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A talalmany targya bioldgiailag aktiv konjugatum, melyet az jellemez, hogy

egy biologiailag aktiv molekulat tartalmaz, amely lehet IL-1 inhibitor, tumor
necrosis faktor (TNF) inhibitor, CR1, PDGF receptor, IL-2 vagy PDGF 6 exon
peptid, ahol a bioldgiailag aktiv molekula reaktiv tiolcsoportot tartaimaz, és

valamely nem peptid polimer, amely aktiv szulfoncsoportot tartalmaz,
amely a fenti tiolcsoporttal kapcsolast hoz létre, és a nem peptid polimer kivant

esetben az aktiv szulfoncsoporton kiviil reaktiv NHS-észter-csoportot is tartalmaz.
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A talaimany targya polietilén-glikol s hasonlo hidrofil polimerek aktiv
szarmazékai, valamint ezek el6allitasi eljarasa, tovabba alkalmazasa fellletek és

molekulak jellemzdinek megvaltoztatasara. A talalmany targya tovabba polipepti-
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dek, amelyek a fenti aktiv szarmazékokhoz kovalens kétessel kotottek, tovabba
eljaras ilyen vegyuletek eldallitasara.

A polietilén-glikolt ("PEG") vizsgaltak gyogyszerekben torténd felhasznalas
céljabdl, amely gyogyszerkészitmény lehet mesterséges bedltetett (implant) ke-
szitmény vagy egyéb alkaimazas, ahol a biokompatibilitas igen jelentds szerepet
jatszik. Kulénféle PEG-szarmazékokat irtak le a szakirodalomban, amelyek olyan
aktiv helyekkel rendelkeznek, ami lehetévé teszi a PEG molekula kotesét kulonfe-
le gydgyszerkészitményekhez illetve implantumokhoz, tovabba molekulakhoz €s
altalaban fellletekhez. Példaul leirtak PEG-szarmazékokat, amelyek segitségével
a PEG feliletekhez kéthetd és igy a nedvesitést, a statikus felépulést illetve a fe-
lulethez vald mas tipusu vegyuletek kétését, amely vegyuletek lehetnek proteinek
vagy protein maradékok, biztositja.

A PEG-szarmazékokrdl tovabba leirtak, hogy egy affinitds megosztast biz-
tosit példaul egy sejttémegbdl enzimek kinyerése esetében. Az affinitas megosz-
tas esetében a PEG-szarmazék olyan funkcios csoportot tartalmaz, amely a sejt-
tomeg belsejében talalhato enzimmel reverzibilis kétést képez. Ezt kovetden a
PEG és az enzim konjugatumot a sejttomegbdl elvalasztjak, majd az enzimet a
PEG-szarmazeéktdl, amennyiben ez kivanatos elvalasztjak.

Tovabbi példa, amikor PEG-szarmazékokat kétnek valamely molekulahoz
("PEGilezés") és igy valamely biologiailag aktiv molekula klinikai alkalmazasaval
szembeni kifogasokat illetve problémakat kikiszobolik. A WO 92/16221 szamu
kozzétett PCT szabadalmi leirasban példaul leirtak, hogy szamos terapiasan ha-
tasos protein a vér szérumban, igen révid felezési idétartammal rendelkezik. A

legtébb esetben a proteinek a szérumbdl a veséken keresztul Grlinek ki. Ameny-



nyiben rendszeresen viszonylag nagy mennyiségu proteint, kialénésen a human
testre illetve szervezet szamara idegen proteineket adagolnak a betegnek, ez
mas problémak mellett immunogén reakcidkat okozhat, mivel a protein kitrilése
a szervezetbdl immun komplexek révén torténik. Egyéb proteinek esetében old-
hatosagi és aggregaciés probiémak jelentkeztek, amelyek megakadalyoztak a
protein optimalis adagolasat.

A PEGilezés segitségével a vérarambol térténd kitrales csokken, mivel ez
a reakcio megnéveli a molekula latszélagos molekulatdmegét. Egy bizonyos mé-
retig a proteinek glomerularis szlrési sebessége forditottan aranyos a protein me-
retével. A PEGilezés segitségével torténd kiurulés csokkenésének mértéke ebbdl
eredéen altalaban nem flgg attdl, hogy hany PEG csoportot kapcsoltak a fehér-
jéhez, hanem a megvaltoztatott protein molekula teljes molekulatdmegének flgg-
vénye. A csokkentett kitrllési sebesség a PEGilezett termék hatasossaganak

névekedéséhez vezet. Lasd példaul a Conforti és munkatarsai, Pharm. Research

Commun. vol. 19, pg. 287 (1987) és Katre és munkatarsai, Proc. Natl. Acac. Sci.

U.S.A. vol. 84, pg. 1487 (1987) kdzleményeket.
Ezen tulmenden a PEGilezés csokkentheti a protein aggregaciot (Suzuki

és munkatarsai, Biochem. Biophys. Acta vol. 788, pg. 248 (1984)), megvaltoztat-

hatja a protein immunogenecitasat (Abuchowski és munkatarsai, J. Biol. Chem.

vol. 252 pg. 3582 (1977)), tovabba névelheti a protein oldhatésagat, amint ezt a
WO 92/16221 szamu PCT kozzétett szabadalmi bejelentésbén leirtak.

A proteinek PEGilezése néhany olyan problémat old meg, amelyek kiku-
sz6bolhetdk ugy, hogy PEG molekulat kapcsolnak felliletekhez vagy molekulak-

hoz. A legtébb PEGilezd reagens a polipeptid elsérend( szabad aminocsoport-
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jaival reagél. A fenti szabad aminok legtdbbje epsilon-amino-csoport a lizin ami-
nosav maradékban. A proteinek altalaban igen nagyszamd lizint tartalmaznak.
Ebbél eredéen véletlenszeri kotodés jén létre tobb PEG molekulaval és igy a
protein aktivitasa alihat eld.

Ezen tuimenden amennyiben a PEGilezett proteint terapias celra kivanjak
felhasznalni a tdbbszorés egyed keverék, amely abbdl ered, hogy nem specifikus
PEGilezés térténik, nehézzé teszi a termék reprodukalhatd eléallitasat illetve jel-
lemzdinek megadasat. Az ilyen nem specifikus PEGilezés esetében nehéz érte-
kelni a terapias hatast és a hatasossagot illetve nehéz megadni a doziserteket.
Az ilyen proteinek helyzet szelektiv PEGilezése reprodukalhatéan médositott
anyagokhoz vezethet és igy a PEGilezés kivant elényeit alkaimazhatjak anélkdl,
hogy az aktivitas csokkenése megtortenne.

Igény van arra is, hogy reprodukalhatoan allitsunk elé ket vagy tobb kap-
csolt bioaktiv molekula komplexet vagy vegyuletet. Bizonyos esetekben a multi-
mer komplexek adagolasa, amely komplexek egynél tobb biolégiailag aktiv poli-
peptidet vagy hatéanyagot tartalmaznak szinergetikusan elényds hatashoz vezet-
het. Példaul a két vagy tobb azonos kétott polipeptidet tartalmazo komplex az
adott ligandummal vagy az aktiv hellyel szemben jelentésen nagyobb aktivitast
mutathat, mint a monomer polipeptid aktivitasa. Mas esetben a komplex, amely
(1) bioaktiv proteinnel jellemezhetd, amely egy testben talalhaté adott receptoron
fejti ki hatasat és (2) egy molekulaval jellemezhetd, amely a komplexet ehhez a
receptorhoz vezeti, igen elonyos tulajdonsagokkal rendelkezhet.

Ugyancsak igény mutatkozott hidrolitikusan stabil aktivalt polimerek irant,

amelyek olyan kétéseket képeznek, amely kotesek hidrolitikusan stabilak, azaz
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bizonyos esetekben a reaktiv csoportot inaktivva alakithatjak mielétt a kivant re-
akcio megtorténik, amely reakcid vizes kozegben, mint példaul vérben vagy
plazmaban, igen rovid id6 alatt megy végbe.

Peldaul Zalipsky az 5,122,614 szamu amerikai egyesdlt allamokbeli szaba-
dalmi bejelentésben leirta, hogy az oxi-karbonil-N-dikarboximid funkciés csoport-
tal aktivalt PEG molekulak vizes kézegben bazikus kortlmények alkalmazasa
mellett a polipeptid amin csoportjaval uretan kotést képeznek. Az aktivalt PEG-N-
_szukcinimid karbonatrdl leirtak, hogy stabil hidrolizissel szemben ellenalld kar-
bamid katést kepez aminocsoportokkal. Az aminocsoport bazikus pH értekek
mellett, amely lehet kérulbelul 8,0 - 9,5 kozotti érték, reaktivabbnak mutatkozik és
ez a reaktivitas élesen csokken az alacsonyabb pH értékek alkalmazasakor. A
nem kapcsolt PEG-szarmazék hidrolizise azonban ugyancsak igen nagymerték-
ben megnévekszik a pH 8,0 - 9,5 érték mellett. Zalipsky ugy kuszobolte ki azt a
problémat, hogy a nem kapcsolt PEG-szarmazék reakcid sebessége a vizzel nem
novekedett, hogy a proteinhez torténd kotésben felesleg mennyiségli PEG-szar-
mazékot alkalmazott. Amennyiben felesleg mennyiségt PEG-szarmazékot alkal-
mazott elegendé mennyiségu reaktiv aminocsoport kapcsolasa tortént meg a
PEG molekulahoz és ez mielétt a PEG-szarmazék hidrolizalddott volna és reak-
tivitasat elvesztette volna mar modositotta a proteint.

A Zalipsky moédszer alkalmas arra, hogy egy protein lizin frakciojanak nem
specifikus kétése a PEG-szarmazekhoz megtérténhessen a PEG molekulan ta-
lalhato aktiv helyzetben. Amennyiben a PEG-szarmazék hidrolizis sebessége je-

lent6s, ez problémat okoz, mert nem teszi lehetéve, hogy a PEG molekula egynel
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tdbb aktiv helyén megtorténjen a kétés mivel az egyszerl felesleg alkaimazasa
nem csokkenti a hidrolizis sebességét.

Peldaul egy linearis PEG alkalmazasa esetében, amely mindket végen ak-
tiv helyzetet tartalmaz, az egyik vég proteinnel kapcsolddhat, de a masik vegen
talalhato reaktiv helyzet vagy csoport vizzel reagalhat és igy egy viszonylag nem
nagy reaktivitasu hidroxilcsoport képzédik ahelyett, hogy a PEG molekula két
protein csoporthoz kétédne. Hasonlé probléma térténhet amennyiben olyan re-
akciot kivannal végrehaijtani, amelynek soran egy felllethez egy molekulat kotnek
ugy, hogy PEG kétést alkaimaznak. Ebben az esetben megtérténhet, hogy a PEG
elészor a feltlethez kotddik vagy a molekulahoz kétédik, majd a PEG-szarmazek
ellenkezd vége mar nem aktiv holott ennek a kévetkezd reakcio szamara aktivnak
kell maradnia. Amennyiben a hidrolizis megtorténik az ellenkezé molekulaveg
altalaban inaktivalodik.

A Zalipsky 5,122,614 szamu amerikai egyesult allamokbeli szabadalmi be-
jelentésben, tovabba leirt szamos mas PEG-szarmazékot, amelyek korabbi sza-
badalmi bejelentésekbd! szarmaztak. Leirtak, hogy a PEG-szukcinoil-N-hidroxi-
-szukcinimid észter észterkotéseket képez, azonban ezek a kotések vizes kbzeg-
ben nem tul stabilak. A PEG-cianuril-kloridrél leirtak, hogy toxikus és az adott
funkcios csoportokkal a fehérjén nem specifikus reakciot okoz, amely a protein
inaktivalasahoz vezethet. A PEG-fenil-karbonatrdl leirtak, hogy toxikus hidrofob
fenol-maradékokat eredményez, amely maradékok a proteinekhez affinitast mu-
tatnak_. A karbonil-diimidazollal aktivalt PEG molekulardl leirtak, hogy a protein
funkcids ésoportjaival tul lassan reagal és hosszu reakcioidét igényel ahhoz, hogy

a protein megfelelé modositasat elérjek.



Egyéb PEG-szarmazékokat is leirtak, amelyek nem a lizin epsilon-amino-
-csoportjahoz kétédik. A maleimidrél peldaul leirtak, hogy a cisztein szulfhidril-
csoportjaval specifikus reakcioba |ép, azonban a maleimid funkcids csoport hidro-
lizist szenved.

A fentiek alapjan igeny merul fel olyan reagensek és eljarasok irant, ame-
lyekkel reprodukalhaté modon komplexeket kepezhetiink, amely komplex részek
nem antigén, nagyban oldhatd, bioldgiailag inert molekuldkhoz kététtek. A talal-
many targya ezt az igényt elégiti ki és a talalmany targya ilyen komplexek, ame-
lyek a fenti elénydkkel rendelkeznek. A talalmany targya tovabba a hidrolitikusan
stabil reagensek, amelyek ezt az igényt kielégitik €s amelyek hidrolitikusan stabil
konjugatumokat képeznek.

A talalmany targya biologiailag aktiv konjugatumok, amelyek valamely bio-
l6giailag aktiv molekulat tartalmaznak, amely molekula tiolcsoporttal rendelkezik,
valamint egy nem peptid tipusu polimert tartalmaznak, amely aktiv szulfoncsopor-
tot tartalmaz és ez a csoport a reaktiv tiolcsoporttal kotest képez. A bioldgiailag
aktiv molekula lehet szintetikus, természetesen elé6forduld vagy mddositott termé-
szetesen el6fordulé molekula. A kivant biologiai aktivitassal rendelkezé molekulat
maodosithatjuk ugy, hogy reaktiv tiolcsoportot tartalmazzon.

Klléndsen elénydsen alkalmazhatd bioldgiailag aktiv molekulak példaul a
tumor necrosis faktor ("TNF") inhibitorok, az Interleukin-1 receptor antagonistak
("IL-1ra"), a CR1, a PDGF exon 6-peptid €s az Interleukin-2 ("IL-2") inhibitorok,
valamint receptorok ("IL-2r").

A jelen talalmany szerinti polimer legalabb egy aktiv szulfoncsoportot tar-

talmaz, amelynek képlete P-SO,-C-C*-, ahol P jelentése polimer és C* jelentése
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az a reaktiv helyzet, amely a tiolcsoportokkal kotést képezhet. A tiolcsoport és az
aktivalt szulfon kozétti kotés a P-SO,-C-C*S-R altalanos képlettel jellemezhetd,
amelyben a kétés a C* atomon képzdédétt es, ahol R jelentése a bioldgiailag aktiv
molekula. Alkalmas aktivalt szulfoncsoportok példaul lehetnek a vinil-szulfon- és a
klor-etil-szulfon-csoport. Kilonféle polimereket aktivalhatunk és alkalmazhatunk a
talalmany szerinti eljarasban, amelyek lehetnek peldaul vizoldhato polimerek,
mint példaul polietilén-glikol ("PEG") és hasonlo hidrofil polimerek.

A talalmany targya tovabba eljaras a fenti szulfon-aktivalt polimerek alkal-
mazasara biologiailag aktiv konjugatumok (amelyek a fent megadottak) eléallita-
sara. Az eléallitasi eljaras az alabbi lépéseket tartalmazza:

(a) a biologiailag aktiv molekulat, amely egy reaktiv tiolcsoportot tartalmaz
valamely nem peptid tipusu polimerrel reagaltatjuk, amely polimer egy aktiv
szulfoncsoportot tartalmaz és igy konjugatumot képezink; és

(b) a konjugatumot izolaljuk. |

A konjugatumokat tartalmazoé gyodgyszerkészitményeket ugyancsak beleert-
juk a talalmany targykorébe.

A talalmany targya tovabba szulfon-aktivalt polimerek, amelyek kulonfeéle
molekulakhoz, vegylletekhez és fellletekhez kapcsolhatdk. Az aktivalt szulfon-
csoport a fent megadott lehet. Kilondsen elénydsen alkalmazhato aktivalt polime-
rek a kétfunkciés PEG-szarmazékok, amelyek a PEG molekulaban egy helyen
aktivitalt szulfoncsoportot és egy masik helyen a molekulaban NHS-&szter vagy
maleimid-funkcids csoportot tartaimaznak.

A talalmany targya tovabba tisztitott bioldgiailag aktiv vegyuletek, amelyek

R1-X-R, altalanos képletliek, amelyeket "dumbbell” (kettés molekula) néevvel jelo-



lunk és amelyekben az Ry vagy R, csoport legalabb egyike bioldgiailag aktiv mo-
lekula, amely megtartja biologia aktivitasat akkor is, amikor a talalmany szerinti
vegyllet része. A biologiailag aktiv molekula reaktiv tiolcsoportot tartalmaz, amely
a Michael reakciéban akceptor csoporttal a nem peptid tipusu polimerben kotést
képez. A talalmany szerinti eljarasban alkaimazhaté biologiailag aktiv vegyuletek
lehetnek a fent megadott vegyuletek. Az alkaimazhat6 Michael akceptor csopor-
tok lehetnek példaul vinil-szulfon- és maleimidcsoportok. A Michael akceptor
funkcids csoporttal aktivalt polimerek lehetnek a fent megadott vizoldhato polime-
rek.

Az R, és R, csoportok azonos vagy eltérd csoportok lehetnek. Amennyiben
az R csoportok megegyezéek, akkor a vegyilet egy homo-dumbbell; amennyiben
az R csoportok eltéréek, akkor a vegyulet hetero-dumbbell. KilonGsen elénydsen
alkalmazhaté homo-dumbbell, példaul a PEG-ko6tétt, TNF inhibitorok és a PEG-

_k&tott IL-1ra vegyuletek. Alkalmas hetero-dumbbell, példaul az IL-2r-x és a IL-2r-

-R hetero-dumbbell-bdl képzett vegyuletek, amelyek a kiegészitd rendszer klasz-
szikus miikddését inhibialjak, illetve lehetnek IL-1ra és PDGF exon 6-bdl kepzett
hetero-dumbbell.

A dumbbell vegytiletek el6éllitasi eljarasa ugyancsak a talalmany targyat
képezi. Az Ri-X-R; altalanos képletli dumbbell (kettés molekula) vegytletek elo-
allitasi eljarasa az alabbi lépéseket tartaimazza.

(a) Az X vegylletet R, és R, vegyUletekkel reagaltatjuk, igy Ri-X-R; altala-
nos képletl vegyuletet képezink; és

(b) az Ry-X-R; dltalanos képlet vegydletet tisztitjuk.
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Az (a) reakciolépés a fenti eljarasban a dumbbell elballitas soran, tovabba
az alabbi lépéseket tartalmazhatja:

az X vegyuleten egy reaktiv csoportot védécsoporttal latunk el és igy védo-
csoporttal ellatott X vegyuletet képezunk;

a veddcsoportot tartaimazé X vegydletet R, altalanos képletl vegyllettel
reagaltatjuk és igy R;-X aitalanos képletd vegyuletet képezunk;

az X vegyuletrél a védécsoportot eltavolitjuk; és az

R,-X altalanos képletl vegytletetet R, altalanos képletl vegyuletettel rea-
galtatjuk és igy Ry-X-R; altalanos képletl vegyuletet képezunk.

Mas eljaras soran az (a) reakcidlépés tovabba az alabbi |épéseket tartal-
mazhatja:

felesleg X vegylletet R, vegyUlettel reagéltatunk és igy R;-X altalanos
képletl vegyuletet képezunk; és

R,-X altalanos képletli vegyiiletet R, vegyiiletettel reagaltatjuk és igy
R,-X-R, altalanos képletl vegyuletet kepezunk.

A lényegében tiszta R;-X-R; altalanos képletl vegyuleteket tartalmazo

gyogyszerkészitmények ugyancsak a talaimany targykérét kepezik.

A talalmany részletes leirasa

A talalmany targya biologiailag aktiv konjugatumok, amelyek (1) egy biolo-
giailag aktiv molekulat tartalmaznak, amely reaktiv tiolcsoporfot tartalmaz és (2)
egy nem peptid tipusu polimert tartalmaznak, amely aktiv szulfoncsoportot tartal-

maz, amely csoport a biologiailag aktiv molekula tiolcsoportjaval kétést képez.
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A "konjugat" elnevezeés alatt egy olyan komplexet ertink, amely ugy kép-
z8dik, hogy valamely bioldgiailag aktiv vegytletet, amely aktiv tiolcsoporttal ren-
delkezik, valamely nem peptid tipusu polimerrel, amely aktiv szulfoncsoporttal
rendelkezik, kapcsolunk ugy, hogy kétést kepezink a tiolcsoport és a szulfoncso-
port k6zott. Mint korabban leirtuk a jelen talalmany szerinti konjugatumok biolo-
giailag aktiv anyagok.

A "biolégiailag aktiv" elnevezés alatt azt értjuk, hogy a molekula in vitro
vagy in vivo kértimények kdzott biologiai hatast képest kifejteni. A bioldgiailag
aktiv molekula nem limitaltan barmely olyan molekula lehet, amely biolégia hatast
fejt ki, amennyiben egy természetes bioldgiai molekulaval vagy bioldgiai rendszer-
rel, mint példaul sejttel vagy szervvel kdlcsénhatasba lép. A bioldgiai aktivitas ki-
mutatasa példaul in vitro biologiai tesztvizsgalat lehet, amelyek a szakirodalom-
ban jol ismertek. Példaul a molekula biologiai aktivitasat tumor necrosis faktor
("TNF") inhibitorok esetében ugy mutathatjuk ki, hogy meghatarozzuk, hogy az
inhibitorok TNF-hez kétédnek-e vagy az inhibitorok blokkoljak-e a bizonyos sej-
tekben TNF medialt lizis folyamatot. Az utébbi bioldgiai tesztvizsgalatokat leirtak a
90113673.9 szamu kdzzétett eurdpai szabadalmi bejelentésben, amelyet refe-
renciaként adunk meg.

A bioldgiailag aktiv molekulak nem limitaltan lehetnek példaul gyégyszerek,
vitaminok, tapanyagok, nukleinsavak, aminosavak, polipeptidek, enzim kofakto-
rok, szteroidok, szénhidratok, szerves molekulak, mint példaul heparin, széntar-
talmu szerek, receptor agonistak, receptor antagonistak, kétd fehérjék, receptorok
vagy receptor részletek, extracellularis matrix fehérjék, sejtfeltleti molekulak, an-

tigének, haptenek, célmolekula csoportok és kelatképzd szerek. A receptorok el-
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nevezés alatt azt értjik, hogy a receptor barmely formaja jelen lehet, amennyiben
a receptor nem egyetlen formaban létezik.

