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(57) Anotace:
Jsou popsény biologicky aktivni konjugaty,
které jsou vytvofeny reakci thiolskupiny bi-
ologicky aktivni molekuly s nepeptidickym
polymerem, majicim aktivni sulfonovou sku-
N T _ pinu. Popsany jsou také slouceniny, majici
' } e vzorec R1-X-Rg, kde alespon jedén z R1 a Rz je
B biologicky aktivni molekula, majfc reaktivni
thiolskupinu, ktera tvofi kovalentni vazbu s
X, Michael akceptor-aktivovany nepeptidicky
polymer. Dale jsou popsany zpfisoby vyroby
konjugatil a sloutenin podle pfedloZeného vy-
nélezu jako# { farmaceutické kompozice, které
je obsahuji. Navic jsou popsany aktivované v
polymery vhodné pro piipojeni k rtiznym mo-
lekuldm a povrchuim.
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Oblast techniky

Pfedlozeny vynédlez se tyk4a aktivnich derivata

polyethylenglykolu a pribuznych hydrofilnich‘polymerﬁ a

zpusobi jejich syntézy pro pouziti pfi modifikaci
charakteristik povrchi a molekul. Vynalez se také tykd

polypeptidd, které byly kovalentné navazany k takovy m
aktivnim derivatum a zpusobd pro jejich vyrobu.

Dosavadni stav techniky

Polyethylenglykol ("PEG") byl studovan pro pouziti ve

farmaceutikach, umélych implantech a jinych aplikacich, kdy je
biokompatibilita dulezitd. Byly navrZeny razné derivaty PEG,
které maji aktivni skupinu pro umoznéni, aby PEG byl pripojen
k farmaceutikdm a implantum a k molekulam a povrchim obecné.
Napriklad byly navrieny PEG derivaty pro kopulaci PEG k -
povrchim pro z{zeni smageni, statické nanaseni, a pripojent

jinych typl molekul k povrchu, zahrnujicich proteiny nebo
proteinové zbytky.

PEG derivaty byly také navrzeny pro afinitni deleni,
naptiklad, enzymt od bunééné hmoty. V afinitnim daéleni PEG
derivaty zahrnuji funkéni skupinu pro reverzibilni kopulaci k

je obsaZen Vv bunééné hmoté. PEG a enzymovy

enzymu, ktery
né hmoty a pak se enzym oddéluje

konjugat se odddluje od bunéd
od PEG derivatu, je-li to zadouci.

V jeste dalsich ptikladech, kopulace PEG derivatd
("PEGylace") je sadouci pro prekonédni obtizi objevujicich se
pri klinickém pouziti biologicky aktivnich molekul. Zvefejnéna




PCT prihlaska &. WO 92/16221 .napfiklad uvadf, Ze bylo.nalezeno

mnocho potencidlné terapeptick?chwproteinﬁ~s kratkym polocasem -
Zivotnosti v krevnim seru. Z vét3f &4sti je clearence proteina

Ze sera provadén pres ledviny; Systémové zavedeni relativns

velkych mnoZstvi proteind, zejména téch, které jsou cizi{ pro

lidsky systém, miZe byt zvysena k imunogenickym reakcim, coZ

mezi jinymi problémy miZe vést k rychlému odstranéni proteinu

z téla prfes tvorbu imunitnich kompléxﬁ. Pro jiné proteiny je
problémim s rozpustnosti a agregaci také zabranéno optimilni ;T

formulaci proteinu. . i

.PEGylace sniZuje rychlost clearence z krevniho proudu
zvySenim zjevné molekulové hmotnosti molekuly. AZ do urcité
velikosti je rychlost glomerularni filtrace proteint nepfimo
umérna velikosti proteinu. Schopnost PEGylace snizovat
clearence proto obecné neni funkc{ mnozstvi PEG skupin, které
jsou pripojeny k proteinu, ale celkové molekulové hmotnosti..
Zneéného protsinu. SniZend clearence miZe vést ke zvysens |
déinnosti proti ne-PEGylovanému materialu. Viz napfikiad
Conforti a spol., Pharm.Research .Commun, sv.19, str: 287
(1987) a Katré a spol., Proc.Natl.Acad.Sci. USA sv. 84, str.
1487 (1987).

Navic PEGylace miZe ‘sniZovat proteinovou agregaci (Suzuki
a spol., Biochem. Biophys. Acta, sv. 788, str. 248 (1984}),
ménit proteinovou imunogenicitu (Abuchowski a spol., ’
J.Biol.Chem., sv. 252, str. 3582'(1977) a zvysovat proteinovou
rozpustnost jak je napfiklad pops4no v PCT ppublikaci &. WO
92/16221.. '

o

PEGylace proteind ilustruje nékteré problémy, které byly
spojen s pripojenim PEG k- -povrchim a molekuladm. Piev4zna .
vétsina PEGylaénich &inidel reaguje s volnymi primarnimi
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aminoskupinami polypeptidu. Vaetiina z téchto volnych amint
jsou epsilon aminoskupiny lysinovych aminokyselinovych zbytkd.
Typické proteiny vykazu;x velky poéet lysinad. V souladu s tim,
se éasto objevuje ndhodné pfipojeni nasobnych PEG molekul’

vedouci ke ztrats proteinové aktivity.

Navic, je-1i PEGylovany protein zamyslen pro terapeutické
pouziti, smés vice druhi, ktera vznikd z pouziti nespecificke
PEGylace vede k obtfzim pfi pripravé produktu s
reprodukovatelnymi a charakteristickymi vlastnostmi. Tato
nespecificka PEGylace ¢ini obtiznym hodnotit terapeutika a
poskytnout informaci o Géinnosti a davkovani. Mistné
selektivni PEGylace takovych proteind by mohla vést k
reprodukovatelné modifikovanym materidlum, které ziskaly
sadouci{ atributy PEGylace bez ztraty aktivity. .
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Existuje také potfeba reprodukovatelné vytvafenych 3
koplexd dvou nebo vice spojenych bioaktivnich molekul nebo r mf
slougenin. V nékterych pfipadech podani multimernich komplexu, '
které obsahuji vice neZ jeden biologicky aktivni polypebtidi
nebo 1é&ivo, vede k synergickym pfinosam. Napriklad komplex,
obsahujici dva nebo vice identickych polypeptidd mohou mit
podstatné zvysenou afinitu pro ligand nebo aktivni misto, ke
kterému se vaie vzhledem k monomernimu polypeptidu. '
Alternativné, komplex, obsahujici (1) bioaktivni’protein,_
ktery projevuje svaj uc¢inek na uréitém misté vtéle a (2)
molekulu, kterd mize pfimo fidit komplex ke specifickému

mistu, muaze predstavovat velky prinos.

Existuje také potreba hydrolyticky stabilnich
aktivovanych polymerd, které tvori vazby, které jsou
hydrolyticky stabilni. Jlnak v uréitych pripadech muZe byt
reaktivni skupina uéinéna neaktivni pfed tim, neZ probéhne




24douci reakce nebo konjugat vytvoreny po .reakci ma kratky
poloéas Zivotnosti ve vodném mediu, jako je krev nebo plasma.

Napriklad Zalipsky, US patent &. 5122614, popisuje, Ze
PEG molekuly aktivované s oxykarbonyl-N-dikarboximidovou
funkéni skupinou, kter4d miZe byt pripojena za vodnych,
'bazickYCh podminek urethanovym navazénim k aminové skupiné
polypeptidu. Aktivoﬁany PEG-N-sukcinimidkarbonat je uvadén
jako tvorici stabilni, k hydrolyze rezistentn{ urethanova
navézani s aminoskupinamil Aminoskupina je uvadéna jako
reaktivnéjsi prfi baziCRYCh.pH asi 8,0 az 9,5 a reaktivita’
ostfe klesa prfi niZ3ich pH. Hydrolyza nekopulovaného PEG
derividtu vsak také ostre stoups pri pH 8,0 a2 9,5. Zalipsky
vyluduje problém zvy3eni rychlosti reakce nekopulovaného PEG
derivatu s vodou .pouZitim. prebytku PEG.derivétu k navazani. k.
proteinu. PouZitim pfebytku“PEG?derivatu je dostateéné.
reaktivni aminomista navadzana k PEG pro modifikaci proteinu

' pfeﬁ:tim,:néz'se_éEG derivat'hydrdlyzuje“a'stane ﬁeredktiﬁnim.

Zalipskeho metoda je adekvatni nespecifickému pripojeni
lysinové frakce proteinu k PEG derivatu na aktivnim.misté na
PEG. Jestlize rychlost hydrolyzy PEG derivatu je.znaéni,. pak
je problematické poskytnout pfipojenilna vice ne? jednom
akfivnim misté PEG molekuly, protoZe pouhy prfebytek nezpomaly
rychlostmhydrolyzy.

Napfiklad linedrni pEG s aktivnimi misty na kazdém konci
bude pripojen k proteinu na jednom konci ale reaktivni misto
‘na -druhém konci miZe reagovat s vodou za vzniku relativné
nereakfivni hydroxylové skupiny misto PEG spojeni dvou
proteinovych skupin. Podobny problém vznika, je-1i Zadouci
kopulovat molekulu k pbvrchu PEG spojovaciho éinidla, protoie
PEG je nejprve prfipojen k povrchu nebo se kopuluje k molekule
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a opaény konec PEG derivatu musi zustat aktivni pro
nasledujici reakci. Jestlize je hydrolyza problémem, pak se
opaény konec typicky stava inaktivovanym.

Zalipsky US patent &. 5122614 také popisuje né&které jiné
PEG derivéty z predchozich patentu.
PEG-sukcinoyl-N- hydroxysukcinimidester je uvadén jako tvor1ci
esterovd spojeni, kterd maji omezenou stabilitu ve vodném
mediu. PEG-kyanurchlorid je uvadén jako toxicky a je
nespecificky pro reakci s jednotlivymi funkénimi skup1nam1 na
proteinu, coZ vede k inaktivaci proteinu. PEG— fenylkarbonét je
uvadén jako produkujici toxické hydrofobni fenolové zbytky,
které maji afinitu pro proteiny. PEG aktivovany
karbonyldiimidazolem je uvéadén jako prilis bomaly v reakci s
proteinovymi funénimi skupinami, vyzadujici delsi reakéni quy
pro ziskani vyhovhjici modifikace proteinu. :

Jestsd dalsi PEG derivaty byly navrieny pro pripojent ﬁ
funkénim skupindm jinym ﬁez je epsilon aminoskupina lysinu.
Maleimid je napfiklad specificky pro cystein sulfhydryl alg
maleimidova funkénost je podrobena hydrolyze. 3

V souladu s tim existuje potfeba &inidel a metod pro
reprodukovatelné vytvarené komplexy, jejichZz c¢ésti jsou
pftipojeny k neantigenickym, vysoce rozpustnym, biologicky
inertnim molekulém. PredloZeny vynalez uspokojuje potfebu
hydrolyticky stabilnich é&inidel, ktera vytvareji hydrolyticky
stabilni konjugéty.

Podstata vyndlezu ' R .

PfedloZeny vynadlez se tyka biologicky aktivnich

- konjugéata, obsahujicich biologicky aktivni molekulu, majici




reaktivni thiolovou skupinu a nepeptidicky polymer, majici
aktivni sulfonovou skupinu, kterd tvori vazbu s reaktivni
thiolovou skupinou. Biologicky aktivni molekula miZe byt -
syntetickd, prirozené se vyskytujici nebo modifikovani
prirozené se vyskytujici molekula. Molekula, vykazujici
pozadovanou biologickou aktivitu miZe byt modifikovéna, aby

obsahovala reaktivni thiolovou skupinu.

Y

Zv143té vhodné biologicky aktivni molekuly zahrnuji
inh%bitory faktoru tumorové nekrozy ("TINF"), interleukin-1
‘receptor antagonisty ("IL-1ra"), CRl, exon Sesti peptida
PDGF, a interleukin-2 ("IL-2") inhibitory a receptory
("IL-2r").

Polymer podle predloZeného vynalezu obsahuje alespon .
jednu aktivni sulfonovou skupinu a m4 vzorec'P~302*C-C*-, kde
P je polymer a C* je reaktivni misto pro spojeni se thiolovou
skupinou. Vazba mezi th101em a akt1vovanym sulfonem Je na C* a
miZze byt predstavena vzorcem P- -802-C-C*S-R, kde R je -
biologicky aktivni molekula. Vhodné aktivované sulfonové
skupiny zahrnuji{, napfiklad, vinylsulfon a chlorethylsulfon.
Rizné polymery mohou byt aktivovany pro pouZiti ve viech
pro#edenich predloZeného vynalezu, zahrnu11cxch ve vode
rozpustné polymery jako je polyethylenglykol ("PEG") a
p;lbuzné hydrofilni polymery.

PredloZeny vyndlez také poskytuje metody pouZiti{

——

sulfon-aktivovanych polymert pro pripravu vyse diskutovanych

B

biologicky aktivnich konjugitu. Metoda zahrnuje stupné:

(a) reakce blolog1cky aktivni molekuly, majic{ reaktivni
thiolovou skupinu s nepeptidickym polymerem, majicim aktivni
sulfonovou skupinu za tvorby konjugatu; a '

(b) izolaci konjugatu.
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. Farmaceutické kompozice, obsahujici konjugaty, jsou také

v rozsahu vynalezu.

Piedlozeny vynalez se dale tyka sulfon-aktivovanych
polymert pouzitelnych pro kopulaci k raznym molekulam,
sloudeninam a povrcham. Aktivovana sulfonova skupina je stejna
jak je diskutovéna vyse. 7v143té pouzitelné aktivované
polymery zahrnuji bifunkéni PEG derivaty aktivované sulfonovou
skupinou na jednom misté na PEG molekule a na NHS-esteru nebo

maleimidové funkénosti na jiném mistd.

V predlozeném vynadlezu jsou dale zahrnuty v ﬁodstaté
gisténé biologicky aktivni sloudeniny, majici vzorc Ri—X~R2,
nazyvané "c¢inka", kde alespon jeden z R1 nebo Rz je biologicky
aktivni molekula, ktera si udrzuje svoji biologickou aktivitu,
kdyz je c4sti molekuly. Biologicky aktivni molekula méa "
reaktivni thiolovou skupinu, kterd tvori spojeni s Michael
akceptorovou skupinou nalnepeptidickém polymeru. Biologicky
akivni molekuly vhodné pro pouziti v\pfedloieném vynélezu'
zahrnuji ty, které jsou uvedeny vyse. Vhodné Michael akceptor
skupiny hapfiklad zahrnuj{ vinylsulfon a maleimid. Polymery, ;
které mohou byt aktivovany s Michael akceptor funkénimi -

skupinami zahrnujf{ polymery rozpustné ve vodé uvedene vyse.

R: a R: mohou byt stejné nebo rozdilné skupiny. Jéstliie
jsou R skupiny stejné, je slouéenina homodinkova; jéstliZe R
skupiny jsou odli3né je sloucenina heteroéinkova. Zv1iasté
vhodné homoéinky zahrnuji napriklad PEG-spojené TNF inhibitory
a PEG-spojené IL-lra's. Vhodné heteroéinky zahrnuji, '
napfiklad, ty, které jsou_vytVoieny i IL-2r-a a IL*Zr—B,
heteroéinky, které inhibujf klasickou drahu systému
komplementu a heterodinky vytvorené z IL-1ra a exon 6 PDGF.
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- biologicky aktivni molekuly.

