3-1000;

azzal a feltétellel, hogy amennyiben W jelentése -NH- vagy ha W jelentése -

O- és RD jelentése hidrogénatom, ugy R1, RZ, R3 és R4 koziil legalabb az

egyik kis szénatomszédmu alkilcsoportot képvisel.

A (I} altaldnos képletben

R jelentése kis szénatomszamu alkilcsoport;

R1, R2, R3 ¢s R4 jelentése hidrogénatom vagy metilcsoport;
X értéke 1 és 1000 kozotti egész szém; és

y és z értéke 0 és 1000 kozo6tti egész szdm és

X, y és z 6sszege 3-1000.

A (Il) altaldanos képletl vegyliletek két csoportba sorolhat(’)k és ezek a (lIA)

és (lIB) altalanos képletnek felelnek meg

(mely képletben

R, R1, R2, R3, R4 és RO jelentése a fent megadott;

X, y és z értéke olyan szam-kombinacid, hogy a fehérjével képezett
polimer-konjugatum a konjugalatlan fehérje biol6giai aktivitasanak
legalabb egy részét megtartja;

és a (I) altalanos képletnél megadott feltétel a (lIA) és (lIB) altalanos

képlet( vegyuleteknél is érvényes).
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Talalmanyunk értelmében a (lIA), (IIB) vagy (lll) dltaldnos képlet( aktivalt
PEG reagensek felhasznalasaval elgallitott konjugdtumok esetében a fehérje
(azaz interferon, IFN) szabad aminocsoportja és a PEG kozott kotés létesdl
és a képz6dd konjugatum a fehérje bioldgiai aktivitdsanak legalabb egy ré-
szét megtartja, ugyanakkor azonban immunogenitasa kisebb. Ezenkivll, a
(IIA), (1B) vagy (IlI) altalanos képletd aktivalt polietilénglikolok alkal-
mazdasaval elGallitott fehérje konjugatumok in vivo hidrolitikus hasitasra
nem hajlamosak és ezért az irodalombél ismert PEG-feheérje konjugatumok

hatranyaitél mentesek.

A taldlmanyunk szerinti Gj vegyuletekben R, R1, R2, R3, R4 és RD barmely
kis szénatomszamu alkilcsoportot képviselhet és jelentése el6nydsen metil-
csoport. A "kis szénatomszamu alkilcsoport™ kifejezésen 1-6 szénatomos
alkilcsoportok értend6k (pl. metil-, etil-, n-propil-, izopropil-csoport stb.). A
kis szénatomszamu alkilcsoportok elénydsen 1-4 szénatomot tartalmaznak
és kiiléndsen elényds a metilcsoport. R1, RZ, R3, R4 és RO hidrogénatomot
is jelenthet, azonban R1, R2, R3 és R4 kéziil legaldbb az egyik hidrogén-

atomtol eltérd jelentésd.

A talalmanyunk szerinti Uj vegyUletekben x, y és z értéke barmely olyan
szam kombinacié lehet, hogy a konjugatum a benn%lfv(i IFN bioldgiai akti-
vitasanak legaldbb egy részét megtartja. Nyilvanvalg, hogy x, y és z értéke
/L‘\/’\/\/\\~
a konjugatumban levé IFN bioldgiai aktivitasaval nagységaval forditva
aranyos. A képletekben levl x, y és z szimbo6lum a konjugatum képzésében
résztvevd poliglikolban levé glikol-egységek szamat jelenti. Az "m" szim-
bolum az IFN-ben levs és az aktivalt PEG-keverékkel reagéini kepes szabad

vagy hozzaférhetd aminocsoportok szamat jelenti. Minél nagyobb m és x, y
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és z értéke, annal nagyobb a konjugadtum molekulatomege. A talaimanyunk
szerinti vegyiiletekben x, y és z értéke barmely olyan szam lehet, hogy a
konjugatum molekulatomege - a fehérje témege nélkil - kb. 300 és kb.
30,000 dalton kozotti érték. Az IFN szempontjabol elényds ha m értéke
1-3. Taldlmanyunk kiildnésen elényds kiviteli alakjat képezik azok a
monoPEGilezett konjugadtumok, amelyekben m értéke 1; ezeket a konjuga-
tumokat olyan kériilmények kozott allitjuk els, hogy az IFN-nek csak egy
szabad aminocsoportja és a (lII1A), (II1B) vagy (lll) altaldnos képletd PEG
reagens reakciéjakor a fenti IFN konjugadtumok magas kitermeléssel képz6d-
nek. A taldlmanyunk szerinti vegytletek el6nyds kiviteli alakja esetében m
értéke 1 és x, y és z értéke barmely olyan szam, hogy a konjugatum képzé-
sében részvevé glikol atlagos molekulatomege kb. 300 és kb. 30,000 dal-
ton kozotti érték, elényodsen kb. 1000 és’. kb. 10,000 dalton kozotti érték,
kilondsen eldnydsen kb. 1000 és kb. 5000 dalton kdzotti érték. A glikol

4tlagos molekulatdomege kilondsen elénydsen kb. 2000 dalton.

Az x, y és z szimbolumok kozil x értéke 1 és 1000 kdz6tti egész szdm, és

y és z értéke O és 1000 kozotti egész szam és x, y és z dsszege 3-1000.

Az (IA) és (IB) altalanos képletd konjugdtumok egyik el6nyos kiviteli alakja
szerint x és y értéke 500 és z értéke 0-4. Kilénosen eldnydsen alkalmaz-
hatunk olyan glikol-keverékeket, amelyekben x értéke 10-100, y értéke
1-10 és z értéke O. Legel6nydsebbek azok az (la) altalanos képlet( inter-
feron-konjugatumok, amelyekben m értéke 1: R, R2 és R4 jelentése metil-
csoport; R1 jelentése hidrogénatom; x értéke kb. 19; y értéke kb. 2 és z
értéke 0. Ezekben a konjugatumokban a PEG atlagos molekulatomege kb.
1000 dalton.
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A PEG molekuldban levs egységek szamaval kapcsolatos esetleges félreér-
tések és kétségek elkeriilése céljabdl a polietilénglikol polimereket
elénydsen a molekulatémeggel jellemzik, a PEG polimerben levd énismét-
|16d6 egységeket /SRU/ szdma (x, y és z) helyett. Ezek az értékek a kiin-
duldsi anyagként felhasznalt PEG vegydtletek potenciélis inhomogenitasa
miatt nehezen hatdrozhaték meg; a kiindulasi PEG vegy(leteket ugyanis al-
talaban nem a jelenlevé 6nisméti6ds egységek szaméval, hanem az atlagos
molekulatomeggel jellemzik. A kiilénb6z6 molekulatémegld PEG-vegylletek
az irodalombdl ismert eljarasokkal allithaték el vagy kereskedelmi for-

galomban szerezhetGk be.

