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Konjugaty z hydroxyalkylSkrobu a ticinné latky

Oblast techniky

PfedloZzeny vynalez se tykad slou€enin, které =zahrnuji konjugat =z
hydroxyalkylSkrobu (HAS) a Géinné latky, pfiCemzZ hydroxyalkylSkrob je na uéinnou
latku kovalentné vazan bud bezprostfedné nebo pres spojovnik. Vynalez se dale
tyka zplUsobu vyroby kovalentniho konjugatu HAS-GCinna latka, pfi némz se v
reakénim prostiedi spolu zreaguji HAS a uéinna latka, vyznadujiciho se tim, Ze
reakénim prostiedim je voda nebo smés vody s organickym rozpoustédlem, ktera

obsahuje nejméné 10 hm. % vody. Vynalez se také tyka medicinského vyuZivani
konjugata.

Dosavadni stav techniky

Klinické nasazovani mnohych farmaceuceuticky G&innych latek je omezovano
fadou problémU [viz Delgado a spol., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier
Systems 9 (3,4), 249-304 (1992)]. Na pfiklad parenteraln€ podavané proteiny
podléhaji vyluCovani retikuloendotelidlnim systémem, jatry, ledvinami a slezinou.
Vyluovani piitom probiha v zavislosti na naboji sacharidovych fetézch, na
pfitomnosti buné&énych receptord pro protein a na tvaru a velikosti molekuly. Hranice
vyluéovani glomerularni filtrace ledvin lezi napfikiad pfi asi 67 kD.

Dale se jako nésledek proteolytické degradace pozoruje rychla ztrata
biologicke aktivity.

Bakterialné exprimované proteiny, jakoZ i jiné rekombinantni proteiny mohou
vykazovat zvySenou imunogenitu a provokovat Zivot ohroZujici reakce
hypersenzitivity. Pfislusné reakce pak pfirozené brani medicinskému pouZivani
téchto produktu.

Z tohoto diivodu byl ve stavu techniky jiz od konce sedmdesatych let provadén
systematicky vyzkum ke zlepSeni viastnosti exogennich proteini chemickou
modifikaci, zejména polymerizaci nebo navazanim na makromolekularni polymery.
Mnohé prace se piitom koncentrovaly na pfipravu konjugatl z proteind nebo jinych
uginnych latek na strané jedné a polyethylenglykolu (PEG) na strané druhé (viz US
patent 4 179 337). Vyhody, kterych se pfi téchto slu¢ovacich reakcich nadalo,




zahrnuji zlepSeny polo€as rozpadu proteinll in vivo, zmen$enou toxicitu, zlep$enou
stabilitu a zlepSenou rozpustnost ucinnych latek [Abuchowski a Davis, Enzymes as
Drugs, editofi Holcenberg a Rubberts, str. 367-383, John Wiley & Sons, N. Y.
(1991))]. ,

Zplsob navazovani u€innych latek se v8ak ukazal jako problematicky, protoZe
sloutenim s PEG byla G¢inna skupina proteinu inaktivovana anebo reakce
neposkytovaly reakéni produkt v pouzitelném vytéZku. Aby se dosahlo specifické
vazby, ktera neomezuje aktivitu Gginné latky, byly do PEG nebo G¢inné latky
zavedeny aktivni skupiny nebo byly slou¢eniny na sebe navazany spojovnikem. K
tomu se obvykle PEG opatii aktivni skupinou, ktera se potom kovalentné vaze na
skupinu proteinu schopnou pro slouceni.

Tak byla popsana na priklad ztrata vazebné aktivity protilatek a jejich
fragmentl po jejich slouceni s PEG [ Kitamura a spol., Cancer Res. 51, 4310-4315
(1991) a Pediey a spol., Br. J. Cancer 79, 1126-1130 (1994)]. Pro fe$eni tohoto
problému navrhli Chapman a spol. [Nature Biotech 17, 780-783 (1999)] vazat PEG
na uréita vazebna mista protilatky.

Ztrata aktivity partnera pfi sluCovani je dale popsana ve WO 95/13090. K
feSeni se navrhuje aktivovat PEG reaktivni skupinou a PEG pfes tuto reaktvni
skupinu vazat na a-interferon v pfitomnosti tenzidu. Jako preferovana reaktivni
skupina se uvadi N-sukcinimid-karbonat, ktery ma za danych podminek s e-
aminoskupinou lysinu vytvoiit urethanovou vazbu.

Rovnéz WO 96/41813 uverejiiuje zplsob pfipravy konjugatu polymer-peptid, u
néhoz je polymer (zejména PEG) na specifickém misté derivatizovan a nasledné
navazan na polypeptid. Piitom je do PEG vnesena zejména aminoxyacetylova
skupina a tato slouenina je potom navazana na polypeptid, obzviasté na IL-8, hG-
CSF a IL-1.

V literatuie se tedy naléza veliky pocet pfikladl pro pfislusné konjugaty; viz
konjugaty PEG-inzulin v US patentu 4,179,337, konjugaty PEG-hovézi hemoglobin v
US patentu 4412989, konjugaty PEG-ribonukleasa a konjugaty PEG-
superoxiddismutasa ve Veronese a spol., Applied Biochem Biotech. 11, 141-152
(1995), Konjugaty PEG-IL-2 nebo PEG-IFN-B-konjugaty v US patentu 4 766 106,
konjugaty PEG-polymyxin ve WO 90/15628 a konjugaty PEG-IL-2 ve WO 90/07939.
Nékteré konjugaty se zatim nalézaji v klinickém pouZivani. Napfiklad vlastnosti




enzymu asparaginasy mohly byt zlepSeny vytvofenim konjugatu s PEG a konjugat
PEG-asparaginasa je obchodn& dostupny pod zndmkou Oncaspar® pro terapii
rakoviny. Nedavno byl od US Food and Drug Administration schvalen na PEG
navazany G-CSF (Pegfilgastim). V rozli¢nych fazich klinického vyvoje se naléza
veliké mnozZstvi dalSich "pegylovanych" produktl, mezi nimi napfiklad PEG-CDP980,
PEG-Dronabinol atd. (viz PEG-Pipeline pod www.enzon.com nebo www.inhale.com).

Podle tohoto schematu byly na PEG a jiné polymery navazovany nejen
proteiny, ale i jiné sloueniny. WO 97/33552 a WO 97/38727 zvefejnuji na pfiklad
navazani Paclitaxelu na PEG a pouziti konjugatu na oSetfovani tumord. Firma Enzon
zkouma v Kklinické fazi | pro oS$etfovani tumorl pouzivani konjugatu PEG-
Camptothecin.

Na PEG se jiz také navazovala antibiotika. Dowling a Russell referuji na
pfiklad o farmakokinetice konjugatu oxytetracyklin-PEG [ J. Vet. Pharmacol. Ther.
23, 107-110 (2000)]. Pro ziskani novych funkci byla v praxi antibiotika derivatizovana
i pomoci jinych postupll. Byl na pfiklad pfipraven depotni penicilin, ktery je derivatem
prokain-penicilinu, tedy soli penicilinu s bazi prokainu. Tento derivat ma
prodlouZenou dobu Uginku a nasazuje se napf. k terapii syfilis.

Popsany byly rovnéz reakce slouceni vice nez dvou sloucenin. WO 93/23062
oznamuje na pfiklad pfipravu produktu vzniklého slouéenim protilatky zaméfené proti
lymfomu B-bunék, aktivovaného PEG a toxinu.

Konjugaty PEG a u&inné latky vSak nevykazuji Zadnou pfirodni strukturu, pro
kterou byly in vivo popsany cesty odbouravani. Mezi jinym se z tohoto dlivodu vedle
PEG konjugatl pro feSeni shora jmenovanych problému vyrabély i jiné konjugaty a
polymerizaty proteinl. Tak existuje velky poCet postupl pro zesitovani rlznych
protein(i a vazani proteinli na makromolekuly [viz souborné popsani ve Wong S. S.
"Chemistry of protein conjugation and cross linking", CRCS, Inc. (1993)].

Hydroxyethylskrob (HES) se jako derivat v pfirodé se vyskytujiciho
amylopektinu odbourava v téle a-amylasou. Rovnéz pfiprava konjugatl HES-protein
byla jiz v praxi popsana (viz konjugaty HES-hemoglobin v DE 26 16 086 nebo v DE
26 46 584).

Hemoglobin je protein, ktery by jako prostiedek nahrady krve a transportu
kysliku (tzv. "Hamoglobin-Based-Oxygen Carrier", HBOC), mohl mit velky klinicky

vyznam. Av$ak pfestoZe potfeba produktu takového druhu byla jiz Easné poznana




[viz Rabiner, J. Exp. Med. 126, 1127 (1967)}, nedosahl aZ dosud Zadny ze znamych
HBOC-produktli status schvaleného légiva.

Pfirodni hemoglobin sestava ze dvou a~ a B-peptidovych fetézcl, které maji
jako prostetickou skupinu vazany pravé hem. Izolované molekuly hemoglobinu jsou
vSak velmi nestabilni a rychle se rozpadaji na stabini o,B-dimery (Mol. hm. 32 kD).
Biologicky pologas rozpadu izolovaného hemoglobinu v krevnim ob&hu leZi asi kolem
1 hodiny, protoZze dimery jsou vyluGovany rychle pfes ledviny. Dimery pfi tom
vyvolavaji nefrotoxické vedlejsi Géinky [viz. Bunn a Jandl, J. Exp. Med. 129, 925-934
(1967)]. Vyvojové prace na derivatizovanych molekulach hemoglobinu byly proto v
prvni fadé zaméfeny na intramolekularni zesitovani hemoglobinu, k vytvareni
polymernich HBOC-forem intermolekularnim spojovanim a/nebo na navazovani na
polymery.

Znamé konjugaty hemoglobinu jsou popisovany napfiklad od Xue a Wonga
[Meth. in Enzymol. 231, 308-322 (1994)] a v DE 26 16 086 a v DE 26 46 854.
Posledni patent zvefejfiuje postup, pomoci néhoz je hemoglobin vazan na HES, pfi
¢emz se HES nejdfive zreaguje s jodistanem sodnym. Vznikaji pfi tom dialdehydy,
na které se hemoglobin vaZze. Naproti tomu DE 26 16 086 popisuje spojeni
hemoglobinu s HES podle postupu, pfi kterém se nejdfive na HES vaZe sitovaci
¢inidlo (napf. bromkyan) a na meziprodukt se potom vaze hemoglobin.

HES je substituovany derivat amylopektinu, sacharidového polymeru, ktery se
z 95 % vyskytuje v kukuficném Skrobu. HES vykazuje vyhodné reologické viastnosti
a v souCasnosti se klinicky nasazuje jako prostiedek nahrady objemu a k
hemodiluéni terapii [Sommermeyer a spol., Krankenhauspharmazie 8 (8), 271-278
(1987) a Weidler a spol., Arzneim.-Forschung / Drug Res. 41, 494-498 (1991)].

Amylopektin je tvofen jednotkami glukosy, pfi ¢emz v hlavnich fetézcich
existuji o-1,4-glykosidické vazby, avSak na mistech rozvétveni o-1,6-glykosidicke
vazby. Fysikalné chemické vlastnosti této molekuly jsou v podstaté uréovany druhem
glykosidickych vazeb. Na zakladé zalomené o-1,4-glykosidické vazby vznikaji
helikalni struktury s asi 6 monomernimi glukosovymi jednotkami na zavit.

Fysikalné chemické, stejné jako biochemické vlastnosti polymeru mohou byt
zménény substituci. Zavedeni hydroxyethylskupiny Ize dosahnout alkalickou

hydroxyethylaci. Podle reakénich podminek mize byt vzhledem k hydroxyethylaci




vyuzivana rozdilna reaktivita prislusné hydroxyskupiny v nesubstituované glukosové
monomerni jednotce a tak je mozné ohrani¢ené ovliviiovani vzorku substituce.

Proto se HES charakterizuje v podstaté distribuci molekularni hmotnosti a
stupném substituce. Stupen substituce muze byt pfi tom popsan jako DS ("'degree of
substitution"), ktery se vztahuje na podil substituovanych monomernich jednotek ze
v8ech glukosovych jednotek nebo jako MS ("molar substitution"), ¢imz se oznacuje
pocet hydroxyethylovych skupin na glukosovou jednotku.

Roztoky HES se vyskytuji jako polydisperzni soustavy, ve kterych se od sebe
liSi jednotlivé molekuly co se tyka polymerizaéniho stupné, poétu a usporadani mist
rozvétveni, jakoz i jejich typu substituce. Takto je HES smési sloucenin s rozdilnou
molekularni hmotnosti. Podle toho se dany roztok uréuje primérnou molekularni
hmotnosti na zakladé statistickych veli¢in. Pfi tom se M, vypocitava jako jednoduchy
aritmeticky stfed v zavislosti na po¢tu molekul (stfedni Ciselna hodnota), zatimco My,
prameérna hodnota hmotnosti, prfedstavuje méienou velic¢inu zavislou na hmotnosti.

Selektivni chemicka vazba proteinli na HES byla v3ak az dosud omezovana
tim, Ze aktivace HES neprobiha selektivné. Tak v soucasné praxi vznikaji konjugaty
protein-HES z neselektivniho slou¢eni bromkyanem aktivovaného HES s
hemoglobinem (viz DE 26 16 086). Odpovidajici postupy mohou vést k
polydisperznim produktim s nejednotnymi viastnostmi a potencialné toxickymi
vedlejs$imi u¢inky. Hashimotem [ Hashimito a spol., Kunststoffe, Kautschuk, Fasern
9, 1271-1279 (1992)] byl poprve zveiejnén postup, pii kterém mohla byt selektivné
oxidovana redukujici koncova aldehydicka skupina sacharidu, pfi ¢emz byl ziskan
reaktivni ester (lakton).