. Metody pfipravy ¢&inkovych slouédenin jsou v rozsahu
vynadlezu. Metody pripravy é&inek Ri-X-R: zahrnuji stupné:
(a) reakce X s Ry a Rz za vzniku Ri1=-X-R2; a
(b) éisténi R1-X-R:.

Stupei (a) ve vy3e uvedenych metodéach pripravy é&inek miiZe
zahrnovat nisledujfci stupns:

chrénéni jedné reaktivni skupiny.X za vzniku chréanéné

skuplny na X; )

reakci X, majiciho chrénenou skupinu s R; za vznxku Ri-X;

deprotekci chrénéné skupiny na X a

reakci R1-X s Rz za vzniku Ri-X-R;.

Alternativné nebo navic mGZe stupen (a) déle zahrnovat
nasledujici stupné:
reakc1 prebytku X's Ry za vzniku Ri=-X a

reakci Ri-X s R2 za vzniku Ri-X-Rz.

. ” R . i e - .. e Aer cw

Farmaceut1c&é kompoz1ce, obsahujici v podstate .cisténé-

slouéeniny Rl—X—Rz ‘jsou také v rozsahu vynalezu.

t

Podrobny popis

PredloZeny vynalez poskytuje biologicky aktivni konJUgéty

'obsahquci (1) biologicky aktivni molekulu,.majici reaktzvnl

thiolovou skupinu'a’(2) nepeptidicky polymer, majici aktivni
sulfonovou skupinu, kter4d tvori spojeni slthiolovou skupinou
"Konjugat" znamend komplex, ktery je vytvoren spojenim
biologicky aktivni molekuly, majici aktivni thiolovou skupinu,
k nepeptidickému polymeru, majicimu aktivni sulfonovou
skupinu, pfes vazbu mezi thiolem a sulfonem. Jak je'uvedéno
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vyse jsou konjugdty podle pfedlozeného vynilezu biologicky

aktivni.

"Biologicky aktivni" znamena schopny pusobit biologicky
efekt, in vitro nebo in vivo. Biologicky aktivni molekula
zahrnuje, ale neni tak omezena, jakoukoliv slouéeninu, ktera
mize vyvolat biologicky efekt pri interakci s biologickou
molekulou nebo s biologickym systémem jako je buiika nebo
organismus. Cesty demonstrace biologické aktiviﬁy zahrnuji,
ale nejéou tak omezeny, in vitrg bioeseje, z nichi mnohé jsou
znimé v oboru. Napiiklad je mozno mérit biologickou aktivitu
inhibitord faktoru tumorové nekrozy ("INF") stanovenim, zda se
inhibitory vazou k TNF nebo zda inhibitory blokuji
TNF-zprostredkovanou lyzi uréitych bunsék. Posledné uvedeny
bioesej je uveden ve zverejnéné evropské patentové prihlésce
g. 90113673.9, kterd je zde zahrnuty specificky jako odkaz.,

Biologicky aktivni molekuly zahrnujf, ale nejsou tak
omezeny, farmaceutika, vitaminy, 2iviny, nukleové kyseliny,

aminokyseliny, polypeptidy enzymové ko-faktory, steroidy, .

* karbohydraty, organické druhy jako je heparin, ¢inidla,

obsahujici kovy, receptor agonisté, receptor antagonisté, -
vazebné proteiny, receptory nebo &4sti receptorq,
extracelularni matricové proteiny, bunééné povrchové molekuly,
antigeny, hapteny, cilové skupiny a chelataéni ginidla. .
Viechny zde zahrnuté odkazy zahrnuji viechny formy receptoru,

pokud jich existuje vic nei jedna.

"Polypeptidy" a "protginy" se‘zde pouzivaji synonymné a
znamenaji jakoukoliv slouceninu, ktera ma v podstaté
proteinovy charakter. Nicméné mize polypeptidickd skupina
obsahovat nékteré nepeptidické prvky. Napriklad glykosylované
polypeptidy nebo synteticky modifikované proteiny jsou




zahrnuty v této definici. "Cilové skupiny” mohou rfidit
slouc¢eninu k lokaci v biologickém sysytému. Vazebné proteiny a

receptory mohou byt popsany svoji afinitou pro uré&ity ligand.

Mnoho z polypeptidd pouzitelnych v predloZeném vynalezu
je uvedeno ve zverejnéné PCT publikaci &. WO 92/16221,
specificky zde zahrnuté jako odkaz. Tyto proteiny jsou dobre
znamé v oboru. Zvla3té pouZitelné polypeptidy jsou TNF vazebné
proteiny, nazyvané také TNF inhibitory. "TNF vazebny protein"

je zde definovan tak, Ze znamena protein, ktery vaze TNF.

Jednim TNP.vazebnym proteinem ("TNFbp") je extracelulirni
¢4ast pSS TNF receptoru nebo TNF receptor I. In vivo je '
extraceluldrni ¢4st receptoru ztracena a cirkuluje v krevnim
proudu jako 30 kDa glykosylovany protein, ktery se vaze k TNE.
Tento vazebny protein je také oznadovan jako TNFbp-I nebo.30
kDa TNFbp. Cisténi ‘a aminokyselinové .a nukleokyselinové
sekvénce tohoto INF vazebného proteinu jsou uvedeny ve =
iveféjﬁéné evropské patentové prihiasce &. 90 113 673:9, kters
je zde zahrnuta jako odkaz. '

Tento. zverejnény odkaz také uvadi rekombinantni -produkci - -

glykosylovanych a deglykosylovanych forem tohoto TNF
inhibitoru. Aékoliv aktualni molekulovd hmotnost
deglykosylované formy tohoto inhibitoru je pfiblizné 18.kDa,
vyraz "30 kDa TNF inhibitor" zahrnuje glykosylované a
deglykosylované formy.

Jak jsou. zde pouzity, vyrazy "pfirozené-se -vyskytujici™, - -

"nativni" a "plvodniho typu" jsou synonymni ,

Evropsk4 patentovad prihlaska &. 90 113 673.9, zahrnuta
zde jako odkaz, také obsahuje &isténi -a aminckyselinové a

e
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nukleokyselinové sekvence .jiného THF inhibitoru nazyvaného 40
kDa TNF inhibitor. Je také nazyvan TNFbp-II a tento inhibitor
ve své prfirozend se vyskytujici formé, je glykosylovana
extracelularni ¢ast p75 nebo p835 TNF receptoru. Evropska
patentovd pfihlaska ¢&. 90 112 673.9 také popisuje
rekombinantni produkci glykosylovanych a deglykosylovanych
forem tohoto "40 kDa" inhibitoru. Nukleo- a aminokyselinové
sekvence nativniho 40 kDa TNF inhibitoru jsou uvedeny v tomto
zzvefejnéném odkazu. Agkoliv molekulova hmotnost
deglykosylované formy neni 40 kDa,'jak glykosylované tak
deglykosylované formy tohoto TNFbp jsou oznadoviny jako "40
kDa TNF inhibitor"”. '

Evropsk4 patentova prihlaska &. 90 112 673.9 zahrnuta zde
jako odkaz, déle uvadi rekombinantni produkci dvou TNF
inhibitord, které jsou éastmi plné délky "40 kDa" vazebného
proteinu. Tyto dva zeslabeni se nazyvaji "deltaSl" a ”deltq§3”
INF inhibitory. Aminokyselinové a nukleokyselinové sekvence
deltasl a delta ‘53 inhibitord jsou uvedeny Vv tomto zverejnéném

odkazu, 1

Dalsi zvléété'vyhodné polypeptidy zahrnuji interleukinrl
receptorové antagoisty ("IL-1ra"), jak je popséno Vv Us patentu
&. 5075222, zahrnutém zde jako odkaz, 1nzu11nu podobné rustovy
faktor vazajici proteiny ("IGFbp"), CTLA4, a exon 3est z
destidek ziskaného rastového faktoru (PDGF"), gliovy pribuzny
neutrofni faktor ("GDNF"), ciliadrni neutrofnf faktor ("CNTE"},
interleukin-4 receptor ("IL-4r), a inhibitory, a interleukin-1i
receptor ("IL-2r"). Nukleové kyseliny, kodujici pfirozené se
vyskytujici IL-1ra a zplsob exprese proteinu v E.coli jsou

uvedeny v US patentu &. 5075222 Hannuma a spol..

Charakteristiky IL-2 receptoru a CR!, nukleové kyseliny,




které je koduji‘aJZPﬁsoby jejich pfipravy jsou popsény ve
zverejnéné PCT publikaci &. WO 92/16221, specificky zde

zahrnuté jako odkaz.

Biologicky aktivni molekuly pripojené k polymerim v
konjugitech podle predloZeného vynilezu maji reaktivni
thiolovou skupinu pfed vytvorfenim vazby. "Reaktivni thiolova
skupina" znamend -SH skupinu schopnou reakce s aktivovanymi

polymery jak je zde popséano.

Prikladem reaktivniho thiolu je —-SH aminokyseliny
cysteinu. Mnoho proteind nem4a volné cysteiny (cysteiny
nezahrnuté v disulfidovych vazbich) nebo jakoukoliv jinou
reaktivni thiolskupinu. Navic cysteinovy thiol nemusi byt
vhodny pro navazani k polymeru, protoZe thiol neni nezbytny
" pro biologickbu.aktivitu:.Navic, protein} musi byt pro |
aktivitu sloZeny do uréité konformace. V aktivni konformaci.
" maZe byt cystein neschopny reakce se sulfonem protoze. je
pfitomen ve vnitfku proteinu. Navic i dostupny cysteinovy
thiol, ktery neni nezbytny pro. aktivitu maZe byt nevhodnym.
mistem pro tvorbu navazani kpolymeru. Aminokyseliny.
nepodstatné. pro aktivitu jsou nazyvany " neesenciéalni'.
Neesencidlni cystéiny mohou byt v nevhodnych konjugaénich
mistech, protdie cysteinova poloha vzhledem k aktivnimu mistu
vede k inaktivaci polymeru po konjugaci k polymeru. Podobné
jako proteiny, maji mnohé jiné biologicky aktivni'molekuly
reaktivni thioly, které z divodd podobnyeh davodim uvedenym
v¥Se, nejsou vhodné pro konjugaci k polymeru nebo neobsahuji

Zaddnou reaktivni thiolovou skupinus

V souladu s tim se predloZeny vynidlez tyka zavedeni
~reaktivnich thiolpv?ch skupin do biologicky aktivni molekuly,
je-1i to nezbytné nebo Z4douci. Thiolové skupiny mohou byt




il

také zavedeny do neaktivni molekuly za tvorby biologicky
aktivni molekuly pokud vazba thiol-sulifon neznié&i poZadovanou

aktivitu.

Reaktivni thiolové ékupiny mohou byt zavedeny chemickymi
zpusoby dobfe znamymi v oboru. Chemicka modifikace miZe byt
pouzita s polypeptidy nebo nepeptidickymi molekulami a
zahrnuje zavedeni samotného thiolu nebo jako casti vétsi
skupiny, napriklad cysteinového zbytku, do molekuly. Priklad
chemického zavedeni thiolu je uveden v praci Jue-a R. a spol.,
Biochemistry, 17, str. 5399-5406 (1978) . Mize byt také
generovan volny cystein v polypeptidu chemickou redukci

cystinu s napf. DIT.

Polypeptidy, které jsou modifikovany tak, aby obsahovaly
aminokyselinovy zbytek v poloze kde tento neni{ prfitomen

v nativnim proteinui pred modifikaci se nazyvaji "mutein". Pro

a

vytvoreni cysteinqvjch muteind mohou byt neesenciélni
aminokyseliny nahrazeny cysfeinem.nebo cysteinovy zbytek miiZe
byt pridan k polypeptidu. Potenciélni mista pro za#edeni _
nenativniho cysteinu zahrnuji glykosylaéni mista a N nebo g
konec polypeptidu. Mutace lysinu na cystein je také vhodna;
protoZe lysinové zbytky jsou éasto nachdzeny na povrchu .
proteinu v jeho aktivni konformaci. Navic miie odborn1k v
oboru pouZit jakoukoliv informaci o vazebném nebo aktivnim

misté polypeptidu pfi vybéru moZnych mutaénich mist.

Odbornik v oboru mize také pouzit dobfe znémé
rekombinantni DNA techniky pro vytvoreni cystein muteind. MazZe
ménit nukleovou kyselinu, kodujici nativni polypeptid pro
kodovani muteinu standardni mistné rizenou mutagenezi.
Piriklady standardnich mutageneznich technik viz Kunkel T.A.,
Proc.Nat.Acad.Sci., sv. 82, str. 488-492 (1985) a Kunkel T.A.




a spol., Methods Enzymol., sv. 154, str. 367-382 (1982), obs
price jsou zde zahrnuty jako odkaz. Alternativné je moZno
chemicky syntetizovat nukleovou kyselinu, kodujiéi-mutein
technikami, které jsou v oboru dobie znamé. Mohou byt podzity
pfistroje pro syntézu DNA a jsou naptiklad dostupné od Applied
Biosystems (Foster City, CA). Nukleov4 kyselina, kodujici
pPoZadovany mutein miZe byt exprimovana v mnoha expresnich
systémech, zahrnujicich Zivoéisné, hmyzi a bakterislni

systémy.

Jestlize je mutein rekombinantné produkovan v
bakteridlnim expresnim systému, provadeji se nasledu31C1'
stupné:
1) Vytvofi se nukleova kyselina, kodujici pozadovany mutein,
mistné rfizenou mutagenezi nukleové kyse11ny, kodu;1c1 nat1vn1
polypeptid; ‘ ' ‘
2) nukleova kyse11na, kodujici pozadovany mutein je _
“'exprlmovéna v bakter1aln1m expresnim systému _,_;__“;;h;ﬁéuil_,.bfh

3) mutein se 1zoluje z bakterii a gisti; -
4) jestliZe neni spravné sloZen, mutein'ée znovu sklaéﬁ za
pritomnosti cysteinu nebo jiné sulfhydryl obséhujici‘
slou&eniny;

5) zhovu"sloieny mutein se izoluje a &isti;

6) éiétény-a-znoQu sloZeny cilovy mutein se Zzpracuje s mirnym
redukénim ¢inidlem; .

7) reakéni smés se dialyzuje za nepritomnosti kysliku,

Jak je uvedeno vyie, mize byt mutein izolovdn z reakéni

. smési pred konjugaci s polymerem, ale nenf to nezbytné. -

it
]

Redukéni &inidlo pouzivané ve stupni 6 je dithiothreitol -
("DTT") nebo tris-(karboxyethylfosfin) ("TCEP"). TCEP se
pouzivd proto, Ze neémusi byt odstrafovan pred konjugaci s
thiol~specifickym PEG ¢inidlem. Viz Burns J.A. a spol.,




J.Org.Chem., sv. S6, ¢. 8, str. 2648-2650 (1991).

Po vytvorfeni muteinu muZe odbornik v oboru mutein zkoumat
v bioeseji a porovnavat aktivitu muteinu vzhledem k nativnimu
colypeptidu. Jak je plné diskutovéno dale, i kdyz je relativai
aktivita muteinu sniZena, konjugat vytvorfeny Z muteinu miZe
byt zvlaité vhodny. Napriklad muZe konjugat mit zvysenou
rozpustnost, sniZenou antigenicitu nebo imunogenicitu nebo
redukovanou dobu clearence Vv biologickém systému vzhledem k
nekonjugované molekule. Takova zlepieni ve farmaceutické
Géinnosti biologicky aktivni molekuly mohou zvysit hodnotu
‘molekuly v riznych terapeutickych aplikacich. Zvysend
rozpustnost miaZe také zlep3it hodnotu molekuly pro in vitro

diagnostické aplikace.

