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Lyofilisoituja polyalkyleenioksidimodifioituja proteii-

ni- ja polypeptidikomplekseja, joissa on syklodekstriinid

Tamd Kkeksintd koskee fysiologisesti aktiivisten,
vdhddioliseen polyalkeenioksidiin sidottujen ja kylmésuo-
jaavan syklodekstriinin kanssa yhdistettyjen proteiinien
ja polypeptidien kylmdkuivattuja parenteraalisia vesiliu-
oksia.

Aivan erityisesti t&m& keksintd koskee vdh&dioli-
seen polyeteeniglykoliin sidotun ja kylmdsuojaavan syklo-
dekstriinin kanssa yhdistetyn peroksididismutaasin Kylm&-
kuivattua parenteraalista vesiliuosta.

Biologisesti aktiivisia proteiineja, erityisesti
entsyymeja ja peptidihormoneja, on pitk&i&n pidetty ihan-
teellisina ld8kkeind erilaisten sairauksien hoitoon niiden
spesifisyyden ja nopean katalyyttisen vaikutuksen wvuoksi.
Sellaisiin entsyymeihin kuuluvat seuraavat:
Oksidoreduktaasit, kuten uraatti: happioksidoreduktaasi
(1.7.3.3, "urikaasi"):
vetyperoksidi: vetyperoksidioksidoreduktaasi (1.11.1.6,
"katalaasi");
kolesteroli, pelkistynyt  NADP: happioksidoreduktaasi
(20-B-hydroksyloiva) (1.14.1.9, "kolesteroli-20-hydroksy-
laasi).

Transferaasit, kuten UDP-glukuronaatti: glukuronyylitrans-
feraasi (substraatin suhteen epédspesifinen) (2.4.1.17,
"UDP-glukuronyylitransferaasi");

UDP-glukoosi: a-D-galaktoosi-l~fosfaattiuridylyylitransfe-
raasi (2.7.7.12).

Hydrolaasit, kuten mukopeptidi-N-asetyylimuramyylihydro-
laasi (3.2.1.17, lysotsyymi), trypsiini (3.4.4.4), L-aspa-
ragiiniaminohydrolaasi (3.5.1.1, "asparaginaasi").
Lyaasit, kuten fruktoosi-1,6-~difosfaatti- ja D-glyseralde-
hydi-3-fosfaattilyaasi (4.1.2.12, "aldolaasi").
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Isomeraasit, kuten D-ksyloosi: ketoli-isomeraasi (5.3.1.5,
"ksyloosi-isomeraasi").

Ligaasit, kuten L-sitrulliini: L-aspartaattiligaasi (AMP)
(6.3.4.5).

Peptidihormoneihin kuuluvat insuliini, ACTH, gluka-
goni, somatostatiini, somatotropiini, tymosiini, parathor-
moni, pigmenttihormonit, somatomediini, erytropoietiini,
luteinisoiva hormoni, koriongonadotropiini, hypotalamuksen
vapautustekijdt, antidiureettiset hormonit, kilpirauhasta
stimuloiva hormoni, kalsitoniini ja prolaktiini.

Hoito fysiologisesti aktiivisilla proteiinia sis&l-
tdvilld aineilla, erityisesti muun kuin ihmisen entsyy-
meilld, ei ole o0llut yhtd menestyksellistd osaksi niiden
suhteellisen lyhyiden puoliintumisaikojen ja niiden oman
immunogeenisuuden johdosta. Heti antamisen jdlkeen is&nn&n
puolustautumisjérjestelmd reagoi poistaakseen vieraat ent-
syymit kdynnistdm&dlld niiden vasta-aineiden tuotannon pie-
nentden siten niiden terapeuttista tehoa tai poistaen sen.
Vieraiden tai muuten lyhytik&isten ihmisen entsyymien an-
taminen toistuvasti on pohjimmiltaan tehotonta ja voi olla
vaarallista samanaikaisen allergisen reaktion vuoksi. On
tehty erilaisia yrityksid n&iden ongelmien ratkaisemiseksi
esimerkiksi mikrokapseloinnilla, liposomien sis&&n sulke-
malla, geenitekniikalla ja sitomalla entsyymit polymeerei-
hin. Yrityksistd lupaavin ndytt&d olevan proteiinia sisdl-
tdvien aineiden sitominen polyalkeenicksideihin (PAO) ja
erityisesti polyeteeniglykoleihin (PEG). Seuraava valaisee
mainittuja yrityksia.

US-patenttijulkaisussa 4 179 337 on tuotu esille
proteiineihin kytketyn polyeteeni- tai polypropeeniglyko-
lin kayttd sellaisen fysiologisesti aktiivisen, ei-immuno-
geenisen, vesiliukoisen polypeptidikoostumuksen aikaansaa-
miseksi, jossa polyeteeniglykolin (jota nimitet&&n j&ljem-
padnd toisinaan PEG:ksi) tehtédvénd on suojata polypeptidiéd
aktiivisuuden menetykseltd aiheuttamatta mit&8n olennaista
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immunogeenista vastetta. Mainitussa patenttijulkaisussa
kuvatut menetelmdt polyeteeniglykolin kytkemiseksi prote-
iiniin k&sittdvat joko proteiinin aminoryhm&n muuntamisen
amidi- tai pseudoamidiryhmédksi silld seurauksella, ettd
aminoryhm&n wvarauksenkantokyky h&vid&, tai heteroatomin
sisdltdv8n substituentin, kuten hydroksyyliryhmén, tai
polymeerirungossa toistumattoman rengasrakenteen liitta-
misen proteiinin aminoryhm&&n tai sen viereiseen asemaan.

F. M. Veronese, E. Boccu, O. Schaivon, G. P. Velo,
A. Conforti, L. Franco ja R. Milanino raportoivat julkai-
sussa Journal of Pharmacy and Pharmacology 35 (1983) 757 -
758, ettd muunnettaessa naudan punasoluista perdisin oleva
peroksididismutaasi polyeteeniglykolikarboksyylihapon ak-
tiivisella N-hydroksisukkiini-imidiesterilld entsyymin
puoliintumisaika kasvaa muuntamattomaan proteiiniin ver-
rattuna.

EP-hakemusjulkaisu O 200 467 (Anjinomoto, Inc.)
kuvaa peroksididismutaasia, jota on muunnettu kemiallises-
ti polyalkeenioksidilla (PAO), jonka polymeerin molemmat
pddt on tehty funktionaalisiksi aktivoiduilla karboksyyli-
kytkentaryhmillé&d, jotka kumpikin kykenevét reagoimaan pro-
teiinin kanssa. Koska aktivoidut kytkentdkohdat sijaitse-
vat polymeeriketjun vastakkaisissa pédissd, on epidtodenni-
k8istd, ettd aktivoidun ryhmédn ldsndololla polymeerin toi-
sessa pddssd voi olla merkittav&d vaikutusta polymeerin
toisessa pddssd esiintyvdn ryhmdn reaktiivisuuden luontee-
seen. Mainitut polymeerit kykenevét reagoimaan kummassakin
pddssddn proteiinien kytkemiseksi yhteen, jolloin muodos-
tuu proteiinin ja polyalkeenioksidin v&dlisié& kopolymeere-
ja. Sellaisilla kopolymeereilla ei ole tarkasti md&rdttyja
tai molekyylistOkiometrisid koostumuksia.

F. M. Veronese et al. ovat julkaisussa Journal of
Controlled Release 10 (1989) 145 - 154 raportoineet, ettéd
(su)peroksididismutaasin (jota nimitetddn jédljemp&nd toi-

sinaan SOD:ksi) muuntaminen monometoksipolyeteeniglykolil-
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la (jota nimitet&&n jaljempdnd toisinaan MPEG:ksi) antaa
tulokseksi heterogeenisen tuoteseoksen. Heterogeenisuuden
osoitettiin riippuvan difunktionaalisen polyeteeniglykolin
(DPEG) esiintymisestd monofunktionaalisissa metoksyloi-
duissa molekyyleissa.

Edelld kuvatut yritykset ovat yleensd johtaneet
proteiinia sisdltavien, fysiologisesti aktiivisten ainei-
den jonkin verran pitemp&d&n puoliintumisaikaan ja pienem-
pdan immunogeenisuuteen. Vaikuttaa kuitenkin siltd, etta
lisdparannukset ovat vdlttédm&tbmid erilaisten sairauksien
hoitamiseksi menestyksellisesti n&dilld lupaavilla biologi-
silla aineilla.

Samanaikaisesti avoinna olevassa US-patenttihake-
muksessa 07/936 416 on tuotu esille, ettd voidaan valmis-
taa biologisesti aktiivisia, proteiinia sisdlt&vid ainei-
ta, joilla on pitempi puoliintumisaika ja vdhemmdn immuno-
geenisia ominaisuuksia, muuntamalla niitd kemiallisesti
vadhddiolista polyalkeenioksidia, edullisesti polyeteeni-
glykolia, kayttden. Esitetyilld formuloilla on selvid etu-
ja niihin tekniikan tasoa edustaviin formuloihin n&hden,
jotka sisdltdvidt polyeteeniglykolilla muunnettuja, prote-
iinja sis&lt&vi& aineita.

Nestemdisessd olomuodossa tapahtuvan varastoinnin
aikana polyeteeniglykoli-proteiinimolekyylit hydrolysoitu-
vat vapaan polyeteeniglykoli-, polyeteeniglykoli-proteii-
ni- ja sukkinaatti-proteiiniosan seokseksi. Sellaisen de-
stabiloitumisprosessin estédmiseksi formulat voidaan kylm&-
kuivata. Kylmidkuivauksen mydtd proteiinien ja stabilointi-
aineiden pitoisuudet muodostuvat kuitenkin korkeiksi ja
vaikuttavat, kdytettdvistd tdyteaineista riippuen, haital-
lisesti varastoinnin aikana tapahtuvan molekyylien védlisen
aggregoitumisen asteeseen.

On todettu, ettd syklodekstriinit alentavat kova-
lenttisesti sidottujen v&h&diolinen polyeteeniglykoli -

proteiini-konjugaattien intermolekulaarisen aggregoitumi-
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sen nopeutta niiden varastoinnin aikana ja saavat siten
aikaan pitemm&n puoliintumisajan.

Syklodekstriinit ovat alalla tunnettuja siitd, ettéa
niilld on kyky muodostaa inkluusiokomplekseja ja samanai-
kaisesti liukoiseksi tekevi& ominaisuuksia. Syklodekstrii-
nien johdannaisilla tiedet&&n my6s olevan mainitut ominai-
suudet. Niiden k&yttH8 valaisevat seuraavat patenttijul-
kaisut.

US-patenttijulkaisu 4 596 795 koskee sukupuolihor-
monien antamista niiden ja syklodekstriinin hydrofiilisten
johdannaisten, kuten poly-B-syklodekstriinin ja hydroksi-
propyyli-B-syklodekstriinin, vdlisten kompleksien muodossa
kielenalaisesti tai bukkaalisesti. Kompleksien havaittiin
olevan erittdin hyvin veteen liukenevia ja tehokkaita ver-
rattaessa niit& muihin syklodekstriinijohdannaisiin.

US-patenttijulkaisussa 4 727 064 on esitetty l&&ke-
valmisteita, jotka koostuvat ld&keaineesta, jonka liukene-
vuus veteen on pieni, ja amorfisesta vesiliukoisesta syk-
lodekstriinipohjaisesta seoksesta. Syklodekstriinipohjai-
sen seoksen lisd&minen parantaa l&8keaineen liukenemisomi-
naisuuksia. Syklodekstriinipohjainen seos valmistetaan a-,
B- tai gamma-syklodekstriinistd, joka on tehty amorfiseksi
epdselektiiviselld alkyloinnilla.

Kansainvdlinen patenttihakemus PCT/US89/04 099
(WO 90/03 784) kuvaa kylmdkuivattua koostumusta, joka si-
s8l1tdd polypeptidid sekd stabiloivan/liukoiseksi tekevéan
mé8&rén syklodekstriinid, jona voidaan k&yttdd B- ja gamma-
syklodekstriinin hydroksipropyyli-, hydroksietyyli-, glu-
kosyyli-, maltosyyli- ja maltotriosyylijohdannaisia.