Na zakladé tohoto postupu uvadi WO 98/01158, Zze mohou byt ziskany
konjugaty hemoglobin-hydroxyethylskrob, v nichZz jsou spolu siou¢eny hemoglobin a
HES pomoci amidovych vazeb mezi volnymi aminoskupinami hemoglobinu a v
oxidované formé pfitomnou, redukujici koncovou skupinou HES. Stejné jako u
postupu publikovaného Hashimotem a spol., tak také zpusoby podle WO 98/01158
jsou v8ak zalozeny na reakci mezi sacharidem (HES) a proteinem (hemoglobinem) v
organickém rozpoustédle. V této publikaci byl pouzit konkrétné dirhethylsulfoxid
(DMSO).

Pro odbornika je v$ak ziejmé, Ze v organickém rozpous$tédle utrpi mnohé
proteiny zménu struktury, kter4 se ve vodnych roztocich zpét nevytvoii. Spolu se
zménou struktury prichazi zpravidla také ztrata aktivity. V kazdém pfipadé se




organické rozpoustédlo musi nakladné odstrafiovat, protoze pro planované
medicinské pouziti nemohou byt rezidudini podily organickych rozpoustédel
pfijatelné. § ohledem na planované pouziti je tieba vyloucit ba i potencialni
nebezpedi netistot a strukturnich zmén.

Podstata vynalezu

Ukolem piedlozeného vynalezu je tedy poskytnout zlepené konjugéaty
hydroxyalkyl$krobu a ucinné latky a zplsobu pro jejich vyrobu, které vedou k
- biologicky aktivnim konjugatum, které mohu byt nasazovany v kazdodenni klinické
praxi. Dal§im Ukolem piedioZzeného vynalezu je dat k dispozici zpusob vyroby
konjugatt hydroxyalkyl$krobu s Géinnou latkou, u nichZ se netvoii vedlej$i produkty v
obsahu stojicim za zminku, protoZze tyto vedlej§i produkty v podstatné mife
nepfiiznivé ovliviuji navazujici vycisténi produktu.

Tento kol byl nyni koneéné prekvapivé vyfesen slouceninami, které zahrnuji
konjugéat z hydroxyalkyl$krobu a u¢inné latky, pfi ¢emz je hydroxyalkylSkrob bud
bezprostiedné, nebo pomoci spojovniku kovalentné vazan na Gdinnou latku.
Piislusné konjugaty HAS-G¢inna latka Ize vyrobit na priklad zplsoby, pfi nichz se
spolu v reakénim prostredi zreaguji HAS a ucinna latka, pfi ¢emz reakénim mediem
je voda nebo smés vody s organickym rozpoustédlem, které obsahuje nejmeéné 10
hm. % vody.

Vynélez se dale tyka zplsobu vyroby kovalentniho konjugatu HAS-uinna
latka, pfi kterém se HAS a nejméné jedna Gginna latka spolu zreaguji ve vodném
prostiedi a je vyznacen tim, Zze reakéni prostfedi je voda nebo smés vody s
organickym rozpoustédiem, které obsahuje nejméné 10 hm. % vody.

Pfed vazbou na ucinnou latku se HAS prednostné oxiduje, pii ¢emz je
preferovana zejména specificka oxidace redukujicich koncovych skupin. Alternativné
k tomu mulzZe slouceni probéhnout pres tvorbu Schiffovy base mezi HAS a
aminoskupiny nesouci u¢innou latkou jako meziproduktem. Tento meziprodukt se
potom redukuje za vytvoreni methylenaminoskupiny.

PredloZzeny vynalez poprvé poskytuje slouéeniny, které zahrnuji konjugat z
hydroxyalkyl$krobu a u¢inné latky, pfi ¢emz je hydroxyalkyl$krob bud bezprostredné,
nebo pomoci spojovniku kovalentné vazan na Gcinnou latku. Pfedlozeny vynalez
dale poskytuje konjugaty HAS-ucginna latka, které Ize vyrobit zpUsoby, pfi nichz se ve




vodném prostiedi nechaji spolu reagovat HAS a nejméné jedna Gc¢inna latka.
ZpUsoby jsou dale vyznaceny tim, Ze reakénim prostfedim je voda nebo smés vody s
organickym rozpou$tédlem, které obsahuje nejméné 10 hm. % vody.

V ramci predlozeného vynalezu je chemicka sloucenina oznadovana jako
acinna latka, kdyz je slou€eninou vhodnou k tomu, aby byla aktivni soudasti
libovoiného prostfedku pro terapeutické nebo diagnostické Gcely. U uginné latky se
jedna piedevSim o jednu aktivni soudast 1&€iva, tedy sloueninu uvniti formulace
Ie€iva, kterou se po podavani subjektu dociluje fysiologicky Gcinek.

Prehled o schvalenych lé&ivech a jejich G€innych latkach se naléza v "Rote
Liste". V "Rote Liste" vyjmenované ag¢inné latky mohou byt pouzZity pro vyrobu
konjugatd HAS-U¢inna latka zplGsobem podle vynalezu. Podle piedloZzeného
vynalezu zahrnuje pojem U&inna latka ale také vSechny slouceniny, jejichz vhodnost
pro diagnostické nebo terapeutické pouziti je sice znama, které vSak na zakladé
svrchu uvedenych problému nemohly byt pro tento G¢el aZz dosud nasazovany. U
ucinné latky se jedna zejména o vitamin, o¢kovaci latku, toxin, antibiotikum (nebo
antiinfektivum), antiarytmikum, omezova¢ chuti, anestetikum, analgetikum,
antireumatikum, antialergikum, antiastmatikum, antidepresivum, antidiabetikum,
antihistaminikum, antihypertonikum nebo antineoplasticky prostfedek. Strukturné se
muzZe jednat napfiklad o hormon, steroid, lipid, protein, oligopeptid nebo polypeptid,
nukleovou kyselinu, zvlasté D- nebo L-nukleovou kyselinu jako na pfiklad D-DNA. L-
DNA, nebo D-RNA nebo L-RNA. Pouzivani proteint, peptidl, D- nebo L-nukleovych
kyselin je zviast preferovano.

Podle pfedloZzeného vynalezu pfiipravené slouéeniny zachovavaji aktivitu
ucinné latky a vyhodne vlastnosti HAS. Jako dalSi vyhody vykazuji konjugaty podle
vynalezu rozsahlej§i vyhody, mezi nimi zlepSeny poloCas rozpadu G&inné latky in
vivo, zmensenou toxicitu, zlepSenou stabilitu a/nebo zlepSenou rozpustnost ucinné
latky.

Retézec HAS je po podani v plazmé zkracovan o-amylasou. Aktivita
slou¢eného produktu miZe byt tedy stanovena jako aktivita nativniho sloudeného
produktu bezprostfedné po slouéeni, nebo jako aktivita metabolizovaného produktu
slouceni, tedy po metabolizovani slou¢eného produktu in vivo. Metabolizace in vivo
moiZe byt simulovana odbouravanim in vitro.

Aktivita Gginné latky mlzZe byt stanovovana podle postupl pro danou latku v
praxi znamych. U antineoplastického prostiedku mize byt aktivita uréena napfiklad




jako inhibiéni koncentrace (IC) nebo u antiinfektivniho prostfedku jako minimalni
koncentrace potladeni (MHK). Stanoveni probiha zejména in vitro na vhodnych
cilovych bunkach [viz Chow a spol., Haematologica 86, 485-493 (2001)]. Efekty in
vitro mohou byt dale potvrzeny na relevantnim zvifecim modelu [viz napiiklad mysSi
model karcinomu ledvinovych bunék, ktery popsal Changnon a spol., viz BJU Int. 88,
418-424 (2001))].

Ve srovnani s neslou¢enou substanci mize nativni slou¢eny produkt
vykazovat zvySenou nebo snizenou aktivitu. Av8ak aktivita neni zvlast snizena ne
vice nez pétkrat, preferovano je zejména ne vice neZ tiikrat nebo dvakrat.
Metabolizovany produkt vykazuje aktivitu srovnatelnou zvlasté s neslouéenou
substanci, tj. metabolizovany konjugat vykazuje nejméné 50 %, zejména pak
nejméné 75 % aktivity uginné latky pfed slou¢enim, pficemz obzviasté se dava
pfednost obsahu nejméné 95 % aktivity.

V ramci piedlozeného vynalezu je pojem "hydroxyalkylSkrob" pouzZivan k
tomu, aby se oznadily derivaty Skrobu, které byly substituovany hydroxyalkylovou
skupinou s jednim az tiemi uhlikovymi atomy. Skupina oznadovana jako
"hydroxyalkylSkrob" zahrnuje tedy hydroxymethylS8krob, hydroxyethylSkrob a
hydroxypropylSkrob. Pouzivani hydroxyethylSkrobu (HES) jako partnera pro
sluCovani je davana prednost u vSech forem provedeni vynalezu obzvlast.

Podle vynalezu se preferuje, aby stfedni molekulova hmotnost (prumeérna
hmotnost) byla od 1 do 300 kD, pii¢emz stfedni molekulové hmotnosti od 5 do 200
kD je zvlasét davana prednost. HydroxyethylSkrob mize vykazovat dale molarni
stupen substituce od 0,1 do 0,8 a pomér substituce C, : Cs v rozsahu od 2 az 20
vztaZzeno vzdy na hydroxyethylskupiny.

Pro navazani G¢inné latky na HAS muiZze byt v prvnim kroku nezbytné zavést
do uginné latky a/nebo do HAS reaktivni skupinu. Odpovidajicimi reaktivnimi
skupinami mohou byt napfiklad thiolové skupiny nebo aminoskupiny (viz pfiklady
provedeni vynalezu).

Uginna latka a HAS mohou byt dale navzajem svazany pomoci spojovniku.
Jako spojovnik mize byt pouzit libovolny sitovaci prostiedek. Pocetné sitovaci
prostiedky, jako napfiklad SMCC [sukcinimidyl-4-(N-maleinimidomethyl)cyklohexan-
1-karboxylat, viz pfiklad 7], jsou komeréné dostupné a pro odbornika bé&zné (viz
abecedni seznam "Cross-linking Reagents" v katalogu produktl firmy Perbio a

www.piercenet.com).




Podle jedné formy provedeni pifedkladaného vynalezu, ve vodé rozpustné,
aminocukr vykazujici derivaty antibiotik, zvlasté konjugaty HAS-Daunorubicin a HAS-
Doxorubicin, jakoz i zplsob jejich vyroby, pokud jsou publikovany v DE 101 29 369
nejsou do piedkladaného vynalezu zahrnovany.

Podle jedné preferované formy provedeni se predloZzeny vynalez tyka
slou€enin, které zahrnuji konjugat z HAS a antineoplastické Ucinné latky a jejich
vyuZiti k oSetfovani tumord.

Buriky tumoru se od normalnich télesnych bunék mezi jinym li$i tim, Ze se
buriky tumoru vymykaji fysiologické kontrole rlistu, a proto vykazuji zvySenou
rychlost bunééného déleni. Terapeutické vyuZiti antineoplasticky Gcinnych latek pfi
terapii tumoru se na tomto rozdilu zaklada, protoZze se toxicka aktivita
antineoplasticky G€innych latek zaméfuje primarné na bujné se mnozici buriky. Proto
jsou slou€eniny oznacovany jako antineoplasticky u€inné latky nebo cytostatika, kdyz
vykazuji toxickou aktivitu vici proliferujicim burikdm (zaklady onkologie a souéasné
terapeutické aplikace jsou shrnuty v Internistische Onkologie, vydavatelé Schmoll a
spol., Springer, 1996).

Anrtineoplasticky G&inné latky mohou byt chemicky pfifazeny k velice
heterogenni skupiné. V diskuzi poslednich let vedie potladeni proliferace nabyva na
vyznamu indukce apoptosy, programovaného usmrcovani bunék. Kilasifikace
antineoplasticky G¢innych latek se mlzZe provadét na priklad pomoci kritickych
cilovych molekul (Schmoll a spol., viz shora):

(1) Slougeniny, které potladuji biosyntezu DNA napfiklad pomoci
antimetabolit( jako MTX, 5-FU, Ara-C nebo hydroxymocovina.

(2) Slouceniny, které plsobi na DNA napfiklad indukci rozstépeni fetézcq,
interkalaci, zménou sitovani mezi fetézci, jedy topoisomerasy jako alkyla¢ni Cinidla,
platinové komplexy, anthracykliny, bleomycin, aktinomycin D nebo epipodofylotoxiny.

(3) Slouceniny, které plsobi na RNA napfiklad blokadou syntézy mRNA
interkalaci nebo vestavbou do RNA, mezi nimi anthracykliny, bleomycin, aktinomycin
D nebo antimetabolity.

(4) Slouceniny, které pusobi na proteiny napfiklad na udrovni receptorove
vazby (napi. hormony nebo antagonisté), inhibici polymerizace tubulinu (napf.
pomoci vinka-alkaloid(l), sitovanim bilkovin (napf. pomoci alkylant(t) nebo fosforylaci
(napf. pomoci inhibitord proteinkinasy-C).
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Na zakladé antineoplasické aktivity vykazuji véechny ucinné latky podstatné
vedlej$i GCinky, které se primarné stavaji pozorovatelné jako potlageni rychle
proliferujici tkan&. Takto je poSkozovana zejména erytropoéza, leukopoéza a
trombopoéza, stejné jako rust epitelu sliznic. Jako nasledek mohou nastoupit
gastrointestinalni poruchy nebo ireversibilni poskozeni spermatogeneze resp.
anovulace. Pravidelné jsou postizeny klize a kGzi pokryvajici Utvary, mnozi pacienti
napfiklad trpi reverzibilnim vypadavanim vlast.