Amennyiben a molekulatémegb6l meghatérozott vagy a forgalmazé cég al-
tal megadott x, y és z értékek nem egési szdmok {(4altalaban ez a helyzet),
ezeket az értékeket a szokdsos modon fel- vagy lekerekitjlik ugy, hogy a
polimer keverék f6komponensét képezd polimer molekuldnak megfeleld

egész szam értékeket kapjuk.

Valamely (I1A), (IIB) vagy (lll) &ltalénos képlet(i reagens és egynel tobb
szabad aminocsoportot tartalmazé IFN reakcidja sorén~a konjugatum az IFN
és PEG reagens keverékek kiildonb6zs reakciétermékeinek keverékébdl all.
Ezek a reakciotermékek oly médon k‘épzc'idnek, hogy a PEG-reagens egy
vagy tébb szabad aminocsoporttal reagal. Ezt az (1A) és (IB) altalanos kép-
letben levé m szimbdlum jelzi. igy pl. hdrom szabad aminocsoportot tartal-
maz6 IFN esetében az aktivalt PEG reagens egy, két vagy mindharom sza-
bad aminocsoporttal reakciéba léphet. Ez esetben a keverék a fenti harom
reakci6terméket tartalmazza. Minthogy a keverékben levd konjugalt reak-

cidtermékek molekulatémege m értékétdl fiiggben - m értéke 1, 2 vagy 3 -
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nagy mértékben kiilonbozik, ezek a reakcidtermékek hagyoményos maod-
szerekkel (pl. kromatografalas) szétvalaszthaték. Annak a meghatéarozasa
céljabdl, hogy az m és x, y és z értéket helyesen vélasztottuk-e meg, a
szétvalasztott konjugalt reakciétermékek bioldgiai aktivitdsat a konjuga-
latlan IFN vizsgalatanal alkalmazott médszerekke! screeneljik és megvizs-
géljuk, hogy a konjugalt reakcidtermék az el6éllitasanal felhasznalt IFN
biol6giai aktivitdsadnak legalabb egy részét megtartotta-e. A fenti mod-
szerrel m és x, y és z értékét a kivant aktivitas eléréséhez szukséges
értékre allithatjuk be.

Talalmanyunk el6nyds kiviteli alakja esetében m értéke 1. Az m = 1 érték-
nek megfeleld konjugatumokat két vagy tébb szabad aminocsoportot tartal-
maz6 IFN alkalmazéasa esetében is elBallithatjuk. Az aktivalt PEG-reagens
el3szor az IFN-ben levé egyik szabad aminocsoporttal Iép reakcidba. A re-
agensek (pl. az IFN) koncentréci6ja és a reakciokorilmények szabalyoza-
s4aval, az amin-kondenzéaciés reakciok standard médszerei szerint, a feher-
jében levd szabad aminocsoportok PEGilezésének mértekét szabalyozhat-
juk. Ha az egynél tobb szabad aminocsoportot tartalmazo fehérjékben az
egyik szabad aminocsport a tébbinél reakciéképesebb,wa reakciékorul-
mények oly médon vélaszthaték meg, hogy a fehérje éé az aktivalt PEG-ve-
gyllet reakcidja sordn m = 1 értéknek megfelelé (I1A) vagy (IB) &ltalanos

képletl vegyllet keletkezzék.

A fehérjét alkoté aminosavakban levé mas szabad aminocsoportok a PEG-el
utélagosan reagéltathaték oly médon, hogy a kondenzaciés reakciot
hosszabb id6n 4t végezzik vagy erélyesebb reakciékdriilményeket alkal-

mazunk.
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A jelen szabadalmi leirdsban és az igénypontokban szerepldé "interferon" és
"IFN" kifejezések valamennyi interferon tipust (azaz az Gsszes interferon-
-aktivitassal rendelkezé vegylletet) feldlelik. igy pl. a-, R-, o~ és w-inter-
feron, ezek 6sszes altipusa - pl. a1, a2, a2A, a2B vagy a2C - és a kalon-
b6z8 interferon tipusok és/vagy altipusok hibridjei és kimerjei lehetnek. Az
interferon barmely eredet(i lehet, igy természetes forrasokbdl vagy sejt-
tenyészetekbdl nyerheté vagy rekombinans DNS mdédszerekkel allithato eld.
A természetes vagy rekombinans interferonok elGallitasara és izolalaséara
szolgalé médszerek az irodalombdl j6lismertek (lasd pl. 43 980, 211 148
és 140 127 sz. eurdpai kdzrebocséjtasi irat; 3 028 919 sz. német kbzrebo-
csaltasi irat és 4 503 035 és 4 414 150 sz. amerikai egyesult allamokbeli

szabadalmi leiras).

Az R1, RZ, R3 és R4 helyén legalabb egy kis szénatomszamu alkilcsoportot
- kiilénésen metilcsoportot - tartaimazé alkil-helyettesitett (HA), (IIB) és (1)
altalanos képleti reagensek elénye a megfelel6 helyettesitetlen reagensek-
kel szemben, hogy a konjugadtumok - azaz PEGilezett fehérjék - meglepden
magas kitermeléssel allithatok eld. Alkil-helyettesitett reagensek felhasz-
nalasa esetén azonos reakciéidé mellett legalabb kétszer annyi konjugadtum

képzddik, mint a megfelel6 helyettesitetien reagensek felhasznalasakor.