US-patenttijulkaisussa 4 983 586 on esitetty mene-
telmd lipofiilisen ja/tai veden l&sn& ollessa labiilin
ld&8keaineen saostumisen esiintymistiheyden pienent&misek-
si, jota saostumista tapahtuu injektointikohdassa annetta-
essa l&d&8keainetta parenteraalisesti, joka menetelm& k&sit-

td8d l&dkeaineen antamisen vesiliuoksena, joka sis#8ltda
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noin 20 - 50 % hydroksipropyyli-B8-syklodekstriinid. Siina
on tuotu esille sen kdyttd hyvin monien l&&kkeiden yhtey-
dessd, joihin kuuluvat antineoplastiset aineet, sedatii-
vit, +trankvilloivat aineet, antikonvulsiiviset aineet,
masennuslddkkeet, unilddkkeet, lihasrelaksantit, antispas-
modiset aineet, tulehduksia ehkdisevdt aineet, antikoagu-
lantit, kardiotoniset aineet, verisuonia laajentavat ai-
neet sekd rytmihdiridlasakkeet.

On yll&attden havaittu, ettd kylmdkuivatut parente-
raaliset formulat, joka sisdltdvé&t konjugoitunutta v&hé-
diolista polyalkeenioksidia ja fysiologisesti aktiivista
proteiinia tai polypeptidia kompleksoituna syklodekstrii-
nin kanssa stabiilisuuden antamiseksi formuloille pitem-
piaikaisessa varastoinnissa ilman molekyylien valistd agg-
regoitumista.

Siten saadaan aikaan stabiileja parenteraalisia
formuloita, jotka sis&ltavdt fysiologisesti aktiivisia
proteiineja, jotka on sidottu kovalenttisesti v&h&dioli-
seen polyalkeenioksidiin (jota nimitet&in jaljempdand toi-
sinaan LDPAO:ksi), edullisesti vdh&dioliseen polyeteeni-
glykoliin (jota nimitet&an jdljemp&nd toisinaan
LDPEG:ksi), kompleksoituina syklodekstriinien kanssa.

Tamé&n keksinnén mukaisesti saadaan siis kylmékui-
vausta varten aikaan vesipitoinen, fysiologisesti aktiivi-
nen, proteiinia sisdlt&vd koostumus, joka sisdltdd noin
150 - 150 000>yksikkéé kovalenttisesti sidottua vah&adioli-
nen polyalkeenioksidi - proteiini-konjugaattia/ml,
noin 0,1 - 20 % (m/V) syklodekstriinid ja
noin 0,01 - 50 mmol puskuriainetta/litra
ja jonka koostumuksen pH on noin 5,7 - 6,5.

Edullisessa toteutusmuodossaan koostumus sisdltéda
noin 25 000 - 150 000 yksikkod, edullisimmin noin 50 000 -
150 000 yksikk®td, polyalkeenioksidi-proteiinikonjugaat-
tia/ml ja noin 1,0 - 15 % (m/V), edullisesti noin 5 - 10 %
(m/V), syklodekstriinii.
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Téd&ssd selityksessd polyalkeenioksidin, kuten poly-
eteeniglykolin, yhteydessd kaytettynd ilmaisu "v&dh&dioli-
nen" tarkoittaa lineaarista polyalkeenioksidia, joka si-
s8lt&d korkeintaan noin 10 % monoalkoksyloimatonta polyal-
keenioksidia, edullisesti monometoksyloimatonta polyetee-
niglykolia.

Edullisia v&h&diolisia polyalkeenioksideja, joita
kdytetddn hyvaksi tédssd keksinndssd, ovat edullisesti
eteeniglykolipolymeerit, jotka sisdltdvidt korkeintaan noin
10 paino-% monometoksyloimatonta polyeteeniglykolia ja
joiden keskimddrdinen moolimassa on noin 1 000 -~ 15 000
daltonia, jollaiset polymeerit ovat erityisen sopivia si-
dottaviksi kovalenttisesti biologisesti aktiivisiin prote-~
iineihin, wvarsinkin percksididismutaasiin. Vield edulli-
semmin tédss& keksinn®ssé k&ytetddn hyvédksi polyeteenigly-
koleja, joiden keskimddrdinen moolimassa on noin 2 000 -
10 000 daltonia, edullisemmin noin 4 000 - 6 000 daltonia,
jolloin polyeteeniglykoli sis&ltd&8 edullisesti wv&hemmé&n
kuin noin 7 paino-% ja edullisimmin v&hemmd&n kuin noin
5 paino-% monometoksyloimatonta polyeteeniglykolia.

Biologisesti/fysiologisesti aktiivisiin proteiinei-
hin, polypeptideihin ja hormoneihin, joita k&ytetd&n hy-
vaksi tdssd keksinndssd, kuuluvat ihmisen rekombinaatiocin-
terleukiini 4 (rhulIlL-4); proteaasi Subtilisin Carsberg:;
peroksididismutaasit, kuten naudan, ihmisen ja erilaiset
rekombinaatioperoksididismutaasit, kuten ihmisen rekombi-
naatioperoksididismutaasi (rhusSOD); oksidoreduktaasit,
transferaasit, hydrolaasit, lyaasit, isomeraasit ja ligaa-
sit, kuten esimerkiksi edelld luetellut; sekd edelld lue-
teltujen peptidihormonien lis#dksi seuraavat: interferonit
(a-, B- ja gamma-interferoni), vasta-aineet (IgG, IgE,
IgM, IgD), interleukiinit 1, 2, 3, 4 ja 7, granulosyytti-
pesdkkeitd stimuloiva tekij& (DCSF), granulosyytti-makro-
fagipesidkkeitd stimuloiva tekija (GM-CSF), tuumorinekroo-
sitekijd (TNF), verihiutaleista perdisin oleva kasvutekijéa
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(PDGF), epidermaalinen kasvutekijd (EGF), hermokasvutekija
(NGF), luukasvutekija (BGF), kasvuhormonia vapauttava te-
kija (GHRF), papaiini, kymotrypsiini, termolysiini, strep-
tokinaasi ja aktivaasi.

Syklodekstriinejéd, joita kaytetd&n hyv&ksi t&ssé
keksinnéssa, ovat a-, B- ja gamma-syklodekstriini, jotka
koostuvat vastaavasti 6, 7 ja 8 glukoosiyksikéstd. Ne ovat
alalla tunnettuja ja niilld tiedet&&n olevan kyky muodos-
taa inkluusiokomplekseja tiettyjen la&keaineiden, proteii-
nien ja polypeptidien kanssa sekd@ samanaikaisesti liukoi-
seksi tekevid ominaisuuksia.

Syklodekstriinin sisdontelo on lipofiilinen, kun
taas sen ulkopuoli hydrofiilinen. Ndiden ominaisuuksiensa
vuoksi syklodekstriinej& on kdytetty muodostettaessa in-
kluusiokomplekseja 1l&ddkkeiden kanssa. V&hddiolinen poly-
alkeenioksidi - proteiini-konjugaattien stabilointia aja-
tellen erityisen sopivia ovat B-syklodekstriinin hydroksi-
etyyli-~, hydroksipropyyli-, glukosyyli-, maltosyyli- ja
maltotriosyylijohdannaiset.

Tassd keksinnodssd hyvdksi kdytettdvd, farmaseutti-
sesti hyvaksyttdvd, vettd sisiltdva kantaja on myrkytodn
inertti vdliaine, johon syklodekstriinin ja v&h&diolinen
polyalkeeniocksidi - proteiini-konjugaatin v&linen komplek-
si ja farmaseuttisesti hyvdksyttdvd puskuriaine, kuten
natriumfosfaatti, natriumasetaatti, natriumkarbonaatti tai
mineraali- tai orgaanisista hapoista saatavat puskuriai-
neet liuotetaan. Farmaseuttisesti hyvdksyttdvilléd puskuri-
aineilla tarkoitetaan sitd, ett& puskuriaineet ovat suh-
teellisen vaarattomia nisdkkdiden elimistdlle 188kinn&11i-
sind annoksina, jotta puskuriaineista aiheutuviksi katsot-
tavissa olevat sivuvaikutukset eivdt mit&tdi aktiivisen
kompleksin hyddyllisi& ominaisuuksia.

Menetelmidssd t&m&n keksinnén mukaisten formuloiden
valmistamiseksi v&h&diolinen polyalkeeniglykoli, jota
edustaa té@ssd polyeteeniglykoli, liitet&d&n ensin kovalent-
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esittdd kaaviona seuraavasti:

a) LDPEG + karboksylointiaine - LDPEG-COOH

b) LDPEG-COOH + karboksyyliryhm&n aktivoiva aine -
LDPEG-COOH:n aktiivinen esteri

c) n LDPEG-COQOH:n aktiivista esterid + proteiini -
(LDPEG-CO) ~-proteiini

jossa kaaviossa LDPEG-COOH on LDPEG, jonka hydroksyyliryh-
man sisdltdneet asemat on karboksyloitu, ja n on niiden
asemien lukumd&réd, jotka sitovat proteiiniin LDPEG:n.

LDPEG:n ne asemat, jotka sisdltédvédt hydroksyyliryh-
man, karboksyloidaan ja sen j&lkeen karboksyyliryhmdt es-
ter$iddadn karboksyyliryhmé&n aktivoivalla aineella aktii-
visten estereiden muodostamiseksi, jotka esterit kytket&é&n
sitten proteiinimolekyyliin. Proteiiniin sidottavien
LDPEG-molekyylien lukumdédra vaihtelee proteiinimolekyylis-
sd l&dsnd olevien reaktiivisten ryhmien, kuten aminoryh-
mien, lukumd&rdn mukaan.

LDPEG liuotetaan sitten farmaseuttisesti hyvaksyt-
tdvaidn, vettd sisdltdvdidn kantaja-aineeseen, mit8 seuraa
halutun syklodekstriinin lisdys ja liuotus. Sen jalkeen
liuos kylmékuivataan lyofilisointilaitteessa. Kylmdkuivat-
tuun liuokseen lis&tdsdn steriili8 vettd ennen sen antamis-
ta potilaalle.

Toiselta kannalta katsottuna t&m& keksintd tarjoaa
siten menetelmdn kylmdkuivatun, biologisesti aktiivisen,
proteiinia sisdltdvdn koostumuksen valmistamiseksi, joka
menetelmd k&sittdd seuraavat vaiheet:

a) alle 10 paino-% monoalkoksyloimatonta polyalkeenioksi-
dia sis&ltévén polyalkeenioksidin karboksyloinnin,
b) mainitun karboksyloidun polyalkeenioksidin aktivoinnin

aktiivisen polyalkeeniocksidiesterin aikaansaamiseksi,
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c) mainitun aktiivisen polyalkeenioksidiesterin liitté&mi-
sen kovalenttisesti biologisesti aktiiviseen esteriin,

d) mainitun kovalenttisesti sidotun polyalkeenioksidieste-
rin ja mainitun biologisesti aktiivisen proteiinin liuot-
tamisen vettd sisdltd@vdsdn vdliaineeseen,

e) syklodekstriinin liuottamisen mainittuun vettd sisdlté-
vdan vdliaineeseen homogeenisen liuoksen aikaansaamiseksi,
f) mainitun liuoksen puskuroinnin suunnilleen pH-alueelle
5,7 - 6,5 seka

g) liuoksen kylmakuivauksen.

Keksintdd kuvataan alla tarkemmin kédsitellen nimen-
omaan (su)peroksididismutaasia (jota nimitetd&n j&ljempand
toisinaan SOD:ksi).

Peroksididismutaasi on solunsisédinen entsyymi, jota
esiintyy kaikissa happea metaboloivissa soluissa ja joka
katalysoi peroksidiradikaalin muuttumista hapeksi ja vety-
peroksidiksi. Peroksidiradikaalin ja siitd@ saatavien la-
jikkeiden uskotaan olevan aiheuttajina monissa eri tuleh-
dussairauksissa. Peroksididismutaasia ké&ytetd&n erdiden
tulehdustilojen hoitamiseen kauppanimelld Orgotein. Lis&8k-
si on tutkittu SOD:n k&dyttdd bronkopulmonaarisen kasvuhdi-
rién ja hyperbaarisen happimyrkytyksen, palovammoista ja
infektioista aiheutuvien akuuttien tulehdusten, elinsiir-
toja seuraavan reperfuusiovaurion, mykidntakaisen sideku-
dostumisen, ionisointis&dehoidon sivuvaikutusten ja erdi-
den dermatologisten tilojen tapauksessa. Annettaessa
SOD:td nisdkkasdlle laskimonsisdisend ruiskeena Kkyseisen
entsyymin puoliintumisaika on kuitenkin wvain muutama mi-
nuutti ja se h&vidd verenkierrosta. Sen seurauksena ent-
symaattinen aktiivisuus ei ole riittdvd myrkyllisten ai-
neiden poistamiseksi verenkierrosta. Toistuva antaminen
aiheuttaa toisaalta haitallisia reaktioita.