V téZkych piipadech mohou vedlejSi ucinky vést az k akutnimu selhani ledvin
a toxicky podminénym po3kozenim organu na srdci, plicich, jatrech a nervovém
systému. Kone¢né se jako nasledek imunosupresivnino G¢inku musi poditat
s hromadné&jSim podtem infekci.

Pfiprava a vyzkum konjugatt, které obsahuji neoplasticky G¢innou latku, byly
proto zacileny na zlepSeni snasenlivosti 4€inné latky. Za timto (¢elem se navazovaly
rizné antineoplasticky G¢inné latky na makromolekuly, napiiklad na dextran [viz
Kojima a spol., J. Pharm. Pharmacol. 32, 30-40 (1988); Nakane a spol., J. Pharm.
Pharmacol. 40, 1-6 (1980); Nomura a spol., J. Controlled Release 52, 239-252
(1998); Sato a spol., J. Pharm. Sci. 78, 11-16 (1989)]. V nékterych pfipadech byl
zaznamenan zlepSeny antitumorovy ucinek konjugata.

K tomu alternativné byly ucinné latky jako mitomycin C navazany na N-
sukcinylchitosan [Song a spol.,, J. Controlled Release 42, 93-100 (1996)], na
karboxymethyichitin [Song a spol., Arch. Pract. Pharm. 53, 141-147 (1993)] a na
oligopeptidy [Soyez a spol., J. Controlled Release 47, 71-80 (1997)]. Ve vétsiné
analyz byla ve srovnani s jednotlivou antineoplasticky Géinnou latkou opét
pozorovana zlep$ena antitumorova aktivita konjugath.

Podle vynalezu bylo nyni navic piekvapujicim zplUsobem zjisténo, ze
konjugaty HAS-U¢Inna latka, které obsahuji antineoplasticky G&innou latku, vykazuji
viéi butkdm tumorl zlep$eny toxicky G¢inek a/nebo zmensenou toxicitu viéi jinym
bukam. Timto umozZiiuji konjugaty vétsi terapeutickou Sifi. |

Polocas rozpadu konjugatl v plasmé se vyrazné prodluzuje. To del$i expozici
umoZriuje poru$eni mechanismi opravy v burikdch tumoru. Soucasné umozZiuje
predioZzeny vynalez pomalej§i zaplavovani, zejména do zdravé tkané, &imZz se
dosahuje men8i vrcholné koncentrace a zlepSené snasenlivosti pro pacienta.
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Pro vyrobu konjugatd podle vyndlezu muize byt pouzZita libovolna
antineoplasticky u¢inna latka. Antineoplasticky u¢inné latky mohou byt voleny ze
skupin, které tvofii alkylaéni €inidla, antimetabolity, antibiotika nebo pfirodni latky.

Podle jedné preferované formy provedeni se u neoplasticky u¢inné latky jedna
o mitomycin C, cyklofosfamid, bleomycin, chlorambucil, cis-platinu, Ara-C, fludarabin,
doxorubicin, etoposid, 5-FU, MTX, vinblastin, vincristin, vindesin, hydroxymoc&ovinu,
6-MP nebo CCNU.

Jako uéinna latka se preferuje zejména mitomycin C. Mitomycin C nalezi ke
skupiné antibiotik a obsahuje aziridinovou, jakoz i chinonovou skupinu a mitosanovy
cyklus. U&inna latka je nasazovana pfi oSetfovani karcinom@ ledvin, tumorech
meéchyfe a pfi jinych urologickych onemocnénich. Slou¢enina nabyva své aktivity
teprve po metabolizovani v hypoxickych (tedy pfednostné tumorovych) burikach
intracelularni enzymatickou nebo spontanni chemickou redukci chinonu a ztratou
methoxyskupiny. Na tuto methoxyskupinu se mlzZe prednostné pfes spojovnik
navazat HAS. Po ods$tépeni substituentl existuje v burice intracelularné stejna
u€inna latka, ktera ovliviiuje alkylaéni zesitovani DNA a tim rozviji toxicky Gcinek. K
tomu alternativné by HAS mohl byt také navazan na jednu z obou NH, skupin.
Mitomycin C vykazuje typickou tkafiovou specificitu. Podle vynalezu se preferuje, Ze
se tato specificita - zejména pro exkre¢ni organy - zvysuje slou¢enim s HAS.

Antineoplasticky G¢inna latka mizZe byt podle vynalezu navazana na HAS
libovolnym zplUsobem. Specifickému napojeni na redukujici koncové skupiny HAS je
viak davana pfednost, protoze se timto postupem vytvori definovany konjugat.

Podle jedné formy provedeni vynalezu se hydroxyethylSkrob navazuje na
methoxyskupinu mitomycinu C. Navazani na methoxyskupinu mitomycinu C se
pfitom mUze stat pfes spojovnik.

Podle dalsi formy provedeni se piedioZzeny vyndlez tyka zpusobu vyroby
slouceniny, ktera zahrnuje konjugat z HAS a antineoplasticky ucinné latky. ZpUsob
obsahuje kroky, pfi nichz se HAS bud bezprostfedné nebo pfes spojovnik kovalentné
navaze na antineoplasticky Gc¢innou latku a konjugat se izoluje.

Vynalez se dale tyka farmaceutickych kompozic, které obsahuji slou€eniny,
které vykazuji konjugat z HAS a antineoplasticky ucinné latky. Farmaceuticka
kompozice miZe obsahovat dale farmaceuticky pfijatelny nosi¢ a/nebo cytokin.

Cytokinem je pfednostné IL-2, a-interferon, y-interferon.
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Farmaceutickd kompozice mlze byt v libovoIné aplikaéni formé, v soudasné
praxi znamé. Podle okolnosti mize byt kompozice formulovana napfiklad pro oralni
nebo parenteralni podavani. Formulace kompozice probiha podle v sou¢asné praxi
bé&Znych postupl. Vedle G€inné latky obsahuje kompozice obvykle farmaceuticky
pfijatelny nosi¢ a jednu nebo vice pomocnych latek, jako pfipadné konzervaéni
prostfedek, ztekucujici prostiedek atd.

Kone&né se piedloZzeny vynalez tyka pouZiti slouceniny, ktera zahrnuje
konjugat z HAS a antineoplasticky G¢inné latky, k vyrobé lé¢iva pro oSetfovani
tumord a/nebo jejich metastaz, zejména pro osetiovani urologickych tumort a/nebo
metastaz urologickych tumord, pro oSetfovani metastaz ledvinového karcinomu nebo
pro o$etfovani onemocnéni lymfatického systému jako je napfiklad CLL, Hodgkinlv
lymfom, NHL, mnohonasobny myelom, Morbus Waldenstrom. Také podle této formy
provedeni mlze lédivo obsahovat dale cytokin, napfiklad IL-2, o-interferon, y-
interferon.

PouZiti slou€eniny podle vynalezu k vyrobé Ié€iva pro oSetfovani urologickych
tumord a/nebo metastaz urologickych tumor(i, napfiklad pro o$etfovani metastaz
ledvinového karcinomu je zvlasté preferovano. Kurativni terapie ledvinového
karcinomu nelze toho &asu dosahnout ani kombinovanou chemoterapii ani
samotnym mitomycinem C. MulzZe to spoéivat na nepfiznivé farmakokinetice
slou€eniny, protoZe podil renaini eliminace lezi pouze pfi cca 18 %. ProtoZe HAS je
vylu€ovan ledvinami téméf Gpiné, vykazuje konjugat ve srovnani s nekonjugovanou
substanci vy388i procento renalni eliminace. Tato forma provedeni predlozeného
vynalezu vyuziva intracelularni kratkodobé ukladani HAS. Obzvlasté vysoce
substituované druhy HAS (HAS 200 / 0,62) vykazuji zesilené intracelularni ukladani,
v extremnim pfipadé dokonce pietizeni. Tento fenomén byl pozorovan také v oblasti
proximalniho tubulu [Peron a spol., Clinical Nephrology 55, 408-411 (2001)].

Podle této formy provedeni tak piedlozeny vynalez poskytuje obohaceni
antineoplasticky uginné latky v urditych cilovych burikach nebo tkanich. ZlepSena
farmakokinetika konjugatt tim pfi nizSich systemickych koncentracich umoziiuje
dosahnout podstatné vyssi koncentrace v bunkach cilového organu. Tato medicinska
aplikace je pifednostné nasazovana pfi ledvinovém karcinomu ze svétlych bunék a
chromofilnim karcinomu ledvin, které dohromady ¢ini asi 90 % v8ech histologickych
typa.
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Podle alternativni formy provedeni se vynalez tyka pouZiti slou¢enin podie
vynalezu k vyrobé léCiva pro oSetfovani lymfatickych systémovych onemocnéni jako
je napfiklad CLL, Hodgkiniv lymfom, NHL, mnohonasobny myelom, Morbus
Waldenstrém. Slou¢enim HAS s antineoplasticky uéinnou latkou podle vynalezu se
zpomaluje intraceluldrni pfijimani Ucinnych latek v zavislosti na délce fetézce a
stupni substituce. Radioaktivni kineticka zkoumani ukazala dale, ze HAS v urgitych
organech, mezi nimi v lymfatickych organech, je ukladan déle nez v celém téle
[Bepperling a spol., Crit. Care 3, Suppl. 1, 153 (1999)]. Dochazi tak k obohaceni
konjugatu v cilovych burikdch, coz ma za nasledek zlepSenou farmakokinetiku pfi
zmensené systemické toxicité.

Pii o8etfovani lymfatickych systémovych onemocnénich se jako Gginna latka
preferuje fludarabin. Fludarabin je halogenovany analog adeninu, ktery je rezistentni
vUuéi deaminaci.

Dale se vynalez tyka pouziti slouéenin podle vynalezu k vyrobé légiva pro
oSetfovani kutannich / lokalnich primarnich malignomt nebo jejich metastaz. Piitom
jsou vyuzivany dva efekty, cilené, zvySené piijimani jmenovanou tkani a
protrahovane odtransportovani HAS konjugatu z tkané. Oboji vede k obohaceni
konjugatu v cilovych burkach.

Vynélez se dale tyka pouziti slou¢enin podle vynalezu k vyrobé léCiva pro
oSetfovani hematologickych systémovych onemocnéni nebo onkologickych
onemocnéni, napiiklad nemalobunéénych a malobunéénych bronchialnich
karcinomd, mammakarcinom(, karcinom(i epitelu lamel ezofagu, karcinomi
ledvinovych bunék, karcinom( varlat, malignich melanom, ALL nebo CML. Zejména
pfi pouZiti konjugatl pro osetfovani karcinomu ledvinovych bunék plynou vyhody na
zakladé silného obohacovani sloueniny v postizené tkani vzhledem k vétsi
hydrofilité¢ konjugatu a z toho vyplyvajici silngjsi renalni eliminaci. Pfi této formé
provedeni se jako uginné latce dava pfednosti aplikaci vindesinu.

Dale se vynalez tyka pouziti slou€enin podie vynalezu k vyrobé Ié&iva, pficemz
je slou€enina nasazovana jako kombinaéni terapie s jednim nebo vice dalSimi
antineoplasticky G¢innymi latkami nebo cytokiny. Kombinaéni terapie mize probihat
pii podavani pfipravku, ve kterém jsou ucinné latky véechny, nebo podavanim dvou
nebo vice riznych pfipravku, v nichZ byla formulovana pravé jen jedna Gg€inna latka.

PiedloZzeny vynalez poskytuje dale zpusob vyroby lé&iva. které obsahuje
cytokin a slou€eninu podle vynalezu, a které se hodi pro nové kombinacni terapie.
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Pfislusny prostfedek je obzvlasté vhodny pro osetfovani pokrogilého karcinomu
ledvinovych bunék.

Podle dalsi, zvla8t preferované formy provedeni vynalezu jsou davany k
dispozici konjugaty z HAS a antirytmicky ucinné latky, praveé tak jako jejich pouZiti pro
oSetfovani poruch srde¢niho rytmu.

Odchylky v Casovém sledu a pravidelnosti srdeéni Cinnosti (arytmie) od
normalni srdeéni frekvence se oznaduji jako poruchy srde¢niho rytmu. Odchylky jsou
ve vétSiné pfipadl podminény poruchami srdce pfi vzniku rozcileni nebo v pribéhu
roz€ileni. Jako antiarytmicky uginné latky €ili antiarytmika se oznaduji latky, které jsou
vhodné pro o3etiovani poruch srdeéniho rytmu, zejména pfi ventrikularnich
poruchach srde¢niho rytmu.

Podle zplsobu plsobeni antiarytmicky G¢innych latek se rozliSuje mezi
blokatory sodikovych kanalkl (chinidin, prokainamid, disopyramid atd.), blokatory p-
receptorli (atenolol, propanolol atd.), selektivnimi prodluzovadéi repolarizace
(amiodaron, sutalol atd.), antagonisty vapniku (verapamil, galopamil atd.) a lokalnimi
anestetiky.

V soucasné praxi bézné antiarytmicky ué€inné latky vSak z cCasti vykazuji
kratkou dobu ucinku. Napfiklad adenosin je antiarytmicky G&innou latkou s velmi
kratkym polotasem rozpadu. Doba u€inku této latky obnasi pouze malo minut.
Prodlouzeni polo¢asu rozpadu a doby G&inku je v mnoha pfipadech nezbytné.