A fent ismertetett helyettesitett reagensek felhasznalasaval képezett (1A) és
(IB) 4ltaldanos képlet konjugdtumokat betegeknek gydgyaszati célbol bead-
va a véraramban mért in vivo felezési id6 meglepGen hosszabb, mint a
megfelelé helyettesitetlen reagensekbdl készitett konjugatumok beadago-
lasakor. Bar az in vivo felezési id6 a konjugatum molekulatomegével egye-

nesen aranyos, a taldlméanyunk szerinti helyettesitett reagensekbdl
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elBéllitott konjugdtum felezési ideje meglep6 médon megegyezik egy
helyettesitetlen reagensbdl készitett nagyobb molekulatémeg( konjugatum
felezési idejével. A betegek véraramaban mért hosszabb felezési id6
nagyobb gydgydszati hatékonysagot eredményez. Ennek megfelelGen az
alkilhelyettesitett reagensekbd! képezett konjugadtumok pl. kisebb gyako-
risdggal és/vagy kisebb mennyiségben adagolhaték mint a megfelelé
helyettesitetlen reagensekbdl el6allitott konjugatumok. A polietilénglikolial
képezett bioldgiailag aktiv fehérje konjugdtumok hatékonysadgénak fokozasa
céljabdl a fehérjekonjugatumok el6éllitdsdhoz nagyobb molekulatomegi
polietilénglikolokat alkalmaztak. Az aktivalt konjugalt IFN-ek bioldgiai
aktivitdsa azonban a molekulatomeg névekedésével csbkken. Ezzel szem-
ben a taldlmanyunk szerinti, helyettesitett reagensek felhasznaldsaval
elGallitott konjugadtumok hatékonységa a megfeleld helyettesitetlen konjuga-
tumokkal dssze-hasonlitva nagyobb, ugyanakkor a molekulatémeget kisebb

mértékben kell fokozni.

Talalmanyunk targya tovabba eljards az Uj konjugatumok eldallitasara.

Az (IA) altalanos képlet(i konjugadtumok elGallitadsat az A-reakciéséman mu-
tatjuk be. A képletekben R, R1, RZ, R3, R4 RS, m, x, y és z jelentése a ko-
rébbiakban megadott azzal a feltétellel, hogy R1, RZ, R3 és R4 koziil egy

vagy tobb kis szénatomszdmu alkilcsoportot képvisel.

A reakcio soran egy PEG-amint szénhidrogén vagy klérozott szénhidrogén
olddszerben valamely (V) altalanos képletl vegyulettel reagalitatunk. A ka-
pott (I1A) altalanos képletii vegyuletet vizes kdzegben a fehérje egy vagy

tobb szabad aminocsoportjaval kondenzaljuk és ily médon az (IA) altalanos
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képletd konjugdtumot nyerjik. A reakciét aminok vizes kézegben végzett
kondenzacidjanal szokasos koridimények kdzott hajthatjuk végre. Az (IA) al-
taldnos képlet konjugatum el6éllitasat altalaban standard vizes puffer-ol-
datban (pH 7-10) végezzik el. A reakcié soréan - a fehérjében levé szabad
aminocsoportok szamatd! és a reakcidid6tol figgden - PEG-fehérje konjugé-
tumok keveréke keletkezhet. A PEG-fehérje konjugdtumok keverékét ha-
gyomanyos modszerekkel (pl. nagy teljesit6képességl folyadék kromatog-
rafia /HPLC/ vagy gélelektroforézis) véalaszthatjuk szét az egyes kompo-
nensekre. E célra eltéré molekulatémegl vegylletek szétvalasztasan ala-
pulé barmely médszer (HPLC vagy gél elektroforézis) felhasznalhat6. A ke-

verékeknek a termékek eltér6 molekulatomegén alapuld szétvélasztasat a

leirds tovabbi részében ismertetjik.

Az (IB) altalanos képlet(i IFN-konjugatumok elGéllitdsat a B-reakciéséman
tintetjik fel. A képletekben R, R1, R2Z, R3, R4, RO, m, x, y és z és a fel-

tételek jelentése a kordbbiakban megadott.

A (IV) altaldnos képlet(i vegytleteket oly médon dllitjuk eld, hogy foszgént
2-hidroxi-piridinnel (vagy helyettesitett hidroxi-piridinnel, ha RO jelentése kis
szénatomszamu alkilcsoport) kondenzalunk. A reakciét savhalogenidek és
alkoholok kondenzacibjara ismert barmely szokasos moédszerrel elvégez-

hetjak.

A PEG-alkoholt a (V) &ltalanos képlet(i vegyiilettel kondenzalva (lIB) alta-
lanos képletl vegyiiletet kapunk. A reakci6t alkoholok és karbonatok kon-
denzéacidjara ismert barmely hagyoményos médszerrel elvégezhetjik. A ka-

pott (lIB) altalanos képletii vegylletet a fehérje egy vagy tébb szabad
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aminocsoportjaval reagaltatva (IB) altalanos képlet(i vegyiletet kapunk. A
reakciot a (llA) altaldanos képlet(i vegylleteknek (IA) altalanos képletd ve-
gyuletekhez vezet6 kondenzécidjaval analég médon hajthatjuk végre. A
(1IB) altalanos képlet( vegydilettel reakciéba 1ép6 fehérjében levs szabad
aminocsoportok szamatol fiiggbéen az (IB) altalanos képet(i konjugdtum k-
I0nb6z6 molekulatémegl konjugatumok keveréke alakjdban keletkezhet. A
konjugdtumok keverékét a kordbbiakban leirt médon vélaszthatjuk szét az

egyes komponensekre.

Az (IB) altalanos képlet(i vegyuleteket a C-reakciéoséman feltlintetett elja-
rassal is elGallithatjuk. A képletekben R, R1, RZ, R3, R4, RD, m, x és y és z

jelentése a kordbbiakban megadott.

A reakcid soran a PEG-alkoholt valamely (V) éltalanos képlet(i vegyulettel
kondenzaéljuk és ily médon egy (lll) aitalanos képletl vegytletet kapunk. A
reakcid soran kézbensd termékként egy (11B) altalanos képletl vegyllet ke-
letkezik, amely egy masodik mél PEG-alkohollal reagalva a (lll) altalanos
képlet vegylletet képezi. A reakciéban 1 mél (IV) altalanos képletld vegyul-

letre vonatkoztatva legalabb 2 mdél PEG-alkoholt alkalmazunk.

A reakciot az alkoholok és karbonatok kondenzéciéjara ismert barmely szo-
kasos modszerrel elvégezhetjiik. A (lll) aitaldnos képletl vegydlet és az
interferon reakcioja valamely (IB) altalanos képletl konjugatumot szolgaltat.
A reakciot a (IIA) &ltalanos képletl vegyuleteknek (IA) altaldnos képletd
vegylletekké torténd 4talakitdsaval analég médon hajtjuk végre. A fehér-

jében levd szabad aminocsoportok szamatél fliggden a (1) altalanos
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képletl vegyllet és a fehérje kondenzacidjakor konjugdtumok keverékét
kapjuk, amelyet az (IA) altaldanos képlet(i konjugatumok szétvalasztasa
kapcsan ismertetett modszerekkel valaszthatunk szét az egyes komponen-

sekre.