A "polipeptid" és a "protein" einevezest a leirasban szinonimakent alkal-
mazzuk és ez alatt barmely olyan vegyuletet értunk, amely protein szer( terme-
szettel rendelkezik. A polipeptid csoport ezzel szemben bizonyos, nem peptid ti-
pusu részt is tartalmazhat. Példaul ebbe az elnevezésbe beleértjik a glikozilezett
polipeptideket vagy a szintetikusan médositott proteineket is. A "célcsoportok”
elnevezés alatt olyan csoportokat értink, amelyek valamely vegydletet a biologia
rendszer egy bizonyos pontjahoz iranyitanak. A kétesi proteineket illetve recepto-
rokat, azzal jellemezhetjiik, hogy ezek bizonyos ligandumhoz milyen affinitast
mutatnak.

Szamos jelen talalmanyban alkalmazhato polipeptidet leirtak a WO
92/16221 szamu PCT kozzétett szabadalmi bejelentésben, amelyet referencia-
ként adunk meg. Ezek a proteinek a szakirodalomban jol ismertek. Kaldnosen
elényésen alkalmazhato polipeptidek a TNF k6tédo proteinek, amelyek TNF in-
hibitoroknak is neveznek. A "TNF kétédé protein” elnevezés alatt olyan proteint
értink a leirasban, amely TNF-hez kétédik.

Egy ilyen TNF k6t6dé protein ("TNFbp") a p55 TNF receptor vagy a TNF
receptor | extracellularis része. In vivo korilmények kozétt a receptor extracellu-
laris része a vérarammal kérforgasban mozog, mint egy 30kDA glikozilezett-pro-
tein, amely a TNF-hez kétédik. Ezt a kotddd proteint TNFbp-l vagy 30kDa TNFbp
névvel is jelolik. A fenti TNF kotddé protein nukleinsav szekvenciainak és amino-
savainak tisztitasi eljarasat leirtak a 90 113 673,9 szamu kozzétett eurdpai sza-

badaimi bejelentésben, amelyet referenciaként adunk meg.
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A fenti kozzétett szabadalmi bejelentésben leirtdk tovabba a TNF inhibitor
rekombinans eldallitasi eljarasat, amelyben glukozilezett és deglikozilezett forma-
ju TNF inhibitort is eléallitanak. Ugyancsak leirtak a fenti inhibitor deglikozilezett
formajanak latszélagos molekulatémegeét, amely kérulbelal 18kDa. A "30kDa TNF
inhibitor" elnevezésbe beleértjik a gliikozilezett és a deglikozilezett formakat is.

A "természetesen eléforduld”, "természetes” és "vad tipusu" elnevezéseket
szinonim elnevezésként alkalmazzuk a leirasban.

A referenciaként megadott 90 113 673.9 szamu eur6pai szabadalmi beje-
lentésben tovabba leirtak a masik TNF inhibitort, amelyet 40kDa TNF inhibitornak
neveznek, tisztitasi eljarasat, valamint aminosav és nukleinsav szekvenciajat. Ezt
az inhibitort TNFbp-Il inhibitornak is nevezik természetesen el&forduld formajaban
és ez a p75 vagy p85 TNF receptor extracellularis részének glukozilezett formaja.
A 90 112 673.9 szamu eurdpai szabadalmi bejelentésben tovabba leirtak a fenti
"40kDA" inhibitor glikozilezett és degliikozilezett rekombinans eléallitasi eljarasat
is. A fenti kozzétett referenciaban tovabba leirtak a természetes 40kDa inhibitor
aminosav szekvenciajat és nukleinsav szekvencidjat is. A deglikozilezett forma
molekulatémege ugyan nem 40kDa, azonban mind a deglukozilezett es a glukozi-
lezett TNF format is ezzel a "40kDa TNF inhibitor" elnevezéssel jeloljuk.

A refenciaként megadott 90 112 673.9 szamu eurdpai szabadalmi bejelen-
tésben tovabba leirtak a két TNF inhibitor rekombindcids eldallitasi eljarasat,
amely TNF inhibitorok a teljes hosszu "40kDa" k6tddd protein részét képezik. Ez a
két rész a ;51" és a "/ 53" nevli TNF inhibitor. A/51 és a /53 inhibitorok aminosav
és nukleinsav szekvenciai ugyancsak leirtak a fenti refenciaként megadott kézle-

meényben.
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Tovabbi kulondsen elényds polipeptidek példaul az 5,075,222 szamu ame-
rikai egyesdlt allamokbeli szabadalmi bejelentésben, amelyet referenciaként
adunk meg, leirt interleukin-1 receptor antagonistak ("IL-1ra"), az inzulin tipusu
novekedési faktor kétédd proteinek ("IGFbps"), a CTLA4, és a vérlemezbdl szar-
mazo ndvekedési faktor exon-6 része ("PDGF"), a glialis neutrofil faktor ("GDNF"),
a ciliaris neutrofil faktor ("CNTF"), az interleukin-4 receptor ("IL-4r") és inhibitorai,
tovabba az interleukin-1 receptor ("IL-2r"). A természetesen el&forduld IL-1ra-t
kodold nukleinsavat illetve a protein E.Coli-ban térténd expresszalasat Hannum
és munkatarsai leirtak az 5,075,222 szamu amerikai egyestult allamokbeli szaba-
dalmi bejelentésben.

Az IL-2 receptorokat, tovabba a CR1-t, jellemzéit, valamint az ezeket kodo-
16 nukleinsavakat, valamint az eléallitasi eljarasokat leirtak a WO 92/16221 sza-
mu kozzétett PCT szabadalmi bejelentésben, amelyet referenciaként adunk meg.

A talalmany szerinti konjugatumokban polimerhez kotott biologiailag aktiv
molekulak a kotés kialakitasa el6tt reaktiv tiolcsoportot alkalmaznak. A "reaktiv
tiolcsoport" olyan -SH csoportot jelent, amely képes a fent leirtak szerint az akti-
vait polimerekkel reakcioba lépni.

llyen reaktiv tiolcsoport példaul a cisztein aminosav -SH csoportja. Szamos
fehérje nem tartalmaz szabad cisztein egységeket (olyan cisztein egységeket,
amelyek nem diszulfid kétésben kététtek) vagy barmely mas reaktiv tiolcsoportot.
Ezen tulmenden a cisztein csoportja esetenként nem alkalmas a polimerhez valé
kotddésre, mivel a tiolcsoport a bioldgiai aktivitas kifejtéséhez szikséges. Ezen
tulmenden a fehérjék bizonyos maédon térbeli elrendezéssel kell rendelkezzenek

ahhoz, hogy olyan konformaciéjuk legyen, amely az aktivitast is magaval hordoz-
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za. Az aktiv konformacié formaban a cisztein sokesetben nem képes a szulfon
vegyulettel reagalni, mivel ez a fehérje belsejébe befoglalt. Ezen tulmenben az is
eléfordulhat, hogy egy rendelkezésre allo cisztein tiolcsoport, amely nem szikseé-
ges az aktivitas kifejtéséhez, nem megfeleld helyen talalhaté a molekulaban, ah-
hoz hogy a polimerrel kétést létesitsen. Azokat az aminosavakat, amelyek az ak-
tivitas kifejtéséhez nem szikségesek "nem esszencialis" aminosavaknak nevez-
zUk. A nem esszencialis ciszteinek sok esetben nem alkalmas konjugacio helyek,
mivel az aktiv helyzethez valé elhelyezkedéslk a polipeptidben azt eredmeényezi,
hogy a polipeptid a polimerhez térténé konjugacié utan inaktivva valik. A protei-
nekhez hasonldéan szamos mas bioldgiailag aktiv molekula olyan reaktiv tiolcso-
portot tartalmaz, hogy ezek a fentihez hasonlé okok miatt nem alkalmasak a po-
limerhez térténd konjugaciora vagy egyaltalan nem tartalmaznak reaktiv tiolcso-
portokat.

A talalmany szerinti eljaras soran ennek megfeleléen amennyiben ez szik-
séges vagy kivanatos a biologiailag aktiv molekulaba reaktiv tiolcsoportokat veze-
tink be. A tiolcsoportok bevezetheték inaktiv molekulaba is, abbdl a celbdl, hogy
ezzel egy bioldgiailag aktiv molekulat képezzink, ugyanakkor a tiol-szulfon- kétés
nem szlnteti meg a kivant aktivitast.

A reaktiv tiolcsoportok a szakirodalomban ismert kémiai eljarasokkal ve-
zethetdk be a molekulakba. A polipeptid vagy nem peptid tipust molekulak ese-
tében kémiai moédositast végezhetlnk, amelynek soran magat a tiolcsoportot ve-
zetjik be a molekulaba vagy ezt a csoportot egy nagyobb csoport részeként
épitjik a molekulaba, amely nagyobb csoport példaul lehet egy cisztein savmara-

dék. A tiolcsoport kémiai bevezetésének példajat irtak le a Jue, R. és munkatar-
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sai, Biochemistry, 17, pp. 5399-5406 (1978) kézleményben. Mas esetben egy
polipeptidbe szabad cisztein egységet is eldallithatunk tgy, hogy a cisztint kémial
modon redukaljuk, példaul DTT segitségével.

Az olyan polipeptideket, ahol olyan médositast hajtottunk vegre, hogy egy
adott helyzetbe valamely aminosav maradék keriljon, amely a természetes prote-
inben a modositas elétt nem volt jelen, ugynevezett "mutans-nak" nevezzuk. Ah-
hoz, hogy cisztein mutansokat allitsunk eld valamely nem esszencialis aminosa-
vat ciszteinnel helyettesithetiink vagy a polipeptidhez egy cisztein savmaradekot
kapcsolhatunk. A nem természetes cisztein bevezeteési helye lehet példaul a
glukozilezési hely, illetve a polipeptid N vagy C terminalis helyzete. Valamely lizin
savmaradék mutacioja ciszteinné ugyancsak alkalmazhaté, mivel ez a lizin sav-
maradékok gyakran valamely protein fellletén talalhatok, amely protein egyéb-
ként aktiv konformacioju. Ezen tulmenden a szakember barmely ismeretet fel-
hasznalhatja a polipeptid kétddési vagy aktiv helyeirél ahhoz, hogy a megfeleld
mutacios helyet kivalassza.

A szakember tovabba alkalmazhat cisztein mutansok eléallitasara ismert
rekombinacios DNS technoldgiat is alkalmazhatunk. Megvaltoztathatjuk a termé-
szetes polipeptidet kdédolo nukleinsav sorrendet vagy nukleinsavakat és egy stan-
dard helyzetiranyitott mutagenezist hozhatunk létre és igy a mutanst kodolhatjuk.

A standard mutagenezis technologiakat leirtak a Kunkel, T.A., Proc. Nat. Acad.

Sci., Vol. 82, pp 488-492 (1985) és Kunkel, T.A. és munkatarsai, Methods
Enzymol., Vol. 154, pp. 367-382 (1987) kozleményekben, amelyeket egyarant
referenciaként adunk meg. Mas eljaras szerint kémiailag eléallithatjuk a nuklein-

savat, amely a mutanst kédolja a szakirodalomban jol ismert eljarasok alkalmaza-
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saval. DNS szintetizalbé berendezéseket alkalmazhatunk, amely példaul lehet az
Applied Biosystems (Foster City, CA terméke). A kivant mutanst kédolé nuklein-
savat kulonfele expresszalasi rendszerekkel, mint példaul allati, inszekt és bakte-
rialis rendszerekkel expresszalhatjuk.

Amennyiben a mutanst bakterialis expresszald rendszerben rekombinaciés
eljarassal allitjuk el6 az alabbi Iépéseket hajtjuk végre:

1) A kivant mutanst kédold nukleinsavat helyiranyitott mutagenezissel allit-
juk eld a természetes polipeptidet kodold nukieinsav alkamazasaval;

2) A kivant mutanst kédold nukleinsavat baktérium expresszalo rendszer-
ben expresszaljuk;

3) A mutanst a baktériumbal izolaljuk és tisztitjuk;

4) Amenyiben nem megfeleld térbeli elrendezédésid a mutanst megfeleld
ter elrendezésbe hozzuk cisztein vagy mas szulfhidril tartalmu vegydulet jelenlét-
ében;

5) Az ujra megfeleld térbeni elrendezésbe hozott mutanst izolaljuk és tisztit-
juk;

6) A tisztitott és ujra megfeleld6 konformaciéba hozott mutanst enyhe
redukaloszerrel reagaltatjuk;

7) A reakcidelegyet oxigén jelenléte nélkul dializaljuk.

Amint az alabbiakban leirjuk a mutanst a reakcidelegybdl izolalhatjuk a po-
limerrel térténd konjugalas elétt, azonban ez nem szikséges. A 6) 1épésben kuls-
nosen eldnyosen alkalmazhaté redukalészer a dithiotreitol ("DTT") vagy a Tris-
-(karboxi-etil-foszfin) ("TCEP"). A TCEP elény&sen alkalmazhatd, mivel ezt a

konjugalas el6tt, amelyet a tiol-specifikus PEG reagenssel végziink, nem sziksé-
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ges eltavolitani. Lasd a Bruns, J.A. és munkatarsai, J. Org. Chem., Vol. 56, No. 8,

pp. 2648-2650 (1991) kézlemenyt.

Miutan a kivant mutanst eldallitottuk a szakember kénnyen biologiai teszt-
vizsgalatnak vetheti ala és aktivitasat 6sszehasonlithatja a természetes polipeptid
aktivitasaval. Mint a késébbiekben részletesen leirjuk még abban az esetben is,
ha a mutans relativ aktivitdsa csékkent, a mutansbol készult konjugatum kalons-
sen elényos lehet, példaul a konjugat megndvelt oldhatdsaggal, csokkentett
antigenecitassal vagy immunogenecitassal vagy a biologiai rendszerbdl vald las-
sabb kitrtléssel rendelkezhet a nem konjugat molekulaval 6sszehasonlitva. A
bioldgiailag aktiv molekula farmakokinetikai fenti jellemzoinek javitasa a kilonfele
terapias alkalmazasokban a vegyiletet értékesebbé teheti. A megndvelt oldhato-
sag ezen tulmenden a molekula alkalmazhatosagat néveli az in vitro diagnosztikai
eljarasokban is.

Az 1. tablazatban bemutatjuk az eldallitott IL-1ra mutansokat. Az IL-1ra
mutansok eléallitasat és tisztitasat leirtak a WO 92/16221 szamu kozzetett PCT
szabadalmi bejelentésben, amelyet referenciaként adunk meg. A maradek sza-
mozas a fenti kozzétett szabadalmi bejelentésben leirt szekvencian alapul és az
"0" jel az aminosav bevezetését az N-terminalis helyzetbe, jelenti; a "c" jelzés
ciszteint jelent és a "s" jelzés szerint jelent. Példaul az "cOs116" elnevezés alatt
azt erjuk, hogy a ciszteint az N-terminalis helyzetbe és a szerint a 116 helyzetbe
vezettik be. A természetes IL-1ra szabad cisztein maradékot tartaimaz a 66, 69,

116 és 122 helyzetekben.
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1. tablazat

[L-1ra mutansok

cOs116 cO
c84s116 c6
c8s116 c8
c9s116 c9
c141s116 c141

A 2. tablazatban bemutatjuk a 30kDa TNF inhibitor mutansait, amelyeket
ugyancsak eléallitottunk. Az IL-1ra vegyulettel szemben a természetes 30kDa
TNF inhibitor nem tartalmaz egyetlen cisztein maradékot sem. A mutansokat
ugyanolyan eljarassal allitottuk elé mint a fent megadott kozzétett PCT szaba-
dalmi bejelentés (WO 92/16221 szamu) eljarasa, amely bejelentés referenciakent

adtunk meg. A szamozast az ott leirt aminosav szekvencia alapjan végeztuk.

2. tablazat
30kDa TNF inhibitor mutansai

¢105 30kDa TNF inhibitor
c1 30 kDa TNF inhibitor
c14 30kDa TNF inhibitor
c111 30kDa TNF inhibitor
c161 30kDa TNF inhibitor

A mutansok és az egyéb talalmany szerinti polipeptidek lehetnek olyan

anyagok, amelyekben a protein szekvenciaban allelic variaciésak lehetnek és ez-
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zel egyutt Iényegében ekvivalens proteinek. A "lényegeben ekvivalens" elnevezés
alatt azt értjuk, hogy igen nagyszamu aminosav maradék homologjat tartalmaz-

nak (Lasd altalaban a M. Dayhoff, Atlas of Protein equence and Structure, vol. 5,

p. 124 (1972) National Biochemical Research Foundation, Washington, D.C.
kozlemeényt, amelyet referenciaként adunk meg), valamint ezek a vegyuletek 6sz-
szehasonlithato biologiai aktivitasuak. A talalmany targykérebe ezen tulmenden a
természetes polipeptid vagy mutans szubsztancialis formait is, amely azt jelenti,
hogy a mutans illetve a természetes polipeptid lényegeben megtartja bioldgiai
aktivitasat.

A talalmany szerinti konjugatumok a biologiailag aktiv molekulakon kivl,
amely reaktiv tiolcsoportokat tartalmaznak, nem peptid polimer-szarmazekot,
amely aktiv szulfoncsoportokat tartalmaz, is tartalmaznak. A "nem peptid tipusu"
elnevezés alatt olyan vegyuleteket értink, amelyek 50 tdémeg%-nal kisebb meny-
nyiségl «c-aminosav maradékot tartaimaznak.

A polimer-szarmazek polimer része lehet példaul polietilén-glikol ("PEG"),
polipropilén-glikol ("PPG"), polioxi-etilezett-glicerol ("POG") és egyéb polioxi-eti-
lezett poliolok, polivinil-alkohol ("PVA") és egyéb polialkilén-oxidok, polioxi-etile-
zett vagy polioxi-etilezett-glukoz. A polimer lehet homopolimer, véletlenszerl vagy
blokk kopolimer, terpolimer, amely a fenti monomerekbdl all, egyenes lancu vagy
elagazé lancu, szubsztitualt vagy nem szubsztitualt, ugyanakkor ez a polimer
legalabb egy aktiv szulfoncsoportot tartalmaz. A polimer rész barmilyen hosszu-
sagl vagy molekulatémegu lehet, azonban ezek a jellemzok a biologiai jellemzé-
ket befolyasolhatjak. A kilénésen elonyosen alkalmazhato atlagos molekulato-

megu polimerek, amelyek elésegitik a gyogyszerészeti alkalmazasban a hatoé-
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anyag kitrulésének lassitasat 2 000-35,000 dalton kozéttiek. Ezen tulmenden
amennyiben két csoport kétott a polimerhez egy-egy a polimerianc két végeén, a
polimer hossza befolyasolhatja a hatasos tavolsagot és egyéb térbeli viszonyokat
a két csoport kdzétt. A szakember valtoztathatja a polimer hosszat abbdl a célbal,
hogy a kivant biolégia aktivitast optimalja vagy eldallitsa. Amennyiben a polimer
valamely egyenes lancu PEG, a polimer kiloéndsen elényds hossza (ahol a poli-
mer (Z,,) altalanos képlet(, ahol Z jelentése a polimer monomer egysége) olyan
hossz, ahol n jelentése 50-500 kozotti. A talalmany szerinti egyes megvaldsitas
esetében n nagyobb mint 6 és elényosen nagyobb mint 10 erték.

A monometoxi-polietilén-glikolt a leirasban mPEG névvel jeldljuk. A "PEG"
elnevezés alatt az etilén-glikol szamos lehetséges kondenzacios polimerjét ertjuk.
A PEG, mint polioxi-etilén, polietilén-oxid, poligliko! és poliéter-glikol néven is sze-
repel. A PEG eléallithaté etilen-oxid es szamos mas monomer kopolimerjeként.
Szamos biologiai vagy biotechnologiai alkalmazas esetében lényegében linearis
egyenes szénlancu vinil-szulfonnal aktivalt PEG-t alkalmazunk, amely nem
szubsztitualt, kivéve a vinil-szulfon-szubsztituenst.

A PEG szamos célra alkalmazhaté biolégiai alkalmazasi teruleteken. A
PEG altalaban atlatszo, szintelen, szagtalan, vizben oldhatd, héstabil, szamos
kémiai reagenssel szemben inert, nem hidrolizal és nem toxikus anyag. A
PEGilezés megjavithatja valamely molekula farmakokinetikai jellemzéit, mivel a
molekula latszolagos molekulatdmegét megnoveli. A megndvelt latszolagos mo-
lekulatdmeg csokkenti a vegyulet testbdl valo kitrulési sebességét, amennyiben a

hatéanyagot szubkutan vagy szisztémas Gton adagoljuk. Szamos esetben a
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PEGilezés csdkkenti az antigenecitast és az immunogenecitast. Ezen tulmendéen
a PEGilezés a bioldgiailag aktiv molekula oldhatésagat is megnévelheti.

A talalmany szerinti polimer szarmazekok aktiv szulfon-egységet tartal-
maznak. Az "aktiv szulfoncsoport" elnevezés alatt olyan szulfoncsoportot értiink,
amelyhez két szénatom tartalmu csoport kapcsolodik, amelyben egy reaktiv hely
talalhaté a tiol-specifikus kapcsolas szamara és ez a reaktiv hely a szulfoncso-
porttdl szamitott masodik szénatom, valamint a reakciot 8 pH vagy ennél kisebb
pH értéken hajtjuk végre. Aktiv szulfoncsoportok lehetnek nem limitalnak a vinil-
-szulfon- és az aktivalt etil-szulfon-csoport. Aktiv etil-szulfon-csoport példaul a
-S0,-CH,-CH,-Z altalanos képletl csoport, ahol Z jelentése halogénatom, vagy
mas hasaddcsoport, amely képes arra, hogy a tiolcsoport szubsztitualja és igy
szulfon-tiol kétés jojjon létre, amely a -SO,-CH,-CH,-R altalanos képletd kotes,
ahol R jelentése a bioldgiailag aktiv molekula. A szulfon-aktivalt polimer ezen tul-
menden tovabbi szubsztituenseket is tartalmazhat mindaddig, amig a masodik
szénatomon a tiol-specifikus reaktivitas koérulbeltl 9 vagy kisebb pH érték mellett
fennm.arad.