Nékteré antiarytmicky Gcinné latky vykazuji mimoto vedlejSi pro-arytmogenni
Ucinky, z ¢asti dokonce zvysenou mortalitu.

PredloZeny vynalez dava mezi jinym k dispozici antiarytmicky pisobici latky,
které vykazuji napfiklad prodlouZenou dobu uginku. Podle vynalezu bylo piekvapivé
zjisténo, Ze konjugaty HAS s antiarytmiky vykazuji vyrazné delSi poloas rozpadu v
plazmé in vivo a aktivita u¢innych latek neni slou€¢enim s HAS podstatné ovlivnéna.

V ramci ptedlozeného vynalezu mohou byt k vytvofeni konjugatd pouZity
libovolné antiarytmicky uginné latky. Uginna latka mlZe byt vybirana ze skupiny,
kterou tvofi blokatory sodikového kanalu, blokatory B-receptorll, selektivni
prodluZzovadi repolarizace, antagonisté vapniku a lokalni anestetika. U Gcinné latky
se prednsotné jedna o adenosin, chinidin, prokainamid, disopyramid, lidokain,
phenytoin, mexiletin, ajamalin, parjmalium, propafenon, atenolol, propanolol,
amiodaron, sotalol, verapamil, gallopamil nebo diltiazem, pfi¢emz je davana piednost
zejména adenosinu.
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Podle jedné formy provedeni predloZzeného vynalezu se vazba mezi
antiarytmicky Gc€innou latkou a HAS uskute€riuje pfes redukujici koncové skupiny
HAS. ‘

Pl pouziti adenosinu mlZe byt tato U¢inna latka na HAS vazana napfiklad
pfes aminoskupinu, pfiéemZ vytvofeni vazby mezi aminoskupinou adenosinu a
redukujici koncovou skupinou HAS je obzviasté preferovano. Preferuje se varianta
slougeni, u které po metabolizovani (odstépeni HAS) vznika nativni adenosin.

K tomu alternativné maze byt uc¢inna latka navazana na HAS pomoci tak
zvaného spojovniku.

PredloZzeny vynalez se tyka dale farmaceutickych kompozic, které obsahuji
jednu ze slouéenin podle vynalezu. Farmaceuticka kompozice obsahuje obvykle dale
farmaceuticky pfijatelny nosi¢ a mize byt formulovana napfiklad pro intravenozni
aplikaci.

Konecné se vynalez tyka vyuziti siou¢enin podie vynalezu k vyrobé 1é€iva pro
o$etfovani poruch srdeéniho rytmu, zejména pro osetfovani ventrikularnich poruch
srde¢niho rytmu.

Podle jedné alternativni formy provedeni se vynalez tyka pouZiti slou€eniny
podle vynalezu k vyrobé lé€iva pro indukci apoptosy, napfiklad ve tkanich tumorl
nebo v zanétlivych tkanich.

Predkladany vynalez se tyka sloucenin, které obsahuji konjugat z HAS a
antiinfekéné ucinné latky pfipadné antibiotika, jakoz i jejich pouZiti pro oSetiovani
infekénich onemocnéni.

Jako infekce se oznacuje vniknuti mikroorganizmt (virh, bakterii, hub,
protozoi) do makroorganizmu (rostliny, zvife, ¢lovék) a v ném pak rozmnozeni. Vznik
a prubéh infekéni nemoci zavisi v podstaté na patogenité¢ mikroorganizmu a na
imunité makrorganizmu.

Pro potirani infekénich nemoci se po desetileti nasazuji antiinfekéné Gcinné
latky jako chemoterapeutika.

Penicilin byl jiz roku 1928 A. Flemingem identifikovan na zakladé vlastnosti
adinné latky vytvaret v kultivaénich miskach zény prosté stafylokoku. Penicilin byl
také prvni antibiotikum, které mohlo byt ziskavano v primyslovém méfitku a v
klinické praxi dosahl velikeho vyznamu.

Jako peniciliny se dnes oznaduji ucinné latky ze skupiny B-laktamovych

antibiotik, které jsou tvofeny houbou druhu Penicillium (napi. P. chrysogenum a P.
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notatum). Baktericidni u€inek spociva na blokovani syntézy bunééné stény bakterii.
Penicilin inaktivuje bakterialni enzym transpeptidasu, ¢imz je zabranéno piiénému
zesitovani polysacharidovych fetézcl murexinu bunééné stény.

Po objevu byly izolovany a syntetizovany nes€etné ucinné latky, které brzdi
rast mikroorganizm®, nebo je =zabijeji. VétSina antibiotik pochazi z druhi
Streptomyces (cca 65 %), které byly izolovany z pldy. Ma se za to, Ze latky z
mikroorganizmu jsou vyuzivany k potlaceni konkurent(i v plidé.

Pocet izolovanych antibiotik se odhaduje na asi 8 000 a z nich je asi 100 v
mediciné pouZitelnych. Rozdéleni G¢innych latek do rliznych latkovych tiid probihalo
podle rdznych hledisek, napfiklad podle chemické struktury nebo mechanizmu
acinku.

Mezitim byla antibiotika pfipusténa nejen pro potirani infekénich chorob, nybrz
také jako imunodepresiva, cytostatika v antitumorové terapii, prostiedky na ochranu
rostlin, konzervaéni prostfedky pro potraviny, pomocné prostifedky vykrmu pfi krmeni
zvifat atd.

V poslednich letech se vyskytly ¢etné kmeny antibiotik vic¢i antibiotikiim
rezistentni. Pfi tom byly nalezeny vedle jednoduse rezistentnich, také castéji
nékolikanasobné rezistentni kmeny, které potirani ur€itych nemoci zviast
znesnadnuiji.

Pfi vyzkumu aktivity riznych antibiotik proti urcitym ptvodctim bylo zjisténo, Ze
nékteré z ucinnych latek (napfiklad amoxycillin nebo ampicillin) plsobi téméf
vyhradné extracelularné [Scaglione a spol.,, Chemotherapie 39, 416-423 (1993),
Balland a spol., J. Antimicrob. Chemother. 37, 105-115 (1996)]. Tyto G&inné latky se
takto nedaji nasazovat proti organizmlm, které primarné existuji intracelularné. Ke
zlepSeni intracelularni aktivity byly zhotoveny nanoc&astice ampicillinu (viz vySe
Balland a spol.).

Pfi infekcich jako tuberkuloze nebo jinych mykobakteriozach by bylo Zadouci
rozs§ifeni spektra moznosti o$etfovani kvili stale vyzadované kombinované terapii. U
jinych intracelularnich infekci, jako infekci chlamydiemi, ktera byla teprve kratce
rozpoznana ve své mozné dlleZitosti pro patogenezi arteriosklerosy [Stille a Dittman,
Herz 23, 185-192 (1998)], mohou intracelularni, depotnim uginkem opatiena
antibiotika, znamenat podstatny pokrok v terapii a profylaxi.

Podle vynalezu bylo nyni pfekvapujicim zplUsobem zjisténo, Ze navazani
antiinfekéné Gdinnych latek na HAS vede ke zlepSeni farmakokinetickych viastnosti
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ucinne latky, zejména k prodlouZzenému pologasu rozpadu in vivo, zlepSenému
intracelularnimu pfijimani a/nebo ucinnosti aktivni latky.

Podle vynalezu miize byt pouZivana libovolna antiinfek&éné pusobici latka resp.
libovolné antibiotikum. Uginna latka je volena pfedev§im ze skupiny sestavajici z
aminopenicilin(, cefalosporinl a aminocefalosporin(i, B-laktamovych antibiotik,
karbapenemdi, aminoglykosidl, tetracyklin, makrolidovych antibiotik, inhibitorQ
gyrasy, glykopeptidovych antibiotik, lincomycinl, streptogramind, everninomicind,
oxazolidininontl, nitroimidazolll, sulfonamid(i, Co-trimoxazolu, lokalnich antibiotik,
virostatik, antimykotik, tuberkulostatik.

Piitom se mlZe jednat napiiklad o ampicillin, amoxicillin, cefotaxim,
ceftazidim, vancomycin, clindamycin, metronidazol, isoniazid, rifympicin, rifabutin,
rifapentin, ethambutol, pyracinamid, streptomycin, prothioamid nebo dapson, pficemz
pouZiti aminopenicilinu jako ampicillinu, amoxycillinu, makrolidu nebo streptomycinu
je preferovano zvlaste.

Podle jedné formy provedeni piedloZzeného vynalezu je jako ucinna latka
nasazovan aminopenicilin, ktery je kovalentné vazan pfimo pfes aminoskupinu
aminopenicilinu na hydroxyethyl$krob.

Podle jedné dal3i formy provedeni je nasazovan misto aminopenicilinu
aminocefalosporin, ¢imz se dosahuje sniZzeni alergenity. Jako dal$i formy provedeni
pfichazeji v Gvahu sloudeni makrolid-HAS, pfi ¢emzZ se jedna o erytromycin nebo
jeho derivat, zejména erytromycylamin. K tomu jako alternativa miize byt jako G¢inna
latka pouzit streptomycin.

Podle jedné zviast preferované formy provedeni pfedlozeného vynalezu
probiha vznik vazby mezi antiinfekéné ucinnou latkou a hydroxyethyl$krobem pres
redukujici koncové skupiny hydroxyethylSkrobu.

Podle jedné dalSi formy provedeni piedlozeného vynalezu je antiinfekéné
uc€inna latka navazovana na hydroxyethylskrob pfes spojovnik.

PredloZzeny vynalez zahrnuje dale farmaceutické kompozice, které vykazuji
slouéeninu podle vynalezu. Obvykle farmaceutické kompozice obsahuji dale
farmaceuticky pfijatelny nosic.

Koneéné se predlozeny vynalez tyka vyuzivani sloudenin podle vynalezu k
vyrobé Iédiva pro oSetiovani infekéni choroby. Farmaceuticka kompozice je ve
zvlastni mife vhodna pro oSetfovani infekénich onemocnéni, kterda mohou byt mimo

jiné zplsobena intracelularnimi plivodci. Pfitom se mlzZe jednat o celkové spektrum
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patogennich a fakultativné patogennich plvodcl, napf. o bakterialni, virové nebo
parazitarni puvodce, mykoplazmy, mykobakterie, chlamydie, rickettsie atd.

Z dal$iho hlediska predlozeného vynalezu jsou poskytovany konjugaty HAS a
nukleovych kyselin. V této dobé jsou ve velkém rozsahu knihovny nukleovych kyselin
prozkoumavany na nukleové kyseliny, které vykazuiji urcitou aktivitu. Aktivitou maze
na priklad byt schopnost nukleové kyseliny vazat se na urcité jiné nukleové kyseliny,
receptory nebo virové proteiny. Vazbou mlzZe byt stimulovan nebo inhibovan
biologicky signal. Za timto ucelem se vedle v pfirodé se vyskytujicich molekul D-DNA
a D-RNA nasazuji také L-DNA a L-RNA, které se od v pfirodé se vyskytujicich
molekul li§i v tom, Ze jako soucasti nukleovych kyselin vykazuji L-ribosu a L-
desoxyribosu namisto odpovidajici D-formy (viz WO 98 / 08856). V ramci
predlozeného vynaleu mohlo byt ukdzano, ze mohly byt pfipraveny konjugaty HAS
a nukleovych kyselin, které zachovavaji pfirozenou funkcionalitu (viz Piiklad 7).

PredloZzeny vyndlez dava dédle k dispozici zpusob vyroby Kkovalentnich
konjugatl HAS a ucinné latky. Zpusoby mohou byt provadény ve vodném nebo
organickém reakcénim prostredi, pfi éemz provedeni slouceni ve vodné fazi je davana
prednost.

Podle toho jsou k dispozici davany zplsoby vyroby kovalentnich konjugatl
HAS a ucinné latky, pii kterych v reakénim prostiedi spolu zreaguji HAS a nejméné
jedna Gginna latka. Reakéni prostiedi se vyznacuje tim, Zze je to voda nebo smés
vody s organickym rozpousteédlem, které obsahuje alesport 10 hm. % vody.

Reakéni prostiedi pfi zplsobu podle vynadlezu obsahuje nejméné 10 hm. %,
prednostné nejméné 50 hm. %, zvlasté pak nejméné 80 hm. %, jako piikladné 90
hm. % nebo dokonce az k 100 hm. % vody a tomu odpovidaje nejvyse 90 hm. %,
prednostné nejvyse 50 hm. %, zvlasté pak nejvySe 80 hm. %, jako pfikladné 10 hm.
% nebo dokonce az k 0 hm. % organického rozpoustédia. Reakce se provadi také ve
vodné fazi. Voda je preferované reakéni prostiedi.

ZpUsob podle vynalezu je vyhodny uz proto, Ze se nutné nemusi nasazovat
toxikologicky povazlivé rozpoustédlo a nasledkem toho u produktu vyrobeného podie
vynalezu odpadéd odstrariovani i malych mnozstvi toxikologicky povéazlivého
rozpoustédla, jak je vzdy naléhavé podle znamych zplUsobl proto, aby se vyhnulo
nezadoucimu znecisténi rozpoustédlem. Dale se pak nemusi konat podle
dosavadnich zplisobll nezbytna dodate¢na kvalitativni kontrola na zbytky

toxikologicky povazlivého rozpoustédla, protoze zplUsob podle vyndlezu piednostné
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pouzivd rozpoustédlia, ktera toxikologicky povazlivd nejsou. Podle vynalezu
preferovana rozpoustédla jsou na piiklad toxikologicky nezévadna proticka
rozpoustédia jako ethanol nebo propylenglykol.