Taldlmanyunk érteimében azt taldltuk, hogy a taldlmanyunk szerinti inter-
feron-konjugdtumok ugyanolyan hatdsokkal rendelkeznek mint a konjuga-
tumot képezd fehérjék. A talalmanyunk szerinti konjugatumok a gyogya-
szatban ugyanuigy alkalmazhaték mint a felépitésikben résztvevé fehérjék,
ugyanakkor azonban a fehérjék énmagukban térténd felhasznéaldsakor fellé-

p6 nemkivanatos immunreakcidktél mentesek.

Talalmanyunk targya tovabba valamely (1) altalanos képletd interferon kon-
jugdtumot vagy so6jat tartalmazé gyogyéaszati készitmények és eljaras ezek

el6allitasara.

A taldimanyunk szerinti, betegségek kezelésére vagy megel6zésére fel-
hasznéalhaté gydgydaszati készitmények valamely () altalanos képletd inter-
feron-konjugatumot és inert nem-toxikus gyégyaszatilag alkalmas hordozé-
anyagot tartaimaznak. A gyégyaszati készitményeket a GMP (good medical
practice) elGirdsainak megfelelGen allitjuk el6 és a dozirozéas a kezelendd
rendellenesség, a beteg allapota, az adagolas helye és médja valamint mas

tényez6k figyelembevételével torténik.

Taldlmanyunk tovabbi részleteit az alabbi példédkban ismertetjik anélkal,

hogy az oltalmi kort a példékra korlatoznank.
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A példakban alkalmazott "Jeffamine M 2070" propilénbd! és etilén-oxidbol
leszarmaztathatd, 2070 atlagos melekulatomeg(i monometoxi-polioxialkilén-
-propilamin polimer, amely polietilén-glikol alapvazbdl all és atlagosan 30 %

beéplilt propilén-oxid csoportot tartalmaz, véletlenszer( eloszlasban.

A "Jeffamine M-1000" propilén- és etilén-oxidbél leszarmaztathaté, 1000
atlagos molekulatomeg(l monometoxi-polialkilén-propilamin polimer, amely
polietilénglikol alapvazbdél all és 14 % specifikusan beépilt propilén-oxid-

csoportot tartalmaz, amelyben x értéke atlagosan 18,6; y értéke atlagosan

1,6 és z értéke O (x, y és z a korabbiakban megadott értelmezés).

A példakban hasznélt reagenseket felhasznaldsig borostyanivegben
4 OC-on széritva taroljuk. Minden médositashoz friss aliquot részeket

alkalmazunk.
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1. példa

ialfa,alfa’-oxo—metilén-bisz[omeqa—metoxi-poli/oxi-1,2-eténdii|/] SRU 111

elgéallitdsa

1,5 g MPEG (metoxi-polietilénglikol, molekulatémeg 5000) 80 ml vizmentes
toluolial képezett szuszpenzi6jabol 50 ml oldészert ledesztillalunk. Az
oldatot lehitjiik és 30,5 mg di-2-piridil-karbonétot adunk hozza. A képz6d6
elegyet 24 6ran at visszafolyaté hiitd alkalmazasa mellett forraljuk. Az ol-
datot lehiitjiik, a kivalé csapadékot sziirjik és el6bb kevés toluollal majd
dietil-6terrel mossuk. A szilard anyagot magas vakuumban széritjuk. Fehér
por alakjaban 0,6 g alfa,alfa’-oxo-metilén-bisz[omega-metoxi-poli/oxi-1,2-
-etandiil/] SRU 111-et kapunk. A PEG-médositott interferont az alabbi

1. médszer szerint allitjuk eld.

PEG-mddositott alfa-interferon elééllitasa

1. médszer

Rekombinans alfa-interferont [5 mg/mll 5 mM néatrium-acetétot és 120 mM
natrium-kloridot tartalmazé pufferrel /pH 5,0/ szemben dializlunk. Kalium-

-tiocianatot adunk hozzé (végkoncentracié 0,5 M) és a pH-t egytized tér-

fogatd 1 M tricin-natriumhidroxid /pH 11,9/ puffer hozzdadaséaval 10,0 vég
s6 értékre allitjuk be. A fehérjéhez 3:1 mélaranyban szilard vagy dimetil-
szulfoxidban oldott (a dimetil-szulfoxid térfogata az ossztérfogat 10 %-anal
kisebb) PEG-reagenst adunk. A médositast szobahémérsékleten 30 perc és
4 6ra kozotti idén &t végezzik, majd a tovabbi médositas leallitasa céljabol
1 M glicint /pH 6,3/ adunk hozza, 20 mM végss koncentrécioban.
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A PEG-mddositott fehérjét 3,5 M ammoénium-szulfatot és 50 mM natrium-
-foszfatot tartalmazé puffer /pH 7,0/ hozzdadasaval kicsapjuk; a végsé
ammonium-szulfat koncentracio 1,1 M (1,0 M amménium-szulfat
PEG-10000-re). A csapadékot centrifugalassal 6sszegyduijtjik, mossuk és
25 mM amménium-acetatban /pH 5,0/ Gjraoldjuk. A PEG-mdédositott fehér-
jéket hidroféb oszlopon (pl. 7,5 x 7,5 mm; pl. BioRad TSK fenil-5-PW vagy
Toyopearl fenil-6560 M) 50 mM natrium-foszfatban /pH 7,0/ csbkkend
ammonium-szulfat gradiens szerint végzett kromatografélassal tisztitjuk.
Méas médszer szerint a PEG-IFN-t 25 mM né&trium-acetétot és 200 mM
natrium-kloridot tartalmazé pufferrel /pH 5,0/ egyensulyba hozott Sephacryl
S-200 oszlopon (pl. 90 cm x 3,2 cm nagysagu oszlop) végzett gélsziréssel
tisztitjuk. A PEG-médositott fehérjét SDS-PAGE segitségével azonositjuk.
Az egy /PEG4-IFN/ vagy két /PEG‘2-IFN/ kozott PEG-t tartalmazd, az oszlop-
r6l eludlt fehérjéket 6sszegylijtjiik, az eludtumokat beparoljuk és a fehérjet
280 nm mellett mutatott abszorpcié vagy kolorimetrikus médszer /Pierce/
segitségével meghatarozzuk. A PEG-IFN-t 50 mM natrium-foszfatot és

0,3 M amménium-szulfatot tartalmazé pufferben /pH 7,0/ 4 OC téroljuk.