A talalmany szerinti szulfon-aktivalt polimereket legalabb négylépeses re-
akcidval allithatjuk elé. Az elsé |épésben altalaban a polimerben valamely helyzet
reaktivitasat megnéveljik, amely helyzet jellemzden egy végcsoport s ezt az ak-
tivalast aktivalasi reakciéval vagy szubsztituciéval végezzik. A masodik lépésben
a kénatomot kapcsoljuk kdzvetlendl a polimer valamely szénatomjahoz olyan
formaban, amely formak ezutan etil-szulfon-csoportta vagy etil-szulfon-szarmazék

csoportta alakithatjuk, amely hasonlé reaktiv jellemzékkel rendelkezik. A harma-
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dik lépésben a kénatomot szulforcsoportta oxidaljuk. A negyedik |épésben a
szulfoncsoporttél masodik helyzet( szénatomot aktivaljuk.

A szulfon-aktivalt polimer elballitasi eljarasat részletesebben az alabbiak-
ban ismertetjik mégpedig egy olyan példan, amelyben szulfon-aktivalt PEG-szar-
mazékot allitunk eld. Az els¢ lépésben a PEG molekuldban egy hidroxilcsoportot
aktivalunk. A "hidroxilcsoport aktivalas" alatt azt értjik, hogy valamilyen atlagos
szubsztituciot vagy észterezést végziink vagy mas hidroxilcsoport aktivalasi elja-
rast hajtunk végre. Jellemzéen a hidroxilcsoport aktivalasban valamely savat vagy
sav-szarmazékot, mint példaul sav-kloridot, reagaltatunk a PEG molekulaval és
igy a PEG molekulaban reaktiv észter-csoportot hozunk létre és a sav-csoport
ennek soran eszterkotéssel kotddik a molekulahoz. A sav-csoport altalaban reak-
tivabb, mint a hidroxilcsoport. Jellemzben készithetd észterek a szulfonat, a
karboxilat és a foszfat észterek.

A szulfonsav-halogenidek, amelyek alkalmasak a talalmany szerinti mole-
kulaban torténd felhasznalasra példaul lehetnek metanszulfonil-klorid (amely mas
néven mezilklorid) és p-toluolszulfonil-klorid (amely mas néven tozilklorid). A me-
tan-szulfonat-észtereket iddnként mezilat néven jeldljuk. A toluolszulfonat-eészte-
reket esetenként tozilat néven jeldljuk.

A szubsztitucios tipusU hidroxilcsoport aktivalasi reakciéban a PEG moleku-
la teljes hidroxilcsoportjat szubsztitualjuk egy reaktivabb csoporttal jellemzéen
valamely halogeniddel. Példaul tionil-kloridot reagaltathatunk a PEG molekulaval

és igy egy reaktivabb kiératommal szubsztitualt PEG molekulat nyerhetunk.
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Ebbé| eredéen amennyiben PEG a kiindulasi anyag az elsd reakciolépés-
ben nyert jellemzd termék vagy észter vagy halogenid-szubsztituait PEG moleku-
la.

A masodik lépésben az észtercsoportot vagy halogenid atomot valamely
alkohollal szubsztitualjuk, amely reaktiv tiolcsoportot tartalmaz, amely tiolcsoport
egy etilcsoporthoz kapcsolddik. Példaul a reagens lehet tiol-etanol-csoport. A tiol-
-etanol példaul alkalmas szubsztituens alkohol. Ebben a |épésben a tiolcsoport
kénatomja kézvetlendl a polimer egyik szénatomjahoz kotoédik.

Ezt kovetden a harmadik reakciolépésben a kénatomot szulfoncsoportta
oxidaljuk. Alkalmazhatd oxidaloszerek példaul a hidrogén-peroxid, a natrium-per-
borat vagy peroxisavak.

A negyedik |épésben a masodik Iépésben alkalmazott alkohol hidroxilcso-
portjat aktivaljuk. Ez a |épés hasonlo a reakciosorozat elsd lépéséhez. A szubszti-
tuciot jellemzoen halogeniddel végezzik és igy egy halo-etil-szulfont vagy ennek
szarmazékat nyerjik, amely a masodik szénatomon a szulfoncsoporthoz szamit-
va aktiv helyzettel rendelkezik. Altalaban az etilcsoportban a masodik szénatomot
klér vagy brom segitségével aktivaljuk. A hidroxilcsoport aktivalas egy hasonid
reaktivitasu csoportot vagy helyzetet eredményez, mint amilyent a szulfonat-ész-
ter is eredményezett. Alkalmazhatd reaktansok példaul a savak, a sav-halogeni-
dek és egyéb korabban az elsé reakciolépésben ismertetett reaktansok. Kuléno-
sen elénydsen alkalmazhatd a tionil-klorid, a hidroxilcsoport helyettesitésere,

amely reakci6 soran a hidroxilcsoportot klératommal helyettesitjuk.
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A kapott polimer aktivalt etil-szulfon stabil, izolalhato és alkalmas a tiol-
-szelektiv kapcsolasi reakcidban torténé felhasznalasra. A PEG klor-etil-szulfon
vizben stabil, kérulbelul 7 vagy kisebb pH érték mellett, de ennek ellenére is eld-
ny6sen alkalmazhato tiol-szelektiv kapcsolasi reakciokban, amennyiben a pH ér-
téke bazikus, és koriilbelill 9 érték. A 9 pH érték feletti pH értékeknél a tiol sze-
lektivitas csokken és a szulfoncsoport reaktivva valik aminocsoportokkal szem-
benis . A reakciéban a tiollal képzddott kotés hidrolitikusan ugyancsak stabil.

Egy otadik Iépést is alkalmazhatunk a szintézisben, amelynek soran az ak-
tivalt etil-szulfont valamely bazissal reagéltatjuk és igy PEG vinil-szuifont vagy
valamely aktiv szarmazékat allitjuk eld, amely alkalmas a tiol-szelektiv kapcsolasi
reakcioban toérténd alkalmazasra. Alkalmazhatd bazisok példaul a natrium-hidro-
xid vagy a trietilamin. Mint az aktivalt etil-szulfonok, a vinil-szulfon is hidrolitikusan
stabil, izolalhatd, tiol-szelektiv és hidrolitikusan stabil kotest képez, amennyiben
tiollal reagaltatjuk.

A leirasban a "hidrolitikusan stabil" elnevezés alatt olyan kétést ertunk,
amely a polimer és a szulfon-egység kozétt alakul ki, valamint a szulfon-tiol kotés
a konjugacids reakcio utan, és ezek kisebb, mint kérlbelll 11 pH értéek mellett
vizzel, legalabb 3 napon at nem Iépnek reakcidba. A hidrolitikus stabilitas kivana-
tos jellemz®, mivel amennyiben a hidrolizis sebessége jelentds a polimer dezakti-
valddhat, mielétt a polimer és a bioldgiailag aktiv molekula tiolcsoportja kdzotti
kapcsolasi reakcié megtorténik.

Mint korabban leirtuk valamely linearis PEG vegyulet aktiv helyzetekkel,
amelyek mindkét végén talalhatok, a proteinhez egyik végen kapcsolodik, azon-

ban amennyiben a hidrolizis sebessége jelentds, a masik végen vizzel 1ép reak-
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cioba és igy kototté valik, viszonylag nem reaktiv hidroxilcsoport alakul ki és nem
az ugynevezett "dumbbell" molekulaszerkezet, amely kapcsolt proteineket vagy
mas kivant csoportot tartalmaz mindkét vegen. Hasonld problema lep fel, ameny-
nyiben valamely molekulat kivanunk egy felulethez kapcsolni egy PEG reagenst
alkalmazasaval, mivel a PEG el6szér a felllethez kapcsolédik vagy a molekula-
hoz kapcsolodik, majd az ellenkezd PEG szarmazék vég olyan aktiv formaju kell
maradjon, hogy a kdévetkezd reakcid is vegrehajthatd legyen. Amennyiben hidro-
lizis Iép fel az ellenkezd vég altalaban inaktivalodik.

Mas eljaras szerint a szulfon aktivalt szarmazékokat ugy allithatjuk eld,
hogy valamely koété agenst, amely szulfoncsoportot tartalmaz, egy PEG (vagy
mas polimer) aktivalt helyzetéhez kapcsolunk, amely aktivalas kalénb6zé funk-
cids csoportokkal torténhet. Példaul egy aminocsoporttal aktivalt PEG reagaltat-
hato elényds koéralmények kozott, amely kdrulbelul 9 vagy kisebb pH érték, vala-
mely kis molekulaval, amely szukcinimidil-aktiv-észter-csoportot tartalmaz egyik
végén és vinil-szulfon-csoportot a masik végén. Az aminocsoporttal-aktivait PEG
stabil kotést képez a szukcinimidil-észterrel. A kapott PEG a vinil-szulfon-csoport
altal a végcsoport aktivalt és hidrolitikusan stabil:

PEG-NH-OC-CH,-CH»-SO,CH=CH,.

Hasonlo aktivalt PEG allithato elé Ggy, hogy egy amin-reaktiv PEG moleku
lat, mint példaul PEG szukcinimidil-aktiv-észter, PEG-CO,-NHS reagaltatunk egy
kis molekulaval, amely egyik végén aminocsoportot tartalmaz, a masik végén
pedig vinil-szulfon-csoport talalhaté.

A PEG-klor-etil-szulfon és a PEG-vinil-szulfon eléallitasi eljarasat az 1. pél-

daban mutatjuk be. A PEG-vinil-szulfon és PEG-kldr-etil-szulfon tiol-szelektiv re-
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aktivitasat a 2. példaban mutatjuk be. A két vegyulet polimer-szulfon kétesenek
hidrolitikus stabilitasat a 3. példaban mutatjuk be. A tiolcsoport és a szulfon ké-
z6tti kotés hidrolitikus stabilitasat a 16. példaban mutatjuk be.

Amennyiben a polimer nem rendelkezik hidroxilcsoporttal egy hidroxil- cso-
portot elészér kémiai eljarasokkal vezethetunk be a molekulaba, amely eljarasok
a szakirodalomban j6l ismertek, majd ezt kévetéen hajtjuk vegre a fent leirt reak-
ciolépéseket. A talalmany szerinti aktivait polimer-szarmazékok egynél tébb reak-
tiv csoportot is tartalmazhatnak. A szarmazekok lehetnek monofunkcionalis,
bifunkcionalis vagy multifunkcionalis vegyuletek. A reaktiv csoportok lehetnek
azonosak (homofunkcionalis) vagy eltéréek (heterofunkcionalis), azonban leg-
alabb egy ezek kbzul aktiv-szulfon-csoport legyen.

Két kuldndsen eldnyds homobifunkcionalis-szarmazék a PEG-bisz-klor-
-szulfon és a PEG-bisz-vinil-szulfon. A szakember kdnnyen eléallithatja ezeket a
vegylleteket olyan PEG alkalmazasaval, amely mindkét végén hidroxilcsoportot
tartalmaz és ezt a kiindulasi anyagot altalanos fent leirt modszerekkel atalakithat-
ja.

A heterobifunkcionalis-szarmazékok ugyancsak eléallithatok. Ket kilono-
sen elényds heterobifunkcionalis-szarmazék példaul a linearis PEG, amely vagy
egy vinil-szulfon vagy egy maleimid-csoportot tartaimaz az egyik végen és egy N-
-hidroxi-szukcinimid-észter-csoportot ("NHS-észter") tartalmaz a masik végen. Az
NHS-észter-csoport amin specifikus. Az egyik végén NHS-észter-csoportot és a
masik végén aktivalt-szulfon-csoportot tartaimazé PEG mind a lizinhez, mind a
ciszteinhez kapcsolhatd. Stabil amin-kétés allithatd elé mikézben a hidrolitikusan

stabil nem reagalt szulfon-csoport a kévetkezd tiollal végzett reakcio szamara
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rendelkezésre all. A fenti két heterobifunkcionalis PEG-szédrmazékot az 5. és 6.
példaban leirt eljarasok szerint allithatjuk elo. Amennyiben a maleimid-NHS-ész-
ter heterobifunkcionalis reakciot alkalmazni el egyenes lancu PEG alkalmazasa-
val, amely (Z). altalanos képletd vegydlet, Z jelentése monomer egyseg és n je-
lentése nagyobb mint 6, elénydsen nagyobb mint 10.

A heterofunkcionalis szulfon-aktivalt PEG vegyuletek eléallitasara alkalma-
zott mas aktiv-csoportok szamos tipusy vegyiletbdl valaszthatok. A biologia €s
biotechnologia alkalmazas céljara eléallitott vegytletek eseteben a szubsztituen-
seket tipikusan olyan reaktiv-csoportokbol valasztjuk, amelyeket a PEG kémiaban
altalaban alkalmaznak a PEG alkalmazasara és ezek lehetnek példaul aldehidek,
trifluor-etil-szulfonat (esetenkeént trezilat neven emilitik), n-hidroxi-szukcinimid-ész-
ter, cianurinsav-klorid, cianurinsav-fluorid, acil-azid, szukcinat, a p-diazo-benzil-
-csoport, a 3-(p-diazo-feniloxi)-2-hidroxi-propiloxi-csoport €s mas csoportok.

Szulfontdl eltérd aktiv csoportokat irtak le Davis és munkatarsai a
4 179,337 szamu amerikai egyesult allamokbeli szabadalmi bejelentésben; Lee
és munkatarsai a 4,296,097 és a 4,430,260 szamu amerikai egyesult allamokbeli
szabadalmi bejelentésekben; Iwasaki €s munkatarsai a 4,670,417 szamu ameri-
kai egyesiilt allamokbeli szabadalmi bejelentésben; Katre és munkatarsai a
4.766,106 szamu, a 4,917,888 szamu és a 4,931,544 szamu amerikai egyesuit
allamokbeli szabadalmi bejelentésekben; Nadagawa és munkatarsai a 4,791,192
szamu amerikai egyestlt allamokbeli szabadalmi bejelentesben; Nitecki és mun-
katarsai a 4,902,502 szamu és az 5,089,261 szamu amerikai egyesult allamokbeli
szabadalmi bejelentésekben; Saifer az 5,080,891 szamu amerikai egyestlt alla-

mokbeli szabadalmi bejelentésben; Zalipsky az 5,122,614 szamu amerikai egye-
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sult allamokbeli szabadalmi bejelentesben; Shadle és munkatarsai az 5,153,265
szamu amerikai egyesult allamokbeli szabadalmi bejelentésben; Rhee és munka-
tarsai az 5,162,430 szamu amerikai egyesult allamokbeli szabadalmi bejelentés-
ben; a 0 247 860 szamu europai szabadalmi bejelentésben; tovabba az
US86/01252 szamu, a GB89/01261 szamu, a GB89/01262 szamu, a GB89/01263
szamu, az US90/03252 szamu, az US90/06843 szamu, az US91/06103 szamu,
az US92/00432 szamu és az US92/02047 szamu PCT nemzetkézi szabadalmi
bejelentésekben, amely fenti kdzleményeket referenciaként adunk meg.

Példaul egy trifunkcionalis szarmazék egy glicerol hattér molekulat tartal-
maz, amelyhez harom vinil-szuifon PEG molekula kapcsolddik. Ezt a molekulat az
alabbi keplettel jellemezhetjik:

PEG-SO,-CH=CH;

——— PEG-S0O,-CH=CH,
____PEG-S0,-CH=CH,

A vegyuletet a 12. példa szerinti eljarassal allitjuk eld.

A muitifunkcionalis-szarmazékok masik peldaja az ugynevezett "csillag"
molekula. A csillag molekulat altalaban leirta Merrill a 5,171,264 szamu amerikai
egyesdlt allamokbeli szabadalmi bejelentésben, amelyet referenciaként adunk
meg. A csillag molekulak egy mag molekulat tartalmaznak, amelyhez tébb PEG
lanc vagy "kar" kapcsolddik. A szulfoncsoportokat alkalmazhatjuk arra a célra,
hogy a magbdl kinyuld PEG lanc tulsd végeén aktiv funkcios csoportot alakitsunk
ki vagy koétécsoportot alakitsunk ki, amely a csillag molekula karjaihoz kété vegyu-
letként kapcsolddik, amely csoport a mag molekula funkcids csoportjahoz vagy

egyeb csoportjghoz kétédik.
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A szakember felismeri, hogy a fent leirt aktivalt polimerek alkalmazhatok
arra, hogy kulénféle szubsztituenseket illetve szubsztituens kombinacidkat hor-
dozzanak.

Mint korabban leirtuk a talalmany szerinti konjugatumokat ugy allitjuk el6,
hogy egy tiol-tartalmu biolégiailag aktiv vegyuletet kapcsolunk a szulfon-aktivait
polimerekkel. A tiolcsoport illetve a szulfon-aktivalt polimer kézétti kotes kovalens
kotes.

A talaimany szerinti konjugatumok eldallitasara alkalmazott altalanos elja-
rasban az alabbi Iépéseket vegezziik:

(1) Kivalasztjuk a kivant biologiailag aktiv molekulat és a szakirodalomban
jol ismert eljarasokkal meghatérozzuk, hogy a molekula szabad tiolcsoportot tar-
talmaz. Lasd példaul az Allen, G., "Sequencing of Proteins and peptides,” pp.

153-54, in Lamoratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Work,

T.S., és Burdon, R.H., eds. (1972) kézleményt, amelyet referenciaként adunk
meg. Amennyiben a molekula szabad tiolcsoportot tartalmaz a kovetkezoként a 3.
lépést végezzik. Amennyiben a molekula nem tartalmaz szabad tiolcsoportot a 2.
lépést végezzik el.

(2) Amennyiben a molekulaban nem talalhatd szabad tiolcsoport a fent leirt
eljarasok alkalmazasaval a molekuldba tiolcsoportot vezetlnk be. Miutan a mole-
kulaba a tiolcsoportot bevezettik bioldgiai tesztvizsgalatot vegzlnk abbdl a cél-
bol, hogy meghatarozzuk vajon a molekula kivant bioldgiai aktivitasa vagy ezen
biolégiai aktivitas egy része tovabbra is megmaradt.

(3) Elsallitjuk a kivant szulfon-aktivalt polimert amint a fentiekben ezt leir-

tuk.
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(4) Az aktivalt polimert.reagéltatjuk a szabad tiolcsoportot tartalmazé mole-
kulaval.

(5) A reakcioterméket izolaljuk, amely izolalasra a szakirodalomban jol is-
mert kromatografids eljarast alkalmazhatjuk. Példaul ilyet leirtak protein konjuga-

tok esetében a Scopes, R., Protein Purification, Cantor, C.R. ed., Springer-Ver-

lag, New York (1982) koézleményben. A nem protein molekulak esetében ilyen

eljarast leirtak példaul a Still, W.C. és munkatarsai, J. Org. Chem., 43, pp. 2923-

2925 (1978) kézleményben. Amennyiben nem konjugatum képzédik a bioldgiailag
aktiv molekula helyzetébe tiolcsoportot vezetunk, majd megismeteljik a (4) és az
(5) lépéseket.

(6) A képzddétt konjugatum biolégiai aktivitasat meghatarozzuk megfelelo
bioldgiai tesztvizsgalatok segitségevel.

A szakember bizonyos lépéseket elhagyhat vagy bizonyos Iépéseket a
szekvenciahoz hozzaadhat. Példaul a szakember lehet hogy a (2) lepésben nem
végez biologiai tesztvizsgalatot vagy példaul korabbi vizsgalatok alapjan feltéte-
lezi a biologiai aktivitast a PEGilezés utan, mivel korabbi kisérleteket vegzett. A
szakember tovabba tovabbi |épéseket is végezhet megvaltoztatva a kétd moleku-
la méretét, hosszat vagy molekulatdomegét abbol a celbdl, hogy optimalissa tegye
vagy biztositsa a bioldgiai aktivitast.

Szamos konjugatumot eléallitottunk. A 30kDa TNFbp c105 mutanst, ame-
lyet a fentiekben leirtunk, kapcsoltuk a PEG-vinil-szulfonnal a 10. példa szerinti
eljarasnak megfeleléen. A 8. peldaban bemutatjuk, hogy a természetes [L-1ra,
amely négy szabad ciszteint tartalmaz, hasonld kértlmények kdzétt reagaltathatd.

A c84 IL-1ra mutans ugyancsak |6 reakcidét mutatott. A 13. példaban bemutatjuk
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harom 30kDa TNF inhibitor mutans kapcsolasat harom PEG lanchoz, amely ha-
rom lanc egy glicerol-molekulahoz kotétt.

A talalmany szerinti konjugat molekulak szamos célra alkalmazhaték,
amelyek lehetnek nem limitaltan példaul in vitro diagnosztikai tesztvizsgalatok
illetve gyogyszerészeti készitmények eléallitasa. Szamos talalmany szerinti
konjugatum legalabb egy alabbi jellemzdével rendelkeznek a nem konjugatum
molekulaval 6sszehasonlitva:

(1) megndvelt oldhatésag vizes oldatban;

(2) csokkentett antigenecitas vagy immunogenicitas;

(3) a szubkutan vagy szisztémas adagolas utan a szervezetbdl tértend ki-
urulés cstkkentett sebessége, amely a megndvelt latszélagos molekulatdmeg
miatt kévetkezik be.

Az IL-1ra tartalmu konjugatumokbdl készult gyogyszerkeszitmények kulo-
nosen elényosek. Az IL-1ra 6nmagaban vagy 30kDa TNF-kotd proteinnel kombi-
naciéban alkalmazhat6 arthritis, gyulladasos bélbetegség, szeptikus sokk, ische-
mias sérulés, reperfuzios serulés, osteoporosis, asthma, inzulin-diabetes, myelo-
gén és mas leukémia, psoriasis, felnétt [égzdrendszeri disztressz szindréma,
cachexia/anorexia és pulmonaris fibrosis kezelésében.

A TNF-két6 proteineket tartalmazd ("TNFbp") konjugatok ugyancsak kuld-
ndsen eiénydsen alkalmazhatok. Az ilyen konjugatokat alkaimazhatjuk TNF-me-
dialt betegségek kezelésében, amelyek lehetnek példaul felnétt Iégzdrendszeri
distressz szindroma, pulmonaris fibrosis, izlleti gyulladas, szeptikus sokk, gyulla-
dasos bél betegség, multiple sclerosis, beultetett szerv kivetés és hemorrhagias

trauma.
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A talalmany szerinti biologiailag aktiv konjugatumok ezen tulmenéen tar-
talmazhatnak biolégiailag nem aktiv molekulakat.

A talalmany targya tovabba az Ri-X-R; altalanos képletl Iényegében tiszti-
tott vegyuletek, ahol az altalanos kepletben R, és R; legalabb egyikenek jelente-
se biologialag aktiv molekula, amely reaktiv tioicsoportot tartalmaz, amely tiolcso-
port és kovalens kotést képez a X molekulaval, amely X molekula jelentése egy
Michael akceptor-aktivalt polimer. A jelen talalmany szerint az R;-X-R; altalanos
képletii vegydlet bioldgiai aktivitasa az Ry vagy R; altalanos képletl vegydlet bio-
I6giai aktivitasat megérzi. Az R-X-R; altalanos képletl vegyuleteket a leirasban
"dumbbell" (kettés molekula) molekulaknak nevezzik.