Vyhodou zpUsobu podle vynalezu dale je, Ze se zasadné vyhyba organickymi
rozpoustédly indukovanym, ireverzibilnim nebo reverzibilnim strukturnim zménam
proteint nebo peptidl, které pii zplsobu v organickych rozpoustédlech nemohou byt
systematicky vylouceny. Polypeptidy ziskané zpGsobem podle vynalezu mohou byt
proto odlisné od téch, které byly vyrobeny v DMSO.

Podle vynalezu bylo dale piekvapivé zjisténo, Zze ve vodném roztoku mize byt
uskuteénéno navazani HAS na uginné latky, aniz by se pfi tom zaznamenaly vedlejsi
reakce v rozsahu hodném zminéni. Zplisob podle vynalezu vede takto bezprostiedné
ke zlep$enym produktlm ve vysoké Cistoté. Zpusob podle vynélezu umozZnuje takto
poprvé jednoduchou vyrobu konjugéatd HAS s Géinnou latkou, ve kterych ucinna latka
existuje v aktivni formé a vyhodné vlastnosti HAS zUstavaji zachovany. Pro izolaci
konjugatl HAS s ucinnou latkou nejsou vyzadovany zadné zvlastni postupy, protoze
reakce probiha ve vodné fazi a nemusi byt tedy Cisténim odstrafiovana organicka
rozpoustédia.

Podle vynalezu se dava piednost, aby se HAS bezprostiedné vazal na e-NH;-
skupinu, o-NHz-skupinu, SH-skupinu, COOH-skupinu nebo -C(NH)2-skupinu. K
tomu alternativné mlze byt do HAS zavedena dal$i reaktivni skupina nebo muze
dojit k vazbé mezi HAS a ucinnou latkou pres spojovnik. Pouzivani odpovidajicich
spojovnikll k vazbé ucCinnych latek na PEG je v souCasné praxi znamo. Jako
spojovniku je preferovano uzivani aminokyselin, zejména glycinu, alaninu, leucinu,
isoleucinu a fenylalaninu, stejné jako hydrazinovych derivatll a oxylamino-derivatu,
jak je to publikovano ve WO 97 / 38727 a EP 605 963.

Podle jedné formy provedeni zpusobu podle pfedioZzeného vynalezu se HAS
pred vazbou na ucinnou latku oxiduje. Oxidace se mize provadét podle nékterého v
praxi bézného postupu, pfi ¢emzZ prednost ma selektivni oxidace redukujicich
koncovych skupin HAS. Tento postup umozZnuje zplsob, pfi kterém oxidovana
redukujici koncova skupina HAS reaguje s aminoskupinou u¢inné latky za tvorby
amidu. Tato forma provedeni ma zvlastni vyhodu v tom, ze se dosahne specifické
vazby mezi HAS a Géinnymi latkami a tim i zviast homogenniho produktu.

Pfi tom se spolu necha reagovat HAS s oxidovanymi redukujicimi koncovymi
skupinami a uginna latka nejlépe nejméné 12 hodin a pfednostné zejména nejmené
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24 hodin. Dale mlZe byt Zadouci pfidavat libovolny aktivator, napfiklad ethyldimethyl-
aminopropyl-karbodiimid (EDC). Molarni pomé&r mezi HAS a G&innou latkou b&hem
reakce miZe byt volen libovoln&, obvykle leZi v rozsahu HAS : G&inna latka 20 : 1 a2
1120, pfiemzZ pfednost je davana zejména poméru 6 : 1 aZ 1 : 6. Nejlepsi vysledky
byly docileny pfi molarnim pomé&ru HAS : G&inna latka asi 2 : 1.

Jiné reakce pro spojovani mezi aminoskupinou u&inné latky a HAS jsou
samoziejmé v rozsahu vynélezu obsaZeny rovnéZ. Je to na pfiklad postup, pfi némz
spolu bezprostfedné reaguji HAS a G&inna latka, pfi éemZ mezi HAS a ugéinnou
latkou vzniké Schiffova base jako meziprodukt. Azomethinova skupina -CH=N- v
Schiffové basi miOze byt potom za formaini adice <2H> redukovana na
methylenaminovou skupinu -CH2-NH-. Pro tuto redukci miize odbornik vyuZit veliky
pocet v souCasné praxi pouzivanych redukénich prostiedkd, pfiemZ se prednost
dava zvlasté redukci pomoci BH,.

Vazba HAS se mlze uskutednit na libovolnou skupinu Gginné latky. Slou&eni
se nejlépe uskutecni tak, Ze metabolizovany konjugat pied sloudenim vykazuje
nejméneé 50 %, nejlépe 75 % aktivity Gcinné latky, pfi éemz zvlasté se preferuje
zachovani nejméné 95 % aktivity. Reakce ke slouteni miZe byt pfirozené fizena
take tak, Ze se vazba HAS uskuteéni vyhradné na jednu nebo vice urgitych skupin
ucinné latky, pfikladné na lysinové nebo cysteinové zbytky peptidu. Zvlastni vyhody
se naskytaji, kdyz se HAS vaZe pies oxidované redukujici koncové skupiny na jednu
nebo vice urditych skupin Gc¢inné latky, protoZe pfi~ pfislusném postupu mohou byt
ziskany homogenni konjugaty HAS a Géinné latky.

Podle jedné preferované formy provedeni zplsobu piedloZeného vynalezu se
jako vychozi latky pro reakci pouZivaji HAS a protein nebo peptid. Pouzity pfi tom
mohou byt libovolné terapeutické nebo diagnostické proteiny pfirodniho plivodu nebo
rekombinantni proteiny. Seznam v souéasné dobé& na trhu se nalézajicich uginnych
latek rekombinantné pfipravenych se nalezne v Pharma Business, July/August 2000,
str. 45 az 60. PfedloZzeny vynalez zahrnuje vyrobu konjugati HAS a Géinné latky,
které obsahuji n&jakou z ucinnych latek jmenovanych v této publikaci .

Pfednost ma zejména vyroba konjugatd za pouziti cytokinli, napfiklad
interferondl, interleukind, rGstovych faktori, enzymd, inhibitord enzymd, receptort,
fragmentd receptord, inzulinu, Faktoru VIIi, Faktoru IX, antibiotik (nebo antiinfektiv),

peptidovych antibiotik, virovych obalovych proteinil, hemoglobinu, erytropoetinu,
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albuminu, hTPA, protilatek, fragmentu protilatek, jednotlivych fetézch protilatek, DNA,
RNA nebo jejich derivatu. Zvlastni vyhody plynou pfi aplikaci rekombinantnich
peptidil pfi zplsobu podle vynalezu. Jak uz bylo zevrubné uvedeno, nemohou byt
jako ucinné latky nasazovany urdité proteiny ¢asto na zakladé jejich, pro lidi
antigennich vlastnosti. Po slou¢eni s HAS zplsobem podle vynalezu se vsak
imunogenita rekombinantnich proteinl sniZuje, coZ pro lidi umozZfiuje medicinskou
aplikaci.

Zvlastni vyhody plynou dale pfi navazani HAS na proteiny s kratkymi fetézci a
na mensi peptidy. V této dobé se zfizuje velky podet peptidovych bank, napfiklad
banky displeje fag, u kterych jsou na povrchu fagli exprimovany kratké oligopeptidy
(napi. trimery aZ eikosamery). Dale jsou exprimovany protilatky z jediného
polypeptidového fetézce (tak zvané "single chain antibodies", jednofetézové
protilatky) v bakteriich nebo na povrchu fagt. Tyto banky jsou prozkoumavany na
urCitou aktivitu u€inné latky nebo vazebnou aktivitu. Terapeutické a diagnostické
vyuziti pfislusnych peptidovych Géinnych latek nebo protilatek ztroskotava
dlouhodobé na tom, Ze tyto latky jsou vzhledem ke své malé velikosti v organizmu
velmi rychle vyluCovany (viz shora Chapman a spol., 1999). Zplsobem podle
vynalezu mohou byt tyto peptidy vyhodné navazany na HAS a in vivo vykazuji
poloCas rozpadu, ktery umoziuje pouziti jako ucinné latky.

Ke shora uvedenym formam provedeni miiZe byt jako Gginna latka alternativné
pouZit hormon, steroidni hormon, od aminokyselin odvozeny hormon nebo od
mastnych kyselin odvozeny hormon. V jednotlivém pfipadé by mohlo byt nutné
zavést do hormonu pfed vazbou na HAS aktivni skupinu napfiklad pomoci
spojovniku.

Podle vynalezu mize byt jako vychozi materidl pouzivan libovolny,
fysiologicky pfijatelny HES. HES se stiedni molekulovou hmotnosti (priimérnou
hmotnosti) od 1 az 300 kD, zvlasté 1 az 150 kD se preferuje. Obzviasté je preferovan
HES se stfedni molekulovou hmotnosti od 2 do 40 kD. HES vykazuje zejména
molarni stupeii substituce od 0,1 az 0,8 a pomér substituce C, : Cg v rozsahu 2 az
20, vztaZzeno vzdy na hydroxyethylskupiny.

Vynalez se dale tyka konjugatl HAS s Gcinnou latkou ziskatelnych podle
nahofe uvedenych zplsobl. Tyto konjugaty vykazuji vyhodné vlastnosti, totiz
vysokou aktivitu aéinné latky, malou imunogenitu, dlouhou prodlevu v téle a vynikajici
reologické vlastnosti, které stupriuji medicinsky uzitek konjugat.
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Podle toho pfedlozeny vynélez zahrnuje pravé tak zplisoby vyroby Iééiva a
diagnostického prostfedku, pfi kterych se podie nékterého ze shora uvedenych
zpUsobl pfipravi konjugdt HAS s uginnou latkou a smisi se v souéasné praxi
znamym, farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em, adjuvantem nebo pomocnou latkou,
jakozZ i podle tohoto zpUsobu ziskatelné léCivo nebo diagnosticky prostiedek.

Medicinské vyuziti odpovidajiciho IéCiva zavisi na druhu Géinné latky. Jestlize
se na piiklad pouzije jako ucginna latka hemoglobin, mlze byt konjugét aplikovan jako
prostredek transportu kysliku. Pokud se na druhé strané pro vyrobu jako Géinna latka
pouZije cytokin, mize byt konjugat aplikovan na piiklad pii terapii tumorl.
Koncentrace pravé aplikovaného konjugatu v légivu maze byt kazdym primérnym
odbornikem beze vieho zjisténa testem Gcinnosti davky.

Diagnostické prostiedky mohou byt k diagnose onemocnéni nebo poruch
pouzivany in vivo nebo in vitro. Je-li jako U¢inna latka vyuzivana protilatka nebo
fragment protilatky, hodi se konjugat na piiklad k provadéni v praxi obvyklého
dukazu postupem ELISA.

Piehled obrazkl na vykresech

Obr. 1: GPC chromatogram reakce slouéeni ox-HES 130 kD s HSA podie
postupu A. lIl.

Obr. 2: GPC chromatogram reakce slouéeni ox-HES 130 kD s HSA podie
postupu A. IV,

Obr. 3: GPC chromatogram reakce slouceni ox-HES 130 kD s HSA podle
postupu A. V a reakéni dobé 2 hodin.

Obr. 4. GPC chromatogram reakce slouc¢eni ox-HES 130 kD s HSA podle
postupu A. V a reakéni dobé pies noc.

Obr. 5: GPC chromatogram reakce slouceni ox-HES 130 kD s HSA podie
postupu A. V po 2 hodinach (Obr. 5a) a pies noc (5b).

Obr. 6: GPC chromatogram reakce slouéeni slou¢eni ox-HES 130 kD s HSA
podle postupu A. VIl a reakéni dobé po 24 hodinach.

Obr. 7: GPC chromatogram reakce slouc¢eni ox-HES 130 kD s HSA podle
postupu B. V.

Obr. 8: SDS-PAGE a westernovy prenos rliznych reakci sluGovani mezi HES
a HSA.
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Obr. 9: SDS-PAGE a westernovy pienos raznych reakci slu¢ovani mezi HES
a HSA.

Obr. 10: Reakéni schema vytvoFeni konjugatu mezi HES a DNA.

Obr. 11: Snimek gelu. ktery ukazuje konjugaty mezi HES a DNA pred a po
natraveni restrikénim enzymem.

Priklady provedeni vynalezu

V piikladech byly pouZivany nasledovné popisované materialy:

Albumin lidského séra (HSA): Sigma-Aldrich A3782

HES 130 kD: Typ 130/ 05, pfipraven z T91SEP (Fresenius Kabi)
Data: Mw: 130 000 + 20 000 kD

Mh: 42 600D

HES 10 kD: Typ HHH 4 - 2, (Fresenius Kabi)

Data: Mw: 9 800 kD

Mn: 3695D

EDC: Sigma-Aldrich Nr. 16.146-2

(ethyldimethyl-aminopropyl-karbodiimid)

HOBt: Sigma-Aldrich Nr. 15.726-0
1-hydroxybenzotriazol hydrat

DIG-souprava detekce glykanli: Roche -Boehringer Nr. 1142 372

Nasleduijici pfiklady 1 aZ 6 popisuji slouéeni HSA a diaminobutanu na HES s
oxidovanymi redukujicimi koncovymi skupinami nebo pfimé slouéeni HSA s HES.
HSA a diaminobutan jsou pouze pfiklady pro shora definované téinné latky. Piiklad
7 popisuje slougeni oligonukleotidu s HES.
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Piiklad 1

Selektivni oxidace redukujicich koncovych skupin hydroxyethylSkrobu

Pro selektivni oxidaci redukujicich koncovych skupin hydroxyethylskrobu (130
kD a 10 kD) byl tento rozpustén v minimainim mnoZstvi vody a smisen s rliznym
mnozstvim roztoku jodu a roztoku KOH.