2. modszer

Interferon alfa2a-t [fehérjekoncentréacio kb. 6 mg/ml] 5 hM natrium-
_acetatot és 0,12 M natrium-kloridot tartalmazé pufferrel /pH 5,0/ szemben
dializalunk. A fehérjekoncentraciot oly médon hatarozzuk meg, hogy az
abszorpciét 280 nm mellett mérjiik; az extinkcio koeefficiens 1,0 mg'1 ml.
A fehérjeoldatot a modosité reagenssel 1:3 moélaranyban [fehérje/reagens]
keverjik 6ssze. A modosité reakciét oly médon inditjuk be, hogy a pH-t
egytized térfogat 0,1 M NazB4O7—NaOH /pH 10,7/ hozzéadéséval 10,0 ér-
tékre allitjuk be. Az inkubdlast szobah6meérsékleten egy oréan at végezzuk,
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majd a reakcidt egyhuszad térfogat 1 M glicin /pH 7,5/ hozzdadé&saval le-
allitjuk. A pH-t 3-5 perc mulva egyhuszad térfogat 1 M natrium-acetat

/pH 4,0/ hozz4adaséaval 5,0-6,0 értékre allitjuk be.

A PEG-interferont, a reakciot leéllité reagenst és moédositatlan interferont
tartalmazo6 oldatot 40 mM ammoénium-acetéttal /pH 4,5/ négyszeres tér-
fogatra higitjuk és CM-celluléz oszlopra /Whatman CM-52/ vissz(k fel (kb.
0,5 ml gyanta per mg fehérje). Az oszlopot 5 térfogat 40 mM ammodnium-
-acetattal /pH 4,5/ mossuk, majd a PEG-interferont és a mddositatlan in-
terferont lineéris gradiens szerint kiilénbdz6 natrium-klorid-tartalmda /0,5 M/
40 mM ammodnium-acetéattal /pH 4,5/ eludljuk. A fehérjetartalmu frakcidkat
280 nm mellett végzett abszorpcidval azonositjuk és a PEG-interferont

tartalmazd frakciokat SDS-PAGE 'segl’tségével azonositjuk.

A PEG-interferont Sephacryl S-200 gyantat (Pharmacia LKB) tartalmazé
oszlopon végzett méretkizardsos gélsz(iréssel tovabbtisztitjuk. Az oszloprdl
elualt frakciokat SDS-PAGE segitségével elemezziik és a PEG-interferon-

-tartalmu csticsanyagot 6sszegyujtjuk.

2. példa

alfa,alfa-oxo-metilén-bisz[omega-metoxi-poli/oxi-1,2-etandiil/] SRU 28,3

elBallitdsa

Az 1. példaban leirt eljaras szerint MPEG-et (molekulatomeg 1300)
alfa,alfa-oxo-metilén-bisz[omega-metoxi-poli/oxi-1,2-etandiil/] SRU 28,3-a
alakitunk és e reagens felhasznaldsaval az 1. példa 1. médszere szerinti

eljarassal PEG-mdédositott interferont allitunk eld.
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3. példa

alfa-metil-omeaqa-[2-[1/2-piridinil-oxi/-karbonil]-oxil-etoxil-poli-/oxi-1,2-

-etandiil/ SRU 111,7 elSéllitasa

1 g MPEG (molekulatdmeg 5000) és 30 ml vizmentes metilén-klorid oldata-
b6l 10 ml oldészert ledesztilldlunk. Az oldatot szobahémérsékletre hitjuk és
132 mg /0,6 mM/ di-2-piridil-karbonétot és 4 mg DMAP-t adunk hozzéa. A
kapott oldatot 14 6rén at keverjiik és az oldoszert vakuumban eltavolitjuk.
A maradékot dietil-éterrel elddrzsoljik és a kivalé csapadékot szirjik. A
terméket 7 mi vizmentes diglimben oldjuk, melegitjlik, a képz6d6 oldatot
szobahémérsékletre hitjik és néhany orén at alini hagyjuk. A kivald csapa-
dékot sz(irjik és 2x5 mi vizmentes diglimmel mossuk. A szilard anyagot va-
kuumkemencében nitrogénaramban szaritjuk. 0,7 g alfa-[2-piridinil-oxi/-
_karbonil]-omega-metoxi-poli-/oxi-1,2-etandiil/ SRU 111,7-t kapunk.
Analizis: CgH4 1NOg4 /CHo CH50/111 7 képletre

szamitott: C% = 54,57; H% = 9,02; N% = 0,28;

talalt: C%= 54,51, H%= 9,19; N%= 0,28,
A fenti reagens felhasznélasaval, az 1. példa 1. médszere szerinti eljaréassal

PEG-modositott interferont allitunk eld.

4. péida

alfa-[/2-piridiniI—oxi/—karboni|]-omeqa—metoxi-poliloxi-1 . 2-etandiil/ SRU 225

elGallitdsa

A 3. példa szerinti eljarassal MPEG-t {molekulatdmeg 10 000) alfa-[/2-
-piridinil-oxi/-karbonil]—omega—metoxi-poli/oxi-1,2-eténdii|/ SRU 225-é

alakitunk.
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Analizis: CgH4 1NOy4 /CHoy CH,0/925 képletre
szamitott: C% = 54,54; H% = 9,08; N%= 0,14;
talalt: C%= 54,54; H%= 9,12; N%= 0,11.
A fenti reagens felhasznalasaval az 1. példa 1. modszere szerinti eljarassal

PEG-mddositott interferont allitunk eld.