Tabulka 1 uvadi seznam muteinu IL-ira, které byly
produkovany. Priprava a ¢izténi IL-ira muteind jsou uvedeny v
PCT patentové publikaci &. WO 92/16221, specificky zde '
zahfnuté jako odkaz. Cislovani zbytkd je zaloZeno na
posloupnosti uvedené v této publikované prihlasce s "o"
oznadujici adici aminokyselina na N-konci; "e" gznaduje
cystein a "s" ozmacuje serin. Napriklad "cOs116" oznaduje i
cystein inzertovany na N konec a serin inzertovany do polohy
116. Nativni IL-1ra m4 volné cysteinové zbytky v polohach 66,
69, 116 a 122, |

Tabulka 1

Muteiny IL-ira
cOsllé6 c0
c84st16 ch
c8slté ~c8
c9slle | - <9

cldisltb ci4l




- Tabulka 2 predstavuje muteiny 30 kDa TNF inhibitoru,
které byly také pripraveny. Nativni 30 kDa TNF inhibitor, na
rozdil od IL-{ra, nema 24dné volné cysteinové zbytky, Tyto
muteiny byly pfipraveny jak je uvedeno v publikované PCT
prihldsce &. WO 92/16221, specificky zde zahrnuté jako odkaz a
Eislovani je zaloZeno na aminokyselinové sekvenci tam uvedené.

Tabulka 2
Muteiny 30 kDa TNF inhibitoru

c10S 30kDa TNF inhbitor

cl 30kDa TNF inhibitor’
cl4 30kDa TNF inhibitor
clll 30kDa INF inhibitor
cl161 30kDa INF inhibitor

Muteiny a jiné polypeptidy podle prfedloZeného vyndlezu
zahrnuji allelické variace v_prqgeinové sekvenciiaﬁpodstétné
'ék;ivaléntnf“-roteiny; "Podstatné ekvivaientni” znamena
vykazujici velmi vysoky stupen homologie aminokyselinovych
zbykta. (viz obecna M.Dayhoff, Atlas of Protein SEquence and
Structure, sv.S, str. 124 (1972), National Biochemical
Research Foundation, Washington, D.C., préce je'zde specificky
zahrnuta jako odkaz), jakoz i vykazujici srovnatelnou
biologickou aktivitu. V rozsahu vynélezu jsou zahrnuty i °
zeslabené formy nativniho polypeptidu nebo muteinu, které si v
podstaté uchovavaji biologickou aktivitu nativniho polypeptidu

nebo muteinu.

Konjugéty podle predloZeného vynalezu obsahuji, navic k
biologicky aktivnim molekuladm, majicim reaktivni thiolskupiny,
- nepeptidické polymerni derivaty, majici aktivni sulfonové
skupiny. "Nepeptidické" znameni majici méné nez S0°% hmotn.

LF
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a-aminokyselinovych zbytka.

Polymerni &4st polymerniho derivatu maze byt, napriklad,
polyethylenglykol ("PEG"), polypropylenglykol ("PPG"),
polyoxyethylovany glycerol ("POG") a polyoxyethylované
polyoly, polyvinylalkohol ("PVA") a jiné polyalkylenoxidy,
polyoxyethylovany sorbitol nebo polyoxyethylovand glukoza.
Polymer miZe byt homopolymer, ndhodny nebo blokovy polymer,
térpolymer na bazi vyée uvedenych monomerd, s primym rfetézcem
nebo roz?étvenym,lsubstituovany nebo nesubstituovany pokud méa
alespon jednu aktivni sulfonovou skupinu. Polymerni cast miZe
byt jakékoliv délky nebo molekulové hmotnosti ale
tytocharakteristiky budou ovliviovat biologické vlastnosti.
Polymerové prumérné molekulové hmotnosti vhodné pro sniZeni
rychlosto clearence ve farmaceutickych aplikacich jsou v
rozmezi 2000 az 35000 daltond. Navic, jsou-li dvé skupiny
pfipojeny k polymeru, na kazdém konci jedna, délka polymeru
mize ovlivnit Géinnou vzdalenost a jiné prostorové vztahy mezi
" dvéma skupinami. Odbornik v oberu tak maZe ménit délku
polymeru pro optimalizaci nebo ziskani poZadované biologické
aktivity. Je~1i polymer PEG s primym retézcem, zvia3té& vhodné
délky polymerd predstavované (Z)a, kde Z je monomerni. jednetka
polymeru, zahrnuji n v rozmezi 50 az S00. V uré¢itych
provedenich pfedlozeného vynélezu je n vétsi nez 6 a vyhodné
vétsi nez 10.

Monomethoxypolyethylenglykol je zde oznafovan jako mPEG.
Vyraz "PEG" znamenid jakékoliv z mnoha kondenzaénich polymeri
ethylenglykolu. PEG je také znam jako polyoxyethylen,_
polyethylenoxid, polyglykol a polyetherglykol. PEG muze byt
také pripraven jako kopolymery ethylenoxidu a mnoha jinych
monomerd. Pro mnoho biologickych nebo biotechnickych aplikaci
bude pouzivan v podstaté linearni, vinylsulfonem aktivovany




PEG.s primym fetézcem, ktery je v podstatd nesubstituovany s

- vyiimkou vinylsulfonu. S S o S

PEG je vhodny pro biologické aplikace z mnoha davodid. PEG
je typicky &iry, bezbarvy, nezapachi, rozpustny ve vodé, staly
za tepla, inertni k mnoha chamickym &inidldm a neni toxicky.
PEGylace mu2e zlep3ir farmakokinetickou G&innost molekuly
zvysenim zjevné molekulové hmotnosti molekuly. Zvyseni zjevné
molekulové hmotnosti redukuje rychlost clearence z té&la .po
subkutdnnim nebo systémovém podani. V mnoha pripadech PEGylace
mize zvy3ovat antigenicitu a imunogenicitu. Dile maze PEGylace

zvysovat rozpustnnost biologicky aktivni molekuly.

Polymerni derivaty podle predloZeného vyndlezu maj{
aktivn{ sulfonové skupiny. "Aktivni sulfon" znamena sulfonovou
skupinu, ke které je navazana douuhlikové skupina, majici-
reaktivni misto pro thiol-specifickou kopulaci ke druhému
~uhliku ze-sulfonové skuplny pri pH asi 9 nebo mens1m Pr1k1ady

Fragpe T

aktivnich sulfonu zahrnu31, ale ne;<ou ‘tak omezeny, R
vinylsulfon a aktivovany ethylsulfon. Pfikladem aktivniho
ethylsulfonu je -S02-CH2-CHz-Z, kde Z je halogen nebo jina.
oditépitelnd skupina schopnid substituce thiolem za vzniku.
sulfon~thiolového spojeni —S02~CH;-CH2-R, kde R predstavuje
biologicky aktivni molekulu. Sulfon-aktivevany polymer miZe byt
ddle substituovéin, pokud thiol- spec1flcka reaktivita na druhém

uh11ku je zachovana pfi pH asi 9 nebo méné.

Sulfon-aktivované polymery podle pfedlozeného vynilezu
mohou byt syntetizovany v alespon &tyrfech stupnich. Struéng, .
prvni stupen je zvyseni reaktivity mista na polymeru, typicky
na koncové skupiné, naprfiklad aktivaci nebo substituci. Druhy
stupen je vazba siry pfimo k atomu uhliku v polymeru ve formé,
ktera miuze byt prevedena na ethylsulfon nebo ethylsulfonovy




derivat, majici podobné reaktivni vliastnosti. Ve tretim stupni
se sira oxiduje na sulfon. Ve ctvrtém stupni je aktivovan druhy

uhlik ze sulfonové skupiny.

Syntéza sulfon-aktivovaného polymeru je popséna
podrobnéji dale za pouziti syntézy sulfon-aktivovaného PEG
jako prikladu. Prvni stupen je hydroxylova aktivace
hydroxylové skupiny v PEG. Vyraz "hydroxylovéa aktivace" by zde
madl byt interpretovan jako znamenaJiCL substituci Jakoz 1
esterifikaci a jiné metody hydroxylové aktivace. Typicky v
hydroxylové aktivaci reaguje kyselina nebo derxvat kyseliny
jako je halogenid kyseliny s PEG za vzniku reaktivniho esteru,
ve kterém jsou PEG a kysela skupina spojeny pfes esterovou
vazbu. Kysel4d skupina je obecné reaktlvnéjéi ne? hydroxylové
skupina. Typicky jsou estery sulfonatové karboxylétové a

fosfatové estery.

Halogenidy sulfonylkyselln, Kkteré jsou vhodné pro pouziti
ve vynalezu zahrnuji, ale nejsou tak omezeny, napr1k1ad
methansulfenylchlorid (znamy také jako mesylchlorid) a
p- toluensulfonylchlorid (zan také jako tosylchlorid)
Methansulfonatové estery jsou nékdy oznadovany jako mesylaty
Toluensulfonatové estery jsou nékdy oznaéované jako tosylaty

V substituénim typu hydroxylove aktivace je cela skuplna
na PEG nahrazena reaktivnéjsi skupinou, typicky halogenldem
Napriklad thionylchlorid muZe reagovat s PEG za vzniku

reaktivnjésiho chlorem substituovaného PEG.
»

Je-1i PEG vychozim materiéalem, je typicky reakéni produkt :
prvniho stupné ester nebo halogenem substiuovany PEG.

Ve druhém stupni je ester mebo halogen nahrazen




alkoholem, ktery obsaﬁuje reaktivni thiol pfipojeny k ethylové
skupiné, thiolethanolovou skupinu. Thiolethanol je priklad
vhodného alkoholu. V tomto stupni je sira ve thiolu navazana

primo k uhliku na polymeru.

Dédle ve tretim stupni se sira oxiduje na sulfon. Vhodni
oxidaéni éinidla napriklad zahrnuji peroxid vodiku, boritan
sodny, nebo peroxykyseliny.

Ve &tvrtém stupni se aktivuje hydroxylovd skupina
alkoholu pouZitého ve stupni dvé. Tento stupett je podobny
prvnimu stdpni v reakéni sekvenci. Substituce je typicky
halogenem za vzniku halogenethylové skupiny nebo jejiho
derivatu, majiciho reaktivni misto na druhém atomu uhliku
odstraneném ze sulfonové skupiny. Typicky bude druhy uhlik na
- ethylové skupiné aktivovan chloridovym nebo bromidovym
halogenem. Hydroxylovad aktivace by mé&la poskytnout misto
- podobné reakt1vzty jako Je sulfonétovy ester. Vhodna c1n1dla
jsou, napr1k1ad lfysellﬂy halogenidy kyselin a jiné drlve
uvedené pri diskusi o prvnim stupni reakce. Th1ony1chlor1d je
zv143té vhodny pro substituci hydroxylové skupiny atomem

chloru,

Vysledny polymerni aktivovany ethylsulfon je stabilni,
izolovatelny a vhodny pro thiolselektivn{ kopulaéni reakce.
PEG chlorethylsulfon je stabilni ve vodé pfi pH asi 7 nebo
mensim, ale presto mize vyhodn& byt pouZit pro
thiol-selektivni kopulaéhi reakce pri podminkdch bazického pH
aZ alespon asi pH 9. P#i pH nad 9 je thiolova selektivita.
potlaéeng a sulfonovd skupina se stava o néco reaktivnéjsi a
aminoskupinami, Vazba vytvorend po reakci s thiolem je také
hydrolyticky stabilnajsi. '




v pétém stupni, ktery maze byt pridén k syntéze reaguje
‘akt1vovany ethylsulfon s bazi za vzniku PEG vinylsulfonu nebo
nékterého z jeho aktivnich derivata pro thiol-selektivni
kopulaci. Vhodné baze zahrnuji, napriklad, hydroxid sodny nebo
triethylamin. Podobné jako aktivované ethylsulfony. je
vinylsulfon hydrolyticky stabilni, izolovatelny,
thiol-selektivni a tvori hydrolytxcky stabilni vazby pr1 reakci

s thiolem.

Jak je zde poulito "hydrolyticky stabilni” znamena Z2e
vazba mezi polymerem a sulfonovou skupinou a mezi
sulfon—-thiolem po konjugaci nereaguje s vodou pfi pH mendim
ez asi 11 po alespod tfi dny. Hydrolyticka stabilita je
Zédoﬁci. protoze je-li rychlost hydrolyzy podstatna, muZe
polymer byt deaktivovan pred tim, nel probéhne reakce mezi
polymerem a thioclem biologitky aktivni molekulou.

s

Jak Je uvedeno vyse, napriklad linearni PEG s aktivnimi
misty na kaidém koncx se bude pr1p030vat k proteinu na Jednom
konc1,.a1e, je-1i rychlost hydrolyzy podstatna, bude reagovat
s vodou na jednom konci pro zadepicékovani s relativné
nereaktivni hydroxylovou skupinou, spise neil vytvofeni

"sinkové" molekularni struktury s pripojenymi proteiny nebo
jinymi zadoucim1 skupinami na kaZdém konci. Podobny problém
vznik4s pri kopulac1 molekuly k povrchu u PEG spo;ovaciho
¢inidla, protoie PEG je nejprve prxpOJen k povrchu nebo
' kopulovan k molekule a protilehly konec PEG deerétu mus1
zastat aktivni pro nasledujici reakci. JestliZe je hydrolyza
problémem pak se protilehly konec typicky stane

inaktivovanym.

Alternat1vne, sulfon—aktlvované derxvaty mohou byt

pripraveny pripojenim spojovaciho é¢inidla, ma)1c1ho sulfonovou




skupinu k PEG (nebo jinému polymeru) aktivovanému s jinou
funkéni skupinou. Napriklad amino aktivovany PEG mlze reagovat
za vhodnych podminek pri pH asi 9 neboc ménd, s malou
molekulou, kterd ma sukcinimidylovou aktivni esterovou skupinu
na jednom konci a vinylsulfonovou na druhém konci.
Amino-aktivovany PEG tvo#{ stabilni spojeni se sukcinimidyl
esterem. Vysledny PEG je aktivoﬁan s vinylsulfonem na konci a
"je hydrolyticky stabilni: PEG-NH-OC-CH2-CH;-S0;CH=CH;.

Podobné aktivovaného PEG je moZno dosahnout reakci
amin-reaktivniho PEG jako je sukcinimidyl aktivni ester PEG,
PEG-CO2-NHS, s malou molekulou, kterd ma amlnoskuplnu na
jednom konci a v1nylsu1fonylskup1nu na druhém konci. =

PEG chlorethylsulfon a PEG vinylsulfon byly p?ipraﬁény
jak je uvedeno v pfikladu . Thiol-selektivni reakt1v1ta PEG

V1nylsu1f0nu a chlorethylsulfonu je uvedena v pr1kladu 2.

' Hydrolytlcké stabilita spo;enl polymer sulfon u dvou sloucenln__ )

S Y P

je uvedena v prlkladu 3 Hydro*y icks St&blllua spo;en1 mezi
thiolem a sulfonem je uvedena v pfikladu 16. "

Jestlize polymer némé'hydroxyIOVOU‘skupinu, miZze tato byt
adovana chemickymi metodami dobrfe v oboru znimymi pied
proveden{m stupid popsanych vy3e. Aktivované polymerni _
derivaty podle predloZeného vynélezu mohou mit vice nez jednu
reaktivni skuplnu Der1vaty mohou byt monofunkéni, bifukéeni
nebo multifunkéni. Reaktivni skupiny mohou byt stejné
(homofunkéni) nebo odlizné (heterofunkéni) pokud zde je *

alespon jedna aktivni sulfonova skupina.