LDPAO, joka sisdlt&d moolimassaltaan vaihtelevia
polyalkeenioksidiketjuja ja ainakin yhden hydroksyyliryh-
mdn ketjua kohden, kuten LDPEG, liitet&&n SOD:hen sellai-
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sen biologisesti aktiivisen koostumuksen muodostamiseksi,
jolla on pitempi puoliintumisaika ja pienempi immunogeeni-
suus kuin pelk#lls SOD:118 tai PAO-SOD:11&. Kylm&kuivatta-
essa LDPEG muodostaa epdtoivottavia aggregaatteja, jotka
vaikuttavat haitallisesti sen biologiseen aktiivisuuteen.
Sen kompleksointi syklodekstriinin kanssa estdd aggregaat-
tien muodostumisen ja tekee takaisin laimennetusta formu-
lasta pitk#daikaista varastointia kestdvdn.

Menetelmi LDPEG:n liitt8miseksi SOD:hen (mitd nimi-
tetddn j&dljemp&nd toisinaan LDPEGaatioksi) k#sittd8d seu-
raavat vaiheet:
sellaisen v#h#ddiolisen metoksi-PEG:n aktivoinnin, jonka
keskimdirdinen mooliméésa on noin 1 000 - 15 000, edulli-
semmin noin 2 000 - 10 000 ja edullisimmin noin 4 000 -
6 000 daltonia ja joka sis#lt#i korkeintaan noin 10 % mo-
nometoksyloimatonta PEG:t#, sukkinyloimalla se LDPEG-suk-
kinaatin (LDPEG-S) muodostamiseksi, edullisesti meripihka-
happoanhydridilld (SA), mitd seuraavat reaktiivisen este-
rin muodostus, edullisesti N-hydroksisukkiini-imidin (NHS)
avulla, jolloin muodostuu LDPEG-SS, ja LDPEG-SS:n saat-
taminen sitten reagoimaan SOD:ss& helposti saavutettavissa
olevien reaktiivisten asemien kanssa, edullisesti SOD:ssd
esiintyvén primaarisen aminoryhm#n kanssa, pd#dasiallisesti
lysiinin €-aminoryhm&n kanssa.

Mit4 tulee nimenomaan LDPEG-SOD:hen, prosessi on

alla kuvatun kaltainen:

LDPEG-OH

M .
LOPEG),.1bSOD-(S} + LDPEG-OH
LDPEG-S ( et S
NHS/DCC : ky | HO
Ky
LDPEG-SS + bSOD———— (LDPEG),bSOD + nNHS

K
LDPEG-SS + HO —222—~IDPEG-S + NHS
kz HZO

LDPEG-OH + SHappo
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jossa kaaviossa

LDPEG-OH = v&hadiolinen CH,0-PEG-OH, joka sis&lt&& korkein-
taan noin 10 paino-% HO-PEG-OH:ta;

LDPEG-S = v&h&ddiolinen CH,0-PEG-OCOCH,CH,COOH, joka sis&l-
td8 korkeintaan 10 % (HOOC-CH,CH,-COO),PEG:t&;

LDPEG-SS = v&h&diolinen CH,0-PEG-OCOCH,CH,COO(CH,NO,), joka
sisdltdd korkeintaan 10 % [(C,H,NO,)O00C-CH,CH,-COO],PEG:t&;
DCC = disykloheksyylikarbodi-imidi;

bSOD = naudan peroksididismutaasi;

NHS = (C,H,NO,)OH, N-~-hydroksisukkiini-imidi;

(LDPEG),bSOD = (v&hddiolinen CH,0-PEG-OCOCH,CH,CO), -bSOD;
(LDPEG),_,bSOD-S = (v&h&diolinen CH,;0-PEG-OCOCH,CH,CO),_,-
bSOD-COCH,CH,COOH ;

SHappo = meripihkahappo; _

n on vAhadiolisten PEG:iden lukum&&rd SOD:t& kohden;

K,, K., k; ja k; ovat reaktioiden nopeusvakioita.

Seuraavaksi kuvataan t&@mdn Kkeksinntn mukaisissa
formuloissa kdytettdvid olennaisia komponentteja.

Lihtdaineet, vdlituotteet ja reagenssit

Peroksididismutaasi

Peroksididismutaasi on ryhm&lle entsyymejid, jotka
katalysoivat anionisen peroksidiradikaalin (O,”) hajoamista
hapeksi ja vetyperoksidiksi, annettu nimi.

SOD tunnetaan International Union of Biochemistryn
systemaattisessa nimistOssd peroksidioksidoreduktaasina,
ja sen luokitusnumero on 1.15.1.1. Sellaisia aineita on
kutsuttu orgoteiineiksi ja hemokupreiineiksi samoin Kkuin
peroksididismutaaseiksi, ja niiden moolimassa wvaihtelee
noin 4 000:sta noin 48 000:een. Kupari-sinkkidismutaasit
ovat huomattavan hyvin sdilynyt ryhmd, mitd rakenteelli-
siin kokonaisominaisuuksiin tulee. Puhdistettujen entsyy-
mien on osoitettu olevan poikkeuksetta dimeerejd (mooli-
massa tavallisesti 31 000 - 33 000), jotka sis&dltévat kak-
si moolia sekd kupari- ettd sinkki-ioneja moolia kohden.

Mangaani-rautaryhmddn kuuluvat entsyymit eivdt ole yhté
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homogeenisia mainituilta perusominaisuuksiltaan, kuten
moolimassansa, alayksikk&rakenteensa ja metallipitoisuu-
tensa suhteen. Toiset ovat dimeerej8 ja toiset tetrameere-
jd. Metallipitoisuus vaihtelee noin 0,5 moolista 1 moo-
liin/mooli polypeptidiketjualayksikké&d. Luonnossa esiinty-
vien Zn:8 ja Cu:a sisdltdvien entsyymien, jotka ovat pe-
rédisin nisdkkdistd, ja niiden funktionaalisesti sopivien
analogien ja mut(anttiprot)eiinien katsotaan olevan nis&k-
kdiden Zn-Cu-peroksididismutaaseja (mSOD).

Tamén keksinnon mukaisissa formuloissa mSOD voi
olla perdisin mistd tahansa. Sit8 saadaan kaupallisesti
naudan punasoluista ja ihmisen punasoluista samoin kuin
rekombinaatiotekniikalla mikro-organismeissa, Kkuten E.
colissa ja hiivassa,  valmistamalla. Muiden l&hteiden
ohella naudan maksan kupari-sinkkiperoksididismutaasia
(SOD, EC 1.15.1.1) on esimerkiksi saatavissa yhtidlt& DDI
Pharmaceuticals, Inc. (Mountain View, Kalifornia).

Polyalkeenioksidi, josta kiytetdidn tidssd esimerkki-

nid polyeteeniglykolia

Sovellettaessa t&td keksintvd kdytadnndssd biologi-
sesti aktiivisiin proteiineihin liitett&v&n& polyalkeeni-
oksidina kdytetdsn edullisesti vahddiolista PEG:t&. Vaikka
moolimassaltaan tietynlaisia metoksipolyeteeniglykoleja on
kaupan (esimerkiksi metoksi-PEG,y,:ta saatiin Union Carbide
Corporationilta kahdessa muodossa: tavanomaisesti saata-
vissa olevana runsasdiolisena metoksi-PEGy,,:na, joka si-
sdlsi 14 - 17 % moolimassaltaan suurehkoa PEG-diolia, jJja
vidhddiolisena tuotteena, joka sisdlsi alle 4 ¥ PEG-dio-
lia), jotkut on tarpeen valmistaa ja puhdistaa PEGoidun
proteiinin aikaansaamiseksi, jolla on pieni immunogeeni-
suus. Esimerkiksi SOD:n PEGointi jostakin kaupallisesta
ldhteestd perdisin olevalla metoksi~PEG-SS:118 johtaa
tuotteeseen, joka sisdlt&8&8 suurimoolimassaisia komponent-
teja, minksd vahvistaa kokoekskluusiokromatografia. Maini-

tun suurimoolimassaisen tuotteen arvellaan olevan seuraus-
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ta proteiinin silloittumisesta aktiivisen diesterin v&li-
tykselld, jota esterisd muodostuu niist& vaihtelevista maa-
ristd PEG-diolia, joita kaupallisissa M-PEG:n 1l&hteissé
esiintyy. Eri aktiiviset esterit ovat, vaikka sijaitsevat-
kin samassa polymeeriketjussa, kuitenkin kemiallisesti
kaukana toisistaan. Toisen reaktiivisen funktionaalisen
ryhmé&n esiintymiselld polymeerissa on siten yleensd yha
vidhdisempi ja vihdisempi vaikutus ensimméisen reaktiivisen
funktionaalisen ryhmdn reaktiokykyyn kyseisid kahta funk-
tionaalista ryhmdd erottavan matkan kasvaessa. Reaktiivi-
suudet ovat siis yleensd riippumattomia polymeeriketjun
vastakkaisissa pdissd esiintyvistd osista eikd silloittu-
mista voida v&alttdd laimentamatta reagensseja madrdttomas-
ti. Niinpd on t&rke&ti valmistaa M-PEG-SS, josta tiede-
tddn, ettd se sisiltdi hyvin vahdn eikéd edullisesti sisdl-
14 lainkaan diesteria. S. Zalipsky et al. ovat julkaisussa
Journal of Bioactive and Compatible Polymers 5 (huhtikuu
1990) 227 - 231 kuvanneet polyeteeniglykoli 2000:n erotta-
mista metoksipolyeteeniglykoli 2000:sta. My®s sukKkinaatti-
estereitd on valmistettu ja osoitettu saatavan erotetuik-
si ioninvaihtokromatografian avulla DEAE-Sephadexia ké&yt-
tden. Valmistusmenetelmd on esitetty esimerkisséd 3.

Vaikka esimerkiss#d 3 kuvattu menettelytapa toimii
hyvin PEG 2000:n yhteydess&d, se ei toimii suurempimooli-
massaisten PEG:iden yhteydessd. Moolimassaltaan suuremmat
PEG-hapot eivdt sitoudu anionisiin eiv&tk& kationisiin
hartseihin; polyeteenirungon suuremman massan arvellaan
peittdvan kaikki happosivuryhmédn ioniset ominaisuudet. On
todettu, ettd PEG-sukkinaattien sitomiseksi wvaadittiin
puskuriaine, jonka ionivahvuus on d8rimmdisen pieni, ja ne
eluoituivat niin, ettd ionivahvuus kasvoi hyvin v&hén,
mikd on merkki siitd, ettd hartsi pidattd& niitd vain hy-
vin heikosti.

On havaittu, ettd moolimassaltaan suuremmat metok-

si-PEG:t voidaan erottaa diolikomponenteista, jos funktio-
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naaliset hydroksyyliryhmd&t muunnetaan ensin dimetoksitri-
tyylieettereiksi (DMT-eettereiksi), ennen kuin sovelletaan
kddnteisfaasiohutkerroskromatografiaa. Hydroksyyliryhmat
voidaan vapauttaa happokésittelyllé&.

Metoksi-PEG;,,~dimetoksitrityylijohdannaisten (M-
PEG-DMT) valmistuksen ja puhdistuksen kulku on seuraavan-
lainen, kun taas yksityiskohdat on esitetty esimerkeissd
4 - 7.