5. példa

alfa-metil-omeqa-[2—[2-[[/2-piridiniI-oxi/-karbonil]—oxi]—pronoxi]-propox&

_poli/oxi-1,2-etandiil/ SRU 64.7 elgéllitéasa

05¢g a|fa-2—[2-/hidroxi-propoxi/—propiI]—omega-metoxi-po|i/oxi-1,2-eténdiil/
SRU 64,7 és 40 mi vizmentes metilén-klorid oldatabél 15 mi oid6szert le-

desztilldlunk. Az oldathoz 108 mg di-2-piridil-karbonatot, 4 mg DMAP-t és
néhany gémbocske 4A molekulaszitdt adunk. Az elegyet egy éjjelen 4t ke-
verjiik, majd sz(irjik és az oldészert vakuumban eltavolitjuk. A maradékot
méretkizarasos kromatogréfiaval tisztitjuk.

A kapott reagens a /IIB-1/ képletnek felel meg (aho! n értéke kb. 64).

A polimer molekulatomege kb. 3000 dalton.

A fenti reagens felhasznalaséaval az 1. példa 1. médszere szerinti eljarassal

PEG-ma&dositott interferont allitunk eld.

6. példa

alfa—metil—omeqa-[2-[2-[[/2-Diridini|-oxi/-karbonil]—oxil-Droooxi]-Dropoxﬂ;

_poli/oxi-1,2-etandiil/ SRU 110 elGéllitasa

Az 5. példaban ismertetett eljarassal analdg médon alfa-[2-/hidroxi-

—propoxi/—propil]-omega-metoxi-poli/oxi-1,2—eténdii|/ SRU 110-t alfa-metil-
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-omega—[2-[2-[[/2-piridinil-oxi/—karboniI]-oxi]-propoxi]—propoxi]—poli/oxi-1,2—
-etandiil/ SRU 110-¢é alakitunk.

A felhasznalt (11B-2) képletii reagens az 5. példa szerinti (11B-1) képletlinek
felel meg azzal a véaltoztatassal, hogy n értéke kb. 110 és a molekulatomeg

kb. 5000 dalton.

A fenti reagensbdl az 1. példa 1. modszerével analég médon PEG-médosi-

tott interferont allitunk eld.

7. példa

Metil-oxiran, oxiradn polimer [2-[[/2—piridinil—oxi/-karbonil]—amino]-propim

-metil-6ter [MO/O = 10/32] elGallitdsa

1 g Jeffamine M 2070 (Texaco Chemical Co.) és 40 ml vizmentes metilén-
_klorid oldatabol 15 ml oldészert ledesztilldlunk. Az oldatot O OC-ra hitjuk
és 215 mg di-2-piridil-karbonatot adunk hozz4. A kapott oldatot tovébbi 4
6ran at O 9C-on keverjiik, majd az oldészert vakuumban eltavolitjuk. A ma-
radékot két egymasutan kapcsolt fenomenex méret kizardsos oszlopon
(500 & és 1000 R) végzett elvélasztassal tisztitjuk. A térmék UV szerint
232 nm és 310 nm meliett két savot mutat.

A reagens a (IlA-1) &ltalanos képletnek felel meg (ahol RO jelentése hidro-
génatom; R2 jelentése hidrogénatom vagy metilcsoport és - atlagos elosz-
lasban - n értéke 32 ha RZ jelentése hidrogénatom és n értéke 10 ha R2 je-
lentése metilcsoport).

A fenti reagens felhasznélaséval az 1. példa 2. modszere szerinti eljarassal

PEG moddositott interferont allitunk eld.
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8. példa

Metil-oxirdn, oxirdn polimer, [2/[[/3-metil-2-piridinil-oxi/-karbonil]-amino}-

-propil]-metil-éter [MO/O = 10/32] el6allitasa

7,1 g Jeffamine M 2070-t a 7. példa szerint bisz/3-metil-2-piridil/-
-karbonéttal reagéltatva metiloxirdnt, oxiran polimert, azaz [2/[[/3-metil-2-
-piridinil-oxi/-karbonil]-amino]-propill-metil-étert [MO/O = 10/32] allitunk

eld.

A kapott (A-2) képlet( reagens a 7. példa szerinti (IIA-1) &ltalanos képlet-

nek felel meg, azonban RO jelentése metilcsoport.

A fenti reagens felhasznélasaval az 1. példa 1. médszere szerinti eljarassal

PEG modositott interferont allitunk eld.

9. példa

Metil-oxiran, oxiran polimer, [2-[[/2-piridinil-oxi/-karbonill-amino]-propil]-

-metil-éter, tombpolimer, [MO/O = 1,6/18,6] elallitasa

0,6 g Jeffamine M-1000-t (Texaco Chemical Co.) a 7. bé|da szerinti eljaras-
sal 155,6 mg di-2-piridil-karbonattal reagéltatva metil-oxirant, oxirédn po-
limert, azaz [2-[[/2-piridinil-oxi/-karbonill-amino]-propill-metil-éter, tdmb-
polimert, [MO/O = 1,6/18,6] allitunk eld.

A kapott vegyllet a (IIA-3) képletnek felel meg, amelyben a polimer ter-
mékben az egységek atlagos eloszlédsa a fent megadott.

A fenti reagensbdl az 1. példa 1. médszere szerinti eljardssal PEG-maddosi-

tott interferont allitunk eld.
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Interferon virusellenes hatdsa

Az interferon és PEG-mddositott interferon virusellenes hatdsat meghata-
rozzuk [Rubinstein és tsai: J. Virol. 37, 755-758 /1981/; Familetti és tsai:
Methods Enzymol. 78, 387-394 /1981/]. Az 6sszes assay-t a kontrollhoz
viszonyitva standardizéljuk. Az assay soran felhasznalt interferon standard

fajlagos aktivitasa 2x108 egység/mg fehérje.

Az interferon moédositasanal felhasznélt koériilmények a korédbbiakban ismer-
tetett optimalizalt médszereken alapulnak. A PEG-médositast SDS-PAGE
analizissel mérjik és az interferonnak monoPEé nterferonnd térténd

- (\t’“ N\, ‘.t"‘ »\'c’(u.:{;‘\q}c:.r’ ~f p\y !
kilénb6z6 inkubéaciés id6n &t végzett\tkérmiai Te

{ssag¥ atalakitasat
és a kilénb6z6 PEG-interferon—konjugétumpweeiesel‘i'eloszlését (hely sze-
c L \““pb

lektivitds) meghatarozzuk. Az SDS-PAGE-ben a PEG-médositotthka

gélen lassabban vandorl6 sévok alakjaban jelentkeznek.