Dva zvl4sté vhodné homobifunkéni derivaty jsou
PEG-bis-chlorsulfon a PEG-bis-vinylsulfon. Odbornik v oboru
miZe syntetizovat tyto molekuly za pouziti- PEG, majicihq




hydroxylové skupiny na kazdém konci jako vychoziho materialu a

pak obecnou metodou uvedenou vyse.

Mohou byt také syntetizo§3ny heterobifunkéni deriyéty.
Dva zv14ité vhodné heterobifunkéni derivaty zahrnuji napriklad
line4drni PEG s bud vinylsulfonem nebo maleimidem na jednom
konci a N- hydroxysukc1n1m1desterem ("NHS-ester") na druhém
konci. NHS-ester je amin-specificky. PEG, majici NHS-ester na
jednom konci a aktivovanou sulfonovou skupinu na druhém,mize
byt pr1p03en jak k lysinovému tak cysteinovému zbytku Je
mo2no dosadhnout stabilniho aminového spojeni, umotnuglciho
hydro;yt1cky stabilnimu nezreagovanému sulfonu, aby byl
dostupny pro nasledujici reakci s thiolem. Tyto dva
heterobifunkéni PEG derivaty byly syntetizovany jak je popséno
v prikladech 5 a 6. JestliZe se heterobifunkéni &inidlo
maleimid NHS-ester vyrobi za pouZiti PEG s prfimym retezcem,'
predstavovanym (Z)a, kde 7 je monomerni jednotka, je n vatsi

nez 6 a vyhodn vétsi neZ 10.

Jiné aktivng skupiny pro heterofunkéni sulfon—aktivované
PEG mohou byt vybrany ze mnoha raznych slou&enin. Pro ‘
biologické a biotechnické aplikace by substituenty typicky
mély byt vybrény z reaktivnich skupin typicky pouzivanych J
PEG chemii pro aktivaci PEG jako jsou aldehydy,
trifluorethylsulfondty (nékdy nazyvané tresylaty),
n-hydroxylsukciimid ester, kyanurchlorld kyanurf1u0r1d
acylazid, p-diazobenzylova skupina,
3-(p-diazofenyloxy)-2- hydroxypropyloxyskupxna a jiné.

Pfiklady aktivnich skupin jinych ne2 sulfon jsou uvedeny
v praci Davise a spol., US patent &. 4179337; LEE-a a spol.
US patent &. 4296097 a 4430260; Iwasaki a spol., 4670417,
Katre a spol., US patent ¢&. 4766106, 4917888 a 4931554;




Nadagawa a spol. US patent ¢. - 4791192; Nitecki a spol., US
patent ¢&. 4902502 a 5089261; Saifer US patent &. S5080891;
Zalipsky US patent &. 5122614; Shadle a spol., US patent &.
5153265; Rhee a spol. US patent &. 5162430; zvefejnéna
evropsk4d patentova prihléska &. 0247860; a PCT mezindrodni
prihlasky &. US 86/01252; GB 8901261; GB 89701262: GB
89/01263; US 90/03252; US 90/06843; US 91/06103; US 92/00432 a
US 92/02047 jejich obsahy jsou zde zahrnuty jako odkaz.

Naprfiklad trifunkén{ derivat je glycerolovy retézec, ke
kterému jsou prfipojeny.tfi vinylsulfon PEG skupiny. Tato
molekula miZe byt znazornéna vzorcem:

— PEG-502~CH=CH:

~—~PEG-S802-CH=CH;

PEGTSO0p-CH=CHz " T L A

Tento derivat byl pfibraven jak,je popsano v prikladu*12,

Jinimfpfikladem:multifunkéniho‘derivétu je "hvézdicova”
‘molekula. Hvézdicové molekuly jsou obecné popsany v Merrillove
US patentu &. 5171264, zahrnutém zde jako odkaz. Hvézdicové
molekuly maji jadrovou strukturu, ke které je pfipojeno mnoho
PEG fetéica‘nebo "ramen” Sulfonové skupiny mohou byt pouzity
pro poskytnuti aktivni, fhnkéhi skupiny na konci PEG reteézce,
rozprostirajici se z jddra a jako spojeni pro pfipojeni‘
funkéni skupiny nebo. jiné skupiny k ramenim hvézdicové
molekuly. '

Odbornikim v obaru by mé&lo byt zrejmé, Ze aktivované

polymery diskutované vyse by mohly byt pouzity pro uskuteénéni




mnoha ruznych substituentd a kombinaci substituentd.

Jak je uvedeno vyse, jsou konjugaty podle predloZeného
vynalezu vytvorfeny reakci thiol-obsahujicich biologicky
aktivnich molekul se sulfon-aktivovanymi polymery. Spojeni
mezi thiol-reaktivni skupinou a sulfon-aktivovanym polymerem

je kovalentni vazba.

Obecns metoda pro pripravu konjugatd podle predloZeného
vynilezu zahrnuJe nadsledujici stupné:
(1) volbu poZadované biologicky aktivni molekuly a stanoveni,
7da molekula vakazuje volnou thiolovou skupinu prostrfedky
znamymi v oboru.Viz napfiklad Allen G., "Sequencing of
Proteins and Peptides", str. 153-54, v Laboratory Techniques
in Biochemistry and Molecular Biology, Work, T.S., a Burdon
R.H., vyd. (1972}, zahrnutd jako odkaz. JestliZe molekula mé
volny thiol, pokraéuje se stupném 3. Jestlize molekula neméa

volny thiol, postupuje se podle stupné 2.

(2) JestliZze v molekule neexistuje zadny volny thiol, prida se
thiol jak je popsdno vy3e. Po pridavku thiolu se provede
bicesej pro stanoveni, je—li zachovéana potadovani biologicka

~aktivita nebo ¢4st biologické aktivity.

(3) Syntetizuje se poZadovany sulfon-aktivovany polymer jak

popsédno vyse.

(4) Aktivovany polymer reaguje s molekulovou, majici volny
thiol.

(S) Reakcn1 produkt se izoluje za pouZiti chromtografickych
technik dobre znémych v oboru. Pro proteinové konjugaty viz
napfiklad Scopes R., Protein Purification, Cantor C.R. vyd.,




Springer-Verlag, New York (1982). Pro neproteinové molekuly
viz napf. Still W C a spol , J Org. .Chem., 43, str. 2923-2925
(1978). Jestlize se nevytvar1 24dny konjugét, aduJe se thiol k
jinému mistu biologicky aktivni molekuly a opakuji se stupna

(4) a (95).

(6) Stanovi se biologick4 aktivita vytvoreného konjugatu za
pouZiti relevantniho -biceseje.

Odbornik v oboru miZe pridat nebo vypustit .nédkteré -
stupné. Napriklad by odbornik v oboru nemusel zkouset
bioaktivitu ve stupni 2 nebo by mohl predpokladat blolog1ckou
aktivitu po PEGylaci podle predchozich pokusd. Odbornik v
oboru mizZe také pridat stupen ménéni velikosti, délky nebo
mqlekulové hmotnosti linkeru pro optimalizaci nebo udileni
biologické aktivity.

Byly prfipraveny nékteré konjugaty. 30kDa TNFbp ¢c105
‘mutein ‘popsany vyse byl konjugovan s PEG vinylsulfonam®jak je
popsano v prikladu 10. Priklad 8 ukazuje, Ze nativni PL-lira,
ktery obsahuje &tyfi volné cysteiny, reaguje za podobnych .
podminek. ¢84 IL-ira mutein reaguje také dobre. Priklad 13
ukazuje konjugaci. t£{ 30kDa TNF 1nh1b1torovych muteind ke trem

PEG feté&zcim naviazanym ke glycerolovému z4kladnimu rfetézei.

Konjugaty podle predlozeného vynalezu mohou Byt pouzity
pro ruzné tudely, zahrnujici, ale neomezujici se tak, in-vitro
diagnostické eseje a pripravu farmaceutickych kompozic. Mnoho
z konjugédta podle predlozeného vynalezu ma alespon Jednu z
*nésledUchich charakteristik vzhledem k nekon;ugované
molekule:

Lo ﬂﬁ
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(l)lzvysenou.rozpustnost,ve vodném roztoku;

(2) redukovanou antigenicitu nebo imunogenicitu;

(3) redukovanou rychlost clearence po subkutannim nebo
systémovém podéani diky zvyseni zjevné molekuloveé

hmotnosti.

7Zv14agte vhodné jsou farmaceutické pfipravky konjugata,
obséhujicich IL-1ra. Il-1ra, samotny nebo v kombinaci se 30kDa
TNF vazebnym proteinem, miZe byt pouzit pro lé&eni arthritis,
zAnétlivé strevni choroby, septického toku, ischemického
poskozeni, reperfuzniho poékozéni, ospeoporozy, astma,
inzulinového diabetu, myelogenni a jinych leukemif, psoriasy,

syndromu respiraéniho stresu dospélce, kachecie/anorexie a

pulmonarni fibrozy.

Konjugéaty, obéahujici TNF vazebné proteiny ("TNFbp") gsgu
také zvlasts vhodné. Takoveé konjugaty mohou byt pduzity pro
1é¢eni TNE—zprostfedkovanYch chorob jako je syndrom
respiraéniho stresu dospélce, pulmonarni fibroza, artritis,
septicky 3ok, z4nétliva stfevni choroba, skleroza multiplex,
odmitani transplantédtu a hembrrhagické trauma.

Biologicky aktivni konjugaty podle predloZeného vynalézg

mohou dale obsahovat nebiologicky aktivni skupiny.

Predlozeny vyndlez také zahrnuje v podstate ¢isténe
sloudeniny, majici vzorec R1-X-R2 kde alespon jeden z R1 a Rz
je biologicky aktivni molekula, majici reaktivni thiolovou
skupinu, ktera tvori kovalentni vazbu s X, Michael
akceptor—aktivovany polymer. V pfedloZeném vyndlezu se R1-X-R:
zachovava biologickou aktivitu Ry nebo Rz. Molekuly, majict
vzorec Ri-X-R2 jsou zde oznacovany jako "g&inkové" molekuly.




Jak je uvedeno vy3e jsou slouéeniny podle predlozeného
vynalezu v podstaté &isténé. "V podstats &iiténs" jak je zde
tento vyraz pouzit, znameni "homogenni kompozici”. Homogenni
kompozice obsahuje molekuly Ri-X-R; a je v podstaté prosta
sloucenin, které (1) se 1i51 od slozeni Rj R2, nebo (2) jsou
spolu spojeny vice nez jednim aktivovanym polymerem. Homogenni
kompozice miZe obsahovat molekuly Ri-X-Rz, které se 1i%i v
délce X. Pro polymery se primym retézcem, predstavovanym (Z)a,
kde Z je monomerni jednotka, n je vét3i nez 6 a vyhodné vetsi
nez 10. Pro homogenni kompozici Ri a R; nemusi byt pfipojeny k
X ve stejném misté na X nebo ve stejném misté kterékoliv. R
skupiny.

X je nepeptidicky polymer, majici’ prvni reaktivni skupinu
a druhou reaktivni skupinu. "Reaktivni skupina" je skupina
schopnd reakce s R. Alespon jedna reaktivni skupina na X je
akceptof,Michael-typu. Vy¥raz "reaktivni skupina" a "funkéni
skupina" se zde pouZivd synonymné. Vyrazy "Michael akceptorf a
“"akceptor Michael typu" se zde také pthivéji synonymné;
Polymery vhodné pro pouziti v predloZeném vynialezu jsou také
diskutovany vyse a zahrnuji, napriklad, PEG, POG a PVA.

"Michael akceptory" jsou funkéni skupiny nachylné k.
Michaelove adici. "Michaelova adice" zahrnuje nukleofilni atak
na.elektrofilni centrum, které je pfipojeno k pf systému,
majicimu elektronegativni atom. Priklady pi systémi, majicich
elektronegativni atom zahrnuji sulfoxid, sulfonyl, karbonyl a
heterocyklické aromaty. Nukleofil aduje k elektrofilnimu
-centru.Nukleofil se aduje k elektrofilnimu centru.

Michaeliv akceptor miaze byt predstavovin vzorcem:
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kde E je elektronegativni atom. Adice probiha v poloze 4 za '

vzniku

E1
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Nu —/ 2 ’ T

kde Nu predstavuje nukleofil nyni navizany k atomu v poloze 4.

Funkéni skupiny Michael akceptoru zahrnuji, ale nejsou tak

omezeny, maleimid a vinylsulfon. Aktivovany polymer, ze

kterého se.vytvofi dinka, miZe ale nemusi obsahovat

vinylsulfonové druhy Michael akceptoru. w

Aktivované polymery podle pfedloZeného vynédlezu zéhrnuji
PEG, majici dvé nebo .vice Michael akceptor skupin,
zahrnujicich napfiklad PEG-bis-vinylsulfon a PEG-bis-maleimid.
PEG-bis-vinylsulfon byl pfipraven jak je popséno v piikladu 7.
PEG-bis-maleimid byl pfipraven jak je popsano v PCT publikaci
&, WO 92716221, zahrnuté zde jako odkaz.

Alespon jeden z R1 a Rz je biclogicky aktivni pred
kopulaci k X nebo k X-R. "Biologicky aktivni" ma stejnou




definici jak je uvedeno vy3e. Jak je uvedeno vyse zahrnuje
bioiogicky aktivni molekula, ale neni tak omezena, -vazebné
proteiny a cilové skupiny. Jak Ri tak Rz mohou byt biologicky
aktivni, ale neni to nezbytné. V nékterych pfipadech, maji-1i
R1 a Rz afinitu pro stejny ligand, miZe &inka mit vé&tsi

afinitu pro ligand ne2z Rt nebo Rz samotny. Zverejnénid PCT
publikace &. WO 92/16221 uvadi, Ze homo&inka, obsahujici dvs
molekuly 30kDa TNFbp spojeny s PEG polymerem je lep3f pri
inhibici cytotoxicity TNF v in vitro esejich neZ samotné
molekula 30kDa. V nékterych pfipadeéh miZze R1 byt molekula, .
kterd ridi slouceninu R1-X-Rz k ur¢itému mistu v biclogickém . _
systému a Rz miZe mit afinitu pro ligand v této lokaci.
Alternativné miZe byt pouze jeden z Ry a Rz biologicky aktivni
ve sloudeniné Ri-X-Rz2. Nebiologicky aktivni skupina-miaZe- byt—
povrchoovd nebo jak&koliv jind biologicky inertni molekuié nebo

[

slouéenina.

V_predloZeném vyndlezu ma biologicky aktivni R_skupiha__m -
“reaktivmi thiolovou skupinu.- Bioclogicky aktivni-R skupina muZe
byt synteticka molekula. Jak je.;de pouzit, znamena vyraz .
"synteticka molekula" molekulu, ke ktéré byla prfidéna
reaktivni thiolovéd skupina. Syntetické molekuly zahrnuji{,
napriklad, muteiny, obsahujici nenativni cysteiny. Thiolova
skupina reaguje s akceptorem Michégl—typu \Y polymeru za vzniku

kovalentni vazby.