Mint fent leirtuk a talalmany szerinti vegyUletek lényegében tisztitottak. A
"lényegében tisztitott" elnevezés alatt azt értjik, hogy egy "homogeén készitmeny-
rél" van sz6. A homogén készitmény az R;-X-R; altalanos kepletli molekulakat
tartaimazza és lényegében mentes minden olyan vegyulettdl, amely (1) megval-
toztatja az Ry vagy R, 0sszetételét vagy (2) tobb mint egy aktivalt polimert egy-
mashoz kapcsol. A hbmogén készitmény tartalmazhat olyan R;-X-R; altalanos
képletil vegyuleteket, amelyekben X molekularész hossza eltérd. Az egyenes lan-
cu polimerek esetében, amelyek a (Z), altalanos képletli anyagok, ahol Z jelente-
se a monomer egyseég, n jelentése nagyobb mint 6, és elénybsen nagyobb mint
10 érték. A homogén készitmény nyerése esetében R, és R, nem feltétlendil kap-
csolédik X-hez ugyanazon helyzetben az X molekulaban vagy nem ugyanolyan
esetenként egyik R csoport helyzete sem.

Az X jelentése egy nem peptid tipusu polimer, amely egy elsé reaktiv cso-

portot és egy masodik reaktiv csoportot tartalmaz. A "reaktiv csoport” elnevezés
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alatt olyan csoportot ertiink, amely az R vegyulettel reakcidba lép. Az X moleku-
lan legalabb egy reaktiv csoport Michael-tipusu akceptor csoport. A "reaktiv cso-
port" és a "funkcids csoport” elnevezéseket szinonimaként alkalmazzuk a leiras-
ban. A "Michael-akceptor" és a "Michael-tipusu akceptor” elnevezéseket ugyan-
csak szinonimakeént alkalmazzuk a leirasban. A jelen talalmany szerinti eljarasban
alkaimazhato polimereket, amelyet a korabbiakban leirtunk lehetnek peldaul
PEG, POG és PVA.

A "Michael akceptorok" olyan funkciés csoportok, amelyek Michael addicios
reakcioban reagalnak. A "Michael addicids reakcio" magaban foglalja egy nukleo-
fil reaktans reakcidjat valamely elektrofil kézponton, amely egy pi-rendszerhez
kapcsolodik és amely rendszer elektronegativ atomot tartalmaz. Az elektronegativ
atomot tartalmazé pi-rendszerek lehetnek példaul szulfoxidok, szulfonil-vegytle-
tek, karbonil-vegytuletek és heterociklusos-aromas vegyuletek. A nukleofil az
elektrofil kézpontra addicionalddik.

Michael akceptor vegyuletek példaul az (l) altalanos képletl vegyuletek,

ahol E jelentése elektronegativ atom és az addicié a 4 helyzetben tortenik, igy a

(I) altalanos képlet vegyuletek keletkeznek,

Nu
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ahol Nu jelentése a nukleofil, amely a 4 helyzetl atomhoz kapcsolédott. A
Michael akceptor funkcios csoportok nem limitaltan lehetnek maleimid és vinil-
-szulfon. Az aktiv polimer, amelybdél a dumbbell molekula képzédik tartalmazhat
(azonban ez nem feitétel) vinil-szulfon-csoportokat, amelyek Michael akceptor
tipusu csoportok.

A talalmany szerinti aktivalt polimerek lehetnek példaul két vagy tobb
Michael csoportot tartalmazé PEG molekula, amely lehet példaul PEG-bisz-
—vinil-szulfon és PEG-bisz-maleimid. A PEG-bisz-vinil-szulfon vegyuletet a 7. pél-
daban leirt eljarassal allithatjuk el6. A PEG-bisz-maleimid vegyuletet a WO
92/16221 szamu PCT szabadalmi bejelentésben leirt eljaras szerint allithatjuk elo,
amely bejelentést referenciaként adunk meg.

Az X vegyulethez vagy X-R altalanos képletli vegytlethez kapcsol6do R es
R, vegyuletek legalabb egyike biolégiailag aktiv még a kapcsolas el6tt. A "biolo-
giailag aktiv' elnevezés alatt a korabban megadott ertelmezeést értjuk. Mint korab-
ban megadtuk a biologiailag aktiv molekulak lehetnek nem limitaltan kétodo prote-
inek és cél vegyliletek. Az R, és R, molekulak mindegyike lehet biologiailag aktiv,
azonban ez nem feltétlenil sziikséges. Bizonyos esetekben, amennyiben Ry és
R, ugyanazon ligandumhoz mutat affinitast a dumbbell vegyulet nagyobb affinitast
mutathat az adott ligandumhoz, mint kilén-kulén R, és R; 6nmagaban. A WO
92/16221 szamu kozzétett PCT szabadalmi bejelentésben leirtak, hogy a 30kDa
TNFbp molekulakat (2 db molekulat) tartalmazd homo-dumbbell vegyulet, amely
molekulak egy PEG-polimerhez kotéttek, jobb hatast mutat in vitro tesztvizsgala-
tokban a TNF vegytletek citotoxicitdsanak inhibialdsaban, mint Gnmagaban a

30kDa molekula. Bizonyos esetekben az R, lehet olyan molekula, amely az
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R;-X-R, altalanos képleti vegyuletet a biolégiai rendszer bizonyos helyére iranyit-
ja és R, lehet olyan molekula, amely ezen a helyzeten talalhato valamely ligan-
dumhoz affinitast mutat. Mas esetben csak R, és R; egyike bioldgiailag aktiv az
R-X-R, altalanos képletli molekulaban. A bioldgiailag nem aktiv vegydulet lehet
valamely fellllet vagy barmely mas bioldgiailag inert molekula vagy vegyulet.

A talalmanyban a biolégiailag aktiv R csoport reaktiv tiolcsoportot tartal-
maz. A bioldgiailag aktiv R csoport vagy vegyulet lehet szintetikusan eldallitott
molekula. A "szintetikusan eldallitott molekula" elnevezés alatt azt értjuk, hogy
egy molekulahoz valamely reaktiv tiolcsoportot kapcsoltunk. A szintetikus moleku-
lak lehetnek példaul mutansok, amelyek nem természetes ciszteint tartalmaznak.
A tiolcsoport Michael-tipusu akceptorral reagal, amely akceptor a polimerben ta-
lalhaté és igy kovalens kétést kepez.

A fenti kovalens kétés kialakulasa utan a biolégiailag aktiv molekula meg-
tartja biologiai aktivitasat. Az R csoport vagy molekula "megtartja biologiai aktivi-
tasat" einevezés alatt a leirasban azt értjuk, hogy az aktivalt polimerrel torténé
reakcio utan a korabban mutatott, a reakcié elétti, biologiai aktivitasanak legalabb
egy tizedét megtartja, elénydsen 40%-at és legelénydsebben legalabb 60%-at
megtartja.

A dumbbell vegyuletek altalanos eléallitasi eljarasa az alabbi:

(1) Kivalasztjuk az R vegylletet, amely a kivant biologiai aktivitassal ren-
delkezik, amely lehet példaul valamely protein, mint példaul tumor necrosis fak-
torhoz k&tédd protein (TNFbp).

(2) Megmérjuk a vegyulet aktivitasat megfelel6 bioldgiai tesztvizsgalat se-

gitsegevel.
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(3) Meghatarozzuk a vegyuletben talalhato szabad szulfhidrilcsoportok
szamat, példaul az olyan cisztein maradékokat, amelyek nem képezik részét
diszulfid-kétésnek. A meghatarozast altalanos szakirodalomban leirt eljarasokkal
végezzuk, mint példaul az Allen, G., "Sequencing of proteins and peptides,” pp.

153-54, in Laboratory Technigues in Biochemistry and Molecular Biology, Work,

T.S., és Burdon, R.H., eds. (1972) kd6zleményben leirt eljaras. Amennyiben a
molekula nem tartalmaz szabad ciszteint a 4(a) lépést végezzik el. Amennyiben
van egy szabad cisztein a molekulaban vagy csak egy olyan szabad csoport van,
amely PEGilezési reagens altal elérhetd, akkor a 4(c) reakcidlepest végezzuk el.
Amennyiben a molekula vagy protein egynél tébb szabad ciszteint tartalmaz az
(5) reakcidlepést vegezzik.

(4) Amennyiben az R jelentése polipeptid és nem tartalmaz szabad cisz-
teint akkor az alabbi lépéseket végezzik.

(a) Mutanst alakitunk ki ugy, hogy valamely cisztein egyseget veze-
tink a molekulaba vagy egy nem cisztein maradékot ciszteinnel helyettesitlnk.
Szokasos mutacids helyzetek az N vagy C terminalis végek a proteinben, a gli-
kozilezési helyzetek vagy a lizin maradékok. A mutansokat, mint ahogy ezt ko-
rabban leirtuk, szokasos eljarassal képezhetjik, amely lehet kémiai szintézis vagy
rekombindcids technologia. Mas eljaras esetében tiolcsoportot vezetiink be ké-
miai uton a molekulaba.

(b) Megmeérjuk a molekula aktivitasat &s dsszehasonlitjuk az (2) le-
pésben mért aktivitas mértékkel.

(c) Amennyiben a mutans megtartja a (2) lépésben mért aktivitast, a

mutanst egy polimerrel reagaltatjuk, amely lehet példaul egyetlen szulfhidril-reak-
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tiv csoportot tartalmazé PEG molekula. Amennyiben a mutans a mono-reaktiv
PEG molekulahoz kétddott (és igy PEGilezetté valik) megmeérjik az aktivitasat és
dsszehasonlitjuk a (2) Iépésben mert aktivitassal. Amennyiben a PEGilezett mu-
tans megtartja a (2) 1épésben mért aktivitasat a PEGilezett mutanst egy olyan
PEG molekulaval reagaltatjuk, amely két tiol-specifikus Michael akceptor csopor-
tot tartalmaz, mint példaul bisz-maleimidet tartalmaz, és igy dumbbell molekulat
allitunk elé. A bioldgiai tesztvizsgalatot megismételjik, hogy bebizonyitsuk, hogy
a dumbbell vegylletek megtartjak biologiai aktivitasukat.

Amennyiben a szakember azt kivanja, hogy Ry és R, molekulak eltéréek
legyenek a bisz-reaktiv polimert sorozatban illetve sorrendben R, és azutan R,
molekulaval reagaltathatjuk. Miel6tt a polimert Ry molekulaval reagaltatnank, a
polimer két funkcids csoportja kozil egyik funkcios csoportot védécsoporttal latjuk
el, amely barmely szakirodalomban ismert veéddcsoport lehet, és igy egy X vegyu-
leten védett vegyduletet allitunk eld. Lasd példaul Greene, T.W. és munkatarsai,

Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley and Sons, Inc. (1991) kézle-

ményt, amelyet referenciaként adunk meg. Ebben az esetben a "védécsoporttal
ellatott" elnevezés alatt azt ertjik, hogy a funkciés csoport nem tud reakcioba
lépni. Amennyiben a funkcids csoportot tartalmazdé X molekulat reagaltattuk R1
molekulaval Rq-X aitalanos képletli molekula és nem R4-X-R altalanos képlet
molekula keletkezik. Miutan az R;-X altalanos képletl molekulat eléallitjuk a blok-
kolé vagy veddcsoportot eltavolitjuk, mielétt az R, molekulaval végrehajtanank a
reakciét. A "véddcsoport nélkili" elnevezés alatt azt értjuk, hogy a védécsoportot
eltavolitjuk vagy a funkciés csoportot mas a reakcié szamara rendelkezésre alié-

va alakitjuk.



: 39

Mas eljaras szerint hetero-dumbbell molekulakat allithatunk elé ugy, hogy
az R, molekulat felesleg disz-aktivalt polimerrel reagaltatjuk és igy R;-X altalanos
képletli molekula képzddését segitjik el6. Miutan a reakcid befejezodott az
R4-X-R, altalanos képletli molekulat a reakciocelegybdl kromatografias eljarasok-
kal, amelyek a szakirodalomban jél ismertek, elvalasztjuk, amely kromatografias
eljaras lehet (példaul ioncseréld kromatografia). Ezt kdvetden az R4-X altalanos
képletd molekulat R, molekulaval reagaltatjuk és igy R1-X-R; aitalanos kepletd
molekulat allitjuk eld.

(d) Amennyiben a 4(a) Iépésben vagy a 4(c) lépésben PEGilezett
mutans nem tartja meg bioldgiai aktivitasat, akkor a reakciot ujra kezdjuk és a
természetes proteinbdl kiindulva egy eltéré mutanst képeziink, majd megismetel-
jik a 4(b) és a 4(c) lépéseket. Ezt kdvetden meg megtehetjik, hogy a polimer X
molekulatomegét megvaltoztatjuk és igy a biologiai aktivitast biztositjuk és opti-
maljuk.

(5) Az egynél tobb szabad ciszteint tartalmazo proteinek eseteben mono-
PEGilat képzést végzink, majd biologiai tesztvizsgalatot hajtunk végre €s ezutan
reagaltatjuk a bifunkcionalis PEGilezési reagenssel. Amennyiben nagyobb foku
vagy rendi szerkezetek képzddnek, példaul tébb mint két protein valik PEG-kap-
csolta, a dumbbell vegylileteket kromatografias eljarasokkal egymastdl elvalaszt-
juk, amely eljarasok a szakirodalomban jol ismertek. Amennyiben az elvalasztasi
eljaras barmely okbol nem kivanatos az egyik szabad ciszteint elhagyjuk vagy
helyettesitjik egy mas aminosavval €s a 4(b) reakciolépést hajtjuk végre.

(6) A nem protein tipusu biologiai aktiv R vegylletek esetében alakitsunk ki

szabad szulfhidrilcsoportokat, amelyek alkalmasak a X polimerhez torténd kap-
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csolasra. A molekulaba, amennyiben kivanatos, szabad szulfhidrilcsoportokat ve-

zetlnk be.

A szakember megvalaszthatja, modosithatja, kiegészitheti vagy elhagyhat-
ja a fenti |épéseket. Peldaul a szakember valaszthatja, hogy az aktiv fehérjeket
bifunkcionalis-PEG molekulaval reagaltatja és a mono-PEGilezési |épést elhagy-
ja.

Szamos talalmany szerinti dumbbell molekulat eldallitottunk illetve eldalli-
tottak. A WO 92/16221 szamu kozzétett PCT szabadalmi bejelentésben, amelyet
referenciaként adunk meg, leirtak az alabbi dumbbell vegylletek eléallitasat bisz-
maleimido-PEG alkalmazasaval: 30kDa TNF inhibitor homo-dumbbell 1-2 inhibitor
hetero-dumbbell, a klasszikus Uton komplementer rendszert inhibialé homo-
_dumbbell, és IL-1ra, valamint PDGF hetero-dumbbell.

Szamos talalmany szerinti konjugatumot vagy vegyuletet (altalaban "konju-
gatok") tartalmazo gyogyszerkészitmenyt allithatunk eld. Ezek a konjugatumok
gyogyszereszetileg elfogadhato hordozdanyagba foglalhatok és igy talaimany
szerinti gydgyszerkészitmeny allithato eld. A "gyogyszerészetileg elfogadhato
hordozoanyag" elnevezés alatt, nem toxikus, altalaban inert, az aktiv hatéanyag-
gal kélcsénhatasba nem lépd hordozoanyagokat értink, amelyek az egyes hato-
anyagot illetve a beteget ellentétes befolyassal nem karositjak. Alkalmas hordo-
z6anyagokat vagy kiszereléanyagokat a szokasos gyogyszerészeti kézlemények-

ben leirtak, mint példaul a Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th ed., Mack

Publishing Co., Easton, PA (1980) kézleményben, amelyet referenciakent adunk
meg. Az ilyen hordozoanyagok példaul lehetnek vizes oldatok, mint példaul hidro-

gén-karbonat pufferek, foszfat pufferek, Ringer oldatok és fizioldgiai sboldat.
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Ezen tuimenden a hordozoéanyag egyéb gyogyszerészetileg elfogadhato seged-
anyagokat is tartalmazhat, abbol a célbdl, hogy a pH értékét, az ozmozis jellem-
z6ket, a viszkozitast, az attetszéséget, a szint, a sterilitast, a stabilitast, az oldé-
das sebességét vagy a készitmény szagat megvaltoztassuk.

A gyogyszerkészitményeket a szakirodalomban ismert eljarasokkal allithat-
juk elé, mint példaul az egyes reagensek egyszer( keverésével. A szakember
meg tudja valasztani a gyégyszerészetileg elfogadhato hordozdanyagot illetve a
készitmeny eldallitasi eljarast, attd! fuggden, hogy milyen maédon vagy uton kivan-
ja a készitményt alkalmazni.

Az egyik megvaldsitas szerint a hordozéanyagot és a konjugatumot ugy
elegyitjtk, hogy egy fizioldgiailag kompatibilis lassu hatdéanyag kibocsatasu ké-
szitményt nyerjink. Az ilyen hordozéanyagban az elsddleges olddszer lehet vizes
vagy nem vizes tipusu. Ezen tulmenden a hordozdanyag tartalmazhat egyeb,
farmakoldgiailag elfogadhaté modositd segedanyagokat, amelyek fenntartjak a
pH-t, az ozmdzis jellemzoket, a viszkozitast, az attetszéséget, a szint, a sterili-
tast, a stabilitast, az oldodasi sebességet vagy szagérteket vagy ezt modositjak a
készitményben. Hasonloan a hordozdéanyag még egyeb gyogyszerészetileg elfo-
gadhaté modositdé segédanyagokat tartalmazhat, amelyek modositjak vagy fenn-
tartjak a konjugatum stabilitasat, oldodasi sebességet, kibocsatasi sebességeét
vagy abszorpcidjat. llyen segédanyagok olyan anyagok lehetnek, amelyeket szo-
kasosan kereskedelmileg alkalmaznak a parenteralis adagolas céljara alkalma-
zott dozis formakban, amely lehet egységdozis vagy tébb dozisu forma.

Amikor a gyogyszerkészitmény eléallitottuk ezt steril ampullakban oldat

formaban, szuszpenzidé formaban, gel formaban, emulzié formaban, szilard for-
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maban vagy dehidratalt vagy liofilizalt por formaban tarolhatjuk. Az ilyen készit-
ményeket tarolhatjuk egy kénny( alkalmazasi formaban vagy egy kozvetlen ada-
golas elétt rekonstituciot igénylé formaban. Elényds tarolasi forma az ilyen ke-
szitmények esetében a legalabb 4 °C, elénydsen -70 °C hémeérseklet értéken
térténd tarolas. Tovabba elényds, hogy a konjugatumot tartalmazé készitmenye-
ket fiziologiai pH érték mellett vagy ekozeli értéken taroljuk s adagoljuk. A Kisér-
letek alapjan feltételezziik, hogy a magas pH értékek melletti adagolas (azaz na-
gyobb mint 8 pH) vagy az alacsony pH értek mellett (azaz kisebb mint 5 pH) nem
kivanatos.

A konjugatumokat tartalmazo készitmények adagolasi utja szisztemas
esetben lehet szubkutan, intramuszkularis, intravénas, oralis, intranazalis,
vaginalis vagy rektalis kup adagolas. Elénydsen a konjugatumot tartalmazo ke-
szitmények adagolasi formaja lokalis kibocsatas céljara iztletbe torténd, legcsdbe
torténé adagolas vagy a légzérendszerbe végzett belltetés vagy inhalalas. Ezen
tuimenden kivanatos lehet, hogy a konjugatumokat a taplalkozasi belrendszer
adott helyzetébe adagoljuk vagy oralis adagolas segitségével, amelyben a megfe-
lelé készitményben foglalt konjugatumot adagoljuk vagy valamely eszkéz segit-
ségéevel.

Példaul az osteoporosis és egyéb csontvesztéssel jard betegségek kezelé-
sében alkalmasan elészér egy intravénas bolus TNF inhibitor konjugatumot ada-
golunk, majd IL-1 inhibitor konjugatumot adagolunk és ezt egy folyamatos intra-
vénas infuzioban adagolt TNF inhibitor konjugat adagolasa és IL-1 inhibitor kon-
jugatum adagolasa kévet. Az oralis adagolas céljara a konjugatot kapszulaba

foglaljuk. A kapszulaba foglalt konjugatot kereskedelemben kaphat¢ szilard dozis-
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formakban alkalmazott gyogyszerészetileg elfogadhatd hordozdanyagokkal
egyltt vagy enélkul alkalmazhatjuk. Ei6nyosen a kapszulat ugy alakitjuk ki, hogy
a készitmény aktiv része a gasztrointesztinalis traktusban, azon a helyen kerGljon
kibocsatasra, ahol a bioldgia felszivodasa maximalis és a preszisztémas lebomlas
minimalis. Mas segédanyagokat is alkalmazhatunk, amely el6segitik a konju-
gatum abszorpcidjat. Ezen tulmenden higitdanyagokat, izesitéanyagokat, ala-
csony olvadaspontu viaszokat, néveényi olajokat, kenéanyagokat, szuszpendalo-
szereket, tabletta dezintegraloszereket és kétdéanyagokat is alkalmazhatunk.

Az adagolas tjatol figgetlentl az adott dozist a kezelt beteg koruibeldli
testtdmege alapjan szamitjak. A megfeleld dézis kialakitasaban szerepet jatsz6
mas faktorok a betegség vagy rendellenesség tipusa, amelyet kezeini vagy meg-
elézni kivanunk, az adagolas Utja, a beteg kora, neme illetve egészsegi allapota.
Bizonyos megvaldsitas soran az adagolast ugy tervezzuk, hogy a beteg verara-
maban egy elére megvalasztott konjugatum koncentraciot biztositsunk. Példaul
feltételezhetd, hogy amennyiben a TNF inhibitor és az IL-1 inhibitor keringési
rendszerben valo fenntartott koncentracioja kisebb mint 0,1, ng/ml plazma nem
hatasos a készitmény, mig amennyiben a meghosszabbitott idétartamon at
fenntartott keringési rendszerbeni koncentracié 10 pg/ml érték ez nem kivanatos
hatasokat is okozhat. A megfeleld dozis kialakitdsanak modszere mindenegyes
fenti készitmény esetében szokasosan ismert a szakember szamara és ezt rutin-
szeriien elvégezhetik kiilénésebb, elézetes vizsgalatok nélkl, és felhasznalhatjak
erre az itt kozolt dozis informaciokat és tesztvizsgalatokat. A dozis értékeket jol

beallithatjak annak felhasznalasaval, amit a tovabbiakban a példakban leirunk
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illetve a tesztvizsgalatok alapjan, amelyeket az alkalmazott dozisok esetében el-
végeztiink és a megadott dozis - valaszfiggvény adatok alapjan.