M-PEG-DMT ja DMT-PEG-DMT valmistetaan samalla ta-
valla. Polyeetteri liuotetaan etanolittomaan kloroformiin,
ja liuos kuivataan tislaamalla noin puolet kloroformista
pois ilmakehdn paineessa argonvaipan alla. Liuoksen anne-
taan sitten j&&htyd argonin alla huoneenl&mp®tilaan, minkéa
jédlkeen lis&t&én perdtysten ylimdadrin di-isopropyylietyy-
liamiinia (1,5 ekv.), katalyytiksi 10 mol-% dimetyyliami-
nopyridiinid ja lopuksi ylim8&rin 4,4-dimetoksitrityyli-
kloridia (1,2 ekv.). 15 tunnin reagoinnin jadlkeen 1liuos
védkevdiddan pyoSrShaihduttamalla ja lis&t88n vedettdm&an
eetteriin trityloidun PEG:n saostamiseksi. Normaalifaasi-
TLC erottaa lahttaineen hyvin tuotteesta PEG-rungon olles-
sa varjaytynyt Dragendorfin reagenssilla. Vaikka normaali-
faasi-TLC ei erota M-PEG-DMT:td DMT-PEG-DMT:std, kdanteis-
faasi-TLC-levyt (C-18) erottavat M-PEG-DMT:n, DMT-PEG-
DMT:n, DMT-kloridin ja DMT-alkoholin hyvin toisistaan
(liikkuvana faasina asetonitriili-vesi-isopropanoliseos
suhteessa 4:1:1). PEG-rungon varmistaa varjdytyminen
oranssiksi Dragendorfin reagenssia ké&ytettédessd, ja tri-
tyyliryhmien 1liittyminen varmistetaan asettamalla levy
alttiiksi HCl-h&yryille, jolloin syntyy oranssi vari.

Autenttinen M-PEG-DMT 5000 on osoitettu saatavan
erotetuksi hyvin autenttisesta DMT-PEG-DMT 8000:sta Waters
C-8 -~kolonnissa (Prep-Pak Bondapak -patruuna, huokoskoko
30 nm, hiukkaskoko 15 - 20 pym). Raaka-M-PEG-DMT liuotet-
tiin ultradsnikédsittelyn avulla asetonitriilin (30 %) ja

veden seokseen niin, ettd sen pitoisuudeksi tuli 12 mg/ml,
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ja laskettiin 2,5 pm:n suodattimen 1l8pi. Ndyte laitettiin
kolonniin liikkuvassa faasissa (2 g 25 ml:ssa), joka si-
sdlsi 30 % asetonitriilid vedess&. 8 minuuttia kest&neen
isokraattisen eluoinnin jdlkeen eluoitui epd@puhtaushuippu
(tunnistamaton; silld o0li suuri absorbanssi aallonpituu-
della 280 nm, mutta sen suhteellinen massa ©0li hyvin pie-
ni). Sen jalkeen aloitettiin asetonitriilipitoisuuden
muuttaminen vedesssd 21 minuutin aikana 30 %:sta 70:iin, ja
haluttu M-PEG-DMT eluoitui asetonitriilipitoisuuden olles-
sa 58 - 60 %. Autenttinen DMT-PEG-DMT eluoituu tyypilli-
sesti asetonitriilipitoisuuden ollessa 80 %. Ensimmdiset
3/4 halutusta huipusta ker&td&dn talteen ja viimeinen 1/4
hyldatddn. T&lld tavalla saatiin 22,6 g:sta raaka-M-PEG-
DMT:t& 15,4 g puhdistettua M-PEG-DMT:t&.

Trityyliryhm&n lohkaisu M-PEG-DMT:sta tapahtuu seu-
raavasti:

Yritys poistaa DMT-ryhm& M-PEG-DMT:std HCl:1lla
tuotti TLC:n mukaan (laimentamaton raakareaktioseos) tu-
lokseksi trityyliryhmdn tdydellisen poistumisen. Klorofor-
miuutteen védkevdinti sai kuitenkin aikaan takaisinreagoin-
nin, jonka tuloksena huomattava osa PEG:std trityloitui
uudelleen. Sitd ei ollut mahdollista puhdistaa selektiivi-
sesti saostamalla. Hydratoitunut trityylikationi ja klori-
di ovat ilmeisesti tasapainotilassa silld seurauksella,
ettd8 dehydratoituminen, jollainen tapahtuu esimerkiksi
liuottimen poiston aikana, tuottaa huomattavia m&&rid DMT-
kloridia. Té&m& uudelleen trityloituminen voidaan est&d
kdyttamdlla vasta-ionia, joka ei johda tasapainotilaan.
Rikkihapon on osoitettu poistavan trityyliryhm&n M-PEG-
DMT:std irreversiibelisti. Rikkihapolla lohkaistu M-PEG
uutetaan kloroformiin, vakevodidddn ja saostetaan eette-
rills, jolloin saadaan puhdasta diolitonta M-PEG:t&. T&lla
tavalla saatiin 10 g:sta M-PEH-DMT:t& lohkaistuksi 8,68 g
diolitonta M-PEG:t&d. Kokoekskluusiokromatografia osoittaa

viimeksi mainitun aineen sis&ltédvan alle 0,3 % diolia.
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Muita metoksi-PEG-johdannaisia, joilla on suurehko
moolimassa, voidaan valmistaa vastaavin menetelmin.

Keksintdd kuvataan nyt seuraavin esimerkein, jotka
valaisevat vdhddiolinen PEG - proteiini-konjugaattien val-
mistusta kompleksien muodostamiseksi syklodekstriinien
kanssa mutta joita ei ole tarkoitettu keksintdd8 mill&&n
tavalla rajoittaviksi.

A. Metoksipolyeteeniglykolisukkinaatti (M-PEG-S)

Metoksi-PEG.,,, (M-PEG; 100 g, 0,02 mol) liuotettiin
2 litran pullossa lampim&3dn (40 °C) vedettdmddn toluee-
niin (300 ml) samalla sekoittaen. Tilavuutta pienennet-
tiin poistamalla 1liuoksesta atseotrooppisesti tolueenia
(147 ml) typpikaasukeh&n alla M-PEG:n vesipitoisuuden
alentamiseksi 1,73 %:sta 0,23 %:iin. Ympdristdn l&8mpoti-
laan j&shdytyksen jdlkeen lis&ttiin kuivaa dikloorimetaa-
nia (233 ml), jota seurasivat meripihkahappoanhydridi
(3,0 g, 0,09 mol) ja 4-dimetyyliaminopyridiini (DMAP:;
1,1 g, 0,01 mol) Reaktioseosta sekoitettiin ja Kkuumen-
nettiin palautusjidshdytysolosuhteissa y6n yli, ja sen j&l-
keen poistettiin dikloorimetaania (200 ml) alennetussa
paineessa. J&&nn®ds lisdttiin eetteriin (1,6 1), joka oli
4 litran pullossa, samalla sekoittaen. Seosta sekoitettiin
45 minuuttia ja se suodatettiin. Suodatuskakku pestiin
eetterilld (70 ml) ja kuivattiin alennetussa paineessa,
jolloin saatiin 100,4 g M-PEG-sukkinaattiraakatuotetta
(M-PEG-S) valkeana kiintednd aineena, joka sisdlsi
DMAP: t&.

M-PEG-S-raakatuote (100 g) liuotettiin dikloorime-
taaniin (633 ml) ja laskettiin pylv&&n 1l&pi, joka sis&lsi
Dowex 50x8-100H+ -hartsia (114 g), joka oli sitd ennen
pesty dioksaanilla (272 ml) ja sen jalkeen dikloorimetaa-
nilla (316 ml). Pylvds huuhdottiin sitten 1lisder&lla
(316 ml) dikloorimetaania, ja eluaatit yhdistettiin ja
kuivattiin vedettotm&lld magnesiumsulfaatilla. Dikloorime-

taania (800 ml) poistettiin alennetussa paineessa. J&dljel-
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le jaanyt liuos 1lisdttiin eetteriin (1600 ml), joka oli
4 000 ml:n pullossa, -samalla sekoittaen. 30 minuutin se-
koituksen j&lkeen suspension annettiin seistd 30 minuuttia
ja sitten se suodatettiin. Suodatuskakku pestiin sitten
eetterilld (75 ml) ja kuivattiin alennetussa paineessa.
Ndin saatiin 96,0 g (saanto 94 %) M-PEG-S:84 valkeana
kiintedna aineena, jonka protoni-NMR-spektri vastasi p&a-
mddrdksi asetettua rakennetta: H-NMR (CDCl,): 4,27 (trip-
letti, 2 H, -CH,-0-C(=0)-), 3,68 (suuri singletti, joka
ylitti asteikon, PEG-metyleenit O-CH,-), 3,39 (singletti,
3 H, OCH;) ja 2,65 (kapea multipletti, 4 H, -C(=0)-CH,-
CH,-C(=0)-) ppm. Karboksyylihappopitoisuus 0,000207 mol/g
mitattiin titraamalla.
B.Metoksipolyeteeniglykoli-N-sukkiini-imidyylisuk-
kinaatti (M-PEG-SS)
Metoksipolyeteeniglykolisukkinaatti (M-PEG-S;
99,48 g, 0,0192 mol) liuotettiin 2 litran pullossa kuivaan
tolueeniin (468 ml) lémmittden ne l&mpbtilaan 40 °C. Liu-
os suodatettiin ja sen tilavuutta pienennettiin 263 ml
atseotrooppisella tislauksella typen alla. Tulokseksi saa-
tu viskoosi neste siirrettiin typen alla kolmikaulaiseen
1 litran pulloon kuivaa dikloorimetaania (225 ml) ké&yt-
tden. Siihen 1lis&ttiin NHS:&83 (2,22 g, 0,0192 mol) ja
reaktioseosta sekoitettiin, kunnes NHS liukeni. Reak-
tioseos ’jééhdytettiin sitten j&&hauteessa l&mpdtilaan
5 °C, ja siihen lisdttiin pisaroittain 5 minuutin aikana
liuos, joka sisé&lsi DCC:td (4,44 g, 0,0125 mol) dikloori-
metaanissa (24 ml). Dikloorimetaani-DCC-liuoksen lisdyksen
aikana reaktiosecksesta alkoi kiteytyd disykloheksyyli-
ureaa (DCU). Reaktioseoksen annettiin lammetd& huoneenlam-
pttilaan ja sitd sekoitettiin y&n yli. Reaktiopullon si-
sdltd siirrettiin 2 litran pulloon ké&yttden pullon huuh-
tomiseen dikloorimetaania (25 ml). Alipaineessa ja 18mpd-
tilassa 30 °C poistettiin dikloorimetaania (250 ml), sus-

pensio suodatettiin ja suodatuskakku pestiin kuivalla to-
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lueenilla (25 ml). Sen jadlkeen suodos lisattiin vedettt-
médn eetteriin (1,2 1) ja tulokseksi saatua suspensiota
sekoitettiin 45 minuuttia, ennen kuin se suodatettiin.
Suodatuskakku huuhdottiin kuivalla eetterilld (100 ml) ja.
sit8 kuivattiin lateksikumisulun alla 2 tuntia. Tulokseksi
saatu kiinted aine kuivattiin sitten suuressa alipaineessa
ja siirrettiin pulloon késittelypussissa argonin alla.
N&din saatiin 96,13 g (saanto 96,1 %) otsikon mukaista yh-
distettd (M-PEG-5S) valkeana kiinte&nd aineena, jonka pro-
toni-NMR-spektri vastasi pdam8&rdksi asetettua rakennetta:
'H-NMR (CDCl,): 4,32 (tripletti, 2 H, -CH,-0-C(=0)-), 3,68
(suuri singletti, joka ylitti asteikon, PEG-metyleenit
O0-CH,-), 3,39 (singletti, 3 H, OCH;), 2,99 ja 2,80 (trip-
lettipari, kumpikin 2 H, sukkinaatin ~C(=0)-CH,CH,-C(=0)-)
sekd 2,85 (singletti, 4 H, sukkiini-imidin -C(=0)-CH,CH,-
C(=0)-) ppm. Aktiivisen esterin pitoisuus tuotteessa mda-
ritettiin antamalla sen reagoida ylim&&drédn kanssa bentsyy-
liamiinia tolueenissa, mitd seurasi takaisintitraus per-
kloorihapolla dioksaanissa metyylipunapédtepisteeseen, ja
sen todettiin olevan 0,000182 mol/g.