A monoPEG‘és diPEG-interferon egyaréant elegend6 mennyiségben keletke-
zik és ily médon ezek\ét E{&pegi&&_‘.@k&ia reakcidelegybdl hidroféob kroma-
togréafia segitségével izolalhatjuk és tisz;fthatjuk. A tiszp’tott PEG-inter-
feronok virusellenes aktivitdsat meghatéarozzuk és a médositatlan interferon
alfa2A hatasaval 6sszehasonlitjuk. A felhasznalt polimerek molekulatome-

gét és néhany PEGilezett szarmazék virusellenes aktivitasat az 1. tablazat-

ban tintetjik fel.



seee oo e mees s
e . . .

25

1. téblazat

PEG reagensek fizikai tulajdonsagai és fehérjékkel képezett konjugatumaik

biolégiai aktivitdsa

Vegylilet, Virusellenes aktivitas
példa sorszama Polimer, (%-o0s gatlas)
molekulatémeg monoPEG diPEG
4 1000 25 2
3 5000 40 4
1 5000 40 NH\
6 5000 40 : NH X\\
5 3000 60 CNH
7 2070 45 NH :
2 1300 70 NH
9 1000 100 40

NH = nem hatéaroztuk meg.
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Szabadalmi igénypontok

1.

117.Eljérés (I) altaldnos képletd interferon-konjugatumok el6éllitasdra —
/gfmely képletben
R jelentése kis szénatomszamu alkilcsoport;
R1 , R2, R3 &s R4 jelentése hidrogénatom vagy kis szénatomszamu
alkilcsoport;
m  értéke = 1-t6l az interferonban levé hozzaférhetGé aminocsoportok
szamaig terjedd egész szam;
W jelentése -O- vagy -NH- ;
X értéke 1 és 1000 kozotti egész szam és
y és z értéke O és 1000 kozotti egész sz&m és
X, y és z 6sszege 3-1000;
azzal a feltétellel, hogy R1, R2, R3 és R4 kézil legaldbb az egyik kis
szénatomszamu alkilcsoportot képviseFffT' -
azzal jellemezve, hogy valamely (ll) altaldnos képletii vegydletet
vagy - amennyiben az interferon konjugatumban W jelentése -O- - valamely

..U (m) &ltalanos képleti vegyiletet (mely képletekben R, R1, R2, R3, R4, W,

~ e
et 'x_;c/ X, Yy és z jelentése a fent megadott és RD jelentése hidrogénatom vagy kis
szénatomszamu alkilcsoport, azzal a feltétellel, hogy R1, RZ, R3 és R4
kdzil legaldbb az egyik kis szénatomszamu alkilcsoportot képvisel) inter-
feronnal vagy s6javal reagaltatunk és az interferon-konjugatumokat a
reakcidelegybdi izolaljuk.
2, AN Moy -
" el 2/Az 1. igénypont szerinti eljérésﬁlyan (1) altalanos képletli vegyuletek«i 4 ¢ ,
4\»: :: B ., el@éllitasara, amelyekben X, ¥ és z e:rtéke olyan, hogy a konjugatumban
Aefe (i .\_,m ) i Jo. T

(i(‘-‘:\ oo ( ( ,
[AP (\l_“]‘“( " L.\(“\ L f {,; o e ! Cms o A, L(;'(fn
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levé polimer egység molekulatomege kb. 300 és kb. 30000 dalton kézotti
érték, azzal jelleme zve, hogy a megfelelé kiinduldsi anyagokat

alkalmazzuk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljards m = 1 értéknek megfeleld (I) altalanos
képletl vegyuletek elGallitdésdra, azzal jellemezve, hogya

megfelelé kiindulasi anyagokat alkalmazzuk.

4) Az 1. igénypont szerinti eljaras R helyén metilcsoportot tartalmazé (l) al-
talanos képlet vegyuletek eldallitasdra, azzal jelleme zve, hogy a

megfeleld kiinduldsi anyagokat alkalmazzuk.

5) A 2. igénypont szerinti eljarés 6Iyan (1) ltalanos képletl vegyliletek els-
allitdsara, amelyekben x, y és z értéke olyan, hogy a konjugatumban levd
polimer egység molekulatomege kb. 1000 dalton és kb. 5000 dalton kéz6t-
tiérték, azzal jellemezve, hogy a megfeleld kiindulési

anyagokat alkalmazzuk.

6) A 2. igénypont szerinti eljards olyan (l) dltaldnos képletli vegyiletek
el6éallitdsara, amelyekben x, y és z értéke olyan, hogy a konjugadtumban
levé polimer egység molekulatomege kb. 1000-2200 dalton, azzal

jellemezv e, hogy a megfelel§ kiinduldsi anyagokat alkalmazzuk.

7) Az 1. igénypont szerinti eljaras olyan (1) altalanos képlet( vegydletek
elgallitasara, amelyekben x és y értéke 5,0-500,0 és z értéke 0,0-4,0,
azzal jelleme zve, hogy a megfeleld kiindulasi anyagokat

alkalmazzuk.
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8) Az 1. igénypont szerinti eljaras olyan (I) &ltaldnos képletd vegyuletek
elGéllitasara, amelyekben x értéke 10,0-100,0; y értéke 1,0-10,0 és z ér-
téke 0, azzal jellemezve, hogy a megfelel§ kiinduldsi anyagokat

alkalmazzuk.

9) Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezv e, hogy

interferonként interferon alfa2A-t alkalmazunk.

10) A 9. igénypont szerinti eljaras olyan (l) altalanos képlet( vegyuletek
elGallitasara, amelyekben W jelentése -NH- ; m értéke 1; R, RZ és R4 jelen-
tése metilcsoport; R1 jelentése hidrogénatom; x értéke 18,6; y értéke 1,6

v cr- 6szértéke 0, azzal jellemezve, hogy a megfelel§ kiindulasi

£
fe ‘anyagokat alkalmazzuk.

11) Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti interferon konjugatumok @Lﬁ
N hasznéldsa nem-huméan egyedeken fellépd betegségek kezelésére vagy

S e
megel6zésére.

12) Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti interferon konjugatumok fel-
hasznéladsa betegségek kezelésére vagy megel&zésére felhasznalhaté gy6-

gyaszati készitmények elGallitasara.

13) Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti interferon konjugatumok,
azzal jelleme zve, hogy azokat az 1. igénypont szerinti eljarassal

Sfusie et o™ yvagy annak nyilvanvalé kémiai ekvivalensével allitjuk eld.