Megjegyezendd, hogy a konjugat készitményeket, amelyeket a fentiekben
leirtunk, allatgyogyaszati tovabba human alkalmazasra is felnasznalhatjuk és igy
a "beteg" elnevezés alatt nem limitait kort értink. Amennyiben allatgyogyaszati
felhasznalasra alkalmazzuk a talaimany szerinti vegyuleteket a dozis hatarertekek
a korabban leirtak lehetnek.

A talalmany szerinti vegyuleteket és eléallitasi eljarasokat az alabbi példa-
kon reszletesen bemutatjuk. A példak nem jelentik a talalmany targykorének kor-

latozasat.

1. példa

Eloallitasi eljaras

A reakciolépéseket az alabbi egyenletekkel jellemezzik:

(1) PEG-OH + CH3SO,Cl — PEG-OSO,CHj

(2) PEG-0SO,CH3 + HSCH,CH,OH — PEG-SCH,CH,OH

(3) PEG-SCH,CH,0H + H;0; — PEG-SO,CH,CH,OH

(4) PEG-SO,CH,CH;OH + SOCl; - PEG-SO,CH;CH,CI

(5) PEG-SO,CH,CH,Cl + NaOH — PEG-SO,-CH=CH; + HCI

A fenti reakciokat az alabbiakban egyenként részletesen ismertetjuk.

1. reakcid: Az 1. reakcidlépésben bemutatjuk a polietilén-glikol metan-
_szulfonil-észterének eldallitasat, amelyet masnéven polietilén-glikol-metan-

szulfonat vagy polietilén-glikol-mezilat névvel jelolink. Az agynevezett tozilat-
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-szarmazékok, valamint a halogenid-szarmazékok hasonlé eljarassal allithatok
elé, amelyek a szakember szamara ismertek.

A mezilat eléallitas céljara 25 g PEG vegyuletet allitunk el6, amelynek mo-
lekulatémege 3400 és amelyet azeotrop desztillacio segitségével 150 ml toluol
alkalmazasaval szaritunk. Koérulbelil a toluol felét kell ledesztillalnunk ahhoz,
hogy a PEG vegylletet megszaritsuk. Ezt kovetden az elegyhez 40 ml diklérme-
tant adagolunk és igy egy kevert PEG toluol-diklérmetanos oldatot nyertink. Az
oldatot ezutan jeges hatéfirdovel lehitjuk, majd a lehtott oldathoz 1,23 ml
desztillalt metan-szulfonil-kloridot adunk, amely témeg szamitasban 1,6 ekviva-
lens mennyiségl a PEG hidroxilcsoportokra vonatkoztatva. Ezt kovetben az
elegyhez 2,66 ml szaraz trietilamint adunk, amely tomeg vonatkozasaban 1,3 ek-
vivalens a PEG-hidroxilcsoportokra. Az "ekvivalens témeg" elnevezés alatt azt
értjiik, hogy ez az "elegyitett tomeg" és a vegyulet azon tomege, amely 1 ekviva-
lens témegl PEG-hidroxilcsoporttal reagal.

A reakcidelegyet éjszakan at kevertik, amely idétartam alatt szobahémer-
sékletre melegszik. A trietil-ammonium-hidroklorid az elegybdl csapadékkent ki-
valik és a csapadékot sziiréssel eltavolitjuk. Ezt kévetéen a szlrlet térfogatat ro-
tacios beparlon 20 mi térfogatra csokkentjik. A mezilat terméket 100 ml hideg
szaraz etil-éter adagolasaval csapadékként levalasztjuk. A magmagneses rezo-
nancia spektrum (NMR) azt mutatja, hogy a hidroxilcsoportok 100%-o0s konverzié-
ja tértént mezilat-csoportokka.

2. reakcid: A 2. reakcidlépésben bemutatjuk a polietilén-glikol-merkapto-
-etanol eldallitasi eljarasat, amelynek soran a mezilat vegyuletet merkapto-eta-

nollal reagaltatjuk. A reakcié soran a metanszulfonat-csoport a PEG molekulaban
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szubsztitucios reakcidt szenved. A merkapto-etanol-csoportban talalhaté kenatom
kézvetlentl a PEG molekula szén-szén kétéséhez tartozd szénatomhoz kapcso-
lodik.

Az 1. reakciolépésébdl szarmazo mezilat 20 g-jat 150 mi desztillalt vizben
oldjuk. A vizes mezilat oldatot jeges flrdébe torténo meritéssel lehatjik. A leh(tott
oldathoz 2,37 ml merkapto-etanolt adunk, amely tomegaranyban 3 ekvivalens
mennyiségli a PEG-hidroxilcsoportokra vonatkoztatva. Ezen tuimenden az elegy-
hez 16,86 ml 2n NaOH bazist adagolunk. A reakcicelegyet 3 6ran at visszafolya-
tas melletti forras hémérsékletre melegitjik.

Ezt kévetden a polietilén-glikol-merkapto-etanol terméket haromszor diklor-
metannal extrahaljuk kérulbelil 25 ml diklormetant alkalmazva minden egyes al-
kalommal. A szerves frakciokat egyesitjuk, majd vizmentes magnézium-szulfaton
megszaritjuk. A kapott elegy térfogatat 20 mi térfogatra cstkkentjik, majd a ter-
méket 150 ml hideg szaraz éter alkalmazasaval csapadékkent levalasztjuk.

NMR spektrum [dg-DMSO (dimetil-szulfoxid)]: PEG-SCH,CH,OH: 2.57 ppm,
triplet, -CH,S-; 2.65 ppm, triplet, -S-CH,-; 3.5 ppm, hatsd kotés; és 4.76 ppm,
triplet, -OH. Az -S-CH,-csoport csucsanak integralt értéke 100% szubsztitucidt
mutat.

3. reakcio: A 3. reakciélépésben bemutatjuk a polietilén-glikol-merkapto-
-etanol termék peroxiddal végzett oxidacios eljarasat, amelyben a kénatomot (S)
szulfoncsoportta (SO,) alakitjuk és igy PEG-B-hidroxi-szulfon vegyuletet allitunk
eld.

20 g PEG-SCH,CH,0H vegyuletet oldunk 30 m! 0,123m volframsav oldat-

ban, majd a keveréket jeges firdével lehdtjik. A Wolframsav oldatot Ugy keészit-
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juk, hogy a savat natrium-hidroxid oldatban oldjuk pH = 11,5 érték mellett, majd a
pH értéket jégecet segitségével 5,6 értékre allitjuk be. Ezt kbvetéen az elegyhez
20 ml desztillalt vizet és 2,88 ml 30%-0s hidrogén-peroxid oldatot adunk, amely
2,5 témeg ekvivalens a hidroxilcsoportokra vonatkoztatva. A Wolframsav oldathoz
ezzel egyiitt polietilén-glikol-merkapto-etanolt adagolunk, majd a reakcidelegyet
hagyjuk éjszakan at szobahémérsékletre melegedni.

Az oxidalt terméket 3 x 25 ml diklérmetan segitsegével extrahaljuk. Az
egyesitett frakciokat hig vizes natrium-hidrogénkarbonat oldattal mossuk, majd
vizmentes magnézium-szulfaton megszaritjuk. Ezutan az elegy térfogatat 20 mi
értékre csokkentjiuk. A PEG-R-hidroxi-szulfon terméket hideg szaraz etil-éter ada-
golasaval csapadékként levalasztjuk.

NMR spektrum (d-DMSO): PEG-SCH;CH,OH: 3.25 ppm, triplet,
-CH,-SO,-: 3,37 ppm, triplet, -SO,-CH,-; 3.50 ppm, hatsd kéteés; 3,77 ppm, triplet,
-CH,OH;: 5,04 ppm, triplet, -OH. Az 5,04 ppm érteknél jelentkezé hidroxilcsoportra
vonatkozd csulics 85%-os szubsztituciét jelent, azonban a 3,37 ppm értékénel az
-S0,-CH,- csoportra vonatkozd cstics 100%-os szubsztitucidt mutat es ez valé-
szinlleg megbizhatdbb.

4. reakcio: A 4. reakcidlépésben bemutatjuk a szintézis utolso lépését, az
izolalast és a polietilén-glikol-kldr-etil-szulfon jellemzését.

A termék eldallitasa céljara 20 g PEG-SO,CH,CH,0OH vegydiletet, azaz
PEG-R-hidroxi-szulfont oldunk 100 mi frissen desztillalt tionil-kloridban, majd az
oldatot éjszakan at visszafolyatas melletti foras hémérsékleten forraljuk. A tionil-
-kloridot kinolinro! desztillalt formaban alkalmazzuk. Ezt kévetden a tionil-kloridot

desztillacio segitségével eltavolitjuk. A kapott maradékhoz 50 ml toluolt és 50 mi
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diklormetant adagolunk, majd ezeket az oldészereket desztillacio segitsegevel
eltavolitjuk.

A PEG-klér-etil-szulfon termék izolalasa céljabdl az elegyet 20 mi diklor-
metanban oldjuk, majd 100 mi hideg szaraz etil-éter adagolasaval a termeket
csapadékként levalasztjuk. A csapadékot 50 mi etilacetat oldészerbdl atkrista-
lyositjuk és igy a terméket izolaljuk.

NMR spektrum: PEG-SO,CH,CH,CI (ds-DMSO): 3,50 ppm, hatsoé koétés;

3.64 ppm, triplet, -CH,SO»-; 3,80 ppm, triplet, -S0,-CH>-. A 3,94 ppm érteknél kis

mennyiségl hidroxilcsoportra jellemzd szennyezés triplet jelenik meg. A szubszti-

tucié szamitasa ezen az alapon igen nehéz, mivel a jelentds csucsok igen kozel

talalhatok ehhez a cstcshoz, amelyek a hatso kétésre jellemzoek.

5 reakcio: Az 5. reakcidlépésben bemutatjuk a 4. reakcidlépésbél szarma-

z6 polietilén-glikol-klor-etil-szulfon atalakitasat polietilén-glikol-vinil-szulfonna, va-

lamint a termék izolalasat és a vinil-szulfon-termeék jellemzeseét.

A PEG-vinil-szulfont kénnyen eléallithatjuk ugy, hoéy a szilard PEG-klor-
_etil-szulfont diklormetan oldészerben oldjuk, majd az oldathoz 2 ekvivalens
NaOH bazist adagolunk. Az oldatot ezutan leszirjik, hogy a bazist eltavolitsuk,
majd az olddszert elparologtatjuk és igy a végtermeket nyerjik, amely
PEG-S0,-CH=CH, képleti vegytilet, azaz PEG-vinil-szulfon.

A PEG-vinil-szulfont NMR spektrum segitségével analizaljuk (de-DMSO,
dimetil-szulfoxid oldoszer): 3,50 ppm, hatso kétés; 3,73 ppm, triplet, -CH2-SO;;

6,21 ppm, triplet, =CH,; 6,97 ppm, dubblett, -SO,-CH-. A 6,97 ppm értéknél je-

lentkezd -SO,-CH- cstics 84%-os szubsztituciot jelez. A 6,21 ppm ertéknél jelent-

kezd csucs a =CH, csoportra vonatkozdan 94%-os szubsztiticiot jelent. A mer-
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kapto-etanollal és 2,2'-ditio-dipiridinnel végzett titralas 95%-os szubsztituciot mu-

tat.

2. pelda

Tiol-szelektiv reaktivitas

A 2. példa szerinti eljaras bemutatja, hogy a PEG-vinil-szulfon és ennek
prekurzora a PEG-klor-etil-szulfon joval nagyobb reaktivitast mutat a tiolcsopor-
tokkal (-SH) szemben mint az aminocsoportokkal (-NH,-) szemben vagy az
iminocsoportokkal (-NH-) szemben. A tiolcsoportot tartalmazo vegyuletek olyan
szerves anyagok, amelyek az alkoholokhoz hasonléak, amely alkoholok hidroxil-
csoportot -OH tartalmaznak, azzal az eltéréssel, hogy a tiolcsoportok oxigén he-
lyett kénatomot tartalmaznak a csoportban. A tiolcsoportokat esetenként, mint
ahogy korabban is tettik, szulfhidril-csoportoknak vagy merkapto-csoportoknak
nevezzuk. A PEG-vinil-szulfon egy -SO,-CH=CH; vinil-szulfon-csoportot tartal-
maz. A PEG-klér-etil-szulfon egy -SO,CH,CH,CI-klor-etil-szulfon-csoportot tartal-
maz.

A polimerek szelektivitasa jelentés, mivel ez azt jelenti, hogy a cisztein-
egységekkel (amelyek -SH csoportot tartalmaznak) reagainak és ezeket elonyben
részesitik a lizin-maradékokkal szemben (amelyek -NH, csoportokat tartaimaz-
nak) valamint a hisztidin-egységekkel szemben (amelyek -NH- csoportokat tar-
talmaznak). A PEG-vinil-szulfon ticlokkal szembeni szelektivitasa azt jelenti, hogy
az ilyen PEG szelektiven kapcsolodik a cisztein-egységekhez és igy megdrzi az
adott proteinek aktivitasat, illetve ezzel szabalyozni lehet a proteinhez kapcsolédo

PEG-molekulak szamat.
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A PEG-vinil-szulfonok relativ reaktivitasat a tiolcsoportokkal, illetve az
aminocsoportokkal szemben ugy hataroztuk meg, hogy mértuk a reakcid sebes-
ségeét, amelyben a PEG-vinil-szulfon N-a-acetil-lizin-metilészterrel, illetve mer-
kapto-etanollal reagal. Az N-a-acetil-lizin-metilészter egy lizin modell vegydlet,
amely aminocsoportot tartaimaz és ez a Lyz-NH; képlettel jellemezhets. A mer-
kapto-etanol cisztein-modellként szerepel, amely tiolcsoportot tartalmaz és ezt a
Cys-SH jeldléssel jeldljik. A PEG-kior-etil-szulfon relativ reaktivitasat hasonld
maédon hatarozzuk meg. Ez a molekula mint igynevezett "védett" molekula sze-
repelhet a vinil-szulfonnal szemben, mivel ez stabil savas kérulmények kozott,
azonban bazis adagolasaval PEG-vinil-szulfonna alakul at.

A PEG-vinil-szulfon és a PEG-klor-etil-szulfon prekurzor aktivitasat, illetve
reaktivitasat pH 8,0; pH 9,0 és pH 9,5 értékek mellett vizsgaljuk. A pH értéket
szabalyozd pufferek 0,1m foszfat volt pH 8,0 értékénél és 0,1m borat volt a pH
9,0 valamint a pH 9,5 érteknél. A merkapto-etanol-reaktivitas mérese céljabdl a
két pufferhez 5 mmol etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA) adagoltunk, abbol a
célbdl, hogy a tiol diszulfidda torténd atalakulasat késleltessik.

A talalmany szerinti PEG-szarmazékok Lys-NH, molekulaval torténé reak-
cidja soran 3 mmol PEG-szarmazék oldatot adagoltunk keverés kézben 0,3 mmol
Lys-NH; oldathoz, amely megfelelé pufferben készllt és igy biztositotta a fenti
harom bazikus pH értéket. A reakcid elérehaladasat a reakcidelegybe adagolt
fluoreszkamin segitségével vizsgaltuk, amely a maradd aminocsoportokkal egy
fluoreszcens szarmazékot képezett. A reakcio elérehaladasat ugy vegeztik, hogy
50 ul reakcidelegyet adagoltunk 1,95 ml foszfat pufferelt pH 8,0 ertekl elegyhez,

majd az elegyhez 1,0 ml fluoreszkamin oldatot adagoltunk erés keverés kozben.
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A fluoreszkamin oldat 1 ml acetonra vonatkoztatva 0,3 mg fluoreszkamint tartal-
mazott.

A fluoreszcenciat 10 percen at torténd keverés utan mértik. A mérést 390
nm besugarzas érték mellett hajtottuk végre. Enyhe emisszi6 tapasztalhaté 475
nm érték mellett. Nem figyelheté meg reakcid 24 déran belll sem a PEG-vinil-szul-
fon, sem a PEG-klor-etil-szuifon esetében pH 8,0 érték mellett. A pH 9,5 értek
mellett a reakcio lassu, azonban tobb napon at végzett reakcio soran az Osszes
aminocsoport elreagal.

A PEG-vinil-szulfon, valamint a PEG-kiér-etil-szulfon prekurzor Cys-SH ve-
gyulettel térténd reakcidja érdekében 2 mmol PEG-szarmazek oldatot adagolunk
0,2 mmol Cys-SH megfeleld pufferben készuit oldatahoz, amely puffer mindha-
rom fenti pH bazikus értéket biztositja. A reakciot 4-ditio-piridin adagolasaval,
amelyet a reakcioelegyhez végziink, kévetjuk. A 4-ditio-piridin a Cys-SH moleku-
laval reakciéba lép, és igy 4-tio-piridon keletkezik, amely UV sugarzast abszor-
beal.

A reakcio elérehaladasat kévetd tesztvizsgalatot ugy hajtjuk végre, hogy
0,95 ml 0,1m foszfat puffer (pH 8,0), amely 5 mmol EDTA tartaimu elegyéhez 50
ul reakcidelegyet adagolunk, majd ezutan az elegyhez 1 ml hasonlé pufferben
készUuit 2 mmol 4-ditio-piridint adagolunk.

A 4-tio-piridon abszorbcidjat 324 nm hullamhossz mellett mérjuk. A PEG-
-vinil-szulfon és a PEG-klor-etil-szulfon reaktivitasa a Cys-SH vegyllettel szem-
ben nyilvanvald, azonban a PEG-vinil-szulfon nagyobb reaktivitast mutat. 9,0 pH
erték mellett a reakciod 2 percen belll befejezddik, amennyiben vinil-szulfont al-

kalmazunk és 15 percen belll befejezédik, amennyiben klor-etil-szulfont alkalma-
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zunk. Azonban ezek a reakciok tul gyorsan zajlanak le ahhoz, hogy a megfelelo
sebességi allandokat meghatarozhassuk. 8,0 pH ertek mellett a reakciok lassab-
ban zajlanak le, de ebben az esetben is a vinil-szulfon esetében 1 6ran belll befe-
jezédnek és a klor-etil-szulfon eseteben 3 oran belll befejezédnek. A klor-etil-
_szulfon vinil-szulfonna torténd atalakulasa jelentésen lassabb, mint a vinil-szulfon
Cys-SH vegyulettel torténd reakcidja. A klor-etil-szulfon reakcidja a Cys-SH cso-
porttal figg a klor-etil-szulfon vinil-szulfonna térténd atalakulasanak sebességetdl.
Ennek ellenére ezek a reakciosebesség értékek sokkal nagyobbak mint az a se-
besség, amelyet Lys-NH; csoportokkal elérhetunk.

A fenti kinetikai vizsgalatok azt mutatjak, hogy az alabbi térténik. A PEG-
_vinil-szulfon sokkal reaktivabb tiolcsoportokkal szemben, mint aminocsoportokkal
szemben. Ez azt jelzi, hogy egy cisztein és lizin tartalmu protein esetében a PEG-
-vinil-szulfon kapcsolddasa elsésorban a cisztein-egységekkel torténik. Mivel a
reaktivitas az aminocsoportokkal szemben hasonlé az iminocsoportokkal szem-
beni reaktivitassal, a hisztidin-csoportok reaktivitasa ugyancéak sokkal alacso-
nyabb mint a cisztein-csoportok reaktivitasa. Ezen tulmenden a tiolcsoportokkal
szemben szelektivitas alacsonyabb pH értékek esetében a PEG-klor-etil-szuifon,
valamint a PEG-vinil-szulfon estében is megnévekszik, habar a PEG-klor-etil-
-szulfon reakcioja bizonyos mértékben lassabb.

A PEG-szarazékok kdzul szamos szarmazék alkalmazhatosaga limitalt,
mivel ezek vizzel gyorsan reagalnak, és igy vizes kérilmények kozott nem kepe-
sek a molekulak, illetve feluletek megfelelé szarmazékaival reagalni. Az alabbi 3.
példaban bemutatjuk, hogy a PEG-vinil-szulfon, valamint a PEG-klor-etil-szulfon

vizben stabilis.

*e  oswse
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3. példa

Hidrolitikus stabilitas

PEG-vinil-szulfont oldunk nehézvizben (D,0, deutérium-oxidban), majd az
oldodast NMR spektrum segitségével kévetjuk. Nem tértenik reakcio. PEG-klor-
_etil-szulfon oldatot, amely PEG-vinil-szulfont képez nehézvizben, borat pufferrel
pufferelink pH 9,0 értékre. Az NMR spektrum segitségével mért érték azt mutat-
ja, hogy amennyiben a PEG-vinil-szulfon kialakul, ez nehézvizben 3 napon at
stabil.

A PEG-klor-etil-szulfon vizben stabil mindaddig amig az oldat bazikussa
nem valik, majd ebben az esetben vinil-szulfonna alakul at. A vinil-szulfonna tor-
ténd atalakulast agy mérhetjik, hogy a PEG-klor-etil-szulfont pH 7 értéknél vizben
oldjuk, majd borat puffer segitségével az oldatot pH 9 értékre lugositjuk. A PEG-
szarmazékot diklormetannal extrahaljuk. A diklérmetant elparologtatjuk, majd a
terméket NMR spektrum segitségével analizaljuk, amely azt mutatja, hogy a
PEG-klor-etil-szulfon pH 7,0 semleges érték mellett stabil, bazissal azonban rea-
gal és igy PEG-vinil-szulfon keletkezik.

A vinil-szulfon tébb napon at vizben stabil még bazikus pH értékek meliett
is. A PEG-vinil-szulfon nagymérték( hidrolitikus stabilitasa és tiol-specifikus reak-
tivitasa azt jelzi, hogy a PEG-vinil-szulfon és ennek prekurzorai alkalmasak mole-
kulak és feliletek médositasara vizes kérilmények kézétt, amelyet a 4. példa

szerinti eljarasban bemutatunk.
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4. példa

BSA veqyllethez torténd konjugalas

A protein médositast ugy mutathatjuk be, hogy a PEG-szarmazékot marha-
szérum albumin (BSA)-hoz kapcsoljuk kulénféle eljarasok segitsegével. Két elja-
rast alkalmazhatunk. A BSA (marhaszérum albumin) egy fehérje vegyulet. A ter-
mészetes nem maddositott BSA cisztin-csoportokat tartalmaz, amelyek nem tar-
talmaznak tiolcsoportokat. A cisztin-egységek diszulfid-kotésekben S-S vesznek
reszt.