C. Vahiddiolinen PEG-SOD

SOD:n vesiliuos (11,8 g), joka sisdlsi 82,1 mg
proteiinia/g, laimennettin natriumfosfaattipuskurilla
(0,1 mol/l, pH 7,8) kokonaismassaan 200 g. Saatuun liuok-~
seen liuokseen, jota sekoitettiin magneettisesti ja joka
oli l&mmitetty 30 °C:seen, lisattiin esimerkissd 1B val-
mistettua vahddiolista metoksi-PEG-SS:d48 (3,4 g). Reaktio-
seoksen pH pidettiin arvossa 7,8 kayttdm&lld Mettler DL25
-titrauslaitetta, joka oli ohjelmoitu pit&md&n pH vakiona
lis&8&m&alla tarvittaessa 0,5 N natriumhydroksidiliuosta.
Tunnin kuluttua reaktioseos suodatettiin v&h&n proteiinia
sitovan peolysulfonisuodattimen (0,2 um) l&pi, vakevditiin
suunnilleen tilavuuteen 60 ml kayttden ruostumattomasta
terdksestd valmistettua Millipore Mini-tan -laitetta, joka
oli varustettu kalvolla (4pk), jonka NMWL on 30 000, ja
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diasuodatettiin sitten natriumfosfaatilla (50 mmol/l) pus-
kuroitua fysiologista suolaliuosta (0,85 %, 2 1) vastaan,
jonka pH oli 6,2 - 6,3. Retentaattiliuos, joka sisdlsi
v8h8diolista PEG-SOD:t&, suodatettiin sitten 0,2 pm:n suo-
dattimen lé&pi.

Esimerkki 2

A. Monometoksipolyeteeniglykolisukkinaatti

Kolmikaulaiseen 12 litran pulloon laitettiin tolu-
eenia (4 1) ja metoksipolyeteeniglykolia (2,212 g), jotka
0li kuumennettu sitd ennen la&mpdtilaan 70 °C typen alla.
Tilavuutta pienennettiin poistamalla liuoksesta atseo-
trooppisesti tolueenia (1,3 1) alennetussa paineessa. Lam-
pbtilaan 30 °C ja&hdytyksen jdlkeen lis&ttiin dikloorime-
taania (4 1), jota seurasivat SA (66,4 g) ja dimetyyliami-
nopyridiini (24,4 g). Reaktioseosta kuumennettiin palau-
tusjéshdytysolosuhteissa 32 tuntia, jonka jdlkeen poistet-
tiin dikloorimetaania (3,8 1) ilmakeh&n paineessa. Reak-
tioseos jaddhdytettiin ja kaadettiin lasiseen 32 1litran
(7 gal) koripulloon, joka sisdlsi metyyli-t-butyylieette-
rid (28 1), samalla sekoittaen. Tulokseksi saatua suspen-
siota sekoitettiin 1 tunti ja suspendoitunut aine kerdt-
tiin Lapp-suodattimelle. Suodatuskakku pestiin metyyli-t-
butyylieetterilld (1 1). Yo6n yli kuivaus wvakuumiuunissa
huoneenl&mpéttilassa tuotti tulokseksi 2,252 kg otsikon mu-
kaista yhdistettd puhdistamattomana, wvalkeana, kiinte&nd
aineena.

Puhdistamaton otsikon mukainen yhdiste liuotettiin
dikloorimetaaniin (8 1) ja laskettiin lasisen painepyl-
vddn 1l&8pi, joka sisdlsi Dowex 50W-X8 -hartsia (kationin-
vaihdin, vetymuoto; 3,0 kg), joka o0li pesty sitd@ ennen
asetonilla (5 1) ja sitten dikloorimetaanilla (4 1). Pyl-
vds huuhdottiin sitten dikloorimetaanilla (3 1). Pylvaddsta
saadut eluaatit yhdistettiin ja niist& poistettiin di-
kloorimetaania (10 1) ilmakeh&n paineessa. Jdljelle j&&nyt
liuos kaadettiin metyyli-t-butyylieetteriin (26 1) samalla
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sekoittaen. Tulokseksi saatua suspensiota sekoitettiin 45
minuuttia ja kiinte& aine poistettiin suodattamalla. Vii-
meksi mainittu pestiin metyyli-t-butyylieetterilld 3 1).
Kuivaus vakuumiuunissa huoneenlédmpétilassa tuotti tulok-
seksi 2,46 kg otsikon mukaista yhdistettd wvalkeana kiin-
tednd aineena (saanto 95 %). Tdmi aine sisdlsi 1,5 % me-
toksipolyeteeniglykolia ja analyysi antoi pitoisuudeksi
2,72-10™* mol/g (teoreettinen on 1,96-10™* mol/g).

B.Metoksipolyeteeniglykoli-N-sukkiini-imidyylisuk-

kinaatti

Monometoksipolyeteeniglykolisukkinaatti (1,5 kg)
livotettiin 12 litran pullossa tolueeniin (7,2 1) samalla
lammitt&den. Liuoksen tilavuutta pienennettiin alennetussa
paineessa 2,8 litraa veden poistamiseksi. Tulokseksi saatu
viskoosi neste j&d&hdytettiin lampéttilaan 40 - 45 °C, ja
siihen lis&ttiin dikloorimetaania (3,4 1) ja sen j&dlkeen
NHS:88 (33,89 g). Reaktioseosta sekoitettiin, kunnes kaik-
ki NHS liukeni (1 tunti), sen j&lkeen reaktioseos j&&hdy-
tettiin l&mpdtilaan 10 °C ja siihen lis&ttiin pisaroit-
tain 30 minuutin aikana DDC:n (67,75 g) dikloorimetaani-
liuvos (368 ml). Reaktioseoksen annettiin ld&mmetd hitaasti
huoneenldmpdtilaan, samalla kun sitd sekoitettiin 18 tun-
tia. Sen tilavuutta pienennettiin sitten 3,2 litraa il-
makehdn paineessa. Suspensio j&a&dhdytettiin lampdtilaan 0 -
5 °C ja sitd sekoitettiin 30 minuuttia. Se suodatettiin ja
suodatuskakku pestiin tolueenilla (250 ml). Suodos ja pe-
suliuos lisdttiin metyyli-t-butyylieetteriin (28 1) samal-
la sekoittaen. Tulokseksi saatua suspensiota sekoitettiin
45 minuuttia ja sitten se suodatettiin Lapp-suodatinta
kadyttden. Suodatuskakku pestiin metyyli-t-butyylieette-
rilla (1 1), ja sitd kuivattiin lateksisulun alla 4 tun-
tia. Lis&kuivaaminen vakuumiuunissa alennetussa paineessa
ja huoneenlémpdtilassa y6n yli tuotti tulokseksi 1,5 kg

valkeaa kiintedd ainetta (saanto 100 %). Tdm&n aineen ana-
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lyysi antoi pitoisuudeksi 1,79-10"* mol/g (teoreettinen on
1,92.10™ mol/g).

C. Metoksipolyeteeniglykolisukkinoyylisubstituoitu

naudan peroksididismutaasi

Lampimd&n (29 - 30 °C) fosfaattipuskuriin (pH 7,8,
32 1), joka o0li pH-elektrodin sisdltévasséd 42 litran reak-
torissa, lisdttiin naudan punasoluista perdisin olevaa
peroksididismutaasia (194,0 g). Tilavuus sdddettiin 39,5
litraksi ja reaktioseos la&mmitettiin 29 °C:seen. pH-tit-
rauslaitteesta tuleva natriumhydroksidiputki s&&dettiin
reaktorin keskustan ylle vdlittomdsti liuoksen pinnan yla-
puolelle. pH-titrauslaite k&ynnistettiin ja pH s&&dettiin
0,5 N natriumhydroksidilla arvoon 7,8. T&ss8 vaiheessa
lisdttiin 2 minuutin aikana metoksipolyeteeniglykoli-N-
sukkiini-imidyylisukkinaatti (614,7 g) ja reaktioseosta
sekoitettiin 41 minuuttia, samalla kun pH pidettiin 0,5 N
natriumhydroksidilla arvossa 7,8 ja reaktiol&mpdtila ar-
vossa 30 °C. Sen jadlkeen reaktioseos suodatettiin 200 Mil-
lipak -~suodattimen l&pi ja vé@kevoitiin kdyttamadlld Milli-
poren ruostumattomasta terdksestd wvalmistettua Pellicon-
diasuodatusjdrjestelmédd. Reaktori huuhdeltiin sitten fos-
faattipuskurilla (pH 6,2, 600 ml). Millipore 200 -suodat-
timen ja diasuodatusjdrjestelmén 1l8pi suodatuksen j&lkeen
huuhteluliuos 1lisattiin konsentraattiin. Konsentraatin
lopullinen tilavuus oli 9 litraa. Konsentraatti diasuoda-
tettiin sitten Milliporen Pellicon-diasuodatusjédrjestelmad
kayttden fosfaattipuskuria (pH 6,2, 200 litraa) vastaan
(suodatusaika 2,17 tuntia). Diasuodatusjédrjestelm@& huuh-
deltiin fosfaattipuskurilla (pH 6,2, 1,5 1). Konsentraatin
lopullinen tilavuus 0li noin 8 litraa. Konsentraatti siir-
rettiin sitten linjaan kytketyn Millipore 200 Millipak
-suodattimen kautta puhtaaseen lasiseen 32 litran (7 gal)
koripulloon, ja suodatin huuhdeltiin fosfaattipuskurilla
(pH 6,2, 500 ml). N&in saatiin 11,98 kg (saanto 91,4 %)
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otsikon mukaista yhdistettd kirkkaana vihertédvédnsinisend
liuoksena (aktiivisuus: 32 960 yksikk®&d/ml).

Esimerkki 3

A. Osittain karboksimetyloidun polyeteenioksidin

valmistus

Polyeteenioksidi, jonka M, oli 2000 (Fluka; 25 g,
25 mekv. OH-ryhmid), liuotettiin tolueeniin (120 ml) ja
sitd kuivattiin atseotrooppisesti, kunnes Dean-Stark-
Joukkuun ei ilmestynyt endd lisdd vettd (tolueenia pois-
tettiin noin 25 ml). Liuos j&&hdytettiin l&8mp&tilaan 50 °C
ja ké&siteltiin kalium-t-butoksidilla (1,7 g, 15 mmol).
Liuos Kkuumennettiin palautusjddhdytysolosuhteissa kiehu-
vaksi ja siitd tislattiin pois 1lisdada liuotetta (noin
25 ml). Reaktioseos jddhdytettiin l&mpétilaan 25 °C, ja
sitd késiteltiin y6n yli etyylibromiasetaatilla (3,4 ml,
16 mmol). Saostuneet suolat poistettiin painovoimaan pe-
rustuvalla suodatuksella ja pestiin dikloorimetaanilla
(30 ml). Polymeeri saatiin talteen vakev6im&lla suodos
osittain (noin tilavuuteen 60 ml) ja kaatamalla vakevdity
suodos hitaasti etyylieetteriin (300 ml), jonka l&mpdétila
oli 5 °C, samalla voimakkaasti sekoittaen. Kerdtty valkea
polymeerijauhe kuivattiin alipaineessa. Saanto: 24 g. IR-
spektrissd (laimentamattomana) esiintyi esterille karakte-
ristinen absorptio aaltoluvulla 1753 cm™. ?olymeeri liuvo-
tettiin 1 N NaOH:iin (50 ml), ja lis&ttiin NaCl:a (10 g).
Noin 45 minuutin kuluttua 1liuoksen pH s&&dettiin 6 N
HCl:1la arvoon 3,0 ja se uutettiin dikloorimetaanilla (3 x
60 ml). Yhdistetyt orgaaniset faasit kuivattiin (MgSoO,),
vadkevditiin (noin tilavuuteen 50 ml) ja kaadettiin kylmd&n
eetteriin (300 ml), jota sekoitettiin. Saostunut tuote
kerdttiin suodattamalla ja kuivattiin alipaineessa. Saan-
to: 22 g. IR-spektrissd (laimentamattomana) esiintyi aal-

toluvulla 1730 cm™, joka vastaa -karboksyyliryhm&a.
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B. Puhtaan a-hydroksi-omega-karboksimetyylipoly-