Po vytvoreni této kovalentni vazby si biologicEy ak%ivniu
| molekula zachovavi svoji biologickou aktivitu. R skupina si
"udrzuje svoji biologickou aktivitu" v rozsahu vynalezu,
jestlize, pq:reakci s akfiﬁpﬁanim'pol&merem._mé alesgoﬁ jedpu,
desetinu biologické aktivity, kterou méla pred reakci s

polymerem, vyhodné alespon 40 % a vyhodnéji alespont 60 %.
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. Obecné metoda pro vyrobu é¢inek zahrnuje:
(1) volbu R skupiny, umoZfiujici pozadovanou biologickou
aktivitu, napfiklad proteinu jako je faktor tumorové nekrozy

(TNFbp) .
(2) Méfeni aktivity za pouZiti relevantni bioeseje.

(3) Stanoveni poé&tu volnych sulfhydrylovych skupin, napriklad,
cysteinovych zbytkd nezahrnutych v disulfidové vazbé, obecné
za pouziti znédmych metod v oboru. Jednu z takovych metod
popisuje Allen G., Sequencing of proteins and peptides”, str.
153-54, v Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular
Biology, Work T.S. a Burdon R.H., vyd. (1972). JestliZe zde
nejsou 24dné volné cystoiny, postupuje se podle stupné 4{(a).
Je-1i zde jeden volny cystein, nebo pouze jeden dostupny pro
PEGylaéni &inidlo, postupuje se podle reakéniho stupné 4(c).
Jestlize protein ma vice neZ jeden volny cystein, postupuje se

podle stupné S.

(4) Je-11i R polypeotfd a neexistuje iéahy volﬁv-cystein:

(a) Vytvori se mutein inzertovanim cysteinu nebo
nahrazenim necysteinového zbytku cysteinem. Vhodna mutaéni
mista zahrnuji N nebo C termindlni konce proteinu,
glykosylaéni mista nebo lysinové zbytky. Muteiny mohou byt
vyrobeny rutinné, jak je uvedeno vyie, chemickou syntézou nebo
rekombinantni technologii. Alternativné se chemicky prida

thiolov4 skupina.

(b) Méri se aktivita a porovnid s aktivitou naméfenou ve

stupni 2. )

y

(c) Jestlize si mutein udrZuje aktivitu namérfenou ve

stupni 2, reaguje mutein s polymerem, jako je PEG, majicim




jedinou sulfhydryl-preferovanou reaktivni skupinu. Jestlize se

mutein vazZe k mono-reaktivnimu PEG (stavs se PEGylovanym), - - - - - - -
méri se aktivita a porovnd se s aktivitou naméfenou ve stupni

2. Jestlize si PEGylovany mutein udrzuje aktivitu naméfenou ve

stupni 2, reaguje nePEGylovany mutein s PEG, majicim dva
thiol-specifické Michael akceptory, jako je bis-maleimid, pro
vytvoreni &inkovym molekul. Opakujg se bioesej pro potvrzent,

Ze si'éinky zachovavaji biologickou aktivitu.

Jestlize odbornik v oboru z4d4, aby Ria Rz byly odlisne,
bis-reaktivni polymern{ skupina maZe byt ponechéna reagovat v
serii s R1 a Rz. Pred reakci polymeru s Ri, je jedna ze dvou
funké&nich skupin polymeru blokovina nebo chrénéna zpisoby
zndmymi v chemickém oboru za vzniku chranéné skupiny na X. Viz
. napfiklad Greene T.W. a spol., Protective Groups in Organic "
Synthesis; John Wiley and Sons, Inc. (1991), prace jé zahrnuta -
zde jako.odkaz..V tomto .kontextu "chranényﬁ znamena . funkéni
skupinu, ktera neni dostupné pro Teakei. Jestlize X ﬁé}iéi - i
chranénou skupxn reaguje s Ri, vznikne Ri-X a ne Ri- X-Ri1. Po ,
vytvoreni Ri-X se pfed.reakci s:R: odstrani bloku11c1jnebo ;
chranici skupina.."Deprotekce" znamena ', .2e chranici- skupina
je odstranéna nebo 3e funkéni skup1na Jinak dostupna pro

- reakci.

Alternativna mohou byt vytvorfeny heteroédinky reakci R1 S
prebytkem bis~aktivovaného polymeru pro posileni tvorby Ri1-X.
Po reakci se Ri-X oddéli z reakén{ smési za pouziti
chromatografickych technik dobfe znamych v oboru, zahrnujicich
napfiklgd_ipntovyménnqugchromatografii._RLfX.pak,reagujeuseRz
za vzniku Ry1-X-R2. '

(d) Jestlize si mutein vytvoreny ve stupni 4(a) nebo

PEGylovany mutein vytvozZeny ve stupni 4(c) nezachoviva




al

podstatné bxologlckou aktivitu, vyjde se z nativniho proteinu,
vytvor1 se jiny mutein a opakuji se stupne 4(b) a 4(c). Dale
mize byt délka nebo molekulova hmotnost polymeru X zménéna pro

optimalizaci nebo udéleni biologické aktivity.

(5) U proteina s vice ne: jednim volnym cysteinem se
provede monoPEGylace, bloeseJ a reakce s bifunkénim PEGylaénim
cinidlem. Jestlize se utvori vyssi uspofddané struktury, tj.
vice ne? dva proteiny jsoU PEG-napojeny, oddélf se ¢inky
chromatografickymi metodami znamymi v oboru. Jestlize je
separace nezadouci z jakéhokoliv davodu, vypusti se nebo
nahradl volny cystein jinou aminokyselinou a postupuJe se

podle stupné 4(b).

(6) U neproteinovych biologicky aktivnich R skupin se
pouijl volné sulfhydrylové skupiny pro prxpo;eni k polymeru

X. Je-1i to nezbytné nebo z4douci prxdaax se k molekule volné
kS

3

sulfhydrylové skupiny.

Odbornik v obofu by mél byt schopen modifikovat, pfidét
nebo vynechat urcité stupné. Napriklad by mohl zvelit reakci
aktivnich proteind s bifunk&nim-PEG a pfeskoéit monoPEGylaéni

stupen.

Byly prlpraveny nékteré &inkové molekuly podle
predloZeného vynalezu. Pubiikovand PCT prihl4ska ¢. WO
92/16221, ktera je zde zahrnuta jako odkaz, uvadi pripravu
nasledujicich &inek 23 p0u21t1 bis-maleimido-PEG: 30kDa TNF
inhibitor homoéinky, IL-2 inhibitor heterodinka, heter001nky,
které inhibuji klasickou dréhu komplementového systému a
IL-1ra a PDGF heterocinky. ' o

Mohou byt pripraveny farmaceutické kompozice, obsahujici




mnohé konjug4td nebo. sloucdenin (kolektivna "konjugaty") ‘podle
__pfedloZeného vynalezu. Tyto konjugéty mohou byt ve °
farmaceuticky prijatelném nosiéi a tvorit farmaceutickeé
kompozice podle predloZzeného vynalezu. Vyraz "farmaceuticky
Prijatelny nosié¢" jak je zde pouzit, znamena netoxické, obecné
inertni vehikulum pro aktivni slozku, které nepusobi
neZddoucim zpisobem na sloZku nebo pacienta, kterému ie
kompozice poddvana. Vhodna vehikula nebo nosige mohoﬂ byt
nalezeny ve stabdardnich farmaceutickych uéebnicich, napfiklad
v REmington's Pharmaceutical Sciences, 16. vyd., Mack -
Publishing Co., Easton, PA (1980), zahrnuté zde jako odkaz.
Takové nosiée zahrnuji, napfiklad vodné roztoky jako jsou
hydrogenuhliditanové pufry, fosfatové pufry, Ringertv rozfok a
fyziologicky salinicky roztok. Dale muzZe nosi¢ obsahovat jiné
farmaceuticky prijatelné pfisady pro modifikaci nebo udrZovani
pH, osmolarify, viskozity, ¢&irosti, barvy; sterility: l
rychlosti disoluce nebo vané formulace.
Fa}macéutické_kompdzicg moﬁbﬁ bf{ pfiﬁggvéﬁé-méﬁﬁéémi
znamymi.v oboru, zahrnujicimi napfiklad'jednoduché:mis@ni”‘
¢inidel. Odbornik v. oboru bude védét, Ze volba farmaceutického
nosiée a vhodné pripravy: kompozice z4visi na zamySleném .

pouZ2iti a zplusobu podani.

V jednom provedeni se uvaZuje o tom, Ze nosié a konjugéat
tvoii fyziologicky kompatibilni, pomalu uvolfujic{ formulaci.
Primdrni rozpoustédlo v takovém nosi&i maze mit bud vodny nebo
nevodny charakter. Navic, miZe nosic obsahovat farmakologicky
pfijgtglné_pfiggqy;prp_mddifikacj_nebo udrZeni pH, .osmolarity,.
viskozity, ¢&irosti, barvy, sterility, rychlosti disoluce nebo
viné formulace. Podobné miZe nosi& obsahovat jesté dalsi
farmakologicky pfijatelné prisady pro modifikaci nebo
zachovéani stability, rychlosti disoluce, uvolnéni nebo
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absorpce konjugatu. Takové prisady jsou substance obvykle a
bézné pou2ivané pro formulaci davek pro parenteralni podéni
bud v jednotkové davkové nebo multidavkové forme.

Jakmile se farmaceuticka kompozice pripravi, maZe byt
uchovavana ve sterilnich lahviékach jako roztok, suspenze,
gel, emulze, pevny nebo dehydratovany nebo lyofilizovany
pr4isek. Takové formulace mohou byt uchovavany bud ve formé
pripravené pro pouziti nebo vyzadujici rekonstituci
Bezprostfedné pted podédnim. Preferované uchovavani takovych
formulaci je pri teploté alespori tak nizke jako jsou 4 °C a
vyhodné prfi -70 °C. Je také preferovano, Ze se takové
formulace, obsahujici konjugdty uchovavaji a podavaji pfi pH
blizkém fyziologickému. Predpokléada se, Ze podavani ve
.formulaci pfi vysokém pH (tj.vy33im nez 8) nebo pfi nizkém pH

(tj. niz#im ne2z S) neni 2&douci. it

Zpisob podani formulaci, obsahujicich konjugaty pro
systémové podéni maze byt -subkutanni, -intramuskularni,
intravenozni, ordlni, intranasilni nebo vaginalnim nebo A
rektalnim éipkem. Vyhodny zpusob podani formulaci, : %
obsahujicich konjugaty pro loké&lni podani je 1ntraart1kularni
intratrache4dlni nebo instilaci nebo inhalaci do respiraéniho
traktu. Dale muze byt 24douci podavat konjugaty ke specifickym
tastem zazivaciho traktu bud ordlnim podénim konjugata ve

vhodné formulaci nebo zarizenim.

V daldim vhodném zpGsobu oseffeni- osteoporozy a jinych
chorob ztraty kostni dfené se podavd pocatedni intravenozni
injekce bolusu TNF inhibitor konjugatu a IL-1 inhibitor
konjugdtu nasledovana kontinualnf intravenozni -infuzi TNF
inhibitor konjugatu a IL-!1 inhibitor konjugétu. Pro oraini
podani je konjugat enkapsulovan. Enkapsulovany konjugdt maZe




byt formulovdn s nebo.bez farmaceutickych nosicéa obvykle
pouzivanych pro kompoundovani pevnych ddvkovych forem. B
Vyhodné je kapsle vytvorfena tak, 2e Géinnad &4st pripravku je
uvolfiovdna v bodé gastrointestindiniho traktu, kde je
maximalizovdna biovyuZitelnost a minimalizovidna pre-systémovi
degradace. Mohou byt obsaZeny dalsi prisady pro usnadnéni
absorpce konjugatu. Redidla, prichuté, nizkotajici vosky,
rostlinné oleje, lubrikanty, suspendaén{ é&éinidla, éinidla pro

rozpad tablet a pojiva mohou byt také pouzity. .

Bez ohledu na zpisob podani je specifickd davka vypoédtena .
podle priblizné télesné hmotnosti pacienta. Jiné faktory:pfi
stanoveni vhodné davky mohou zahrnovat chorobu nebo stav,
které jsou osetrovadny nebo je provaddéna jejich prevence,
zpusob podani, vék, pohlavi a medikalni stav pacienta. V
nékterych provedenich jsou.davka. a podani navrZeny pro- .. '
vytvoreni prfedem zvoleného koncentraéniho rozmezi konjugitu v. .
pacientové krevnim proudu.. Napfiklad-se pfedpokladay Ze:> . -~
‘zachovani obéhovych koncentraci TNF inhibitoru a IL—fs
inhibitoru mensich nez 0,01 ng na ml v plasmé nemusi byt -
u¢inné sloZeni; zatimco prodlouZené -udrzovani. obédhové -hladiny-

v prebytku 10 pg na ml m& neZddouci vedlej$i: déinky. Dals{i r

vy 2

zlepdeni vypoétu nezbytnych pro stanoveni vhodné davky pro- -

1é6¢eni pro kazdy z vyse uvedenych pfipravkia, je v rukou

odbornika v oboru a je moZno.je provést bez experimentq, |

zejména vzhledem ke zde popsanym informacim o davkéch a'”

esejich. Tyto ddvky mohou byt stanoveny pouZitim uznavanych

eseju pro stanoveni davek pouzitych ve spojeni s udaji o 4

vhodné didvce-odezvs.

Mé&lo by byt uvedeno, Ze zde popsané konjugédtové formulace
mohou byt pouzity pro veterinarni jakoZ i huménni aplikace a

Zé‘vyfaZ'"pacient” by nemé] byt kalédan omezujicim zpisobem.




V ptipadé veterinarnich aplikaci by davkové rozmezi mélo byt

stejné jak je specifikovdno.vyse.

Nasledujici pfiklady jsou jlustrativni a neomezuji ﬁijak

rozsah vynédlezu.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad | - Syntéza

Reakéni stupné mohou byt struéné ilustrovany nasledovné:

(1) PEG-OH + CH3S0zCl ~> PEG-0SO2CH3

(2) PEG-0SO2CH3 + HSCH2CH;OH -> PEG-SCHzCHOH

(3) PEG-SCH3CHaOH + H20 -> PEG-SOzCHz2CH3OH |
(4) PEG-SO2CHzCH3OH + SOCl2 -> PEG-SO2CH2CHACl
(5) PEG-SO2CH2CHaCl + NaOH -> PEG-SO2CH=CHy + HCI

Kazda z vyse uvedenych reakct je dale podrobnéji popséna.

Reakce |
Reakce 1| predstavuje pripravu methansulfonylesteru

Ly
HE

polyethylenglykolu, ktery maze byt oznacen jako methansulfonat
nebo mesylat polyethylenglykolu. Tosylat a halogenidy mohou
byt pripraveny podobnymi postupy, o kterych se predpoklada, Ze

budou zjevné odbornikim v oboru.

Pro pripravu mesylatu se dvacetpét gramt PEG o molekulové
hmotnosti 3400 susi azeotropni destilaci -ve 150 ml toluenu.
Pziblizné polovina toluenu se oddestiluje pfi suseni PEG.
Ctyrficet ml suchého dichlormethanu se prid4d k toluenu a PEG
roztoku a nasleduje ochlazeni na ledové lazni. K ochlazenému
roztoku se prida 1,23 ml destilovaného methansulfonylchloridu,




coZ je hmotnostni ekvivalent 1,6 vzhledem k PEG
hydroxylskupinidm a 2,66 ml suchého triethylaminu, co? je
hmotnostni ekvivalent 1,3 vzhledem k PEG hydroxylskupinam.
"Hmotnostni ekvivalent” jak je zde pouzit miZe byt ‘minén jako
"kombinovanid hmotnost" a vztahuje se ke hmotnosti slouéeniny,
kter4d bude reagovat se hmotnostnim ekvivalentem PEG

hydroxylovych skupin.