Smeés byla michana dokud nezmizela barva poukazuijici na I2. Tento postup
byl vicekrat opakovan, aby se dosahlo pridavku vét§iho mnozstvi roztoku jodu a
roztoku KOH. Roztok byl potom vygistén pfes Na* kationtoménié Amberlite IR 120,
po 20 hodin dialyzovan proti destilované vodé (dialyzaéni trubi¢ky s hranici
odrezavani 4 - 6 kD) a lyofilizovan.

Stuper oxidace byl potom zjistovan pomoci zplsobu, ktery je publikovan v
Somogyi N., Methods in Carbohydrate Chemistry, Vol. 1, 384-386 (1962). Protokoly
oxidacni reakce jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1:

Oxidace redukujicich koncovych skupin HES (130 kD a 10 kD) za ruznych
podminek

V této tabulce sebrané protokoly jsou v nasledujicim detailné reprodukovany

pro oxidaci (6), HES 10 kD:
6,4 g HES 10 kD (1,7 mmol) bylo v reakéni nadobé rozpusténo v malu vody za
stalého michani. K tomu bylo pfidano 50 ml 0,1 N roztoku jodu a 150 ml 01N
roztoku KOH (15 mmol). Tato smés byla ponechéna stét pies noc pii 25°C. Smés
byla Cisténa pfes Amberlite IR 120 (Na*- forma) a dialyzovana proti vodé (dialyzaéni
trubice acetat celulosy, cut-off 4 - 6 kD). Dialyzovany produkt byl lyofilizovan
(Heraeus-Christ Alpha, sugeni v barice pfes noc).

Jak se d& zjistit z Tabulky 1, bylo docileno (pIné oxidace redukujicich
koncovych skupin HES 130 kD (odpovida vytézku 100 %) potom, a3 bylo mnozstvi
jodu zvy$eno z 3,0 x 10™° mol na 1,0 x 10" mol.

Pro Upinou oxidaci redukuijicich koncovych skupin HES 10 kD bylo zapotiebi
dalsi zvy$eni mnozstvi jodu na koncentraci vice nez 2,1 x 10° mol.
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Postup HES (My) | Roztok I, Roztok |Rozpou- | Reakéni Vytézek
0,1N KOH, 0,1N | stédio doba
Oxidace (1) 19 0,3ml 0,5ml voda 4h 30,1 %
HES 130 |2,4x10°mol | 3,0x10°mol |5,0x10"5mol 40ml | 25°C
Oxidace (2) 49 1,0 ml 1,5ml voda |prfesnoc| 24,8 %
HES 130 |9,4x10°mol | 1,0x10™*mol | 1,5x10™mol 6,0ml | 25°C
Oxidace (3) 5¢g 1,2 ml 1,5ml voda |pfesnoc| 24,3 %
HES 130 [1,2x10*mol | 1,2x10*mol |1,5x10“mol| 7.5ml | 25°C
Oxidace (4) 5g 3,0ml 4,5 mi voda |pfesnoc| 60,8 %
HES 130 [ 1,2x10™*mol | 3,0x10*mol |4,5x10“mol| 7.5ml | 25°C
Oxidace (5) 5¢g 4,0ml Smi voda |pfesnoc| 80,0 %
HES 130 {1,2x10“mol 4,0x10*mol 5,0x10*mol 7,5ml 25°C
Oxidace (6) 8¢ 7,0 mi 11,5 ml voda | pfesnoc| 88,4 %
HES 130 | 1,9x10“mol| 7,0x10“mol |1,2x10%mol| 7.5ml | 25°C
Oxidace (7) 109 10 mi 20 mi voda |piesnoc| 100 %
HES 130 12,4x10™mol | 1,0x10%mol |2,0x10%mol| 7.5mi | 25°C
Oxidace (1) 5¢g 2,0 mi 2,0ml voda 20h 3,0%
HES 10 |1,4x10°mol | 2,0x10™*mol |2,0x10“mol | 100ml | 25°C
Oxidace (2) 5¢g 3,5ml 4,5ml voda |[presnoc| 53 %
HES 10 |1,4x10°mol | 3,5x10"*mol | 4,5x10mol | 10.0mI | 25°C
Oxidace (3) 15 ¢ 21,0ml 31,0 ml voda |pfesnoc| 10,5%
HES 10 | 4,1x10°mol | 2,1x10mol |3,1x10%mol 25°C
Oxidace (4) 8g 83,0 mi 180,0 mi voda | presnoc| 80,0 %
HES 10 |2,2x10°mol | 8,3x10°mol | 1,8x102mol 25°C
Oxidace (5) 79 95,0 ml 210,0 mi voda | pfes noc | 100,0 %
HES 10 |1,9x10°mol | 9,5x10°mol {2,1x102mol 25°C
Oxidace (6) 6449 50 ml 150 ml voda | pfes noc | 100,0 %
HES 10 | 1,7x10°mol | 5,0x10°mol | 1,5x102mol 25°C
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Piiklad 2

Vazba HES s oxidovanymi redukujicimi koncovymi skupinami na HSA ve vodné

fazi

Pro vznik vazby byly hydroxyethyliskrob s oxidovanymi redukujicimi koncovymi
skupinami (ox-HES) a HSA Upiné rozpustény ve vods. KdyZ byl roztok &iry, byl
pfidan ethyldimethyl-aminopropyl-karbodiimid (EDC) rozpustény ve vodé&. Po aktivaci
pomoci EDC byla za pfimé&teného michéni piidana dalsi mnoZstvi EDC. Reakce byla
po pfipadé aktivovana pomoci HOBt a ponechana stat pfes noc. Produkt byl 15
hodin ¢istén dialyzou proti destilované vodé a potom lyofilizovan (v nasledujicim
oznaceno jako postup A).

Protokoly reakce vzniku vazby jsou uvedeny v Tabulce 2.
Tabulka 2:

Reakce vzniku vazby mezi HES (130 kD a10 kD) s oxidovanymi redukujicimi
koncovymi skupinami a HSA za riznych podminek
(Postup A; ¢&islo v zavorce ve sloupci HES udava oxidaé&ni postup podle Tabulky 1)

Reakce siucovani VIl mezi ox-Hes 130 kD a HSA se detailng uvadi
nasledovné:

v kulaté barice bylo v circa 5 ml vody pfi teploté mistnosti za michani
rozpusténo 130 mg ox-HES 130 kD (oxidacni stuperi cca 100 %) a 100 mg HSA.
Jakmile se roztok vygefil, bylo po dobu jedné hodiny prikapavano 200 mg EDC
rozpusténého v 5 - 10 mi vody ve tfech davkach. Po kazdém pridavku se ponechalo
asi 4 hodiny pfi teplot& mistnosti michat. Po reakéni dob& 24 h byla smés
dialyzovana proti vodé (dialyzag&ni trubice acetat celulosy, cut -off 4 - 6 kD). Potom
byl produkt Iyofilizovan.
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Postup A HSA ox-HES EDC HOBt Rozpou- |Akti- | Reakce
(Mp) stédlo vace
Slucovani | 300 mg 100 mg (1) 25mg 100 g H,O/dioxan | 1,5 h 4h
ox-HES 130 | 4,4x10°mol | 2,4x10°mol | 1,6x10”mol | 7,7x10”mol | 13 mi2mi | 3-4°c | 25°C
SluGovani 1l 100 mg 300 mg (2) 15 mg 100 g H,O/dioxan | 1,5 h | pies noc
ox-HES 130 | 1,5x10°mol 7,0x10°°mol 9,7x10°mol 7,7x10%mol | 10 mli3ml |3-4°C| 25°C
Sluovani lll 200 mg 3,8g(5 46,5 mg 20 mg H,O/dioxan | O h 24 h
ox-HES 130 | 3,0x10°mol | 8,9x10°mol | 3,0x10“mol | 1,5x10“mol | 10 mi/3 mi 25°C
Slucovani v 100 mg 1,99 (5) 25mg 20 mg voda 1,5 h | pfes noc
ox-HES 130 | 1,5x10°mol | 4,5x10mol | 1,6x10*mol | 1,5x10"mol 3-4°C| 25°C
Sludovani V 200 mg 4,39 (5 100 mg 0mg voda Oh | pies noc
ox-HES 130 | 3,0x10°mol | 1,0x10mol | 6,0x10™*mol 25°C
Slugovani VI 100 mg 130 mg (7) 50 mg 0mg voda Oh 5h
ox-HES 130 | 1,5x10°mol | 3,0x10°mol | 3,0x10™mol 5 mi+10ml 25°C
Sluovani Vii 100 mg 130 mg (7) 200 mg 0 mg voda 5mi+| Oh 24 h
ox-HES 130 | 1,5x10°mol | 3,0x10°mol | 1,2x10°mol 2x 10ml 25°C
Sluéovani | 100 mg 300 mg (1) 5mg 100 mg H,O/dioxan | 1,5 h | pies noc
ox-HES 10 | 1,5x10°mol | 8,1x10°mol | 3,0x10°mol | 7,7x10"mol | 13 mi2ml | 3-4°C | 25°C
Slugovani l| 70 mg 1,092 15,5mg 0mg voda 10 ml | pies noc
ox-HES 10 | 1,0x10°mol | 2,7x10™*mol | 1,0x10™mol oh | 25°C
Slucovani Il 200 mg 3,09@) 77,5 mg 20 mg voda Oh 6h
ox-HES 10 | 3,0x10°mol | 8,1x10™mol | 5,0x10“mol | 1,5x10"mol 25°C
Slucovani IV 50 mg 7,49 (4) 282 mg 0mg voda 0 h | pies noc
ox-HES 10 | 7,4x10"mol | 2,0x10 mol | 1,5x10°mol 25°C
Sludovani V 100 mg 103 g (6) 93 mg 0Omg voda Oh 20h
ox-HES 10 | 1,5x10°mol | 2,8x10°mol | 5,6x10"mol 4ml 25°C
Sluovani VI 100 mg 103 g (6) 200 mg 0mg voda’ Oh 30h
ox-HES 10 | 1,5x10°mol | 2,8x10°mol | 1,2x10°mol 3x5 ml 25°C

"= Pfidani roztoku EDC kapaci nalevkou b&hem 60 min.
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Piiklad 3

Pfima vazba HES na HSA ve vodné fazi

Princip této reakce spodivd na tvorbé Schiffovy base mezi HES a
aminoskupinami proteinu, pfi ¢éemsz tato reakce je vedena pres reakci Schiffovy base
na odpovidajici amin pomoci NaBH4 (v dal$im oznagovano jako postup B).

Proto byl HES Uplné rozpustén v malo vody. K tomu byl pfidan HSA
rozpustény v boratovém pufru, pH 9,0. K tomuto roztoku byl pfidan NaBH,4 a byl za
michani ponechan pfi teploté mistnosti. Byl pfidan dal$i alikvot HES 130 kD
nasledovany dal$im NaBH4. Po skondeni reakce bylo jak popsano dialyzovano a
lyofilizovano.

Protokoly jednotlivych pokust jsou uvedeny v Tabuice 3.

Tabulka 3

Pfimé vytvoreni vazby mezi HES (130 kD a 10 kD) a HSA za riznych podminek.
(Postup B)

Pro vytvoreni vazby s HES 130 kD bylo jednotlivé 2,0 g této slouéeniny Gpiné
rozpusténo ve vodé (cca 5 ml). K tomu bylo pfidano 50 mg HSA rozpusténého v 1 ml
0,1 M boréatového pufru, pH 9,0. K tomuto roztoku bylo pfidano 30 mg NaBH, a za
michani ponechéno pfi teploté mistnosti. Po 18 hodinach byl pfidan dalsi alikvot 2,0
g HES 130 kD nasledovany dal§imi 30 mg NaBHs. Po reakéni dobé celkem 100 h
bylo dialyzovano a lyofilizovano (Slougeni V, HES 130 kD).

Pro vytvofeni vazby s HES 10 kD bylo ve vods (cca 5 ml) Uplné rozpusténo
1,4 g teéto slouceniny. K tomu bylo pfidano 50 mg HSA rozpusténého v 1 ml 0,1 M
boratového pufru, pH 9,0. K tomuto roztoku bylo pfidano 14 mg NaBH, a za michani
ponechano pii teploté mistnosti. Po 18 hodinach byl pfidan dalsi alikvot 1,4 g HES
10 kD nasledovany dal$imi 14 mg NaBH,. Po reakéni dobé& celkem 80 h bylo
dialyzovano a lyofilizovano (Sludovani I, HES 10 kD).




og RN I IRt A
Postup B HSA HES NaBH, Pufr Reak¢ni
(M;) pH doba
Sluéovani | 50 mg 500 mg 500mg | Na;HPO4, Omi | 48h
HES 130 | 7,5x107mol | 1,2x10®mol | 1,3x102mol 7.4 25°C
Slucovani | 100 mg 19 60 mg NazHPO4, 1 ml 20 h
HES 130 | 7,5x107mol | 1,2x10®°mol | 1,6x10°mol 7.4 25°C
Sluéovani i 50 mg 98¢ 285 mg Na;HPOy4, 1 mi 36 h
HES 130 | 7,5x107mol | 2,3x10™*mol | 7,5x10°mol 7.4 25°C
Slucovani IV 50 mg 20g 180 mg Borat 0,1 M 30 h
HES 130 | 7.5x10"mol 4,4x10mol 4,7x103mol 9,0 25°C
Sluéovani vV 50 mg 40g 60 mg Borat 0,1 M 100 h
HES 130 | 7,5x107mol | 9,4x10®°mol | 1,6x10mol 9,0 25°C
Slu¢ovani | 50 mg 28¢g 28 mg Borat 0,1 M 80 h
HES 10 | 7,5x10"mol | 9,4x10mol | 1,6x10mol 9,0 25°C
Piiklad 4

Analyza slouéenych produktd pomoci GPC

Reakéni produkty byly nejdfive analyzovéany za pouziti gelové permeacni

chromatografie
4.1

(GPC).