eteenioksidin valmistus . erottamalla osittain

karboksimetyloitu PEO DEAE-Sephadexilla

Homo- ja heterofunktionaalisen PEO:n seos (22 g)
liuotettiin veteen (40 ml) ja laitettiin pylvé&&seen, joka
sisdlsi DEAE-Sephadex A-25:t8 (Sigma; 27 g, 0,1 mol ionin-
vaihtoasemia) tetraboraattimuodossa. Ensimmd@inen jae, joka
sisdlsi muuttumatonta polymeeria, eluoitiin deionisoidulla
vedelld. Eluaatin muututtua negatiiviseksi jdljelld olevan
PEG:n toteamiseen tarkoitetussa polyakryylitestissd (PAA-
testissd) sovellettiin ammoniumvetykarbonaatin asteittais-
ta ionigradienttia (pitoisuudesta 6 mmol/l pitoisuuteen
22 mmol/1l pitoisuuden kohotessa joka 100 ml:n j&lkeen 1 -
2 mmol/1l) ja aloitettiin jakeiden (kukin noin 40 ml) ke-
rdys. Jakeet 2 - 21 olivat PAA-testissd positiivisia ja
sis8lsivdt puhdasta monokarboksyloitua PEO:ta (R, = 0,49).
Seuraavat 3 jaetta eivdt sisdltdneet PEO:ta, kun taas ja-
keet 25 - 36 sisdlsivdt puhdasta PEO-dihappoa (R, = 0,26).
Jakeet, jotka sisdlsivdt a-hydroksi-omega-karboksimetyyli-
polyeteenioksidia, yhdistettiin ja vékevditiin (noin tila-
vuuteen 100 ml). Saatuun liuokseen lis&dttiin natriumklori-
dia (35 g), ja sen jdlkeen liuoksen pH s&&dettiin arvoon 3
ja se uutettiin dikloorimetaanilla (3 x 100 ml). Yhdistet-
ty CH,Cl,-1liuos kuivattiin (MgSO,), vakevditiin (noin tila-
vuuteen 100 ml) ja kaadettiin hitaasti kylm&&n eetteriin
(500 ml), jota sekoitettiin. Saostunut polymeeri kerattiin
talteen ja kuivattiin perinpohjaisesti alipaineessa, jol-
loin saatiin 8,8 g tuotetta. '¥C-NMR (CDCl,): 6 172,7
(cooH), 72,4 (CH,CH,OH), 70,4 (PEO), 69,0 (CH,COOH), 61,3
(CH,0H) ppm.

My6s pylvédstd eristetty biskarboksimetyylipoly-
eteenioksidi analysoitiin. 3C-NMR (CDC1,): &6 172,4 (COOH),
70,4 (PEO), 68,8 (CH,COOH) ppm.
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Esimerkki 4

Dimetoksitrityylimetoksipolyeteeniglykolin valmis-

tus

Metoksipolyeteeniglykoli (keskimd&r&inen moolimassa
5000 daltonia; 36,3 g, 7,23 mmol) liuotettiin kloroformiin
(500 ml), mitd seurasi kloroformin (250 ml) poisto tislaa-
malla veden poistamiseksi. Pulloon kiinnitettiin kuivaus-
putki, ja liuoksen annettiin j&&hty& noin l&mp&tilaan
50 °C. Lis&ttiin N,N-di-isopropyylietyyliamiinia (1,8 ml,
10,3 mmol) ja sen jalkeen 4-dimetyyliaminopyridiinid
(100 mg, 0,8 mmol, 10 mol-%) ja 4,4-dimetoksitrityyliklo-
ridia (98 %, 2,9 g).

Seosta sekoitettiin yo6n yli huoneenld@mpdtilassa,
minkd j&lkeen liuote poistettiin py&rdhaihduttamalla l&m-
pdtilassa 60 °C. Jaidnnds liuotettiin pieneen m&&r#&n klo-
roformia, ja M-PEG-DMT saostettiin lis&&mdlld liuos vedet-
témddn eetteriin (2 1). Sakka kerdttiin talteen, kuivat-
tiin ja ké&siteltiin kromatografisesti preparatiivisessa
kddnteisfaasipylvadssd (C-8 300A) Waters LC4000 -systee-
missd k3yttden 20 minuutin aikana 30 %:sta 95 %:iin muut-
tuvaa asetonitriilipitoisuutta (vedessd). Haluttu tuote
eluoitui asetonitriilipitoisuuden ollessa 58 - 60 %. N&y-
te (2 g) laitettiin asetonitriilin (30 %) ja veden seok-
sessa (20 ml) pylvadseen virtausnopeudella 50 ml/min. T&-
midn eluentin (30 $ asetonitriilid vedessd) annettiin jat-
kaa isokraattisesti, kunnes saatiin eluoiduksi suuri epé-
puhtaushuippu (tyypillisesti 3 - 5 min, 280 nm). T&m&n
ensimmdisen huipun eluoiduttua aloitettiin pitoisuuden
muuttaminen. Seuraavaksi eluoituva huippu o0li haluttu me-
toksi-PEG-DMT 5000. Ensimmdiset 3/4 huipusta Kker&dttiin
talteen ja huipun loppupdd hyl&attiin.

T&lld tavalla puhdistettiin 22,6 g raaka-M-PEG-DMT
5000:ta 2 g:n erissd, jolloin saatiin 15,44 g otsikon mu-

kaista tuotetta.
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Esimerkki 5

Diolittoman metoksipolyeteeniglykolin wvalmistus

dimetoksitrityylimetoksipolyeteeniglykolista »

M-PEG-DMT 5000 (10 g) laitettiin 500 ml:n pulloon
ja liuvotettiin Milli-Q-veteen (320 ml). Lis&ttiin hitaasti
rikkihappoa (80 ml), jolloin sen pitoisuudeksi tuli 20 %.
Liuos muuttui punaiseksi ja homogeeniseksi. Y6n yli sekoi-
tuksen j&lkeen happoliuos uutettiin kloroformilla (2 x
500 ml), yhdistetyt uuttoliuokset kuivattiin MgSO,:1lla ja
vdkevditiin, ja punainen 6ljy kaadettiin ohuena virtana
vedettbmddn eetteriin (2 1), jonka lampédtila oli 20 °C.
Sakan annettiin laskeutua 24 tuntia. Se ker&ttiin karkeal-
la lasisintterilld varustettuun suppiloon ja pestiin sit-
ten vedetttm&lld eetterilld (2 x 200 ml). Sakkakakku ri-
kottiin ja kuivattiin alipaineessa, jolloin saatiin 8,68 g
metoksi-PEG 5000:ta (diolitonta).

Esimerkki 6

Diolittoman metoksipolyeteeniglykolisukkinaatin

valmistus diolittomasta metoksipolyeteeniglykolista

M-PEG-OH 5000 (4,7 g, 0,94 mmol) liuotettiin tolu-
eeniin (100 ml). Liuos kuumennettiin palautusjéd&hdytysolo-
suhteissa kiehuvaksi ja kdytettiin Dean-Stark-loukkua mah-
dollisen veden poistamiseksi. Tunnin palautusj&&hdytyksen
jélkeen poistettiin kaikkiaan 80 ml tolueenia tislaamalla
ja astian, joka sisdlsi 20 ml tolueenia, annettiin j&&htyéa
argonylipaineen alla. Lis&ttiin meripihkahappoanhydridiéd
(110 mg, 1,1 mmol) ja sen jdlkeen 4-dimetyyliaminopyridii-
nid (137 mg, 1,12 mmol). Koska meripihkahappoanhydridi ei
liuennut, lis&ttiin kuivaa etanolitonta kloroformia ja
liuosta pidettiin palautusjddhdytysolosuhteissa uunissa
kuivattua jda&hdytintd kdyttden. 15 tunnin palautusjddhdy-
tyksen jadlkeen liuos j&&hdytettiin, ja sen j&lkeen sitd
sekoitettiin kationinvaihtohartsin (10 g) kanssa, se suo-
datettiin ja suodos vakevditiin, jolloin saatiin otsikon

mukaista yhdistetta.
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Esimerkki 7

Diolittoman metoksipolyeteeniglykolisukkiini-imi-

dyylisukkinaatin valmistus diolittomasta metoksipo-

lyeteeniglykolisukkinaatista

Liuos, joka sisdlsi esimerkissd 6 valmistettua
M-PEG-sukkinaattia (4,15 g, 0,83 mmol) tolueenissa
(100 ml), Kkuivattiin atseotrooppisesti. Osa tolueenista
(60 ml, jolloin reaktiopulloon j&i 40 ml) tislattiin pois,
ja lis&ttiin NHS:848 (100 mg, 0,87 mmol) ja sen jdlkeen
varovasti kuivaa etanolitonta kloroformia (30 ml). Lis&da
(25 ml) sekaliuotetta poistettiin tislaamalla, ja liuoksen
annettiin j&&htyd huoneenlampdtilaan argonin alla. Lis&t-
tiin DCC:t& (200 mg, 9,7 mmol) ja sekoitettiin liuosta.
10 minuutin kuluttua alkoi kiteytya disykloheksyyliureaa
(DCU). Kahden vuorokauden sekoituksen jdlkeen lis#ttiin
lisd8 (25 mg, 0,22 mmol) NHS:8&. DCU-liete suodatettiin ja
sakka pestiin tolueenilla. Suodos védkevditiin py&réhaih-
duttamalla, jolloin saostui 1lis&& DCU:ta. Suodatettu kon-
sentraatti lis&ttiin pisaroittain vedetttim&&n eetteriin
(1 1). Sakka kerattiin Whatman 6F/F -lasikuitusuodatti-
melle (9 cm) ja sitd kuivattiin sitten suuressa alipai-
neessa 15 tuntia, jolloin saatiin 3,37 g M-PEG-SS:&4.

Aktiivisen esterin pitoisuus: 1,71.10™ mol/g. HPLC
osoitti seuraavat: M-PEG-S:838 1,3 %; muita epdpuhtauksia
1,2 %; CDU:ta ei havaittu lainkaan; epdpuhtauksia yhteensé
3 %.

Esimerkki 8

Diolittoman PEG-SOD:n valmistus

Peroksididismutaasi (1,33 ml varastoliuosta, jonka
vdkevyys on 75 mg/ml) lisdttiin reaktiopuskuriin (100 mmol
natriumfosfaattia/l, pH 7,8; 18,67 ml) ja liuos ld&mmitet-
tiin 30 °C:seen. Lisdttiin esimerkiss&8 7 valmistettua
M-PEG-SS:848 (300 mg) yhdess& erdss& ja pH pidettiin ar-
vossa 7,8 kayttamdlla pH:n vakiona pitidvdada laitetta. 28

minuutin kuluttua reaktioseoksen pH ei pyrkinyt endd muut-



10

15

20

25

30

28

tumaan ja nadyte vadkevditiin k8yttdm&lld Centrium-sentrifu-
gointikalvoa, jolla katkaisumoolimassaraja on 10 000. V&-
kevbity ndyte wvaihdettiin t&118 tavalla Dulbeccon PBS:n
kanssa, jonka pH oli s&dddetty 1 M HCl:1la arvoon 6,2. Teh-
tiin viisi vaihtoa, joiden tilavuus oli yhteensd@ 60 ml.
Kokoekskluusio-HPLC toi esille mit&ttomdn suurta moolimas-
saa edustavan huipun, mik& on merkki siit&, ettd@ otsikon
mukainen yhdiste sis8lsi mitdttomid m&drid diolista saatua
ainetta (ts. se oli "dioliton").