Reakce se nechdprobihat pfes noc a bdhem této doby se 3
ohreje na teplotu mistnosti. Filtraci se odstrani vysraZeny |
triethylamoniumhydrochlorid. Potom se objem zmen3i na 20 ml na
rotaéni odparce. Mesylat se vysrazi pridavkem 100 ml studeného
suchého ethyletheru. Analyza podle nukledrni magneticka
rezonance (NMR) ukazuje 100% konverzi hydroxylovych skupin na

mesylatové skupiny. _ . : o

Reakce 2 . , : ) o
- Reakce - 2predstavu3e tvorbu- polyethylenglykol : - " ’ _._"ﬁ
merkaptoethanolu reakei mesvlatu S merkapfoethanolnm Reance

zpusobi odstranen1 methansulfondtového radikalu z PEG%: Sira v i
merkaptoethanolovém radikdlu.se pripoji pfimo k uhliku v b
zdkladnim fetézci uhlik-uhlik PEG. -

. $!

Dvacet gramd mesylatu z réakce | se rozpusti ve 150:ml
destilované vody. Roztok mesylatu a vody se ochladi ponorenim
do ledové 14zné. K ochlazenému roztoku se pfida 2,37 ml.
merkaptoethanolu, co? jsou 3 hmotnostn{ ekvivalenty vzhledem k
PEG hydroxylovym skupinidm. Pfid4 se také 16,86 m! 2N NaQH
bﬁzef Rqakéni smés se refluxuje 3 hqdiny,.cpzmznamena, Ze pary.
Asfoupéjici ze zahraté reakce byly kontinudlné kondenzovany a

ponechiny téci zpét do reakéni smési.

Polyethylenglykol merkaptoethanolovy produkt byl tfikrat




extrahovan dichlormethanem za pouziti vizdy priblizng 25 ml
dichlormethanu. Organické frakce byly spojeny a su3eny nad
bezvodym siranem sodnym. Objem byl sniZen na 20 ml a produkt
byl vysraZen pridavkem 150 ml studeného suchého etheru.

NMR analyza v de-DMSO (dimethylsulfoxid) poskytla
nasledujici piky pro PEG-SCH2CH30H: 2,57 ppm, triplet,
~CH3-S-; 2,65 ppm, triplet, -S-CH2-; 3,5 ppm fetézcovy
singlet; a 4,76 ppm, triplet, -OH. Integrace piku pro -S-CHz-
indikuje 100% substituci.

Reakce 3

Reakce 3 predstavuje peroxidovou oxidaci
polyethylenglykol merkaptoethanolového produktu pro konverzi
siry, S, na sulfon, SO2. Produkovan je PEG-B-hydroxysulfon.

Dvacet grams PEG-SCHzCH3OH se rozpusti ve 30 ml 0,123M.
roztoku kyseliny wolframove a ochladi se na ledové lézni.
Roztok kyseliny wolframové byl pfipraven rozpuiténim kyseliny
v roztoku hydroxidu sodného o pH 11,5 a pak Gpravou pH na 5,6
ledovou kyselinou octovou. Dvacet ml destilované vody a 2,88 -
ml 30% peroxidu vodiku, coz je hmotnostni ekvivalent 2,5
vzhledem k hydroxylovym skupinim, bylo pridano k roztoku
kyseliny wolframové a polyethylenglykol merkaptoethanolu a
reakce byla ponech&dna ohf4t pres noc na teplotu mfstnosti.

Oxidovany produkt byl trikrét extrahovan dichlormethanem
vzdy za pouziti 25 ml dichlormethanu. Ochlazené organické
frakce byly promyty ztedénym vodnym hydrogenuhliéitanem sodnym
a sudeny bezvodym siranem hofreénatym. Objem byl redukovan na
20 ml. PEG-B-hydroxysulfonovy produkt byl vysraZen pridavkem
studeného suchého ethyletheru.




. NMR analyza v de-DMSO ukazuje nasledujici piky pro
PEG-SCH2CH30H: 3,25 ppm, triplet, -CH2-SO2-; 3,37 ppm triplet,
-S0:-CH2-; 3,50ppm z4&kladni rfetézec; 3,77ppm, triplet, -CH:20H:
5,04ppm, triplet, -CH;0H; 5,04ppm, triplet, -OH. Hydroxylovy
pik pfi 5,04 ppm indikuje 85% substituci. Nicméne pik pfi 3,37
ppm pro -802-CH2- indikuje 100% substituci a je povaZovan za

vyznamnéjsi.

Reakce 4
- Reakce 4 predstavuje konedny stupen syntézy, izolaci a -
charakterizaci polyethylenglykolchlorethylsulfonu.

Pro syntézu produktu se dvacet grama PEG-SO2CH2CH3OH,
PEG~B-hydroxysulfonu, rozpustf v 10 m! éerstvé destilovaného
thionylchloridu a roztok se refluxuje pfes noc. Thionylchlorid
se destiluje nad chinolinem..Pfebytek thionylchloridu se
odstrani destilaci.. Pades4at ml toluenu a.50 ml. dichlormethanu
se pridd a odstrani-destilaci. ' ) .

Pro izolaci produktu se PEG chlorethylsulfon rozpusti. ve:
20 ml dichlormethanu a vysraz{ se pridavkem 100 ml studeného..
suchého ethyletheru. SraZenina.se krystaluje 2z 50 ml

ethylacetdtu pro izolaciproduktu.

Pro charakterizaci produktu se pouzije nukleadrni -
magnetick4 rezonance. NMR analyza PEG-SO2CH;CH3Cl v dg-DMSO
poskytuje nasledujici piky: 3,50 ppm, rfetézec; 3,64 ppm, -
triplet, -CH2S02-; 3,80 ppm, triplet, -SO2-CH2-. Maly triplet
hydroxylové necistoty se objevuje pfi 3,94 ppm. Vypoéet
procentické substituce byl obtiZny pro toto spektrum, pro
proximitu dalezitych pika k velmi velkému fetézcovému piku,.

iy
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Reakce 5. _

' Reakce 5 predstavuje konverzi , .
polyethylenglykolchlorethylsulfonu 7 reakéniho stupné 4 na
polyethylenglykolvinylsulfon a izolaci a charakterizaci

vinylsulfonového produktu.

PEG vinylsulfon byl snadnéji pfiprévitelny rozpudténim
pevného PEG chlorethylsulfonu v dichlormethanovém rozpouitédle
s nasledujicim pridavkem dvou ekvivalentl NaOH baze. Roztok
byl filtrovén pro odstranéni baze a rozpoustédlo bylo
odstranéno pro izelaci koneéného produktu PEG-SO2CH2=CH3, PEG

vinylsulfonu.

 PEG vinylsulfon byl charakterizovan NMR analyzou Vv
dc-DMSO dimethylsulfoxidu. NMR analyza vykazuje nasledujici
piky: 3,50ppm, fetézec; 3,73ppm, triplet, -CHz-S02-; 6,21 ppm
triplet, =CHz; 6,97 ppm, dublet dubletd, —SOz-CH-. 6,97 ppm
pik pro -S02-CH- indikuje 84% cubstituci. 6,21 ppm pik Pro

=CH; indikuje 94% substituci. Titrace s merkaptoethanolem a

2,2‘—dithiopyridinem:indikujecQS%‘substituci. )

Priklad 2 , ‘ )
Thiol—-selektivni reaktivita

Pi#iklad 2 ukazuje, Ze PEG vinylsulfon a jeho prekurzor
PEG chlorethylsulfon jsou vyznamneé reaktivnéjsi s '
thiolskupinami (-SH) neZ s aminoskupinami (-NH2) nebo
iminoskupinami (-NH-). S1louéeniny, obsahujici thiolskupiny
jsou organické slouceniny, které se podobaii alkoholam, které
obsahuji hydroxylovou skupinu -OH, s tim rozdilem,:Ze ve;
thiolech je kyslik hydroxylové skupiny nahrazen sirou. Thioly
jsou nékdy nazyvany také sulfhydryly nebo merkaptany. PEG
vinylsulfon obsahuje vinylsulfenovou skupinu ~502-CH=CH2. PEG

o Fa o
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chlorovany sulfon obsahuje chlorethylsulfonovou skupinu
-S02CH2CHaCl. o , " R

Selektivita pro thiol je dalezits v proteinové modifikaci
protoZe znamend, Ze cysteinové jednotky (obsahujfic{ ~SH) budou
modifikovdny za pritomnosti lysinovych jednotek (obsahujicich
-NH2) a histidinovych jednotek (obsahujicfch -NH-).
Selektivita PEG vinylsulfonu pro thioly znamens, Ze PEG mize
byt selektivné pfipojen k cysteinovym jednotkém, coZ chréni
proteinovou aktivitu pro specifické proteiny a f{d{ poéet PEG

molekul pfipojenych k proteinu.

Relativni reaktivita PEG vinylsulfonu se thiolovymi a
minoskupinami byla stanovena mé&fenim rychlosti reakce PEG
vinylsulfonu a N-a-acetyllysinmethylesterem a s
merkaptoéthaholem. M-aracetyllysinmethylester'je lysinovy -
model, obsahujici.aminoskupinu.a je zkrédcen jako Lys—NH;:
'Merkaptoethanol SIOUZI Jakao cystexnovy model, obsahu3£01_
"thlolovou skupxnu a je zkrhcen jako Cys-SH. Relauivnf;
reaktivita chlorethylsulfonu byla stanovena podobna. Hato-:
molekula. miZe slouzit jako ."chrénén&" forma vinylsulfonu,
protoZe je stabilni.v kyseliné, ale konvertuje na PEG .

vinylsulfon po pridavku bize.

Reaktivita pro PEG vinylsulfonovy a pro PEG A
chlorethylsulfonovy prekurzor byia"hodnocena pfi pH 8,0, pH
9,0 a pH 9,5. Pufry pro 7iizeni pH byly 0,IM fosf4t pfi pH 8,0
a 0,IM boritan pfi pH 9,0 a pfi pH 9,5. Pro méreni
merkaptoethanolové reaktivity bylo k obéma pufram pfidéno -5 mM
kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) pro zpomaleni
konverze thiolu na disulfid.

pro reakci PEG deriv4ata podle vynilezu s Lys-NH3z,. bylo
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pridéno 3.mM roztoku PEG derivatu za m{chan{ k 0,3 mM Lys~NH2
roztoku ve vhodném pufru pro kazdou ze tr{ hodnot bazického
pH. Reakce byla sledovana pridavkenm fluorescaminu k reakéﬁimu
roztoku pro ziskani fluorescentniho derivatu z reakce se
zbyvajicimi aminoskupinami. Stupen monitorovani byl proveden
za pridavku 50 pl reakéni smési do 1,95 ml fosfatového pufru o
pH'S,O s nasledujicim pridavkem 1,0 ml roztoku fluorescaminu
za intenzivniho mfchéni. Roztok fluorescaminu obsahoval 0,3 mg

fluorescaminu na ml acetonu.

Fluorescence byla méfena 10 minut po smichani. Excitace
byla pfi vlnové délce 390 nm. Svételna emise se objevila pri
475 nm. 24dni reakce nebyla pozorovana'24 hodin ani pro PEG
vinylsulfon ani PEG chlorsulfon pfi pH 8,0. Pri pH 9,5 byla
reakce pomaléd, ale po nékolika dnech zreagovaly vsechny

aminoskupiny.

Pro reakci PEG vinylsulfonového a PEG chlorsulfonovéhg'
prekurzoru s Cys-SH, byl pfidan 2 oM._roztok PEG derivatu k0,2
mM roztoku Cys-SH ver vhodném pufru pro- kazdou ze tf{ hodnot
bazického pH. Reakce byla sledovéna pridavkem 4vdithiopyri§inu
k reakénimu roztoku. 4-Dithiopyridinova slouéenina reaguj&:;«.se
Cys-SH za vzniku 4-thiopyridonu, ktery absorbuje ultrafiaigvé

zafeni.

Monitorovaci stupen byl proveden pridavkemn SO.ul.reakéni
smési k 0,95 ml 0,IM fosfatového pufru pri pH 8,0,
obsahujiciho 5 mM EDTA, s niasledujicim pridavkem 2 mM

4-dithiopyridinu ve stejném pufru.

Absorbance 4-thiopyridinu byla méfena pri 324 nm. Jak PEG
vinylsulfon tak PEG chlorethylsulfon vykazuji reaktivitu viaéi
Cys—SH, s tim, Ze PEG vinylsulfon.vykazuje vétsi reaktivitu.




Pri pH 9,0 reakce probiha béhem dvou minut za pouziti
vinylsulfonu a béhem 15 minut za pouziti chlorethylsulfonu.
Nicméné byly tyto reakce prili3 rychlé pro stanoveni pfesnych
rychlostnich konstant. Pri pH 8,0 byly reakce prili§ pomalé,
ale jeste kohpletni béhem jedné hodiny pro vinylsulfon a trf
hodin pro chlorethylsulfon. Konverze clorethylsulfonu na.
vinylsulfon je vyznamné pomaleji{ neZ reakce vinylsulfonu s
Cys-SH. Tato reakéni rychlost pro chlorethylsulfon s Cys~SH se
jevi byt z4visla na rychlosti konverze chlorethylsulfonu na
vinylsulfon. Presto jsou tyto reakéni rychlosti stale jesté

prili3 rychlé nez je tomu pro reakci s Lys-NH:.

Vyse uvedené kinetické studie demonstruji ndsledujici
Abody; PEG vinylsulfon je mnohem reaktivnéjs{ se thiolovymi
skupinami neZ 's aminoskupinami, coz indikuje, Ze pripojeni PEG
vinylsulfonu k proteinu, :obsahujicimu. jak cysteinové. tak

lysinové sKupiny probiha. prim&rné reakci*.s cysteinem...-Protoze:

: reaktivita's‘aminoskupinamizjeTpodobné:jako-s:iminogkupinami:"
pak reaktivita histidinovych podjednotek bude také mnohem
mensi neZ reaktivita. s.cysteinovymi. podjednotkami:. Takeé....
selektivita:viciv thiolskupindm:. je. zdiraznéna.pfi.ni2§ich-.
hodnotéch:prprdiPEGQChlorethyisulfon’a.PEGﬁvinytsuLfonwﬁia.
kdyz reakce PEG chlorethylsulfonu jsou oAnécb“pomalejéi,

Pouzitelnost mnoha PEG derivitu je omezena protoze .
reaguji-rychle s vodou co2 je na zavadu iémérﬁ pfipojit'
derivdty k molekuld4m a povrchim za 'vodnych podminek.
Nédsledujici prfiklad 3 ukazuje, Zze PEG vinylsulfon a PEG
chlorethylsulfon jsou stabilni ve vods.