Pro GPC byl pouzit FPLC pfistroj (Pharmacia), ktery byl spojen s HPLC UV
monitorem (Hitachi). Déle byly pouzity nasledujici podminky:

Sloupec:

UV monitor:

Pumpa:
Pufr;

Superose 12 HR 10/ 30 (1 x 30 cm) (Pharmacia)

280 nm
0,2 ml/ min

50 mM fosfat / 150 mM NaCl, pH 7,2.

®¢e eoen
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Za téchto podminek byl peak HSA nalezen obvykle po 63 min, pfi éemsz
dodatecné mohl byt naméien pfi asi 57 min mensi peak, ktery je zplsoben dimery
HSA. Chromatogramy ziskané pomoci GPC Ize analyzovat nasledovné:

4.2

Obr. 1 je chromatogram, ktery ukazuje distribuci mnozstvi produktll po
slouCeni ox-HES 130 kD s HSA (Slucovani 1ll). Pfi tomto zptisobu slougeni byly
dosazeny velmi dobré vysledky bez aktivace pomoci HOBL. Zfetelny ojedinély Siroky
peak byl naméfen pfi 37 min a dal$i mensi peaky pfi 45 min, coZ poukazuje na
slouCeny produkt s vy$$i molekulovoy hmotnosti nez ma HSA. Soudasné byly
nalezeny stopy nemodifikovaného HSA.

Obr. 2 ukazuje distribuci mnozstvi produktd po sloudeni ox-HES 130 kD s
HSA (Slucovani IV). Reakce byla aktivovana pomoci HOB. Ukazuje se, Ze tato
aktivace snizuje vytézek pravdépodobné podporovanim vedlejsich reakci.

Obr. 3 a 4 ukazuiji distribuci mnozstvi reakénich produktt béhem a po reakci
sluCovani ox-HES 130 kD s HSA (Slu¢ovani V). Po reakéni dobé 2 hodin byl jako
produkt s nejvyssi koncentraci nalezen nemodifikovany HSA, ale vedle toho také
prvni produkty slouéeni s vy$$i molekulovou hmotnosti. Po probéhnuti reakce byl
nalezen homogenni produkt slougeni s reten&ni dobou cca 35 min ve vysoké
koncentraci. Nemodifikovany HSA a jineé produkty sloueni jsou tu v relativné malé
koncentraci

Obr. 5 ukazuje pfislusnou distribuci mnosstvi reakenich produktd béhem a po
reakci sluCovani ox-HES 10 kD s HSA (SluCovani V). | zde se ukazuje, zZe
koncentrace produkt slougeni s molekulovou hmotnosti, ktera lezi nad hmotnosti
HSA, v pribéhu reakce pribyva.

Reakce slucovani, pfi které témér vSechny molekuly HSA mohly byt
pfeménény na homogenni produkt sloudeni je nakonec ukazéna na obr. 6 (reakéni
produkty slu¢ovani Vii).

Priklad pro chromatogramy, které byly ziskény pii analyze pfimého slucovani
HES s HSA, je ukazovan na obr. 7 (postup B, HES 130 kD, spojeni V). Da se
rozeznat zietelny peak pfi cca 65 min (HSA). Nad to pak byl ale také prokézan
produkt slougeni (peak pfi cca 42 min).
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Ptiklad 5

Analyza produkti slouéeni pomoci SDS-PAGE a westernovy pienos

5.1

PAGE byla provadéna v pfitomnosti natrium-dodecylsulfatu (SDS) pfi pouziti
Miniprotean Il pfistroje firmy Biorad a 7,5 % akrylamidového gelu. Provedeni
elektroforézy probihalo podle predpisu vyrobce. Aby se proteiny staly viditelné, byly
gely vybarvovany stfibrem podle metody Bluma [Electrophoresis 8, 93-99 (1997)).

Pitomnost glykanti v produktech slougeni byla dokazovana westernovym
pfenosem a pomoci soupravy pro detekci glykant od firmy Roche-Boehringer. Po
rozdéleni produktli pomoci SDS-PAGE, tyto byly za pouziti “blotting" aparatu
elektroforézni jednotky Miniprotean I pfevedeny na nitrocelulosovou membranu.
Nasledné& byla membrana oxidovana jodistanem za podminek, pfi kterych se oxiduji
pouze vicinalni OH skupiny. Ty byly potom zreagovany s amino-funcionalizovanym
digoxygeninem.  V&zany digoxygenin byl dokazovan pomoci  specifickych
monoklonalnich protilatek, které byly vazany na alkalickou fosfatasu. Proto byl pfidan
substrat fosfatasy (4-nitrotetrazolium-chlorid / 5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat), ktery
vytvaii téZko rozpustny modro-fialovy produkt. Tento produkt se na membrand
usazuje a umozni tim, Ze se pasy stanou viditelné. Jako negativni kontroly se
aplikovaly nemodifikovany HSA a keratinasa, zatimco transferrin fungoval jako
pozitivni kontrola.

Pfesné kroky pfi postupu jsou popisovany v doprovodném letaku u této
soupravy (Roche-Boehringer).
5.2

Obr. 8 a 9 ukazuji pravé snimek stfibrem vybarveného SDS-PAGE gelu
(nahofe) a snimek odpovidajicich produktll po pfeneseni na membranu a dikaz
glykanu (dole). Jak se d4 z t&chto obrazkd usoudit, vznika pfi reakci slugovani jako

reakeni produkt relativné homogenni glykan, zatimco koncentrace nemodifikovaného
HSA ubyva.
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Priklad 6
Objasnéni moznych vedlejsich reakci
Pro vysvétleni zda vediejsi reakce probihaji ve formé autokondenzace HES s

oxidovanymi redukujicimi  koncovymi skupinami, byly uskute¢nény nasledujici
nasady do reakce:

Tabulka 4
Nasady do reakce k objasnéni vedlejsSich reakci
ox-HES EDC HOBt Voda Reakéni
doba
500 mg 15 mg 30h
HES 130 kD | 1,2x10°mol | 7,8x10°mol -- 50ml 25°C
500 mg 15 mg nasyceny 30h
HES 130 kD | 1,2x10°mol 7,8x10°mol roztok 50ml 25°C
100 mg 3,4 mg 30h
HES 130 kD | 2,7x10°mol | 1,8x10°mol - 5,0 ml 25°C
100 mg 3,4 mg nasyceny 30 h
HES 130 kD | 2,7x10°mol | 1,8x10"°mol roztok 5,0 ml 25°C
700 mg 31mg 30 h
HES 130 kD | 1,6x10°mol | 1,6x10™mol - 5,0mi 25°C
700 mg 31 mg nasyceny 30 h
HES 130 kD | 1,6x10°mol 1,6x10*mol roztok 50mi 25°C

Cilem experimentl bylo dokazat nakolik dochazi k mozné autokondenzaci
HES v pfitomnosti nebo nepfitomnosti HOBL. Vzorky byly lyofilizovany a
analyzovany.

Pomoci GPC a méfeni rozptylenym svétlem nemohly byt v rozsahu
detekCnich hranic nékolika procent nalezeny z&dné dlkazy pro zvétSovani
molekulové hmotnosti.
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Piiklad 7

Slu¢ovani oxidovaného HES s DNA a analyza funkcionality produktu slouéeni

Princip reakce:

Schematické zobrazeni reakce je uvedeno na obr. 10. V prvnim kroku reaguje
aminoskupina amino-HES12KD 3 s N-hydroxysukcinimidovou skupinou SMCC 4 na
konjugat 5. Odstiedénim za pouziti centrifugaéni dialyzy se oddali nezreagovany
SMCC 4 . Maleinimidova skupina konjugatu 5 reaguje potom s thiolovou skupinou
thio-DNA 1 na pzadovany produkt 6. Tudné oznacena oblast ve vzorci 6 je pouze
spojovnikem a mlze mit jakoukoliv podobu.

Prezkouméni biologické aktivity konjugatu 6 probihalo pomoci $tépeni
restrikénim enzymem EcoR1. Restrikéni enzym $§tépi pouze dvouretézcovou DNA s
intaktni poznavaci sekvenci.

DNA:

Pouzita byla dvouretézcovda DNA syntetizovanda u MWG Biotech AG,
Ebersberg. Sekvence jednotlivych sekvenci zneéji:
SEQ ID NO 1:
5'-GTAGAGACAGGAGGCAGCAGTTGAATTCGCAGGGTGAGTAGCAGTAGAGC-
3"
SEQ ID NO 2:
5’-GCTCTACTGCTACTCACCCTGCGAATTCAACTGCTGCCTCCTGTCTCTAC-3';
modifikovana s 5°-thiol C6 S-S pomoci MWG (viz obr. 10).

Oba jednotlivé fetézce DNA byly rozpustény ve dvakrat destilované vodé v
koncentraci po 2 pug / ul a v poméru 1 : 1 byly pii 96°C hybridizovany k
dvouretézcové thio-DNA 1 s koncentraci 2 ug/ ul.

Analyza produktl:

Analyza byla provadéna gelovou elektroforézou ve 4 %-nim agarosovém gelu
s elektrolytem TBE pufru ze 45 mM Tris-boratu, 1 mM EDTA, pH 8,0 po 1 ug DNA v
pfitomnosti 50 ug ethidinium-bromidu na 100 ml gelu. Fotografie byly snimany pfi
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312 nm pomoci CCD-System Modular (INTAS Imaging Instruments, Goéttingen, DBR)
a UV-Transluminator UVT-20S/M/L (Herolab GmbH, Wiesloch, DBR).

Z reakéni smési byly odebirany 1 pl (1 pg DNA) a po 3 h pii 37°C $tépeny s 1
ul (20 U) restrikéniho enzymu EcoR1 (New England Biolabs GmbH,
Schwalbach/Taunus, DBR), 1 ul reakéniho Ustojného roztoku (50 mM chloridu
sodného, 100 Tris-HCI, 10 mM chloridu hofe¢natého, 0,025 % Tritobu X-100, pH 7,5
od New England Biolabs) a 7 ul dvakrat destilované vody.

Modifikace HES:

Oxidace HES12KD (Fresenius, Sarze 2540SR2.5P) se stfedni molekulovou
hmotnosti 12 000 g / mol na oxo-HES12KD 2 byla provedena roztokem jodu podle
postupu publikovaného v DE 19628705,

Reakce 1,4-diaminobutanu s oxo-HES12KD 2:

1,44 g (0,12 mmol) oxo-HES12KD 2 bylo rozpusténo v bezvodém
dimethylsulfoxidu (DMSO), pod dusikem pfikapano k roztoku z 1,5 ml (1,50 mmol)
1,4-diaminobutanu a pfi 40°C 19 h michano. Reakéni smés byla pfidana ke smési z
80 ml ethanolu a 80 ml acetonu. Vytvoiena sraZenina byla odcentrifugovana a vzata
do 40 ml vody. Roztok byl 4 dny dialyzovan proti vodé (dialyzaéni trubice SnakeSkin,
cut-off 3,5 kD, Perbio Science Deutchland GmbH, Bonn, BDR) a nasledns
lyofilizovan. Vytézek ¢inil 80 % (1,06 g) amino-HES12KD 3.

Slouceni amino-HES12KD 3 s thio-DNA 1

Ke 400 pl 10 mg / ml roztoku amino-HES12KD 3 v pufru z 10 mM
fosfore€nanu sodného a 150 mM chioridu sodného, pH 7,44 bylo ptidano 1 mg
SMCC 4 rozpusténého v 50 pl bezvodého DMSO a smés byla zpracovana 80 min pii
teploté mistnosti a 10 min pti 46°C. Potom byla smés odcentrifugovana. Supernatant
byl oddélen od srazeniny a znovu centrifugovan. Ze supernatantu bylo odebrano 200
ul a centrifugovano 45 min pfi 14 000 g s MICROCON YM-3 (Amicon, Milipore
GmbH, Eschborn, DBR) dialyzaéni viozkou centrifugy. Po pfidani 400 p! pufru z 10
mM fosforenanu sodného a 150 mM chioridu sodného PH 7,44 bylo znovu 45 min
centrifugovano, dal$ich 400 pl pufru pfidano a centrifugovano 60 min. V dialyzaéni
vioZce zbylé mnozstvi roztoku konjugatu bylo dopinéno na 50 pl. Z tohoto roztoku
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bylo 10 pl pfidano k 10 pl roztoku thio-DNA 1 a ponechéno 14 h reagovat pii teploté
mistnosti. K analyze byl odebiran 1 wl. Vysledky ukazuje obr. 11 v pasu 2 a 3.

Reakéni podminky pro popsany pokus a pro pokusy se zménénymi reak&nimi
podminkami jsou shrnuty v Tabulce 1 a vysledky jsou zobrazeny na obr. 11.