NS -
\,(\\\ . .

&
14) A jelen talalmany ahogyan lényegében a szabadalmi leiras példaiban
1

N ] . P
el v ismertetésre kerdlt.
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15) (1) altaldnos képletl interferon konjugadtumok

(mely képletben

R jelentése kis szénatomszamua alkilcsoport;

R1, R2, R3 ¢s R4 jelentése hidrogénatom vagy kis szénatomszamu
alkilcsoport;

m  értéke =1-t6l az interferonban levé hozzaférheté aminocsoportok
szamaig terjed§ egész szam;

W jelentése -O- vagy -NH- ;

X értéke 1 és 1000 k6zotti egész szam és

y és z értéke O és 1000 k6z6tti egész szam és

X, y és z 6sszege 3-1000;

azzal a feltétellel, hogy R1, R2, R3 és R4 koziil legaldbb az egyik kis

szénatomszamu alkilcsoportot képvisel).

16) A 15. igénypont szerinti interferon konjugatum, azzal jelle-
me zv e, hogy x, y és z értéke olyan, hogy a konjugdtumban levg polimer

egység molekulatémege kb. 300 és kb. 30000 dalton kdzotti érték.

17) A 15. igénypont szerinti interferon konjugdtum, azzal jelle-

me zv e, hogy m értéke 1.

18) A 15. igénypont szerinti interferon konjugatum, azzal jelle-

m e z v e, hogy R jelentése metilcsoport.

19) A 16. igénypont szerinti interferon konjugdtum, azzal jelle-
m e z v e, hogy x, y és z értéke olyan, hogy a konjugdtumban levé polimer

egység molekulatémege kb. 1000 dalton és kb. 5000 dalton k6zotti érték.
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20) A 16. igénypont szerinti interferon konjugatum, azzal jelle-
me z v e, hogy x, y és z értéke olyan, hogy a konjugadtumban levd polimer

egység molekulatémege kb. 1000-2200 dalton.

21) A 15. igénypont szerinti interferon konjugdtum, azzal jelle -

me z v e, hogy x és y értéke 5,0-500,0 és z értéke 0,0-4,0.

22) A 15. igénypont szerinti interferon konjugdtum, azzal jelle-

me z v e, hogy x értéke 10,0-100,0; y értéke 1,0-10,0 és z értéke O.

23) A 15. igénypont szerinti interferon konjugadtum, azzal jelle-

m e z v e, hogy az interferon interferon alfa2A.

24) A 23. igénypont szerinti interferon konjugatum, azzal jelle-
me z v e, hogy W jelentése -NH- ; m értéke 1; R, R2 ¢s R4 jelentése
metilcsoport; R1 jelentése hidrogénatom; x értéke 18,6; y értéke 1,6 és z

értéke O.

25) (ll) altalanos képletd vegytletek

(mely képletben

R jelentése kis szénatomszamu alkilcsoport;

R1, R2, R3, R4 és RD jelentése hidrogénatom vagy kis szénatomszamu
alkilcsoport;

W jelentése -NH- vagy -O- ;

x  értéke 1 és 1000 kozotti egész szadm és

y és z értéke O és 1000 k6zotti egész szam;

és x, y és z 6sszege 3-1000;
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azzal a feltétellel, hogy amennyiben W jelentése -NH- vagy ha W jelentése
-0- és RS jelentése hidrogénatom, tgy R1, R2, R3 és R4 kéziil legaldbb az

egyik kis szénatomszamu alkilcsoportot képvisel).

26) A 25. igénypont szerinti vegyliletek, azzal jelle me zv e, hogy
X, Y és z értéke olyan, hogy a (Il) aitalanos képletd vegyiilet molekula-

tomege kb. 300 és kb. 30000 dalton kézotti érték.

27) A 25. igénypont szerinti vegylletek, azzal jelleme zv e, hogy

R jelentése metilcsoport.

28) A 27. igénypont szerinti vegyiiletek, azzal jelle mezv e, hogy
x értéke 10,0-100,0; y értéke 1,0-10,0 és z értéke 0,0-4,0.

29) (1) &ltaldnos képletl vegylletek

{(mely képletben

R jelentése kis szénatomszamu alkilcsoport;

R1, R2, R3 ¢s R4 jelentése hidrogénatom vagy metilcsoport;
x  értéke 1 és 1000 kozo6tti egész szam; és

y és z értéke O és 1000 k6zotti egész szam és -

X, Yy és z 6sszege 3-1000.

30) A 29. igénypont szerinti vegyliletek, azzal jelleme zv e, hogy
X, y és z értéke olyan, hogy a (lll) 4ltalanos képlet(i vegylilet molekula-
tdmege kb. 300 dalton és kb. 30 000 dalton k6z6tti érték.

31) A 29. igénypont szerinti vegylletek, azzal jelleme zve, hogy
R1, R2, R3 és R4 kézil legalabb az egyik kis szénatomszamu alkilcsoportot

képvisel.
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32) A 29. igénypont szerinti vegylletek, azzal jelleme z v e, hogy

R jelentése metilcsoport.

33) Gydgyaszati készitmény, azzal jelleme zv e, hogy haté-
anyagként valamely, a 15-24. igénypontok barmelyike szerinti interferon

konjugdtumot és gydégydaszatilag alkalmas inert hordozdéanyagot tartalmaz.

'(534) Immung@gmoduléciés rendellenességek ;El,_' neoplazias betegségek vagy

fertGzéses betegségek - kezelésére vagy megelGzésére szolgalé gyégyészati
készitmények, azzal jelle me zve, hogy hatdanyagként valamely, a
15-24. igénypontok barmelyike szerinti interferon konjugatumot és gyégyé-

szatilag alkalmas inert hordozéanyagot tartalmaz.
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1., dbra
10:1 20:1 40:1
diPEG-IFN . ' ' '
monoPEG-IFN — “ .
interferon ————  » %o o

’

10 25 40 1.0 25 40 1.0 25 40 |

148 /bra/

#w Laszlé /

1/a
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2. dbhra

3:1 10:1

AriPEG-IFN
—__diPEG-IFN
alak ' ! T monoPEGHFN

.—- Interferon

S 30 90 150 5§ 30 90 150 |
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3, dbra

mMONOPEG-IFN— = -...-.-
Interferon |
sulgpeperid®eme

.« — = =
1 0.26 125 50 240 0.25 1.25 S0 240 s
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