Priklad 3
Hydrolyticka stabilita

PEG. vinylsulfon se rozpust{ v tezké voda, D20 deuterium
oxidu a sleduje se NMR. Reakce se neobjevuje. Roztok peg
chlorethylsulfonu produkuje PEG vinylsulfon v tszké vodé,
ktera byla pufrovana boritanem na pH 9,0. Monitorovani pomoci

NMR ukazuje, 2e PEG vinylsulfon, jakmile byl produkovén, byl
stabilni po tfi dny v tézké vodé. -

PEG chlorethylsulfon je stabilni ve vodé_jakmile se
roztok stane bazickym, kdy prechazi na vinylsulfon. Konverze
na vinylsulfon byla demonstrovana rozpusténim PEG |
chlorethylsulfonu ve vodé pri pH 7 a v boritanovém pufru pPri
pH 9. PEG derivét se extrahuje do methylénchloridu..?o _
odstranéni methylenchloridu nisleduje NMR anal?za@jktera ﬁfjg

- ukazuje, e PEG chlorethylsulfon je stabilni pri qgutrélnim;p&

7,0 a reaguje s bazi za vzniku PEG viny}sulfonu..ﬁx e

Viaylsulfon je stabilni po nékolik dna ve vodg i pri . .,

bazickém pH. Extenzivni hydrolytické stabilita a
thiol-specificka reaktivita PEG vinylsulfonu znamena, zZe PE@E;J
vinylsulfon a jeho prekurzory jsou vhodné pro modifikaci

molekul a povrchi za vodnych podminek jak je uvedeno Vv

nisledujicim prikladu 4.

Priklad 4
Konjugace k BSA

' Proteinova modifikace byla demonstrovéana pripojenim PEG
derivatu k hovézimu serovému albuminu (bovine serum albumin -
BSA) dvéma odlidnymi metodami. BSA je protein. Nativni
nemodofikovany BSA obsahuje cystinové skupiny, které




neobsahuj{ thiolskupiny. Cysteinové jednotky jsou:povaZovéiny
za disulfidové vazby, S-S. 7 ' .

V prvnim provedeni m-PEG (monémethoxy—PEG) vinyisuifon o
molekulové hmotnosti 5000 reagoval s nemodifikovanym BSA po 24
hodin v 0,IM boritanovém pufru pri pH 9,5 pri teploté
mistnosti. Roztok obsahuje 1 mg BSA a | mg m-PEG vinylsulfonu

0 molekulové hmotnosti S000 na ml roztoku. Vysledky z prikladu

2 modelové SIOUCen1ny indikuji, 2Ze lysinové podjednotky (a
" moZné histidinové podjednotky) by mohly byt modifikovany za
téchto relativné bazickych podminek a za nepfitomnosti volnych

thiolovych skupin dostupnych pro reakci.

Pfipojeni k lysinovym podjednotkdm bylo demonstrovéno
dvéma zpusoby. Prvni, chromatografie vyluéujici podle -
velikosti, ukazuje, Ze molekulovid hmotnost proteinu byla
zvyiena priblizné o 50 % coZ indikuje. pripojeni pfiblizné. 10
PEG k proteiﬁu Druhd, fluorescaminovd- analyza ukaque, Ze
podet 1y51novych skupln v BSA molekule byl sn1Zen pmbllZnp na

K4 .zéfx

deset.

Ve druhé'metodé‘byi‘BSA zpracovan: s tributylfosfinem pro.

redukci disulfidovych S-S vazeb na thiolové skupiny, -SH,
které jsou dostupné pro reakci. Modifikovany BSA byl pak
zpracovdn s PEG chlorethylsulfonem pfi pH 8,0 v 0,IM.
‘fosfatovém pufru pri teploté mistnosti po | h. Roztok obsahUJe
| mg modifikovaného BSA a ! mg m-PEG chlorethylsulfonu o.
molekulové hmotnosti 5000 na ml roztoku. Vysledky ukazuji, Ze
lysinové skupiny byly nerreaktivni za téchto podminek.
Thiolové skupiny vsak byly reaktivni. ‘

Pfipojen{ PEG k proteinu bylo demonstrovéno o
chromatografii vyludujic{ podle velikosti, kter4 ukazuje




zvy§eni molekulové hmotnosti proteinu o asi 25 %.

Fluorescaminové analyza neindikuje 24dné zmény Vv poétu
lysinovych podjednotek v proteinu, co2 potvrzuje, 2e PEG
pripojeni neprobihd na lysinovych podjednotkéch, Substituce na
thiolovych skupinach tak byla potvrzena.

Priklad 3 . .
Syntéza vinylsulfon NHS-ester heterobifunkéniho PEG (3400)

ginidla

Struéné, v nékolika stupnich byl syntetizovén
sukcinimidylesfer kyseliny
PEG(3400)—omega—vinylsulfon-u-propionové. Nejprve byl
syntetizovan ethylester kyseliny '
PEG(3400)-omega—vinylsulfon—a-propionovér Zadruhé byl
ethylester kovertovan na omega-mesylétovy derivat. Zatfeti%byl
mesylat pouzit pro pripravu omega—thioethanolového derivatéi
7adtvrté byl thioethanolovy derivét konvertovén na. -
omega—-hydroxysulfon. 7apaté byl hydroxysulfon pfeveden na “
omega-vinylsulfon. Posledni a-ethylester byl pfeveden na
kyselinu a-propionovou Vv sestém stupni. Nakonec byla skupina
kyseliny propionové prevedena na sukcinimidylester. Podrobna

syntéza je uvedena déle.

Stupea i. 15,0 gramd kyseliny :
PEG(3400)-omega—vinylsulfon—a—propionové, 75 ml bezvodého
ethylalkoholu a 3 ml kyseliny sirové byly zahfivany pod
refluxem 1 hodinu. Po ochlazeni na teplotu mistnosti bylo
pfidano 50 ml vody k reakéni smési a pro apravu pH na hodnotu
7 byl pouZit hydrogenuhlicitan sodny. Ethylalkohol byl .
oddestilovan za snizeného tlaku na rotaéni odparce pri 55 °C
po pul hodiny. Reakéni produkt byl extrahovan 60, S0 a 40 m}
dichlormethanu. Extrakt byl suden bezvodym siranem hofeénatym,




zahu3tén na 50 ml a priddn ke 400 ml studeného diethyletheru.

VysraZenj produkt byl odfiltrovén a suéen za sniZ2eného tlaku.

Vytézek ethylesteru byl 13,1 grami. NMR analyza vykazuje 49 %
skupin ethylesteru kyseliny propionové a 51 % PEG-OH skupin.

Stupes 2. Smés 13,0 grama (0,0038 mol) ethylesterového
derivatu vytvofeného ve stupni 1, 100 ml toluenu a 2,0 gramy
BHT byly azeotropicky suseny bshem zahfivani pod refluxem,
Dale bylo pridano pfi 5 °C 15 ml suchého dichlormethanu, 0,60

ml (0,0043 mol, 1,15 nisobny prfebytek) triethylaminu a 0,31 ml

(0,0040 mol, 1,07n4sobny pfebytek) mesylchloridu a smés byla

michdna pfes noc pfi teploté mistnosti pod atmosférou dusiku. .

Byly pfidany 2 ml bezvodého ethylalkoholu a smés byla michéani

15 minut: Smé&s pak byla odfiltrovdna a asi 70 ml rozpouitédel

bylo oddestilovéino za sniZeného tlaku za zisk&n{ toluenového
roztoku'ethylesteru kyseliny;PEG?omega%mesylét—a-propionpvé;»

Stupen 3. Didle bylo pridédno asi 40 ml (0,0037s mol)-{gztoku
ethylesteru kyseliny PEGfoméga-mesylét—a—propioﬁové_?éékahého
ve stupni 2: 150 ml bezvvodého.ethylalkoholuq.1,79.5£;&0,0139
mol, 3,69%n4sobny prebytek) merkaptoethanolu.a 0,45 grami .
(0,0011 mol, 3,0nasobny prebytek). hydroxidu.socdného = . '
rozpuiténého ve 20.ml bezvodého ethylalkoholu. Smés byla,
zahfivana 3 hodiny na S8 aZ 62 °C pod atmosférou dusiku.. Po
ochlazeni na teplotu mistnosti byla pouZita kyselina octova
pro upraveni{ pH na asi 6,5 a bylo oddestilovano 140 ml .
ethylalkoholu za sniZeného tlaku na rotaéni odparce pfi 55 °C
za 40 minut. Po destilaci bylo ke zbytku pfidéno 50 ml
dichlormethanu. Vysledny roztok byl promyt degtilovanou'yqdou
a suien bezvodym siranem horecénatym. Roztok byl pak.zahqétén
na 30 ml a pfidédn ke 350 ml studeného diethyletheru. VysréZeny
produkt byl odfiltrovan a susen za sniZenéhe tlaku. Vytégek
thioethanolového derivatu byl 1!,5 grami. NMR analyza ukgzuje
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52 % thicethanolovych skupin, 35 % skupin ethylesteru kyseliny
propionové a 13 % PEG-OH skupin.

Stupen 4 Déle byl pripraven roztok 11,5 8
PEG—omega-thioethanol-a-propionové kyseliny ve 12 ml
destilované vody. Nasledovné byl také pripraven roztok
kyseliny wolframoveé: 0,14 gramd kyseliny wolframové, 12,0 ml
destilované vody a 0,05 grami hydroxidu sodného rozpuiténého v
6,0 ml vody bylo smiseno za vzniku roztoku o pH 11,5. K
roztoku kyseliny wolframové byl pridan 10% roztok NaH2POs pro
upraveni pH na 6,6. Pak bylo pridano 12 ml roztoku ethylesteru
k roztoku kyseliny wolframové o pH 6,6 a pH bylo opét upraveno
' na 6,6 0,1M NaOH. Bylo pridano 1,1 ml 30% peroxidu vodiku a
reakéni smés byla michdna 9 hodin. pH po reakci bylo 6,7. IM
‘NaOH byl pridan pro upravu pH na 7,2 a reakéni smés byla
michana 1 hodinu. K reakéni smési bylo pfidéno 5 gramd 5
chioridu sodného rozpusténého ve 45 m) destilované vody. -
Reaké&ni produkf byl extrahovan trikrat SO ml dichlormethanu.
'Ethakt byl suéen:nﬁsledovné{siranemvhofeénatym: 10 grami
praskovaného siranu'hoieénatého-by10'pfidano k extraktu a
siran hofeénaty byl po dvou hodinach odfiltrovén. Extrakt
sudeny siranem hofeénatym byl zahustén na 40 ml s pridéano ggo
ml studensého diethyletheru. VysraZeny produkt byl odfiltrovén
a susen za sniZeného tlaku. Vytszek bylo 9,7 grami a produkt

~ obsahuje podle NMR stanoveni 50 % skupin hydroxysulfonov?ch.
39 % skupin ethylesteru kyseliny propionové a 11 % skﬁpin

PEG-OH. -

Stupesi 5 Ke smési 9,6 grama (0,00271 mol) ethylesteru kyseliny
PEG—bme§a4hydroxysulfon—a—propionové; syntetizovanému ve
stupni 4, SO ml dichlormethanu a 0,01 gramu (0,1 hmotn.% na
PEG) BHT michané pri teploté mistnosti pod atmosférou dusiku
bylo pfidano 3,00 ml (0,0215 mol, 3,97nésobny prebytek)




triethylaminu a 0,80 ml (0,010 mol, 3,81ln4sobny pfebytek)
mesylchloridu. Reakéni smés byla michana 15 minut, filtrovéana
a zfedéna se 150 ml dichlormethanu. Vysledn4 smés byla pak
promyta 25 ml 1M HCl, 25 ml 10% NaCl a 25 ml vody. Bylo
prididno malé mnoZstvi Na2HPOs pro upravu pH vodné vrstvy na 7.
Reakén{ smés pak byla su$ena siranem hofeénatym a zahuiténa na
40 ml. Ziskany roztok byl priddn ke 400 ml studeného
diethyletheru. VysriZeny produkt byl odfiltrovdn a susen za
sniZeného tlaku za zfskdni 9,1 g. NMR analyza ukazuje =«
nisledujici funké&nosti: 43 % vinylsulfon, 16 % mesylat a 35 %

ethylester kyseliny propionové.

Stupenn 6 K roztoku 9,0 gramu ethylesteru kyseliny .
PEG-omega-vinylsulfon-a-propionové v 50 ml destilované vody
-byl pridan 1,0M NaOH pro upraveni pH na 12,0 a roztok byl
zpracovan ‘1,5 hodiny pri udrZ2ovani: pH mezi ;11,9 a:12,1.
periodickym pfidédvanim 1,0M NaOH. Pak bylo.pH.upraveno:na 3,0
kysellnou stavelovou. k roztoku bylo pr1dano 5 gramu .NaCl a.
reakén{ produk'r byl trikrat extrahovan <0 ml d'chlormethan
Extrakt byl susen bezvodym- siranem-hofeénatym; . zahudtén.na 30.
ml a pridan ke 350 .ml studeného..diethyletheru..SraZenina byla
odfiltrovéna a su3ena za sniZeného tlaku. VytéZek byl 6¢8.'
grami. Funk&n{ skupiny identifikované pomoci NMR analyzy byly:
_vinyIsdlfon 40 %, kyselina propionovad 29 %, ethylester
kyseliny propionové 4 % a mesylat 17 %. Srazenina byla &isténa
iontovymé&nnou chromatografii prfes DEAE Sepharose FF kolonu.
Vytézek po ¢isténi byl 3,2 gramy a NMR analyza ukazuje 50 %
skupin Kyséliny propionové, 38 % vinylsulfonovych skupin a 8 %

mesylatov?ch,skupfn. ) . R

Stupen 7 Smés 3,0 grama kyseliny
PEG-omega-vinylsulfon-a-propionové, 0,12gramd - -
N- hydroxysukc1n1m1du, 0,21 gramd DCC (d1cyk10hexy1karbod11m1d)




ve 20 ml dichlormethanu bylo michéno pres noc pri teploté
mistnosti pod dusikem. Reakéni smés pak. byla odfiltrovéna a
priddna ke .250 ml studeného diethyletheru. VysrdZeny produkt
byl odfiltrovdn 2 susen za snizeného tlaku za ziskani 2 90
grama. NMR vykazuje nasledujici skupiny: sukcinimid 50 %? 38 %
vinylsulfon, 10 % mesylat a 2 % hydroxysulfon.

Pfiklad 6 .,
Syntéza ma1e1m1d NHS-ester heteroblfunkéniho PEG(3400) ¢inidla

Maleimid, NHS-ester PEG &inidlo bylo syntetizovano ve
dvou stupnich. V prvnim stupni byl syntetizovan
maleimido-PEG-OH. Specificky, 0,130 grami
maleimido- ~sukcinimidylpropionatu bylo rozpuiténo v 5 ml
suchého dichlormethanu a ochlazeno na 0 °C. Potom bylo pr1dano
0 S grami PEG-monoamxnu pfipraveného jak popsano dale a 2
kapky ‘triethylaminu. Po 2 hodindch pfi teplotd mistnosti :
indikuje TLC, 3e reakce je kompletni. TLC byla provedena za
pouziti n-BuOH=ACOH-H:0:v .poméru- 4:1:1. Reakéni smés byla
odpafena dosucha'a zbytek byl rozpuitén v 15 ml destilované
vody. pH roztoku bylo upraveno na 3 pouzitim 15 ml O, SM HCl a
extrahovano 10 ml CHaClz. Organickd vrstva byla suiena nad
siranem hofecnatym, filfrovéna, zahuiténa na 15 ml a nalltgldo
75 ml studeného etheru. Srazenina byla odfiltrovdna a sujena
ve vakuu. Vytézek byl 0,300 grami. NMR analyza vykazuje 77 %
maleimidoskupin a 100 % PEG-OH. o D

Ve druhém stupni byl maleimido- -PEG-OH konvertovén na
maleimid-PEG-NHS-ester. Smés 2 ml CH:Cl2, 0,05 ml pyr1d1nu (1.
ekvivalent), t ml acetonitrilu a 0,266 gramu maleimido- -PEG-OH
byla mich&na pf#i teploté mistnosti pod dusikem. K této smési
bylo ptfidano 0,070 grami (2,5 ekvivalentu)
N,N-disukciimidylkarbonétu a reakce ponechana pres noc.