Souhrn vysledkd:
Byly zkoumany nasleduijici podminky:
1. Mnozstvi SMCC:
1 mg (pasy 2, 6, 10, 14), respektive 5,6 mg (pasy 4, 8, 12, 16);

2. Teplota pro reakci s thio-DNA 1
teplota mistnosti (pasy 2, 4, 6, 8), respektive 37°C (pasy 10, 12, 14, 16);

3. Podminky pufrovani:

10 mM fosfatu, 150 mM NaCl bez EDTA, pH 7,44 (pasy 2, 4, 10, 12), respektive 100
mM fosfatu, 150 mM NaCl + 50 mM EDTA, pH 7,23 (pasy 6, 8, 14,16).

Na obrazku 11 zobrazované pasy 2 - 18 jsou vysledky pokus(i slucovani
amino-HES12KD 3 s thio-DNA 1 pomoci SMCC. Pii tom jsou vedle sebe uvadény
vysledky piimo z reakce respektive po reakci a nasledujicim zkracovani DNA. V
pasu 1 je nanesena smés riznych referenénich DNA pro znacCkovani délky a pasy 18
a 19 ukazuji thio-DNA 1 respektive zkracenou thio-DNA 1. VSechny pokusy ukazuiji k
jesté nezreagované thio-DNA 1 navic produkty slu¢ovani o vysSich hmotnostech
(pasy 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16). Protoze HES12KD je smési nestejné velikych
molekul, vykazuji distribuci molekulovych hmotnosti i produkty slu¢ovani. Vsechny
produkty sluovani obsahuiji intaktni DNA, protoZze mohou pomoci EcoR1 byt Upiné
straveny. To se projevuje v téméf Uplném zmizeni odpovidajicich difuznich pasl po
zkracovani (pasy 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17).
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Tabulka 1:
Reakéni podminky sludovani amino-HES12KD 3 s thio-DNA 1
Teplota | SMCC
Pas | Pokus [°C] [mg] DNA HES12KD Pufer
1 | Znat¢-
kovaé ]
2 19A1 RT 1 Thio-DNA | Amino-HES12KD | 7,44, 10mM
3 kréaceno
4 19B1 RT 5,6 | Thio-DNA | Amino-HES12KD | 7,44, 10mM
5 kraceno
6 | 19C1 RT 1 Thio-DNA | Amino-HES12KD |7,23, 100mM
7 kraceno
8 19D1 RT 5,6 | Thio-DNA | Amino-HES12KD |7,23, 100mM
9 kraceno
10 | 19A2 37°C 1 Thio-DNA | Amino-HES12KD | 7,44, 10mM
11 kraceno
12 | 19B2 37°C 56 | Thio-DNA | Amino-HES12KD | 7,44, 10mM
13 kraceno
14 | 19C2 37°C 1 Thio-DNA | Amino-HES12KD | 7,23, 100mM
15 kraceno
16 | 19D2 37°C 5,6 | Thio-DNA | Amino-HES12KD |7,23, 100mM
17 kraceno
18 Thio-DNA
19 kraceno

RT" = teplota mistnosti
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PATENTOVE NAROKY

1. Zplsob vyroby kovalentniho konjugatu HAS s uginnou latkou, pfi kterém se
v reakénim mediu spolu zreaguji HAS a G&inna latka, vyznaéujici se tim, ze

(a) se pfed vazbou na d&innou latku selektivné oxiduje redukujici koncova
skupina HAS;

(b) reakénim prostiedim je voda nebo smés vody s organickym
rozpoustédiem, které obsahuje alespori 10 hmotn. % vody a

(c) u€innou latkou je protein, oligopeptid nebo polypeptid.

2. ZpUsob podle naroku 1 Vyznacujici se tim, Zze uginnou latkou je
oCkovaci latka, toxin, antibiotikum (antiinfektivum), antiarytmikum, omezovaé chuti,
anestetikum,  analgetikum, antireumatikum, antialergikum, antiastmatikum,
antidepresivum, antidiabetikum, antihistaminikum,  antihypertonikum  nebo
antineoplasticky prostredek.

3. Zpusob podle naroku 1 nebo 2 vyznacujici se tim, Ze G&innou
latkou je enzym, inhibitor enzymii, receptor, fragment receptord, inzulin, Faktor VIII,
Faktor 1X, cytokin, interferon, interleukin, ristovy faktor, peptidové antibiotikum,
virovy  obalovy  protein, hemoglobin, erytropoetin, albumin, hTPA, protilatka,
fragment protilatky nebo jednofetézcova protilatka.

4. Zplsob podle nékterého z pfedchozich narokli vyznaé ujici se tim,
Ze HAS se vaze na &-NHz-skupinu, na o-NH,-skupinu, na SH-skupinu na COOH-
skupinu nebo na -C(NH3)2-skupinu Géinné latky.

9. Zplsob podie nékterého z predchozich narokl vyznaé ujici se tim,
Ze zoxidovana redukujici koncova skupina HAS reaguje s aminoskupinou G&inné
latky za vzniku amidu.

6. Zpusob podle nékterého z pfedchozich naroki; vyznacujici se tim,
Ze se pied vytvofenim konjugatu Gcinna latka nebo HAS navaze na spojovnik.
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7. Zpusob podle nékterého z predchozich naroke vyznacéujici se tim,

Ze se pouzije hydroxyethylskrob se stfedni molekulovou hmotnosti (hmotnostni
pramér) od 1 do 300 kDa.

8. Zplisob podie nékterého z predchozich narokli vyznaéu jici se tim,
Ze se pouzije hydroxyethylskrob se stfedni molekulovou hmotnosti od 2 do 40 kDa.

9. Zpusob podle nékterého z predchozich narokd] vyznacéujici se tim,
Ze se pouZije hydroxyethylskrob se stfednim molarnim stupném substituce od 0,1

do 0,8 a pomérem substituce C2: Cs Vv rozsahu od 2 do 20, vztaZzeno vZdy na
hydroxyethylskupiny.

10. Zplsob vyroby légiva nebo diagnostického prostredku vyznaé ujici
se tim, Ze zahrnuje kroky, Pfi nichZ se vyrobi konjugat podie nékterého z

narokd 1 az 9 a smisi se s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em, adjuvantem nebo
pomocnou latkou.




(XXX ]
.

*

L

(X

.

2003 —-2430

et VSH S @ 0EL S3H-XO :ill JupAoRNIS wesBojewoiyd os : | -1
T Anuiy
< 0zl o1 0 06 0z o1 ‘o
3 { ¢ i 1 i ! I | L L "
~+ Ty $ 1 t 1 } $ $ t } : 0
: - DIX000°]
T 1. 01%000'
Z25809 0919 80'ZoL N|~ 1°
1285508 88259z 80'cZL ) [ .
< STL88Z8LL  lu8ps SL'6L1 g T201X000°€
%_ 1595558 8€2L1LL z6'201 y .. S
Stovs.e 9L01 80'08 £ +201%000°y &
. 10€2208 zze6 S6'sh 4 . ,
¥£090EZ 01289 £g'se ! 1 o1%000
njead eyooly  nyead eYsfA  eqop uieay 9 yesq ¢ .
Ayead oid alepn .._nbmxooo.w
ST : - _~ a F01%000°L
|




VSH § @4 0¢L SIH-X0 :Al jupAonis weibojewolys 9d9 : z 1qo

Anuin
0Lt 081" ogl oyl 09 05 0o o0 o0z o0l 0
—r—t 4 1 $ I } } 1 1 il { l | 1 1 I
AN S __ t == i Q)
=7 ]
| 1,01%0'1
¢ ]
| T201%0°Z
i .
I3 ~ -4
116161851 L680T m. i 9 | 3,015
0v€002 Z6LL L9's8 S £ ]
1892122 L0zeL LL'19 4 . 1.01x0%
2006€6 1€602 6119 e| - ] 2
180929 §/82 ec'ly z ,..‘N.Exo.n
18€09504 z/8861 L1'6T L ]
miead eyoold  myead exsAA  eqop Jupesy 2 yead .H.N.o:o.c
Ayead oud afepn
T 01X0'L
_ F,01%0'
* -
3
, ‘ r,z..m. V ¢ . .




(Y Z eqop JuNeal)
VSH S @% 0€} S3H-X0 :A JueAODN|S weibojewolys 9do : ¢ "1q0

AnuinN
091 OST OpY OEl OZI OIT 001 06 08 OL 09 0S5 Ob 06 0T 01 o
§ S i : 1 ! 1 Iy | I t | ¢ 1 N | ! 1 " i i [N I | | 1 {
LARSELANS Moo N s mam g5 11 o R BN SN s ' ' v —r 0
T,01%0°1
9 4
.”-Nc:a 4
9£88081 £€8/9 80'lelL 9 [ >
: 1 c
9612955 SOyl mm.mw S . 1. oo
YYLELE 865Y €208 4
9Z.y9061 0SESY SZ'e9 £ ]
L169€8.) Z85€Z G'lS 4 i :
zieesey 59502 £8'9¢ L TO1X0Y
nyead eyoold  nyead exshA BQOP juyesy "9 Jead 1
Aead oud sfeppy
||N.c.~xoam
£
: L L




AL (luenobeasz wauidn od)
e 'Y VSH s @) 0¢} S3H-x0 ‘A lugAOQN|s weibojewoayo 3dO ¥ °1q0
"‘.Q." ) >“3C_E
ovt ovL o1 ozt , . 0f 0T o1 o
y N7 a0 e 4 . 1 L 1 1
000000 —_ L . L T T IO
“.e'." M‘le~xOA~
F201%0°C
| F.01%0'
> 0LL92b1 6695 2r'eel 5 TO1X0y
£88081 zezl 19'62 b ] W
- ¢
£19005¢ 00¢e8 66'29 € TLO1X0°¢
6865504 1 ZLpeL 65'8p Z ] )
28566141 L821L 80'ge ! {D1X09
njead eyoo myead eysAA  Bqop Juoyee 2 yes, “ ‘
Yoold  nmyead exsfA  eqop jugyesy 9 yeay 1, o1x0%
Axead oid afepn ]
T,01%0'8
1 ] \
T, DI%0'
]
. . . L I .




gm.o.l"
00. *
Z“.O..“
o3, Uz od vYSH s @4 01 SIH-x0
0 A ueronis Aynaupy judyes. ezfjeue 0d9 : eg 1q0
.. Anuin
L L oo o - o o8 woww o x  m o ;
L9'60t /5 8506/ + ¢ 01¥000's
L +,.01%000't
=~
. U 4 ,.o1x00¢'s
,....288«
_ ..._.ExSn.n
_ (rss1 :
1% I3 T 1-01%000°¢
_ T-01%008°¢
'
T 01%000'y

nv



N
m"....."
U 9l od YSH s @ 01 SIH-X0
oo | ‘A Jugaognis Kynaury Juyeas ezkjeue 9do : 4s “190
NQ"QQ" ] . | b:C_E
o“o“uo o.m.-’ o,"N_ c_- —_— 00l . 06 , o o L g oy ot 0z ol 0
ooovto — t _—’
T¢-01%000T
/L + 2 01%000"y
S I
1 2.01%000%9
] £01%000°%
T _.o_x..sa._
1 ,-01%007°)
1 ,-01%000'
| !
ST'IS/T STPy /1 q._.—:xcoe.-
[ 4 ¥ htl\\ _ \

nv



WMo oo,
w" R
VSH S a4 0€} S3H-x0
L :8deqn)ul Y pZ od JupAoQN|S ‘JIA IS3WS Juyea. ezhjeue 2d9 : 91490
.oou.. . Anuipy
sens’ om.oi 00l 06 03 o 0T ol 0
e Do o 2 - 4 . . : . .o
& . 1- 1-01%000°C
/... 1“1 .01%000'y
/ 1 !
= ., .
! ;,x_.o_xooow
J“J.o_éoo.w
uﬁ
00°z¥ /1 + o 01%000'1
.J 01%00Z"1
]
M-e 01%00%'1
* ’ ) ¥ > r,l\ ! ' v ’

nv



wapupAyosoq aoynpal

. oo i . . b.::__z

o B YSH S ¥ 0€} SIH-XO 1ueAon|s "A weibojewolys 9do : L 140

[AXAT NS

6'P9/¢

10
1 . 01%000's
1 £-01%X000'1
1
+ ..01%0051
1

+ ,.01%000'

E

-2-01%005°C

bt

T ,-01%000'€

- (.01%008'€
J

bt

nv



-

Obr. 8: Horni snimek:
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SDS-PAGE slugovaci reakee lll (postup A a B) mezi HSA a OX-
HES 130 kD, respektive HES 130 kD pii vybarveni stfibrem (pas 1, sludovani
Ill, postup A); pas 2: transferin; pas 3: kreatinasa; pas 4: nemodifikovany HSA:
pas 5: sluCovani Il (postup B); pas 6: znaCkovagd.

Dolni snimek;

westernovy pienos s dikazem glykan téchze vzorkl, pfi Gemz
transferin (pas 2) funguje jako pozitivni kontrola a kreatinasa (pés 3), jakoz i
HSA (pas 4) funguje jako negativni kontrola.
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Obr. 9:

] SDS-PAGE, barveno stfibrem, 12 % PAA (nahore) a westernovy
prenos / glykan (dole) reakéni smési z V. slu€ovani ox-HES 10 kD s HSA
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Schematické znazornéni slu¢ovaci reakce mezi amin-HES, SMCC a thio-DNA

0
HES—NH, + N 0
N
3 0
0
1 4 ,,

0
0
HES\NH {
5
DNA-SH
1
0
HES 0
\NH /DNA
S
6

Struktura thiomodifikace DNA

o)

HS
o 5°-konec oligonukleotidu

Struktura SMCC




Obr. 11
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