Muiden PEG:hen kovalenttisesti liitettyjen, biolo-

gisesti aktiivisten proteiinien valmistus

Esimerkki 9

(Vihidiolinenmetoksipolyeteeniglykoli)sukkinoyyli-

katalaasin valmistus

Katalaasin vesisuspensio (4,17 ml), joka sis&lsi
24,0 mg proteiinia/ml, laimennettiin natriumfosfaattipus-
kurilla (0,1 mol/l, pH 7,8; 15,84 ml). Laimennettuun liu-
okseen, jota sekoitettiin magneettisesti ja joka oli l&m-
mitetty 30 °C:seen, 1lisdttiin v&hddiolista metoksi-PEG-
SS:84 (550 mg). Reaktioseoksen pH pidettiin arvossa 7,8
kdyttamidlla Mettler DL25 -titrauslaitetta, joka oli ohjel-
moitu pitdmddn pH vakiona lis8&8m&ll& tarvittaessa 0,5 N
natriumhydroksidiliuosta. 0,5 tunnin kuluttua reaktioseos
suodatettiin vdhin proteiinia sitovan polysulfonisuodatti-
men (0,45 pm) l&pi ja sijoitettiin kahteen Amicon Centri-
prep 30 -védkevdintilaitteeseen (kalvon NMWL 30 000) ja
puskuri vaihdettiin useaan kertaan Dulbeccon PBS:n kanssa.
Retentaattiliuos, joka sisdlsi vah&ddiolista PEG-katalaa-
sia, suodatettiin sitten 0,2 pm:n suodattimen l&pi. Konju-
gaatin muodostuminen osoitettiin SEHPLC:n ja geelielektro-

foreesin avulla.
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Esimerkki 10

Véhddiolinen PEG - ovalbumiini-konjugaatin valmis-

tus

Ovalbumiini (Sigma; 503 mg) liuotettiin polyeteeni-
dekantterissa, joka sisdlsi teflonpddllysteisen magneetti-
sekoitussauvan, huoneenléampdtilassa fosfaattipuskuriin
(0,25 mol/1l, pH 7,8; 50 g). 15 minuutin sekoituksen jal-
keen lisdttiin yhdelld Kkertaa v&hddiolinen M-PEGg,,,-SS
(1900 g). Reaktioseoksen pH pidettiin arvossa 7,8 Mettler
DL25 -s&ddtelylaitteella, joka 1lis8si tarvittaessa 0,5 N
NaOH:a. Reaktion annettiin jatkua 1 tunti huoneenldmp&ti-
lassa, ja sen jadlkeen reaktioseos diasuodatettiin Amicon
YM30 -kalvon ldpi kdyttdmdlld sekoituskammiolla varustet-
tua laitetta, jota kaytettiin argonin alla [paine 170 kPa
(25 psi)] yo6n yli jd&kaapissa, jossa lé&mpdtila oli 4 °C.
Sen jdlkeen kun 800 ml puskuria oli diasuodatettu, tuote
vadkevditiin ultrasuodattamalla, suodatettiin 0,2 pm:n po-
lysulfonisuodattimen l&pi ja pakattiin pieniin steriilei-
hin lasipulloihin, jolloin saatiin 44,3 g liuosta, jonka
proteiinipitoisuus o0li 10,5 mg/ml. Proteiinin muuntoas-
teeksi mddritettiin 71,4 % lysiiniaminoryhmien titrausana-
lyysilla.,

Esimerkki 11

(vdhddiolinen M-PEG,.)~S~ovalbumiinin valmistus

Vvahddiolisec.en M~PEG,,-SS:88n (382 mg) lis&ttiin kyl-
md liuos (10 ml), joka sisédlsi 10 mg/ml ovalbumiinia
(sigma, 1laatu VI) fosfaattipuskurissa (0,25 mol/l, pH
7,4), ja seosta sekoitettiin 16 tuntia lampdtilassa 5 °C.
Tuote puhdistettiin Centriprep 30 -védkevdintilaitteessa
(Amicon; kalvon NMWL 30 000) k&yttden vaihtopuskurina Dul-
beccon PBS:&d. Puhdistettu 1liuos suodatettiin 0,2 pm:n
suodattimen 1l&pi, jolloin saatiin 6,539 g tuotetta, joka
sisdlsi 13,8 mg proteiinia/ml, jonka proteiinin muuntoaste

oli 74 % (TNBS-titrausmenetelmda).
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Ovalbumiinin (100 mg) annettiin reagoida samalla
tavalla v8hddiolisen M-PEG,,~SS:8&n (283 mg), jolloin saa-
tiin 6,274 g tuotetta, joka sisdlsi 13,8 mg proteiinia/ml,
jonka proteiinin muuntoaste oli 74 %.

Ovalbumiinin (100 mg) annettiin reagoida samalla
tavalla vdh&diolisen M-PEG,,~-SS:4&n (190 mg), jolloin saa-
tiin 5,704 g tuotetta, joka sisdlsi 16,8 mg proteiinia/ml,
jonka proteiinin muuntoaste oli 67 %.

Esimerkki 12

(Vdhddiolinen M-PEG,,)-S-rhulL4:n valmistus

Liuos (190 pl), joka sisdlsi 5,26 mg rhulL-4:83
(Immunex)/ml, laimennettiin boraattipuskurilla (0,1 mol/1,
pH 8,5; 772 pl). rhull-4-liuokseen lis&ttiin sitten liuos
(29,2 pl), joka sisdlsi 24 mg vdhddiolista metoksi-PEG-
SS:&88/ml DMF:ssa. Sen j&dlkeen kun reaktioseosta oli pidet-
ty huoneenlampttilassa 1 tunti 20 minuuttia, se sentrifu-
goitiin ja ruiskutettiin suoraan preparatiiviseen SEHPLC-
pylvddseen. Puhdistettu konjugaatti osoittautui geelielek-
troforeesissa pohjimmiltaan yhdeksi ainoaksi vyShykkeeksi.

Esimerkki 13

(vdhddiolinen M-PEG,,)-S-NT:n valmistus

Vahddioliseen M-PEG,-SS:88n (174 mg) lis&ttiin
liuvos, joka sis#lsi neurotensiinid (NT) (BaChem; 8,7 mg)
fosfaattipuskurissa (0,25 mol/1l, pH 7,8; 2,175 ml). Reak-
tioseos pidettiin 1,75 tuntia huoneenlémpdtilassa ja lai-
tettiin sitten j&&kaappiin. Puhdas monometoksi-PEG,,-S-NT
saatiin sen jdlkeen, kun se o0li erotettu NT-PEGy-NT:sta
preparatiivisen kainteisfaasi-HPLC:n avulla C-8-pylvddsséa
kdyttden eluoinnissa vesi-asetonitriiligradienttia.

Tamadn keksinndn mukaiset formulat valmistetaan ta-
vanomaisin menettelytavoin, jotka ovat ammattimiehille
tuttuja. Formulat voivat haluttaessa sisdltdd sakkaroosia
tai trehaloosia.

Yksityiskohtaisia formuloita on kuvattu taulukossa

I, jossa HPCD tarkoittaa hydroksipropyylisyklodekstriinia.
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Taulukko I
Esim. PEG-SOD Fosfaatti- pH HPCD Sakkaroosi
(yks./ml) puskuri (%, m/v) (%, m/v)
(mmol/1)

10

15

20

25

30

- 35

14
15
16
17
18
19 .
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

25,000
50,000
75,000

100,000

125,000

150,000
25,000
50,000
75,000

100,000

125,000

150,000
25,000
50,000
75,000

100,000

125,000

150,000
25,000
50,000
75,000

100,000

125,000

150,000
25,000
50,000
75,000

100,000

125,000

150,000

10
10
10
10
10
10
10
10
10
-10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

6,2
6,2
6,2
6,2
6,2
6,2
6,2
6,2
6,2
6,2
6,2
6,2
6,2
6,2
6,2
6,2
6,2
6,2
6,2
6,2

6,2

6,2

6,2

6,2

6,2

6,2
6,2
6,2
6,2
6,2

g »n o Gn
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Taulukko I - jatkoa

Esim. PEG-SOD Fosfaatti- pH HPCD Sakkaroosi
(yks./ml) puskuri (%, m/v) (%, m/v)
(mmol/1)
A |

44 25,000 10 6,2 20 - -
45 50,000 10 6,2 20 - -
46 75,000 10 6,2 20 --
47 100,000 10 6,2 20 - -
48 125,000 10 6,2 20 -
49 150,000 10 6,2 20 - -
50 25,000 10 6,2 5 5
51 50,000 " 10 6,2 5 . 5
52 75,000 .10 6,2 5 5
53 100,000 10 6,2 5 5
54 125,000 10 6,2 5 5
55 150,000 10 6,2 5 5
56 25,000 10 6,2 10 10
57 50,000 10 6,2 10 10
58 75,000 10 6,2 10 10
59 100,000 10 6,2 10 . 10
60 125,000 10 6,2 10 10
61 150,000 10 6,2 10 10
62 25,000 10 6,2 15 - 5
63 50,000 10 6,2 15 5
64 75,000 10 6,2 15 5
65 100,000 10 6.2 15 5
66 125,000 10 6,2 15 5
67 150,000 10 6,2 15 5
68 25,000 10 6,2 5 15
69 50,000 10 6,2 5 15
70 75,000 10 6,2 5 15
71 100,000 10 6,2 5 15
72 125,000 10 6,2 5 15
73 150,000 10 6,2 5 15
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Tdmd&n keksinndn mukaiset formulat kylmdkuivataan
seuraavaa menetelmda kdyttiéen.

Formulalla tdytettdviksi valitaan tarvittavan ko-
koisia pulloja ottaen huomioon annosvaatimukset. Valitta-
essa pulloja annoksen mahduttamiseksi t&dyttotilavuuden ei
tulisi olla kohtuuton pullon halkaisijaan verrattuna. Esi-
merkiksi 5 ml:n suuruista t&dytettd ei pitdisi laittaa pie-
nemp&&n kuin 10 ml:n pulloon. Taytdn jdlkeen pullot lasta-
taan kuivauskammioon ja sijoitetaan suoraan j&&hdytettéa-
ville hyllyille, jotka on esijd&hdytetty lamp&tilaan 4 °C.
Usean pullon sis&én sijoitetaan la&mpdpari formulan l8mpS-
tilan tarkkailemiseksi kylmdkuivausprosessin aikana. Pul-
lojen annetaan sitten asettua hyllyjen ldmpotilaan (4 °C),
ennen kuin hyllyjen l&mpdtila alennetaan arvoon =40 °C.
Pullojen saavutettua lampotilan -40 °C niit8 pidetddn ky-
seisessd lampodtilassa noin 6 tuntia formulan antamiseksi
jaatya taydellisesti. Tadmdn ajanjakson jdlkeen jddhdytin-
kierukat jddhdytetdsdn lampdtilaan -80 °C ja kdynnistet&an
vakuumipumppu alipaineen muodostamiseksi j&&hdytyskammi-
oon, mitd seuraavat primaarinen ja sekundaarinen KkKuivaus-
prosessi. Primaarisessa kuivausprosessissa avataan j&d&hdy-
tyskammion ja kuivauskammion v&linen p&&venttiili ja kui-
vauskammioon muodostetaan noin 13 Pa:n paine laskemalla
typpikaasu pois. Paineen 13 Pa saavuttamisen j&dlkeen hyl-
lyjen lémpdtila nostetaan arvoon -20 °C sublimoitumispro-
sessin k&ynnistamiseksi. T&md osa kylm&kuivaussyklia kes-
td34 noin 10 - 18 tuntia. Primaarinen kuivausprosessi p&at-
tyy, kun kaikki j&4 h&avida jaadytetystd matriksista ja
lampbparin lamp&dtila on saavuttanut arvon -20 °C. Sekun-
daarisessa kuivausprosessissa lémpttila nostetaan arvosta
-20 °C arvoon +25 °C kaiken sen j&an poistamiseksi, joka
ei ole poistunut kylmakuivausprosessa. Tam8 poisto kestaa
noin 4 - 8 tuntia.

Sekundaarisen kuivausprosessin péddtyttyada padvent-

tiili suljetaan ja kuivauskammio taytet&dn typell& niin,
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ettd kammiossa s&ilyy lievd alipaine. Sen jdlkeen k8ynnis-
tetddn korkituslaite ja painetaan korkit pulloihin. Kui-
vauskammio saatetaan sitten normaalipaineiseksi ja kammion
ovi avataan pullojen ottamiseksi pois ja puristuskapselei-
den asettamiseksi paikoilleen. Pulloja sdilytetd&n sitten
ennalta md&r&tyssd lémpotilassa, kunnes niihin lis&t&d&n
uudelleen vettd injektointia wvarten.

Tamén keksinnén mukaisilla formuloilla on havaittu
olevan erinomainen varastoinninkesté8vyys. Varastoinninkes-
tédvyyttd valaistaan seuraavin vertailututkimuksin, joissa
kdytetddn uudelleen 1laimennettuja liuoksia, formuloiden
ulkonddn merkille panemiseksi ja kokoekskluusiosuurteho-
nestekromatografian avulla (SEHPLC) esimerkeissd 74 ja 75
esitettyihin formuloihin sis&ltyvdn suurimoolimassaisen
(HMW) aineen prosenttiosuuden md8aritté&miseksi.