Az elsé eljaras szerint 5000 molekulatémegi m-PEG (monometoxi-PEG)-
vinil-szulfont reagaltatunk nem modositott BSA vegyulettel. A reakciot 24 6ran at
0,1m borat-pufferben 9,5 pH érték mellett szobahdmeérsékleten veégezzuk. Az ol-
dat tovabba 1 mg DSA és 1 mg m-PEG-vinil-szulfon (amelynek molekulatémege
5000) tartalmu 1 ml oldatra vonatkoztatva. A 2. példa szerinti eljarasok szerinti
modell vegyuletek azt mutatjak, hogy a lizin-csoportok (és talan a hisztidin-mara-
dékok is) ilyen viszonylagosan bazikus kérilmények k6z6tt modosulnak és a sza-
bad tiolcsoportok jelenléte nélkul reakciora alkalmasakka valnak.

A lizin-csoportokhoz valé kapcsolodast két médon mutatjuk ki. Az elso
maodszer szerint méretmeghatarozé kromatografiat végzink, amely a protein mo-
lekulatémegét mutatja, ami kortibeltl 50%-kal megndvekedett és ez azt jelenti,
hogy kérulbelil 10 PEG molekula kapcsolédott a proteinhez. A masodik vizsgalat,
amely fluoreszkamin analizis, azt mutatja, hogy a BSA molekulaban a lizin-
csoportok korilbeltl 10 mértékben redukalddtak.

A masodik eljaras szerint a BSA molekulat tributil-foszfinnal reagaltatjuk, és

igy az S-S diszulfid-csoportokat tiolcsoportokka (-SH) alakitjuk, amelyek a reakci-
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4ban reaktansokkent szerepelhetnek. Ezt kévetoen a modositott BSA molekulat
PEG-klor-etil-szulfonnal pH 8,0 értéken reagaltatjuk 0,1m foszfat-pufferben szo-
bahémérsékleten. A reakciot 1 oran at végezzik és a kapott oldat 1 mg modosi-
tott BSA molekulat tartalmazott, tovabba 1 mg m-PEG-kior-etil-szulfont (molekula-
tomege 5000) tartaimazott milliliterenkent. Az eredmény azt mutatja, hogy a lizin-
-csoportok ilyen kérilmények k&zott nem reaktivak, ugyanakkor a jelenievd
tiolcsoportok reaktivnak mutatkoztak.

A PEG molekula kapcsolddasat a fehérjehez (protein) ugy mutathatjuk ki,
hogy méretkizaro kromatografiat alkalmazunk. Ez az eljaras azt mutatja, hogy a
protein molekulatémege korulbelil 25%-kal megnovekedett. A fluoreszkamin
analizis nem jelzett valtozast a lizin-csoportok szamaban a proteinben es ez azt
jelenti, hogy a PEG kapcsolodas nem a lizin-csoportokon tortént. A tiolcsoporto-

kon térténd szubsztitucio ezzel bizonyitott.

5. példa

Vinil-szulfon-NH-észter hetero-bifunkcionalis PEG (3,400) reagens

eldallitasa

A PEG—(3,400)—m-vinil-szulfon-a-propionsav szukcinimidil-észtert tébb lé-
pésben allitjuk eld. Az 1. Iépésben a PEG-(3,400)-0-hidroxi-a-propionsavat allitjuk
eld. A 2. lépésben az etilésztert o-mezilat-szarmazékka alakitjuk. A 3. lépésben a
metzilat-szarmazékot alkaimazzuk az o-tio-etanol-szarmazék eldallitasara. A 4.
lépésben a tio-etanol-szarmazékot a megfelel6 o-hidroxi-szulfonna alakitjuk. Az

5. lépésben a hidroxi-szulfon-vegyuletet az w-vinil-szulfonna alakitjuk. Ez utobbi
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a-etil-észtert a megfelelé a-propionsavva alakitjuk a 6. reakciolépsében, végul a
propionsav-csoportot szukcinimidil-észter csoportta alakitjuk. A részletes szinteti-
kus eljarast az alabbiakban bemutatjuk.

1. reakciélépés: 15,0 g PEG-(3,400)-o-vinil-szulfon-a-propionsav, 75 mi
vizmentes etilalkohol és 3 mi kénsav elegyét 1 6ran at visszafolyatas melletti for-
ras hémeérsékletre melegitjik. Ezt kévetden az elegyet szobahémersékletre hit-
juk, majd az elegyhez 50 ml vizet adagolunk és ezutan az elegy pH értéket natri-
um-hidrogénkarbonat segitségével 7 értékre allitjuk be. Az elegybdl ezt kovetden
vakuumban rotacios beparlon 55°C hémérsékleten fél ora idétartam alatt az etil
-alkoholt ledesztillaljuk. A reakcioterméket ezutan 60, 50 és 40 ml diklormetannal
extrahaljuk. A kapott extraktumot vizmentes magneézium-szulfaton megszaritjuk,
majd 50 ml térfogatra beparoljuk. Ezutan a maradékot 400 ml hideg dietil-éterhez
adagoljuk. A kivalt terméket leszrjuk, majd vakuumban megszaritjuk. igy 13,1 g
etil-észtert nyertink. Az NMR spektrum analizis azt mutatja, hogy a termék 49%
propionsav-etilészter-csoportot és 51% PEG-OH-csoportot tartaimaz.

2. reakci6lépés: 13,0 g (0,0038 mol) 1. reakcidlépseben nyert etilészter-
szarmazék 100 mi toluolban készult oldatahoz 2,0 g BHT vegylletet adagolunk és
ezutan visszafolyatas melletti forras hémérsékletre melegitve ezt azeotrop modon
megszaritjuk. Ezt kévetéen a kapott anyaghoz 15 ml szaraz diklérmetant, 0,60 ml
(0,0043 mol, 1,15-sz6ros felesleg) trietilamint és 0,31 mi (0,0040 mmol, 1,07-sze-
res felesleg) mezil-kloridot adagolunk. Az adagolast 5°C homeérsékleten végez-
zUk, majd az elegyet szobahémérsékleten nitrogén atmoszféraban északan at
keverjik. Ezutan az elegyhez 2 ml viz-mentes etanolt adagolunk, majd az elegyet

15 percen at keverjuk. A keveréket ezutan leszirjuk, majd a szlrletbdl vakuum-
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desztillacio segitségével kértlbeltl 70 ml oldoszert elparologtatunk. igy a PEG-o-
-mezilat-a-propionsav-etilészter toluolos oldatat nyerjuk.

3. reakciodlépés: A reakciolépésben korulbelll 40 ml (0,00375 mol) 2.

reakcidlépésben nyert PEG-o-mezilat-a-propionsav-etilészter oldathoz adagolunk

150 ml vizmentes etil-alkoholt 1,79 ml (0,0139 mol, 3,69-szeres felesleg) mer-
kapto-etanolt &s 0,45 g (0,0011 mol, 3,0-szeres felesleg) natrium-hidroxidot,
amely 20 ml vizmentes etilalkoholban oldott. A kapott reakcioelegyet 3 6ran at
nitrogén atmoszféraban 58-62°C hémérsékletre melegitjuk. Ezt kévetéen az ele-
gyet szobahémérsékletre hitjik, majd ecetsav segitségével pH értekét korulbeldl
6,5 értékre allitjuk be. Ezutan az elegybdl 140 ml etilalkoholt vakuumban rotacios
beparlé segitségével 55°C hémeérsékleten 40 perc idétartam alatt ledesztillalunk.
A desztillacié utan a maradékhoz 50 mi diklérmetant adagolunk. A kapott oldatot
desztillalt vizzel mossuk, majd vizmentes magnézium-szulfaton megszaritjuk.
Ezutan az oldatot 30 ml térfogatra beparoljuk, majd a maradékhoz 350 ml hideg
dietil-étert adagolunk. A csapadékkent kivalt terméket leszurjik, majd vakuumban
megszaritjuk. A tio-etanol-szarmazék termelése 11,5 g. Az NMR spektrum azt
mutatja, hogy 52% tio-etanol-csoportot 35% propionsav-etilészter-csoportot es
13% PEG-OH-vegyuletet tartalmaz.

4. reakcidlépés: Ezutan 11,5 g PEG-w-tio-etanol-a-propionsav-etileszter
12 ml desztillalt vizben készult oldatat képezzuik. Ugyanakkor eléallitjuk a Wolf-
ramsav oldatot az alabbiak szerint: 0,14 g Wolframsav, 12,0 mi desztillalt viz és
0,05 g natrium-hidroxid keverékét 6,0 ml vizben oldjuk, majd az oldatot keverjik
és igy egy 11,5 pH értékl keveréket nyerink. A kapott Wolframsav oldathoz

10%-0s NaH,PQ, oldatot adagolunk, amig pH értékét 6,6 értékre allitjuk be. Ezt
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koévetden 12 ml etilészter oldatot adagolunk a 6,6 pH értékl Wolframsav oldathoz
ugy, hogy a pH értéket ismét 6,6 értékre allitjuk be 0,1m NaOH oldat segitségé-
vel. Ezt kévetben a reakckdelegyhez 1,1 ml 30%-o0s hidrogén-peroxidot adago-
lunk, majd az elegyet 19 éran at keverjuk. A keverés vegén a reakciodelegy pH
értéke 6,7. Ezutan az elegyhez annyi 1m NaOH oldatot adagolunk, hogy pH érté-
ke 7,2 értéket vegyen fel. Az elegyet 1 oran at keverjuk, majd 45 ml desztillalt viz-
ben feloldott 5 g natrium-kloridot adagolunk a reakcidelegyhez. A reakcid termé-
két 3 x 50 ml diklormetan segitségével extrahaljuk. Az extraktumot magnézium-
szulfaton megszaritjuk az alabbiak szerint: 10 g poritott magnézium-szulfatot
adunk az extraktumhoz, majd a magnézium-szulfatot 2 éra elteltével leszurjuk. A
magnézium-szulfattal szaritott extraktumot 40 ml térfogatra beparoljuk, majd a
kapott maradékhoz 350 mi hideg dietil-étert adagolunk. A kivalt terméket leszur-
juk, majd vakuumban szaritjuk. A termelés 9,7 g, amely az NMR spektrum alap-
jan 50% hidroxi-szulfon-csoportot, 39% propionsav etilészter-csoportot és 11%
PEG-OH-csoportot tartalmaz.

5. reakcioléepés: 9,6 g (0,00271 mol) PEG-w-hidroxi-szulfon-a-propionsav
etilészter, amelyet a 4. reakcidlépésben allitottunk eld, 50 ml diklormetanban ké-
szUlt oldata, valamint 0,01 g (0,1 tdmeg% a PEG mennyiségére vonatkoztatva)
BHT elegyét szobahdmértsékleten nitrogén atmoszféraban keverjik. Ezt kdvetd-
en az elegyhez 3,00 ml (0,0215 mol, 3,97-szeres felesleg) trietilamint és 0,80 mi
(0,010 mol, 3,81-szeres felesleg) mezil-kloridot adagolunk. A reakcidelegyet 15
percen at keverjik, majd leszlrjik és a szurletet 150 ml diklormetannal higitjuk. A
kapott elegyet ezutan 25 ml 1m sosavval, 25 ml 10%-0s natrium-klorid oldattal és

25 mi vizzel mossuk. Az elegyhez kis mennyiségl Na,HPO, reagenst adagolunk

LXY X1
.
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abbol a célbdl, hogy a vizes fazis pH érteket 7 értékre allitsuk be. Ezt kdvetden a
reakcidelegyet magnézium-szulfaton megszaritjuk, majd 40 ml térfogat értekig
beparoljuk. A kapott oldathoz 400 ml hideg dietil-étert adagolunk. A csapadéekkent
kivalt terméket leszirjik, majd vakuumban szaritjuk, és igy 9,1 g terméket nye-
rink. Az NMR spektrum alapjan az alabbi jellemzéket mérhetjuk: 43% vinil-szul-
fon, 16% mezilat és 35% propionsav, etileszter.

6. reakciolépés: 9,0 g PEG-o-vinil-szulfon-a-propionsav etilészter szarma-
zék 50 mi desztillalt vizben készult oldatahoz 1,0m natrium-hidroxidot (NaOH)
adagolunk, hogy az elegy pH értekét 12,0 ertékre allitsuk be. Ezt kovetden az
elegyet 1,5 oran at keverjuk ugy, hogy a pH értékét 11,9-12,1 értéken tartjuk ido-
szakos 1,0 m natrium-hidroxid (NaOH) oldat adagolasaval. Ezutan az elegy pH
értékeét oxalsav segitségével 3,0 értékre modositjuk. Az elegyhez 5 g NaCl sot
adagolunk, majd a reakcio terméket 3 x 50 ml diklérmetén alkalmazasaval
extrahaljuk. Az extraktumot vizmentes magnézium-szulfaton megszaritjuk, majd
az oldatot 30 ml térfogatra beparoljuk és az oldathoz ezt kovetéen 350 mi hideg
dietil-étert adagolunk. A kivalt csapadékot leszrjuk, majd vakuumban megszarit-
juk. A termelés 6,8 g. A funkcios csoportok eloszlasa NMR spektrum alapjan az
alabbi: vinil-szulfon 40%, propionsav 29%, propionsav etileszter 4% és mezilat
17%. A csapadékot ioncserélé kromatografia segitségével DEAE Sepharose FF
oszlopon tisztitjuk. A tisztitas utan a termelés 3,2 g és az NMR spektrum azt mu-
tatja, hogy a termék 50% propionsav-csoportot, 38% vinil-szulfon-csoportot és 8%
mezilat-csoportot tartalmaz.

7. reakciolépés: 3,0 g PEG-w-vinil-szulfon-a-propionsav, 0,12 g N-hidroxi-

-szukcinimid, 0,21 g DCC (diciklohexil-karbodiimid) 20 ml dikidrmetanban készult
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elegyét éjszakan at nitrogén atmoszféraban szobahémérsékleten keverjik. Ezt
kévetéen az elegyet leszirjuk, majd a sztrlethez 250 mi hideg dietil-étert adago-
lunk. A kivalt csapadékot lesztrjik, majd vakuumban beparoljuk és igy 2,90 g
terméket nyerunk. Az NMR spektrum alapjan az alabbiakat tapasztaljuk:

szukcinimid 50%, vinil-szulfon 38%, mezilat 10% és hidroxi-szulfon 2%.

6. példa

NHS-észter hetero-bifunkcionalis PEG (3.400)-maleimid reagens

eldallitasa

Az NHS-észter-PEG-maleimid reagenst ket lépéses reakcioban allitjuk eld.
Az elsé lépésben a maleimido-PEG-OH vegyletet allitjuk elo. Részeltesebben,
0,1304g maleimido-szukcinimidil-propionatot oldunk 5 mi szaraz diklérmetanban,
majd az oldatot 5°C homeérsékletre hitjik. Ezt kovetben az alabbiakban leirt 0,5 g
PEG-monoamint adagoljuk az elegyhez és ezutan az elegyhez 2 csepp trietil-
amint adunk. Az elegyet 2 oran &t keverjuk szobahémeérsékleten, majd vekony-
rétegkromatogréfia segitségevel megallapitjuk, hogy a reakcio befejezédott. A
vekonyrétegkromatografias analizist n-butanol-ecetsav-viz 4:1:1 eluens alkalma-
zasaval végezzik. Ezutan a reakcidelegyet szarazra paroljuk, majd a maradéekot
15 m! desztillalt vizben oldjuk. Az oldat pH érteket 3 értékre allitjuk be 15 ml 0,5m
HCI oldat segitségével. A kapott elegyet 10 ml diklormetannal extrahaljuk. A szer-
ves fazist magnézium-szulfaton megszaritjuk, leszrjuk, majd 15 ml térfogatra
beparoljuk és ezutan 75 ml hideg éterbe ontjik. A kivalt csapadékot lesz0rjuk,
majd vakuumban szaritjuk. 0,300 g kivant terméket nyerunk, amely az NMR

sepktrum szerint 77% maleimid-csoport és 100% PEG-OH tartalmu.
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A masodik reakciolépésben a maleiomido-PEG-OH vegyuletet maleimid-
-PEG-NHS-észterré alakitjuk. 2 ml diklérmetan, 0,05 ml piridin (1 ekvivalens),

1 ml acetonitril és 0,266 g maleimido-PEG-OH elegyét szobahémeérsékleten nitro-
gén atmoszféraban keverjuk. Az elegyhez 0,070 g (2,5 ekvivalens) N,N-di-szuk-
cinimidil-karbonatot adagolunk, majd a reakcidelegyet éjszakan at allni hagyjuk.
Ezutan a reakcioelegyet koérulbeltl 50 ml hideg éterbe ontjuk, majd a kivalt csa-
padékot lesz(rjik és vakuumban szaritjuk. Az NMR spektrum szerinti vizsgalat
azt mutatja, hogy a szennyezéseket, illetve a terméket masodszor is levalaszthat-
juk, és igy a teljes termelés 0,230 g.

Az elsd lépésben a fentiekben alkaimazott PEG-monoamidot harom lépé-
ses eljarasban az alabbiak szerint allithatjuk els. Els6 lepésben a PEG-mezilat
szarmazékot allitjuk eld. A mezilat-szarmazékbol ezutan amin-szarmazekot alaki-
tunk ki, végul a monoamint elvalasztjuk a nem-szarmazékka alakitott PEG vegyu-
lettdl, valamint a diamin vegyulettol.

1. reakcidlépés: PEG-3,400 (120 g, 0,07164 ekvivalens az OH csoportra
vonatkoztatva) oldunk 580 ml toluolban, amelyet ezutan desztiilacié segitségével
szaritunk. Ezt kovetéen az elegyhez 90 ml diklérmetant, 1,80 ml trietilamint
(0,01291 mol) és 0,83 ml mezil-kloridot (0,01072 mol) adagolunk. A reakcioele-
gyet szobahémérseékleten éjszakan at keverjik, hogy az elegybél 90 mi oldészert
ledesztillalunk vakuum alkalmazasaval. A kapott keveréket leszlrjuk, majd 500
ml-t desztillalunk le a keverékbdl vakuum alkalmazasaval. A maradékot ezutan
800 ml hideg dietil-éternez adagoljuk. A kivalt csapadékszer( terméket leszrjuk,

majd vakuumban megszaritjuk. A termelés 118 g, a szubsztittcio foka 15%.
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2. reakciolépés: Az 1. reakciolépésben nyert 118 g mezilatot és 80 g am-
monium-kloridot 1600 ml tomény vizes NH,OH oldatban oldunk. Az oldatot ezutan
44 oran at szobahémérsékleten keverjik. A reakcié termékét 600, 400, majd 200
ml diklérmetan alkalmazasaval extrahaljuk. Az extraktumot ezt kévetéen 170 ml
2%-0s KOH oldattal, majd 170 ml vizzel mossuk. Ezutan a szerves oldatot mag-
nézium-szulfaton megszaritjuk, majd 200 ml térfogatra beparoljuk. A kapott bepa-
rolt oldatot 800 ml hideg dietil-éterbe ontjuk. A csapadékként kivalt terméket le-
szlrjuk, majd vakuumban szaritjuk. 106 g terméket nyertnk, ahol a szubsztitucio
foka 15,6%.

3. reakciolépés: 45 g 2. reakciolépésben nyert amint oldunk 9 liter vizben,
majd az elegyet SP-Sepharose FF (300 ml 1000 ml citromsav-natrium citrat puf-
ferrel (amely 0,04%-o0s, pH 3,0 értéki), majd vizzel mosott) oszlopra visszuk. Az
SP-Sepharose oszlop rendelkezésre all a Pharmacia, Uppsala, Sweden cég re-
szérdl. A PEG nem szarmazékka alakitott format az oszloprol vizzel mossuk le.
Ezt kévetden a PEG-monoamin-szarmaztékot elualjuk 800 ml 20 mmol NaCl
eluens alkalmazasaval. Az eluatum pH értékét 1m NaOH segitségével 11 értékre
allitjuk be, majd a PEG-monoamin-szarmazékot diklérmetannal extrahaljuk. Az
extraktumot magnézium-szulfaton megszaritjuk, majd az olddszert elparologtat-

juk. 9 g terméket nyerunk.

/. példa

PEG-q.m-bisz-vinil-szulfon eldéallitasa

A 3,400 és 20,000kDa PEG-bisz-vinil-szulfon eléallitasat PEG-diol alkalma-

zasaval, valamint fent leirt altaldnos eljarassal végezzik. A PEG-diol vegydlet a
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Fluka Chemical Corporation (Ronkonkoma, New York) terméke. Ugyanez besze-

rezheté a Nippon Oil and Fat (Tokyo, Japan) cégtdl is.

8. példa

iL-1ra pegilezese PEG-20,000-o,m-bisz-vinil-szulfon alkaimazasaval

Az IL-1ra c84 mutanst a WO 92/16221 szamu kozzétett PCT szabadalmi
bejelentés, amelyet referenciaként adunk meg, eljarasa szerint allitjuk el6. A c84
mutans vagy a természetes (vad-tipusu) IL-1ra konjugalasat PEG-a,w-bisz-vinil-
-szulfon (3,400 vagy 20,000 kDa) alkaimazsaaval 25°C hémeérsékleten pH 6,75-

7 5 értékii citrat pufferben 1 ml csovekben végezzik. A PEG és a protein kon-
centraciot valtoztatjuk. 30 mg/ml protein koncentracié mellett jo konverziét érhe-
tank el 18 oran belil a dumbell molekula eléallitasaban. 0,91 mg/ml protein kon-
centracio esetében (zémében 100 mg/ml protein koncentracio mellett) a dumbbell
vegytileteket elényosen eléallithatjuk 0,03 ekvivalens PEG alkalmazasaval. Ezt
kévetden a dumbbell vegyiletet kromatografias eljarasokkal tisztithatjuk, amelye-
ket leirtak a WO 92/16221 szamu kozzétett PCT szabadalmi bejelentésben,
amelyet referenciaként adunk meg.

Mas eljarasok soran 0,1m Tris-HCI puffert, pH 8,5, amely 30 mg/ml termé-
szetes-tipusu IL-1ra tartalmu, kezelunk 0,53 molekvivalens 20 kDa PEG-bisz-
—vinil-szulfonnal 18 6ran at 25°C homérsékleten. Az SDS PAGE analizis a
dumbbell és a monoaddukt atalakulasat bizonyitja 0,1 mg/ml protein koncentracio
esetében. Amennyiben 1 molekvivalens PEG reagenst alkalmazunk, csak a

monoaddukt keletkezését figyeljuk meg.
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Altalaban a c84 mutans kénnyebben reagal a PEG reagenssel, mint a ter-

meészetes-tipusut molekula.

9. pelda

IL-1ra dumbbell bioaktivitasa

A fent eldallitott c84 dumbbell vegylletet receptor kétédési affinitas szem-
pontjabdl analizaituk a PEGilezett rekombinacids IL-1ra vegyUlettel vagy egér EL-
4 sejtekkel 8sszehasonlitva a WO 92/16221 szamu kozzétett PCT szabadalmi
bejelentésben leirt eljarasoknak megfeleléen, amely bejelentést referenciaként
adunk meg. Az eredrﬁények hasonlé eredményt szolgaltattak mint a két molekula

kotédése.

10. példa
TNFbp c105 mutans PEGilezése PEG-20,000-u,w-bisz-vinil-szulfon

segitsegevel

A TNFbp c105 mutanst a WO 92/16221 szamu kdzzétett PCT szabadalmi
bejelentésnek megfeleléen allitjuk eld, amely bejelentést referenciaként adunk
meg. Mas eljaras szerint a ¢105 mutanst az alabbiak szerint allithatjuk eld.

A c105 mutanst expresszald E. Coli sejteket centrifugalassal kinyerjak. A
sejt iszapot ezutan kérulbeldl a szilard anyag tdmegére vonatkoztatva 40% ned-
vességtartaimu formava alakitjuk tisztitott viz adagolasaval. Ezt kévetben az
elegyhez egyenld mennyiseégl reakciomegszakitd puffert (50 mmol Tromethami-
ne, 4 mmol EDTA, pH 7,2) adagolunk. igy egy kériilbelil 20% nedvességi témeg-

re vonatkoztatott szilard anyagot nyerlnk. A sejt iszapot 6tszér nagynyomasu



65

homogenizalén vezetjik keresztul, amely homogenizalo korulbeldl 8000 psi
(55,200 x 10° Pa) nyomason mukodik. igy egy sejt homogenatumot nyerink,
amelyet 10°C hémérséklet ala vagy ezen hémérsékletre hitlnk, mielétt az egyes
homogenizalo lépéseket végrehajtjuk. Végul a homogenatumot centrifugaljuk,
majd a szilard frakciot kinyerjuk, amely szilard frakcié a ¢105 anyagot tartalmaz-
za. A ézilérd anyagot higitjuk, majd ismét centrifugaljuk, &s igy mosott befoglalt
testeket nyerink.

A mosott befoglalt testeket ezt kévetéen 8m karbamid adagolasaval mos-
suk, tovabba 150 mmol cisztein 50 mmol TRIS oldataval mossuk. A pH erteke
9.5. A keveréket 2 oran at szobahémérsékleten elegyitjuk, mielétt ezeknek az ujra
kialakulé konformaciojat visszaalakitanank. llyen korilmeények kozott a c105 mu-
tans denaturalddik és redukalodik.

A redukalt és denaturalt c105 mutanst Ugy alakitjuk vissza az eredet
konfromacidba, hogy az elegyet 1,1m karbamid 50 mmol Tris eleggyel higitjuk,
ahol a végso eredeti konformaciot visszaalakité oldat 200 pg/mi ¢105 mutans,
1.5m karamid, 7,5 mmol cisztein, 50 mmol Tris tartalmu és pH erteke 9,7. Az ere-
deti konformaciéva visszaalakitott keveréket ezt kovetéen 2 napon at 6-10°C ké-
z6tti hémérsékleten tartjuk. Az eredeti konformacié visszaalakulasat reverz fazisu
nagynyomasu kromatografia (HPLC) segitségével, valamint kationcserélé HPLC
segitségével igazoljuk.

Az Ujra megfelelé konformacioba hozott elegyet ecetsav és sosav segitsé-
gével 5,0 pH értékre savanyitjuk. Ezt kévetéen az elegyet kationcserélé oszlopra
(S-Sepharose nagy agyu gyanta) visszuk, amely oszlopot el6zetesen 25 mmol

natrium-acetat, 65 mmol natrium-kiorid, pH 5 értéki eleggyel 4°C hémérsekleten
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kiegyenlitink. Az olszopot ezt kdvetden ugyanezzel a kiegyenlité pufferrel mos-
suk. Az oszlopot végul gradiens eluenssel elualjuk, amely 65-350 mmol natrium-
-klorid 25 mmol natrium-acetatban készult oldata és pH értéke 5. A ¢105 mutans
koralbeldl 200 mmol natrium-klorid koncentracié melletti eluens esetében
eludlodik és ezt egy frakcidba szedjuk.

A ¢105 mutans tartalmu frakciét 1,5-szeres térfogatu 5m natrium-klorid, 40
mmol natrium-foszfat, pH 6 értékre beallitott, eleggyel higitjuk, majd egy hidroféb
interakcios oszlopra visszik (Toyo Buyl 650 M oszlop). Az oszlopot eiézetesen
3m natrium-klorid, 20 mmol natrium-foszfat, pH 6 eleggyel kiegyenlitjuk. Az osz-
lopra vitelt kbvetden az oszlopot a kiegyenlitd pufferrel mossuk. Ezutan a c105
mutanst linearis 8-szoros oszlop térfogatu csdkkend gradiens eluenssel elualjuk,
amely eluens 3m-1m natrium-klorid, 20 mmol natrium-foszfatban készuilt, pH 6
érték( oldata. A ¢c105 mutanst egy részben gyjtjik. A frakciot kérilbelll 3 g/liter
c105 mutans koncentracié eléreséig beparoljuk, majd 20 mmol natrium-foszfat,
pH 6,0 értékl oldattal szemben diafilizaljuk, am.ig a vegso vezetd képesség ki-
sebb mint 4 mmho értéket ér el (kdrulbelll 6-szoros terfogat szikseges).

A diafilizalt frakciot ezt kdvetéen SP-Sepharose nagyteljesitmény(i oszlopra
visszuk, amelyet elézetesen 20 mmol natrium-foszfat, pH 6,0 oldattal kiegyenlitet-
tunk. Az oszlopra vitel utan az anyagot tovabbi kiegyenlité pufferrel mossuk, majd
ezt kévetden pH/sogradiens eluenssel efualjuk, amely 20 mmol natrium-foszfat,
50 mmol natrium-klorid, pH 6,0 oldattél 20 mmol natrium-foszfat, 50 mmol natri-
um-klorid, pH 6,5 oldatig halad. A c105 mutanst a gradiens eltcié masodik felé-
ben gy(jtjuk kdralbelldl 35 mmol natrium-klorid koncentracié alkalmazasakor. A

c105 mutanst ezt kévetéen fagyasztva tarolhatjuk.
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A ¢105 mutanst PEGilezd reagenssel reagaltatjuk ugy, hogy a PEG rea-
gens molaranya a fehérjére vonatkoztatva 1:1, 2:1, 4:1, 1:1, illetve 0:1 (kontroll).
A reakciét 20 mmol foszfat/20 mmol acetat pufferben, pH 7,5 értéknél 15 éran at
22°C hémérsékleten végezzuk. A reakcidkat ugyancsak elvégezzuk 50 mmol
foszfat pufferben, pH 7,5 vagy 8,5 érték mellett.

A dumbbell molekulava térténd konverzid értékét kationcsereld HPLC
(nagynyomasu folyadékkromatografia) segitségével MA7S oszlop alkalmazasaval
hatarozzuk meg. A konverzié szazaléka koérilbelll 40-60% kozotti. A dumbbell
molekulava torténd konverziot optimaljuk ugy, hogy kérulbeldl 50 mg/ml PEG re-
agens oldatot adagolunk a proteinhez 0,50-0,65 PEG reagen 1,0 TNFbp mutans
molaranyban és a pH értéket 7,5 értéken tartjuk, valamint a reakciét 15 oran at
22°C hémersékleten végezziikk. Amennyiben a PEG aranya a proteinre vonatkoz-
tatva ndvekszik, a monoaddukt képzddése elétérbe kertl. A monoaddukt kepzo-
dést optimaljuk 5:1 PEG reagens:protein molarany alkalmazasaval.

A konjugatum molekulakat S-Sepharose HP oszlop alkalmazasaval kroma-
tografia segitségével tisztitjuk. A reakcidelegy pH erteket 3,0-4,2 értékre allitjuk
be, majd az oszlopra visszik, amely oszlopot elézetesen ugyanilyen pH értékire
allitunk be. Az oszlopot a kiegyenlitd pufferrel mossuk, majd a dumbbell moleku-
lat linearis natrium-kiorid gradiens eluens alkalmazasaval 1,2-1,5 cm/perc aram-
lasi sebességgel elualjuk. A kdvetkezdé molekulakat elualjuk az oszloprol az alabbi
sorrendben: 1) monoszubsztitualt, 2) dumbbell, 3) nem PEGilezett TNFbp mutans

es 4) aggregalt mutans.
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11. példa
TNFbp ¢105 mutans dumbbell bioaktivitasa

A ¢c105 mutans dumbbell vegytletek, akar ha ezt a WO 92/16221 PCT
szabadalmi bejelentésben leirtak szerint PEG-bisz-maleimiddel allitjuk el6 vagy a
fenti eljarast alkaimazzuk 50-100-szoros aktivitast mutattak, mint a nem PEGile-
zett 30kDa TNF inhibitor. Amennyiben ezt az L929 citotoxicitas tesztvizsgalattal
mérjiuk a WO 92/16221 szamu szabadalmi bejelentésben leirt eljarassal vizsgal-

juk, amely bejelentést referenciaként adunk meg.

12. példa

Gliceril-PEG-trisz-vinil-szulfon eléallitasa

Gliceril-PEG-«,R,y-triol-t (10.000 kDa és 20.000 kDa) alakitunk at vinil-

-szulfon-szarmazeékka a fent leirt altalanos eljaras alkalmazasaval. A gliceril-

-PEG-«,R,y-triol beszerezhetdé az Union Carbide, Terrytown, New York cegtdl. A
gliceril-PEG-ac,B,y-triol eléallithaté szintetikus modon is ugy, hogy glicerolt bazis-

ban etilén-oxiddal polimerizalunk.

13. péida

TNFbp ¢105 trumbbell eldallitasa gliceril-PEG-trisz-vinil-szulfon

alkalmazasaval

TNFbp ¢105 mutansokat konjugaltunk PEG-trisz-vinil-szulfonnal és igy egy
ugynevezett "trumbbell’ molekulat nyertink. A kisérleteket a PEG:protein széles
hataron beliil mozgé aranyait alkalmazva elvégeztik és ez a kisérletsorozat azt

mutatja, hogy a trumbbell molekula kialakitasahoz elényés molarany a 0,25-0,35
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PEG:1 protein arany. Egy jellemz6 kisérletben a ¢105 mutanst 20 mmol foszfat,
20 mmol acetat pufferben, pH 7,5, oldottuk, majd ezt 0,03 molekvivalens gliceril-
-PEG-10.000-,3,y-triollal 25 °C hémeérsékleten, 18 oran at reagaltattuk. A reak-
cidelegy analizisét kationcserelé HPLC (Bio Rad MA7S oszlop, eluens gradiens
natrium-klorid oldat) végeztik és azt jelezte, hogy a trumbbell molekulava térténd

konverzid 49% és a bi-szubsztitucié 34,9% érték.

14. pelda

IL-1ra trumbbell eldallitasa gliceril-PEG-trisz-vinil-szulfon alkalmazasaval

PEG-10.000-,3,y-trisz-vinil-szulfon oldatat reagaitatjuk 20 mg/ml koncent-

racioju, vad tipusu IL-1ra, 0,1 m foszfat pufferben keszult oldataval kuldnféle
PEG/protein molaranyok alkalmazasaval, amelyek az alabbiak: 0,10:1; 0,25:1;
0,35:1; 0,45:1; 0,55:1; 0,65:1. A reakcidelegyeket 72 6ran at 25 °C hémérsékleten
inkubaljuk. Az SDS PAGE analizis azt mutatja, hogy a konverzidban mono-, di- és
tri-addukt keletkezik. A triaddukt optimalis konverzidja a PEG/protein molarany
0,10:1 érték mellett torténik. A reakcidelegyet S Sepharose nagyteljesitmény

oszlopon valasztjuk el, gradiens natrium-klorid oldatot alkalmazunk.

15. példa
c105 TNFbp-PEG-IL-1ra heterodumbbell eléallitasa

Vad tipusu IL-1ra, 0,1 m foszfat pufferben, pH 8,5, készult oldatat 8 mg/ml
PEG-20.000-bisz-vinil-szulfon-mono-c105TNFbp addukt oldattal reagaitatjuk az
alabbi IL-1ra molarany és koncentracié alkalmazasaval: 55:1 (12,5 mg/ml); 85:1

(18,75 mg/ml); 100:1 (25,0 mg/ml) s 150: (31,75 mg/ml). A reakciét 72 oran at
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végeztik és ekkor SDS PAGE analizis szerint heterodumbbell moiekula képzo-
dott. Az optimalis konverziét 1:100 monoaddukt IL-1ra molarany mellett tapasztal-
tuk. A heterodumbbell vegylletet S Sepharose nagy teljesitmenyl oszlop segit-

ségével tisztitottuk, amelyet gradiens natrium-klorid eluenssel elualtunk.

16. pelda

PEG-vinil-szulfon-polipeptid-adduktok stabilitasa

A ¢105 TNFbp mutans és a PEG-bisz-vinil-szulfon kozott létrejové kétes
stabilitasat vizsgaljuk. Ismert mennyiségi c105 dumbbel molekulat PBS, pH 7,4
oldatban inkubalunk 37 °C hémérsékleten, egészen egy heét idétartamig. Ez alatt
az idétartam alatt mintakat veszink és ezeket SDS PAGE analizisnek vetjik ala.
A c105 dumbbell molekula bomlasat nem tapasztaljuk. Amennyiben a vizsgalatot
pH 10 érték mellett egy héten 37 °C hémérsékleten végezziik a konjugatum csak

5-10%-0s bomlasat tapasztaljuk.

17. példa

A TNFbp c¢105 dumbbell inhibialja az aktivan-indukalt kisérleti allergias

agy-gerincveld gyulladast ("EAE")

A c105 dumbbell, amely PEG-bisz-vinil-szulfon alkalmazasaval készult
in vivo aktivitasat mutatjuk be. Az EAE egy egér modell és autoimmun gyullada-
sos veldképzddést csokkentd betegség a kdzponti idegrendszerben, amelyet
gyakran alkalmaznak human MS modellként. Amint az alabbiakban leirtjuk a c105

dumbbell inhibialta patkanyokban az EAE betegseéget.
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150-200 g néstény Lewis patkanyokat szereztink be a Charles River
(Raleigh, NC) cégtél, majd ezeket legalabb egy hétig tartottuk, mielétt a kisérletet
elkezdtuk. Az allatok ad libitum kaptak élelmet és vizet és megfeleléen szabalyo-
zott hémérsékletl és megvilagitasu (12 éra/nap) helységben tartottuk dket. Az
egyes kisérletek soran az allatokat kor szerint illesztettuk.

EAE aktiv indukalas: Patkanyokat (altalaban csoportonként 6 allat) érzeste-

lenitettiink 2% izofluran + O, segitségével, majd immunizaltunk a 0. napon a bal
hatso lab talpan 0,1 ml emulzié alkalmazasaval, amely emulzio myelin bazisu
protein ("MBP") tartalmu és ezt az alabbi dozisokban alkalmaztuk: 0, 1, 3, 10 vagy
30 ug (68-84 fragmens, Bachem Bioscience, PA). Az MBP anyagot foszfat puffe-
relt fiziologias séoldatban (PBS) oldottuk, majd egyenlé mennyiség teljes Freund
segédanyaggal (CFA) emulzifikaltuk. Ezt utébbi 5 mg/ml Mycobacterium tubercu-
losis H37Ra (Difco Lab, MI) tartalmu volt. A kontroll patkanyokat 0,1 ml PBS/CFA
emulzidval kezeltik, amelyek nem tartalmaztak MBP vegyuletet, a kezelést itt is
ugyanugy a bal hatso lab talpaba vegeztik.

EAE klinikai sulyossag vizsgalat illetve értékelés: A klinikai betegség su-

lyossaganak értékelését naponta végeztik és standard 0-5 jelz6szamokat alkal-
maztunk. A jelzészamok értéke az alabbi volt 0-normal, 0,5-részleges farok tonus
vesztés, 1-teljes farok tonus vesztés, 2-az egyik hatso lab huzasa, 3-mindkeét hat-
s6 lab paralizise, 4-morbid, 5-elhullas. Ezen tulmenden az egyes patkanyok ese-
tében a napi tomeget is mértik és a témegvesztést illetve tdmeg névekedest a

kezdeti testtotmegre vonatkoztatva megadtuk.
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MBP immunizalas hatasa: A kezdeti vizsgalatokkal kimutattuk az MBP

(0,1-30 pg/0,1 mlj dézisainak emulzioban adott hatasat, amely kulénféle dozisok
a korabban leirtak. A 0,1 és 0,3 ug MBP dézisok nem okoztak lathato, klinikai el-
valtozast. A 30 pg MBP ddzis okozta a legsulyosabb klinikai elvaltozast az 1 ug
dozissal sszehasonlitva. Ez a hatas igen szignifikans volt (p<0,001, Mann-Whit-
ney U-teszt). Altalaban amennyiben a dozist néveltuk (1-30 ug) az MBP a klinikai
elvaltozast korabban okozta példaul az 1 ug MBP adagolasakor a + S.E.M. bealli-
tasa 14,88 + 0,42 (n=9), mig a 30 ug MBP alkalmazasakor 12,35 + 0,16 (n=34;
p<0,01) nap érték. Ezen tulmenden az MBP (1-30 pg) dozisfuggs hatast fejt ki a
testtomeg vesztésre. Az allatok 5-7 napon belul spontan meggydgyultak a klinikai
elvaltozasbol az elvaltozas kezdetétol szamitva. A CFA énmagaban tortéend ada-
golasa nem okozott klinikai elvaltozast, azonban kezdeti, atmeneti, testtomeg
vesztés tortént a nem kezelt kontroll allatokkal 6sszehasonlitva.

A fenti kisérletek soran az MBP dozisok egyikének esetében sem tapasz-
taltunk jelentds eltérést a nem droggal kezelt (csak MBP immunizalt) allatok illetve
a hordozoanyaggal kezelt allatok (MBP immunizait és PBS dozissal kezelt allatok)
k6z6tt. Ebbél eredden megallapithatjuk, hogy a hordozoanyag nem fejt ki hatast a
betegség sulyossagara (lasd a 3. és 4. tablazatokat). A drog hatéanyaggal nem
kezelt illetve a hordozdanyaggal kezelt csoportok eredményeit az alabbiakban
irjuk le.

EAE kezelése: Kiilonféle TNF inhibitor dumbbell (0,1-3 mg/kg) hordozé-

anyag (PBS) dézisokat adagoltunk kilénb6z6 idékozonként szubkutan injekcid
formajaban. A kezelési id6 vagy kozvetlentl a fertézést kdvetéen vagy az immu-

nizaciot kovetéen 9 nappal kezdédott az MBP alkalmazasaval és az immuniza-
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ciot kévetden 21 napon at tartott. Mindenegyes kisérletben a PBS segitségével
kezelt kontroll allatok ugyanolyan szamu injekciot kaptak, mint a kezelt csoport,
abbol a célbol, hogy a stresszbél eredé masodlagos hatasokat csokkentstik. Az
EAE indukalas utan injekciét nem kapott llatok, azaz a nem hatdanyag kontroll
allatok viselked_ését is megfigyeltuk.

A kezelés hatasai: Minden napos dozis adagolas. Az EAE befolyasolasat

vizsgaltuk minden napos TNF inhibitor dumbbell adagoléééal, dozis adagolassal
az immunizalas napjatol kezdve, dsszesen 21 napon at. Az adagolt dumbbell
koncentraciok 0,1, 0,3, 1 vagy 3 mg/kg nem mutattak a klinikai elvaltozasok su-
lyossaganak csokkentésében jelentds hatast az 1 ygeés a 30 ug MBP sem, azon-
ban jelentds klinikai betegség javulas tapasztalhato a 3 ug MBP dézis alkalmaza-
saval valamennyi dumbbell dozis esetében.

Masnaponkénti dézis adagolas. Minden masodik napon adagolt 0,1, 0,3
1 és 3 mg/kg dézis hatasat vizsgaltuk az immunizalas utani 9. naptol kezdddden.
Amint a 3. és 4. tablazatokban bemutatjuk a 0,3 (p<0,008), az 1,0 (p<0,001) és a
3,0 mg/kg (p<0,002, Mann Whitney tesztvizsgalat, n=6) dozisok adagolasa ese-
tében jelentés klinikai elvaitozas csokkenté hatas mutatkozott dsszehasonlitva a
kontroll allatokkal, amelyekben a legnagyobb MBP dézist (30 ug/0,1 ml) adagol-
tuk. A hordozoéanyag és a nem kezelt kontroll csoport k6z6tt nem tapasztaltunk
jelentés eltérést. A TNF inhibitor dumbbell legkisebb dozisa nem fejtett ki jelentds
hatast a klinikai elvaltozasokra.

Az 1,0 (p<0,1) és 3 mg/kg (p<0,05, Mann Whitney tesztvizsgalat) dozisok
jelentdsen csokkentették a klinikai elvaltozasokat, amelyeket 10 ug MBP idézett

eld. A 0,3 és 0,1 mg/kg dumbbell adagolasa is csdkkentette a klinikai elvaltozaso-
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kat, azonban ez nem volt jelentés. A 0,1-3 mg/kg dumbbell dézisok nem jelento-
sen inhibialtak a klinikai elvaltozasokat, amelyeket kisebb dézisu MBP (1 vagy 3
ug) segitségével idéztink eld.

Az EAE kialakulasanak igen fontos jele a testtomeg vesztés. A 3, 10 és 30
u MBP alkalmazasaval immunizalt patkanyok, amelyek c105 dumbbell kezelés-
ben részesultek (1 vagy 3 mg/kg) kisebb testtémeg veszteséget szenvedtek, mint

a hordozoanyaggal kezelt csoportba tartozo allatok.