Formula A, joka on témén keksinnén mukainen, sisdl-
si 10 % HPCD: ta.

Formula B, joka on esitetty vertailua varten, si-
sdlsi 10 % sakkaroosia eik& lainkaan HPCD:t&.

Molemmat formulat sis8lsivdt 10 mmol fosfaattipus-
kuria/l (pH 6,2) ja 75 000 yksikkd& PEG-SOD:t&/ml. Pullo-
jen tayttétilavuus oli 0,5 ml, lampStilaolosuhteet olivat
4 °C, 22 °C, 30 °C ja 50 °C, ja molemmat formulat Kylma-
kuivattiin, pidettiin edelld mainituissa l&mpdtiloissa 30
kuukautta ja sen jédlkeen laimennettiin uudelleen ja tes-
tattiin kuvatulla tavalla. v

Esimerkki 74

Uudelleen laimennettujen formuloiden ulkondkd

Formula A Ulkondkd Formula B Ulkondkd
4 °C kirkas, sinivihrea 4 °C kirkas, sinivihreéd
22 °C kirkas, sinivihreéa 22 °C kirkas, sinivihreé&
30 °C kirkas, sinivihred 30 °C kirkas, sinivihred
50 °C kirkas, sinivihrea 50 °C samea, kellertéa-
vanruskea
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HMW-m3dritys SEHPLC:td kiyttden

SEHPLC toteutetaan tasapainottamalla Shodex WS-
803F -pylvds (0,8 x 30 cm) fosfaattipuskurissa (0,1 mol/1,
pH 6,5), joka sis#lt#i natriumkloridia (0,15 mol/l), vir-
tausnopeudella 1 ml/min ja pumppaamalla liuos detektorin
l8pi, joka on s8ddetty aallonpituudelle 280 nm. Kyseinen
pylvéds kykekee péljastamaan erot moolimassassa fraktionti-
alueensa ja ekskluusiorajansa (M > 1 000 000) perusteella.
Ndiss8 olosuhteissa suurimoolimassainen aine eluoituu en-
nen pienimoolimassaista ainetta (suoloja ja pienimooli-
massaisia komponentteja). Detektori yhdistetdsn tietoko-
neeseen, joka on ohje%moitu integroimaan huiput lukuisten
parametrien perusteella ja laskemaan huippuja vastaavat
méd&rdt prosentteina.

Todettu ja esimerkissd 75 esitetty HMW-lajikkeiden
prosenttiosuus on varastoinnin aikana tapahtuvan polypep-
tidien aggregoitumisen asteen mitta. Esimerkissd 75 on
esitetty my®6s "vapaa PEG" (joka on sukkinaattiesterisi-
doksen hydrolysoitumisasteen ilmaisin) ja prosentuaalinen
entsyymiaktiivisuus.

Esimerkki 75

Stabiilisuustutkimukset kylmdkuivatuilla PEG-SOD-
formuloilla, jotka sis#lsivit 10 % sakkaroosia tai
10 % B-hydroksipropyylisyklodekstriinid (HPBCD) ja
joita varastoitiin 2 ja 10 kuukautta eri lampdti-

loissal

Formula Lampdtila HMW2 Vapaa PEG3 Aktiivisuus4

(75,000 o (%) (mg/ml) (%)
: 2 kk 10 kk 2 kk 10 kk 2 kk 10 kk

10 % sakka- 4 03 02 035 01 99  --

roosia 22 0,4 0,6 0,36 0 100 - -
30 0,7 0,9 0,44 0 98 100
50 20 >50 3,45 ~10 71 - -

10 & HPRCD:tad 4 0,3 - - 0,12 - - 100 - -
22 0.4 - - 0,08 - - 99 - -
30 0,4 07 0,14 09 100 100
50 0,6 4,8 0,87 3,23 95 92
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! Kylmdkuivattujen kakkujen tutkiminen silmimidrsisesti
ennen uudelleen laimentamista osoitti, ettd lampdtilassa
50 °C wvarastoidun formulan vdri oli muuttunut.
? HMW kuvaa epdpuhtauksia, kuten polypeptidiaggregaatteja,
ja ilmaistaan prosentuaalisena poikkeamana vertailuolosuh-
teista (aika).
® vapaa PEG kuvaa sukkinyyliesterisidoksen hydrolysoitumis-
ta ja ilmaistaan prosentuaalisena poikkeamana vertailu-
olosuhteista (aika).

* Ilmaistaan prosentteina alkuarvosta.

Kuten esimerkissd 75 esitetyistd tiedoista voidaan
havaita, HPBCD-formulalla on erinomainen stabiilisuus va-
rastoitaessa sit&@ l&mpotilassa 30 °C. Mit&8&n merkitt&dvaa
entsyymiaktiivisuuden muutosta ei havaittu edes 10 kuukau-
den varastoinnin jédlkeen, mikd osoittaa, ettd entsyymillad
sdilytettiin tyydyttdva stabiilisuus. HPBCD:n selvd parem-
muus stabilointiaineena on ilmeneinen verrattaessa sakka-
roosi- ja HPBCD-formulan prosentuaalisia HMW-arvoja toi-
siinsa varastoitaessa niitd lémpodtilassa 50 °C: HMW-arvo
HPBCD-formulalle oli lé&mpdtilassa 50 °C 10 kuukautta kes-
tédneen lampdrasituksen jalkeen vain 4,8 %, kun se sakka-
roosiformulan tapauksessa oli samoissa olosuhteissa yli
50 %. HPBCD:n dramaattinen stabilointikyky jopa korkeassa
lampdtilassa varastoitaessa on osoitus t&mdn stabilointi-
aineen tarjoamasta ainutlaatuisesta stabilointimekanismis-
ta, joka minimoi proteiinien v&lisen vuorovaikutuksen ja
vdhentdd siten HMW-lajikkeiden muodostumista. Voidaan
esitt&a teoria, ettd koska syklodekstriini sis&ltd3d raken-
teessaan onteloita, on todenndkéistd, ettd suojausmekanis-
mi on yhteydessd tiettyjen reaktiivisten keskusten (jotka
liittyvdt HMW-aggregaattien muodostumiseen) kotelointiin,
mikd minimoi vuorovaikutuksen ja aggregoitumisen.

T&mé&n keksinndn tarjoama lis&&ntynyt stabiilisuus

mahdollistaa tuotteen varastoinin huoneenlé&mpdtilassa ja
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pident&d sen varastointiaikaa. Té&m& Kylm&kuivattu tuote
soveltuu pakattavaksi joko tavanomaiseen pieneen lasipul-
loon tai esitédytettyyn ruiskuun. Esitadytetty ruisku tar-
joaa "kayttoSvalmiin" tuotteen, joka edellytt&d mahdolli-
simman vah&n kd&dsittelyd ja soveltuu hyvin k3ytettdvdksi
hatdtapauksissa. Formuloista on siten suurta, ennen koke-
matonta hyodtyd kliinisiss&d, sairaala- ja h&tdtilanteissa.



10

15

20

25

30

38

Patenttivaatimukset:

1. Kylm&kuivattavaksi tarkoitettu, vesipitoinen,
fysiologisesti aktiivinen, proteiinia sisdltava koostumus,
tunnettu siita, ettd se sisdltas
noin 150 - 150 000 yksikk&&a kovalenttisesti sidottua v&h&-
diolinen polyalkeenioksidi - proteiini-konjugaattia/ml,
noin 0,1 - 20 % (m/V) syklodekstriini& ja
noin 0,01 - 50 mmol puskuriainetta/litra
mainitun koostumuksen pH:n ollessa noin 5,7 - 6,5.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd mainittua syklodekstriini8 on
mukana noin 1,0 - 15 & (m/V). ]

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd mainittu vdhddiolinen polyal-
keenioksidi on lineaarinen polyalkeenioksidi, joka sis&dl-
t48 korkeintaan noin 10 paino-% monoalkoksyloimatonta po-
lyalkeenioksidia.

4, Patenttivaatimuksen 3 mukainen koostumus,
tunnet tu siitd, ettd mainittu monoalkoksyloimaton
polyalkeenioksidi on monometoksyloimaton polyeteeniglyko-
1li.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen koostumus,
tunnettu siitda, ettd mainitun polyeteeniglykolin
keskimd@drdinen moolimassa on noin 1000 - 15 000 daltonia.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus,
tunnet tu siitd, ettd mainittu syklodekstriini on
B-syklodekstriinin johdannainen.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd mainittuna proteiinina tule-
vat kysymykseen ihmisen rekombinaatiointerleukiini 4
(rhull-4); proteaasi Subtilisin Carsberg; oksidoreduktaa-
si, katalaasi; kolesteroli, pelkistynyt NADP: happioksido-
reduktaasi (20-8-hydroksyloiva) (1.14.1.9, "kolesteroli-
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20-hydroksylaasi); transferaasi; UDP-glukoosi; hydrolaa-
si; trypsiini (3.4.4.4.); L-asparagiiniaminohydrolaasi
(3.5.1.1., "asparaginaasi"); lyaasi; isomeraasi ja ligaa-
si.

8. Patenttivaatimuksen 1l mukainen Kkoostumus,
tunnettu siitd, ettd mainittuna proteiinina tule-
vat kysymykseen insuliini, ACTH, glukagoni, somatostatii-
ni, somatotropiini, tymosiini, parathormoni, pigmenttihor-
moni, somatomediini, erytropoietiini ja luteinisoiva hor-
moni.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd mainittuna proteiinina tule-
vat kysymykseen koriongonadotropiini, hypotalamuksen va-
pautustekij&, antidiureettinen hormoni, kilpirauhasta sti-
muloiva hormoni, kalsitoniini, prolaktiini, interferonit
(a-, B- ja -interferoni), vasta-aineet (IgG, IgE, IgM,
IgD), interleukiinit 1, 2, 3, 4 ja 7, granulosyyttipesdk-
keitd stimuloiva tekijd& (DCSF) ja granulosyytti-mak-
rofagipesédkkeitd stimuloiva tekija& (GM-CSF).

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd mainittuna proteiinina tule-
vat kysymykseen tuumorinekroositekijd (TNF), wverihiuta-
leista perdisin oleva kasvutekija (PDGF), epidermaalinen
kasvutekijd (EGF), hermokasvutekij& (NGF), luukasvutekija
(BGF), kasvuhormonia vapauttava tekij& (GHRF), papaiini,
kymotrypsiini, termolysiini, streptokinaasi ja aktivaasi.

11. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd mainittu proteiini on perok-
sididismutaasi.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd mainittu peroksididismutaasi
on ihmisen rekombinaatioperoksididismutaasi.

13. Menetelmd kylm&kuivatun, biologisesti aktiivi-
sen, proteiinia sisdltidvidn koostumuksen valmistamiseksi,

tunnettu siitad, ettad
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a) alle 10 paino-% monoalkoksyloimatonta polyalkeenioksi-
dia sisdltavd polyalkeenioksidi karboksyloidaan,

b) mainittu karboksyloitu polyalkeenioksidi aktivoidaan
aktiivisen polyalkeenioksidiesterin aikaansaamiseksi,

c) mainittu aktiivinen polyalkeenioksidiesteri liitet&&n
kovalenttisesti biologisesti aktiiviseen esteriin,

d) mainittu kovalenttisesti sidottu polyalkeenioksidieste-
ri ja mainittu biologisesti aktiivinen proteiini liuote-
taan vettd sisdltidvidadn vdliaineeseen,

e) syklodekstriini liuotetaan mainittuun vettd sis&lt&-
véan vdliaineeseen homogeenisen liuoksen aikaansaamiseksi,
f) mainittu liuos puskuroidaan suunnilleen pH-alueelle
5,7 - 6,5 ja

g) liuvos kylm&kuivataan.

14, Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelmd,
tunnet tu siitd, ettd mainittu koostumus on jonkin
patenttivaatimuksista 1 - 12 mukainen.

15. Minkéd tahansa edelld esitetyn patenttivaatimuk-
sen mukaisen koostumuksen kdyttd sellaisen l&&kkeen val-
mistamiseen, joka soveltuu peroksidianionien nisdKkkddn

kudoksessa aiheuttaman tautitilan hoitoon.
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