3. tablazat

Aktivan-indukalt EAE megel6zése TNF inhibitor dumbbell segitségevel

3A-3F. tablazatok

Dumbbell hatasai napi atlagos klinikai alkalmazassal - 30 ug MBP esetében

3A. tablazat
Kezelés Nincs hatdanyag
Atlag 0,25 1,00 1,92 2,67 1,83 0,83 0,166
Klinikai * + * + t + +

értékek 10,18 0,50 0,52 0,44 0,53 0,44 0,10

Napok 11 12 13 14 15 16 17
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3B. tablazat
Kezelés Hordozdanyag
Atlag 0,17 0,75 1,83 2,50 2,08 1,00 0,25
klinikai |% t * t t + +
értékek 0,17 0,31 0,40 0,34 0,45 0,41 0,11
Napok 11 12 13 14 15 16 17
3C. tablazat
Kezeles 0,1 mg/kg dumbbell
Atlag 0,08 0,92 1,33 2,67 2,17 1,17 0,25
klinikai + + + + + t +
ertékek 10,08 0,35 0,21 0,21 0,30 0,28 0,11
Napok 11 12 13 14 15 16 17
3D. tablazat
Kezelés 0,3 mg/kg dumbbell
Atlag klinikai [0,25 (0,92 |1,50 [1,17 0,58 (0,375
értékek t + + + + +
0,17 (0,27 |042 (0,40 (0,15 |0,14
Napok 12 13 14 15 16 17
3E. tablazat
Kezelés 1 mg/kg dumbbell
Atlag kli- 0,17 0,58 067 |0,42 0,33 0,083
nikai t t * + + +
értékek (0,17 (0,20 |0,17 {0,20 0,17 |0,083
Napok 12 13 14 15 16 17
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3F. tablazat
Kezelés 3 mg/kg dumbbell
Atlag kli- (0,25 042 (083 0,42 0,08 10,08
nikai * + + + * +

értékek 1017 020 {025 0,32 |0,08 0,08
Napok 12 13 14 15 16 17

A tablazat jelolései: A napi atlagos sulyossagi jelzészam a 30 pg MBP segitségé-
vel immunizalt patkanyokban illetve TNF inhibitor dumbbell-lel minden masnap
kezelt patkanyokban amely kezelés az MBP-immunizalast kéveté 9. napon kez-
dédott. A hordozdanyaggal kezelt csoport PBS kezelést kapott, a hatéanyaggal

nem kezelt csoport nem kapott injekciot az EAE indukalast kdvetden.

4. tablazat

TNF inhibitor dumbbell inhibitor hatasa, amely a gérbe alatti tertlettel kifejezett

Kezelés Nincs Hordozdanyag 0,1 mg/kg 0,3 mg/kg 1 mg/kg 3 mg/kg
hatoanyag

Klinikai 8,07+1,40 7,83+0,88 7,88+0,83 14,3102 1,63+0,60 1,53+1,01

sulyossag

(terulet)

Tablazat jelzései: A c105 dumbbell inhibialo hatasat a klinikai elvaltozas sulyos-
sagara, gorbe alatti tertlettel (az egysegek énkényesek) fejeztik ki. Atlagos +
S.E.M. (n=6) értékeket hataroztunk meg minden egyes csoportra és ezeket a
hordozoéanyaggal kezelt csoporttal szemben statisztikusan 6sszehasonlitottuk
(Mann-Whitney tesztvizsgalat). Nem tapasztalhato a hordozdanyaggal illetve a

hatoanyaggal nem kezelt kontroll csoport kozott jelentds kuldnbség a c105
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dumbbell 0,3, 1,0 és 3,0 mg/kg (dozis esetében, amely a fenti dozis) jelentésen
csokkentette (sorrendben **p<0,008, 0,001 és 0,002) a klinikai elvaltozas jeleit.
Amint az 5. tablazatban bemutatjuk a minden masodik napon adagolt dozis
tovabba csokkentette a betegség id6tartamat, amelyet azzal mérhetlink amennyi
napon at a klinikai elvaltozas jelei az allatokon mutatkoztak. Az egyes méreések

esetében az adott patkany csoportban atlag értéket szamitottunk.

5. tablazat

A minden masodik napon torténé kezelés esetében a betegseg idétartama

TNF inhibitor dumbbell mg/kg
MBPug 0 0,1 0,3 1 3
30 533+021 | 550+0,34 | 4,50+0,92 | 2,83%0,79* | 2,16+0,60™
10 4,33+0,80 3,66+0,80 | 4,00+0,51 3,33+0,49 | 1,83+0,70*
3 250+1,02 | 1,83+0,83 | 2,00£0,81 | 3,16£0,74 | 0,83%0,54
1 183+0,79 | 066+066 | 166+0,61 | 1,33t0,49 | 0,66+0,42
*p<0,05 - **p<0,01

Egyetlen dézis. Egyetlen ddzist, amely 0,3 vagy 3 mg/kg dumbbell adagol-

tunk az immunizalas utan 9. napon és ez a dozis a hordozdanyaggal kezelt alla-

tokkal 6sszehasonlitva nem fejtett ki az MBP (1-30 pg) indukalt klinikai elvaltoza-

sok csokkentésében jelentds hatast

TNF inhibitor dumbbell minden harmadik napon térténé adagolasa.

0,1-3 mg/kg dumbbell vegyuletet vagy hordozéanyagot adagoitunk az MBP-im-

munizalast kovetd 9, 12, 15 és 18. napon. Amint a 6. tablazatban bemutatjuk az

MBP (30 ug) indukalt klinikai elvaltozasok jelentds csokkenese ﬁgye‘lheté meg a




78

0,3 (p<0,05), 1,0 (p<0,01) és 3 mg/kg (p<0,001 Mann-Whitney t-tesztvizsgalat)
doézisok adagolasa esetében. A 0,1 mg/kg ¢105 dumbbell dozis a hordozdanyag-
gal kezelt kontroll csoporttal dsszehasonlitva nem fejtett ki hatast.

Az MBP (10 pg) indukalt klinikai elvaltozasokat csékkentettek a 0,3, 1,0 és
3,0 mg/kg c105 dumbbell dozisok. Azonban jelentds klinikai elvaltozast csokkento
hatast (p<0,05 és 0,03 sorrendben) csak a magasabb c105 dumbbell d6zisok
adagolasa esetében figyeltink meg. A c103 dumbbell (0,3-3 mg/kg) dozisa ugyan
a 3 pyg MBP indukalt klinikai elvaltozasokat kértlbelul 20-60% mértékben csok-
kentette, ezek a hatasok nem voltak jelentésen eltéréek, mint amit a hordozo-
anyaggal kezelt kontroll csoportban tapasztaltunk.

A betegség id6tartama altalaban a ¢105 dumbbell alkalmazasaval csok-
kent. Példaul az 1 és 3 mg/kg dozisban adagolt c105 jelentésen csokkentette az
MBP (30 pg) medialt klinikai elvaltozasokat. Ez a csokkentes sorrendben 37,3%
illetve 68,7% volt (lasd a 10. tablazatot). Hasonlo trendet figyelhettlink meg a
kézbensé MBP (10 ug) dozis altal indukalt betegség esetében, azonban nem fi-
gyelhettiink meg ilyen hatast a legalsé6 MBP dozis adagolasa esetében (7. tabla-
zat).

A 10 és 30 ug MBP csoportokban kialakult betegseég jelentésen késleltethe-
t6 (p<0,047; p<0,013; Mann Whitney U-tesztvizsgalat) olyan allatokban, amelye-
ket 3 mg/kg c105 dumbbell segitségével kezeltlnk.

Az EAE kialakulaval kapcsolatos testtémeg vesztés az 1 és 3 mg/kg dozisu
c105 dumbbell adagolasa esetében részben inhibialt. A testtémeg vesztés csok-
kenése dozisfiiggd volt. A c105 dumbbell ezen hatasa hasonlo volt figgetlendl

attol, hogy milyen MBP dozist alkalmaztunk.



Atlagos klinikai elvaltozas sulyossaga, amelyet a minden
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6. tablazat

3. napon térténé dozis alapjan mertunk

oooooo

Kezelés Hordozoéanyag |0,1 mg/kg  |0,3mg/kg  |1,0 mg/kg 3,0 mg/kg
Atlagos 9,21+0,64 825+0,92 16,23+1,37 13,66+0,61 |0,33x0,17
klinikai
sulyossag
(terlet)
7. tablazat
A betegség elhtzédasi ideje a 13. napon torténd adagolas
illetve kezelés esetében
TNF inhibitor dumbbell mg/kg
MBPug 0 0,1 0,3 1 3

30 583044 | 4,830,330 | 4,16+0,70 | 3,66+0,61* | 1,83x0,70*

10 4,66+0,42 | 516+0,40 | 4,00£0,77 | 3,00+0,96 | 2,50+0,67*

3 4.00+0,67 | 3,50+062 | 3,00+1,35 | 3,00+1,35 3,33+0,66

*»<0,05 **P<0,01

18. példa

Kozponti idegrendszeri (CNS) patolégia

A ¢105 dumbbell, amelyet PEG-bisz-vinil-szulfon segitségével ailitottunk

eld, hatasat vizsgaltuk MBP (0, 10 vagy 30 pg) indukait immunizaciés CNS

pathologiara. Az MBP-immunizalast (EAE indukalas) a fentieknek megfeleléen

végeztik. A c105 dumbbell hatéanyagot 0,3, 3 mg/kg dozisban vagy a hordozo-
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anyagot minden masodik napon adagoltuk az MBP adagolasa utani 9. naptol
kezdédéen. Az allatokat széndioxid alkalmazasaval az MBP injektalas utani 9.,
14. vagy 20. napon elpusztitottuk. Az agy és gerincvel6t minden allatbdl eltavoli-
tottuk &s 10%-os semiegesre pufferelt formalinba helyeztik. A fixalast legalabb
72 éran at végeztik, majd az agybol metszeteket vettink a laté chiasm caudalis
teruleten illetve a hypoplysis-hez vezetd terlleten, tovabba a ponsok harant rost-
jaibol. A gerincveldt metszettlk 4-6 metszetet készitve a nyaki, mellkasi és agyéki
teriiletekrdl. A keresztcsonti szegmens, amely a kaudalis idegekhez kapcsolodik
hosszanti modon beagyazott volit. A szoveteket paraffinba agyaztuk, majd hema-
toxilinnal és eozinnal festettuk.

A hisztologiai értékelést anelkul vegeztik, hogy ismertlk volna az egyes
csoportokra alkalmazott kezelést. Mindenegyes metszetet szamjeggyel jeleztunk,
amely 1-4 kozotti lehetett €s a gyulladas mérteket illetve a velésddés csokkenését
jelezte. A jelz6szam adas az alabbiak szerint tértént: 1=minimum, 1-2 véredeny
perivascularis hajtast mutat a gyulladasos sejtekben, 2=kozepes, 3 vagy tobb
véredény kis perivascularis hajtast mutat a gyulladasos sejtekben a gyulladas
kismérték( vagy egyaltalan nem mutatott kiterjedésével a parenchyma iranyaba,
3=kozepes, 3 vagy tobb véredenyt perivascularis hajtast mutat a gyulladasos
sejtekben és kdzepes kiterjedést mutat a gyulladasban a kérulvevd parenchyma
iranyaba, 4= jelentds ertéky, a véredények legnagyobb része perivascularis haj-
tast mutat a gyulladasos sejtekben és igen nagymértékben kiterjed a neurofil rész
a gyulladasos folyamatban.

Az egyes allatcsoportok esetében a teljes gyulladasra vonatkozd jelzésza-

mokat meghataroztuk mindenegyes CNS (kdzponti idegrendszer) tertleten. Atlag
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+ SEM (standard deviacio atlaga) értékeket adtunk meg a CNS (kdzponti
idegrenszer) részére mindenegyes idépontban és ezeket osszehasonlitottuk a
hordozoanyaggal kezelt allatok esetében tapasztaltakkal.

Az atlagos gyulladast jelzd jelzészamot meghataroztuk mindenegyes allat-
csoport esetében, mindenegyes CNS (kézponti idegrendszer) teruletre, majd
statisztikusan dsszehasonlitottuk a hordozdanyaggal kezelt kontroll csoport érte-
keivel (students t-teszt). Ezeket a jelz6szamokat a 8. és 9. tablazatokban adjuk
meg.

Az MBP injektalas utan 9. napon megdlt allatokban nem tapasztaltunk a
CNS tertileten jelentés hisztologiai elvaltozasokat. A 14. napon a sertilések mini-
malistol illetve jelentds értéki elvaltozasokig (mononuklearis + néhany neutrofil)
tapasztalhatok, amely altalaban perivascularis gyulladasos sejt beszlrédés. Az
agyban a gyulladas altalaban az agyhartya teriletére, a periventricularis tertletek-
re és a cerebellar fehér traktusokra korlatozodott, és az agy térzs és a cerebel-
laris fehér traktusok voltak a legnagyobb mértékben karosodottak. Ezeken a tert-
leteken a gyulladas gyakran a perivascularis tertletekrél kiterjedt a kdrnyez6
parenchyma terlletekre és a vel6képzddés illetve veldcsokkenes bizonyitott
mértékben megtdrtént. A gerincagyban az agyék és a keresztcsonti tertletek a
legnagyobb mértékben tamadottak. A szirke és a fehér allomany is tamadott és a
legnagyobb sérlilés perivascularis. A gyulladas fennmaradt a 20. napig, azonban
neutrophil megjelenést igen ritkan tapasztaltunk ebben az idépontban. A gyulla-
das valtozott intenzitasaban az egyes csoportok allatai k6z4étt valamennyi csopor-

ton beldl.



A 8. és 9. tablazatokban bemutatjuk, hogy a ¢105 dumbbell vegyilet a CNS

(kozponti idegrendszer) vizsgalt kulénféle terlleteinek legnagyobb részében a

gyulladast csékkentette. A gyulladas legnagyobb mertékl csokkentését a gerinc-

agyban, kuléndsen az agyéki és a keresztcsont terileteken tapasztaltuk. A c105

dumbbell kisebb hatast fejtett ki a CNS (kozponti idegrendszer) felsébb teruletein

a cerebrum és a cerebellum tertleteken.

8. tablazat

30 pug MBP altal immunizait és inhibitor TNF dumbbell-el kezelt

allatok gyulladasos jelzészamai

Agy régid 3 mag/kg 0,3 mg/kg Hordozdanyag
Cerebrum 1,00+£0,378 0,714+0,360 0,714+0,474
Cerebellum 2,57+0,429 2,714+0,360 3,280+0,286
Nyaki gerincveld 1,71£0,360 1,428+0,298* 2,420+0,202
Mellkasi gerincveld 1,71£0,421 1,000+0,218* 2,280+0,421
Agyéki gerincveld 1,85+0,404 1,42+0,369 2,42+0,298
Keresztcsonti 1,28+0,360 1,42+0,298 2,714+0,522

gerincvel6

*<0,05 (students t-teszt)

Hisztologiai elvaltozas (30 pg MBP dozis)



9. tablazat

10 yg MBP altal immunizalt &és TNF inhibitor dumbbell vegydlettel

kezelt allatok gyulladasos jeizészamai

Agyi régio 3 mg/kg 0,3 mg/kg Hordozdanyag
Cerebrum 0,28+0,18 0,4210,20 0,42+0,29
Cerebellum 1,42+0,29 2,28+0,42 2,28+0,35
Nyaki gerincvel6 0,85+0,34 1,42+0,42 1,42+0,20
Mellkasi gerincveld 0,85+0,14 1,57+0,36 1,0£0,30
Agyéki gerincveld 0,71£0,28 1,57+0,48 2,28+0,28
Keresztcsonti 0,57+0,20 1,57+0,48 2,28+0,42

gerincveld

*<0,01 Hisztologiai elvaltozas (10 ug MBP dobzis)

19. példa

A c105 TNFbp dumbbell védési hatasa az endotoxin altal okozott

elhaldlozassal szemben

A PEG-bisz-vinil-szulfon alkalmazasaval eléallitott c105 dumbbell védelmi

hatasat vizsgaltuk a Balb/c egér esetében az endotoxin letalis dozisa adagolasa-

kor. Az egereket 30 mg/kg endotoxinnal kezeltik intraperitonealis injekcio segit-

ségével és intravénasan egyetlen dézis 0,1 mg PBS vagy 1 mg/kg dumbbell 0,1

ml PBS oldata injekciojat alkalmaztuk. Az utobbiak injektalasat az endotoxin ada-

goldsa utan 1 éraval vagy 2 éraval végeztik. Az endotoxin injektalas utan 1 ora-

val alkalmazott intravénas 1 mg/kg dumbbell vegyulet dozis injektalasa teljes ve-

delmet nyuijtott a letalitassal szemben. Az endotoxin adagolasa utan 2 oraval vég-

zett dumbbell adagolas nem mutatott védelmet az endotoxin letalis hatasaval

szemben.
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A c105 dumbbell vegyilet ugyancsak védelimet mutatott Lewis patkanyok-
ban az endotoxin letalis dozisaval szemben. A patkanyokat 12,5 mg/kg endo-
toxinnal kezeltiik intravénas injekcio formajaban. Ezt kdvetden a patkanyokat
szimultan modon endotoxinnal illetve fiziologias sooldattal vagy a ¢105 dumbbell
0,1, 0,5, 3,5 vagy 4,5 mg/kg dozisaval kezeltik. A letalis sérilés elleni védelem
¢sszehasonlitasat vegeztik el mindenegyes dumbbell vegyulet dbzis esetében.

Amennyiben 10 mg/kg dozis endotoxin adagolasaval egyidében 1,5 mg/kg
c105 dumbbell egyetlen dozist alkalmaztunk a patkanyok védelemben részesul-
tek a maj és metabolitikus rendelleneségekkel szemben. A maj es metabolitikus

paramétereket az endotoxin adagolasa utan 24 éraval mértuk, amelyet a 10. tab-

lazatban mutatunk be.

10. tablazat
c105 dumbbell (1,5 mg/kg) hatasa az endotoxin indukalt

biokémiai paraméter rendellenességekre

Paraméter Kontroll+hordozo- | Endotoxin+hordozé| Endotoxin+ c105
anyag anyag dumbbell
Glikoz (mg/dl) 143+2 52+8 81+5*
SGPT' (mp/ml) 4746 679+118 141+25*
Vér karbamid- 19+1 88+2 393"
-nitrogén (ma/dl)
Kortikoszteron 164162 750%49 489+43*
(ng/mi)

Széerum gIutamin-piruvin-transzaminéz
Ertékek atlag + standard hiba 4-8 patkany/csoport esetében.

* Jelentés eltér az endotoxin-kezelt csoporttdl p<0,05 (paros t-teszt)
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A taldlmany szerinti adott rendszer vagy PEGilezési reagens hatasa illetve
alkalmazasa a szakember szamara vilagos és a leirtak alapjan értheté. A szak-
ember felismeri, hogy a kulénféle készitményben illetve reagensben, eljarasban

végzett modositasok ugyancsak beleértenddk a talalmany targykérebe.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Bioldgiailag aktiv konjugatum, azzal jellemezve, hogy

egy biolégiailag aktiv molekulat tartalmaz, amely lehet IL-1 inhibitor, tumor
necrosis faktor (TNF) inhibitor, CR1, PDGF receptor, IL-2 vagy PDGF 6 exon
peptid, ahol a bioldgiailag aktiv molekula reaktiv tiolcsoportot tartalmaz, €s

valamely nem peptid polimer, amely aktiv szulfoncsoportot tartaimaz,
amely a fenti tiolcsoporttal kapcsolast hoz létre, €s a nem peptid polimer kivant
esetben az aktiv szulfoncsoporton kivil reaktiv NHS-észter-csoportot is tartalmaz.

2. Az 1. igénypont szerinti biologiailag aktiv konjugatum, ahol az aktiv
szulfoncsoport egy vinil-szulfon-csoport vagy klor-etil-szulfon-csoport.

3. Az 1. igénypont szerinti boldgiailag aktiv konjugatum, ahol a bioldgiailag
aktiv molekula TNF inhibitor, amely lehet egy 30kDa TNF inhibitor, vagy 40kDa
TNF inhibitor, vagy;51 TNF inhibitor illetve 53 TNF inhibitor, vagy a bioldgiailag
aktiv molekula valamely interleukin-1 (IL-1) inhibitor elényésen interleukin-1 re-
ceptor antagonista (IL-1).

4. Ri-X-R; altalanos képletd tisztitott vegyulet, ahol
X jelentése nem peptid polimer, amely egy elsé és egy masodik reaktiv cso-

portot tartalmaz, ahol az els¢ reaktiv csoport, valamely Michael akceptor

csoport;
R, jelentése valamely biolégiailag aktiv molekula, amely lehet IL-1 inhibitor,

tumor necrosis faktor (TNF) inhibitor, CR1, PDGF receptor, IL-2, PDGF 6

exon peptid és amely reaktiv tiolcsoportot tartalmaz, amely tiolcsoport

a nem peptid polimerhez kovalens kétéssel kététt ugy, hogy a tiolcsoport
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a Michael akceptor csoporttal reagal és a bioldgiailag aktiv molekula a

reakcio utan megorzi biologiai aktivitasat; és
R, jelentése bioldgiailag aktiv molekula vagy biologiailag nem aktiv molekula,

amely a nem peptid tipusu fenti polimerhez a masodik reaktiv csoporton
keresztul kotott.

5. A 4. igénypont szerinti tisztitott vegyulet, amelyben a Michael akceptor
csoport vinil-klorid vagy maleimid.

6. Az 5. igénypont szerinti Iényegében tiszta vegydlet, ahol a Michael
akceptor csoport maleimid, vinil-szulfon vagy ezek kézul egyik vinil-szulfon és a
masik maleimid egység.

7. A 4. igénypont szerinti tisztitott vegylet, ahol a bioldgiailag aktiv moleku-
la lehet valamely TNF inhibitor, elénydsen 30kDa TNF inhibitor, valamely 40kDa
TNEF inhibitor, valamely /.51 TNF inhibitor, vagy valamely /.53 TNF inhibitor, vagy
interleukin-1 (IL-1) inhibitor, elénydsen interleukin-1 receptor antagonista (IL-1ra).

8. Vizoldhato polimer, mely reaktiv NHS-észterrel és maleimiddel rendel-
kezik, és a polimer polialkilénoxid, polioxietilezett poliol vagy poliolefines alkohol.

9. Gyogyaszati készitmény, mely legaldbb egy 1-7. igénypontok barmelyike
szerinti konjugatumot és legalabb egy gyogyaszatilag elfogadhatd hordozdanya-

got tartaimaz.

N A meghatalmazott

W / L Teston: 34 24-950; Fa: 34 9023
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