Reakéni smés pak byla nalita do pfibliZné 50 ml studeného
etheru, filtrovéna a susena ve vakuu. NMR ukazuje nedistoty a

produkt byl vysr4aZen podruhé s koneénym vytézkem 0,230 grama.

PEG-monoamin pouzity v prvnim stupni vy3e byl prfipraven
ve trech stupnich ndsledovné. Nejprve byl vytvoren
PEG-mesylatovy derivdt. Z mesylatu byl vytvorfen amin. Nakonec
byl monoamin oddélen od nederivatizovaného PEG a diaminu.

Stupen 1 PEG-3400 (120 grama, 0,0714 ekvivalentd OH) byl
fozpuétén v 580 ml toluenu, azeotropicky su3en a pak bylo
priddno 90 ml! dichlormethanu, 1,80 ml triethylaminu (0,01291
mol) a 0,83 ml mesylchloridu (0,01072 mol). Po reakci pres noc:
se oddestiluje 90 ml rozpoustédel z reakéni smési za

snizeného ftlaku, smé se filtruje a pak se za sniZeného tlaku
oddestiluje S00:ml toluenu. Zbytek se prida k.800ml studeného. -
diethyletheru., VysrdZeny produkt  se odfiltruje a susf za-
snizeného. tlaku. Vytézek byl 118 grami-a.substituce byla 15 %.
Stuped 2 118 gramt. mesylatu vytvoreného ve stupni. 1.a:80 gramua
chloridu. amonného. bylo rozpusténo v.1600 ml. koncentrovaného.
vodnéhofNHaOH;a"michénOmpfi teploté mistnosti- 44 hodin.
Reakéni produkt byl extrahovan 600, 400 a pak 200 ml
dichlormethanu. Extrakt byl promyt 170 ml 2% KOH a 170 ml
vody, su$en siranem hotfeénatym, koncentrovéan na 200 ml a

' pfidéh k 800 ml'studeného-diethyletheru.-VysraZeny_produkt byl
. odfiltrovan a su%en za sniZeného tlaku. Vytézek byl 106 grami

a substituce byla 15,6 %. .

Stu?eﬁ 3 . 45 gramd aminu v}tvofeného ve stupni 2Pbylo_
rozpuiténo v 9 1 vody a vlozeno na SP-Sepharose FF (300 ml
gelu ekvilibrovaného s 1000 ml pufru kyselina citronové-citrat
lithny, 0,4%, pH 3,0 a pak promytého vodou). SP-Sepharose FF




je dostupny od Pharmacia, Uppsala, Svédsko. Nederivatizovany
PEG byl vymyt z kolony vodou. Ddle byl eluovan PEG monoamin
800 ml 20 mM NaCl. pH eluadtu bylo upravenoc na 11 1M NaOH a PEG
monoamin byl extrahovén dichlormethanem, suéen siranem sodnym

a rozpouitédlo bylo oddestilovano. Vytézek byl 9 gramu.

Prikiad 7
Syntéza PEG-a, w -bis-vinylsulfonu

Syntéza 3400 a 20000 kﬁa PEG bis-vinylsulfonu byla
provedena za pouzit{ PEG diolu a obecné podle vyse popsané
metody. PEG diol byl zakoupen od Fluka Chemical Corporation
(Ronkonkoma, New York) nebo od Nippon 0il ans Fat (Tokyo,

Japonsko) .

Priklad. 8 | "
Pegylace IL-lra za pouziti PEG-20000- ~a, U ~bis-vinylsulfonu,

IL-ira c84 mutein byl pfipraven. jak je uvedeno ve )
zvefejnéné PCT pFihlasce WO: 92/16221,. zahrnuté zde jako odgaz.
Konjugace c¢84 muteinu nebo nativniho (puvodni typ) IL—lra;éa
pouziti PEG-aj§-bis-vinylsulfonu (3400 nebo 20000 kDa) byla
provedena pri 25 °C v citratovém pufru, pH 6,75 = 7,5, Vv fél
zkumavkich s ménicimi se PEG a proteinovymi koncentracemi. Pri
proteinové koncentraci 30 mg/ml byla za 18 hodin ziskéna dobra
konverze na éinkovou molekulu. Pri koncentraci 0 94 mg/ml byly
z{skany prevainé monoadukty. Cinkové druhy se vytvérely .
vétiinou pfi proteinové koncentraci 100 mg/ml s 0,03
ekvivalenty PEG. Cinka muZe byt éisténa za pouziti
chromatografickych technik jak je uvedeno v PCT publikaci ¢&.

WO 92/16221, zahnuté zde jako odkaz.

V dalsich pokusech byl 0, 1M Tris-HCl pufr,.pH 8,5.




obsahuj{c{ 30 mg/ml pivodniho typu IL-Ira zpracovidn s 0,53
moldrnim ekvivalentem;ZOrkD§”PEGfbis~vinylsplfonu.pfi 25 °C po
13 hddin. SDS PEGE analyza ukazuje konverzi jak na ¢inku-tak .

na monoadukt. Pri proteinové koncentraci 3,1 mg/ml s 1

moldrnim ekvivalentem PEG &éinidla byl pozorovan pouze

monoadukt.

Obecné reaguje c84 mutein snadnéji s PEG &inidlem neZ s

puvodnim typem molekuly._ : s

Priklad 9 ' ' ;
Bicaktivita IL-1ra é&inky :

c84 ¢inka generovdnd vyse byla analyzovidna na svoji.
receptor vazebnou afinitu ve srovnini s nePEGylovanym
rekombinantnim IL~1ra na my3ich EL-4.bunikdch za.pouziti eseje
uvedené v PCT zvefejnénéupfihlaﬁce ¢.. W0 92/16221, zahrnuté.
zde jako -odkaz: Vysledky . ukazuji podobné-vazebné-afinity mezi
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dvéma molekulami.
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Priklad. 10
PegylacelTNFbprclOS;muteinu:s.PEG—ZOOOO:a,ﬁl-biSrvinyksulfonem..

c10S mutein TNFbp byl pfipraven jak je uvedeno v PCT.
" zverejnéné prihlaice WO 92/16221, zahrnuté zde jako odkaz.

Alternativné c10S mutein byl pfipraven nasledovni.

. E,cbli bunky, exprimujici ¢10S5 mutein byly sklizeny
_odstfe@épim.ﬂBunéény kal byl upraven pfiblizné na obsah 40 %
pevnych latek.za mokra pridavkem &isténé vody. Smés pak byla

ddle fedéna na stejny objem rozkladacim pufrem (SO mM

- tromethamin, 4 mM EDTA, pH 7,2) za ziskani suspenze s

priblizné 20 % hmotnosti pevnych latek za mokra. Bunéény kal




prosel pétkrat pres vysokotlakovy homogenizér, pracujici
priblizné pri 8000 psi za zfskéni bunééného homogenétu.
Homogen4at byl ochlazen na méné nez nebo na 10 °C pred kazdym
pruchodem homogenizirem. Homogenat byl odstredén a pevnd
frakce, obsahujici ci05 byla zachycena. Pevné latky byly
ztedény a opdt odstredény za ziskani promytych inkluznich

téles.

Promyt4 inkluzni télesa byla pak rozpuiténa pridavkem 8M
moéoviny a 150 oM cysteinu v 50 mM TRIS, pH 9,5. Tato smés
byla ponechana michat po dvé hodiny pred novym skl4danim. Za
tachto podminek cl105 mutein byl denaturovan a redukovan,

Reduovany denaturovany 105 mputein byl znovu sloZen
fedsnim s 1,1 M moéoviny, 50 mM Tris za zisk4ni koneé&ného
znovu vytvoreného roztoku 200 pg/ml c10S muteinu, I, S M
mo&oviny, 7,5 mM cysteinu, 50 mM Tris, pH 9,7. Znovu sloZena
 smés byla udrzovana pfi 6 aZ 10 °C po dva dny. U&innost
znovuslozZeni byla sledovéana pomoci HPLC s reverzni féazi .a

kationtovyménné HPLC.

Znovu sloiena smds pak byla upravena na pH 5,0 pr1davkem
kyseliny octové a HCI. Znovu sloZena smés byla vloZena na ;
kationtovyménnou kolonu (S-Sepharose, velké kulicky) predem
ekvilibrovanou ve 25 mM octanu sodném, 65 mM NaCl, pH 5 pri &
°C. Po vlozeni byla kolona promyta stejnym ekvilibraénim
pufrem. Kolona byla eluovéna s gradientem od 65 do 350 mM NaCl
ve 25 mM octanu sodném, pH 5. cl05 mutein eluuje pri asi 200

oM NaCl a byl shromazdén v jednom poolu.

Odebrany pool obsahujici ¢105 mutein byl zfedén s 1,5
objemy 5M NaCl, 40 mM fosforeénanu sodného, upraven na pH & a
vlozen na hydrofobni interakéni kolonu (Toyo Butyl 650 M




kolona), prfedem ekvilibrovanou ve 3 M NaCl, 20 mM fosforecnanu
sodném pH 6. Na konci vkladanf byla kolona promyta
ekvilibraénim pufrem. cl0S mutein byl eluovan za pouziti osmi
objemd kolony line4drné klesajiciho solného gradientu od 3 M do
1 M NaCl ve 20 mM fosforeénanu sodném pri pH 6. ¢10S mutein
byl shromé2dén v jednom poolu. Pool byl zahuitén na priblizné
3 g/1 cl105 muteinu a pak diafiltrovéan proti 20 mM fosfore&nanu
sodnému PH 6,0 dokud koneénd vodivost nebyla menii nez 4 mmho

(prlbllzne Sest obJemu)

Diafiitrovany pool byl vloZen na vysokouéinnou
SP-Sepharose kolonu ekvilibrovanou ve 20 mM fosforeénanu
sodného, pH 6,0. Po vloZeni byla kolona promyta dalsim
ekvilibraéhim pufrem a eluovdna kombinaci pH/solny gradient od
20 mM fosforecnanu sodného, 50 mM NaCl, pH 6,0 do 20 mM
fosforeénanﬁ‘sodného, 50 mM NaCl, pH-6,5. cl0S5 mutein.eluuje
v pozdéjsi poloviné gradientu p#i asi 35 mM NaCl.c10S mutein

byl uchovavin v tomto okamZiku Zmrazeny.

P
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cl05 mutein reagoval s PEGylacnim ¢inidlem pri ﬁ%lérnich
pomérech PEG ¢inidlo k proteinu 1:1, 2:1, 4:1, 1:2 a 0:1
(kontrola). Reakce byla provedena ve 20 mM fosfatovém/20 mM
acetdtovém pufru pfi pH 7,5 po 15 hodin pr1 22 °C. Reakce byly
také provedeny v 50 mM fosfatovém pufru, pH 7,5 nebo 8,5.

Procenta konverze ﬁa &inkovou molekulu byla stanovena
kationtovﬁménnou HPLC pres MA7S kolonu. Procenta konverze jsou
v rozmezi pfiblizné 40 az 60 %. Konverze na ¢inkovou molekulu
byla'optfmalizovéna pfidaﬁkem roztoku pfibliZné SO mg/ml PEG
¢inidla k proteinu pfi molérnim poméru 0,50 az 0,65 PEG
¢inidla k 1,0 TNFbp muteinu pfi pH 7,5 po 15 hodin prfi 22 °C.
Jak stoup4 pomér PEG k proteinu je uprfednostriovidna produkce
monoaduktu. Tvorba monoaduktu byla optimalizovdna za poméru

o

.




5+1.PEG &inidlo k proteinu.

Konjugaty byly zistény chromatografif pres S-Sepharose
HP-kolonu. Reakéni smés byla upravena na pH 3,0 az 4,2 a -
vloZena na kolonu prfedem upravenou na stejné pH. Kolona byla
promyta ekvilibragnim pufrem a ¢inka byIa eluovana za pouziti
line4drniho gradientu chlqridu sodného a pritokové rychlosti
1,2 az 1,5 cm/min. Nésledujici druhy byly eluovany 2 kolony v
nasledujicim poradf: 1) nonosubstituovany, 2) &inka, 3)
nePEGylovany TNFbp mutein a 4) agregétovény mutein.

priklad 11
Bioaktivita INFbp c105 mutein &inky

c105 &inky, které byly vytvofeny Z PEG-bis-maleimidu jak
je popsano v PCT zvefejnéné prihlasce ¢&. WO 92/16221 nebo 2de
popsano, byly zjistény jako SO aZ 100krat ucéinnéjsi nei !
nePEGylovany 30 kDa INF inhibitor pfi srovnani v 1.929 esejiy
cytotoxicity jak--je uvedena ve WO 92/16221, a je zde zahrnuta
jako odkaz.

1Y

Priklad 12 i
Pfiprava gl?ceryl—PEG—tris—vinylsulfonu

Glyceryl-PEG—a,B.%—triol (10000 kxDa a 20000 kDa) byl
preveden na vinylsulfonovy derivat za pouziti obecnych vyse
popsanych metod. Glyceryl—PEG-u.B,%rtriol byl zakoupen od
Unium Carbide, Terrytown, New York. Gcheryl—PEG-a{B,¢—trﬁol
mohl byt syntetizovan ethylenoxidovou polymeraciglycerolu v

bazi.




Priklad 13 , w

Syntéza TNFbp cl10S5 za pouziti glyceryl—PEG-tris-vinylsulfoqgﬁr'7v77..
T#i TNFbp c¢l103 muteiny byly konjugovény k

PEG-tris-vinylsulfonu za ziskdni "trumbbell" molekuly. Pokusy

provedené v 3irokém rozmezi poméru PEG:protein ukazuji, .Ze

zvl&3té vhodny mol&rni pomér pro konverzi na byl 0,25 aZ 0,35

PEG k 1| proteinu. V typickém experimentu byl c105 mutein ve 20

mM fosfatovém, 20 mM acetatovém pufru, pH 7,5 vystaven 0,03 ,
moldrnim ekvivalentim glyceryl-PEG-10000-a,B,]-triolu pfi 25
°C po 18 hodin. Analyza posledné uvedené reakéni smési .

kationtovyménnou HPLC (BioRad MA7S kolona za eluce gradientem
chloridu sodného) indikuje konverzi na trumbell ve 49% vytézku

a bisubstituci ve 34,9% vytézku.

" Priklad_14. .
Syntéza IL-lra trumbellu za pouZiti glyceryl-PEG;tris—vinﬂL

sulfonu. .

B
A

Roztok PEGrlOOOO—u,B,7rtris-vinylsulfonu.reagovai;se.20:
‘mg/ml pavodnihe typu: IL-1ra.v. 0,IM fosfatovém.pufru.pzi
nasledujicich. pomérech PEG/protein: 0,10:1; 0,2511;MOT355y;
0,45:1; 0,55:1; 0,65:1. Reakce byly inkubovéany pri 25 °C po 72
hodin. SDS PAGE analyza ukazuje konverzi na mono, di a
triaduktové produkty. Optimalni konverze na triadukt byla
pozorovéna pripoméru PEG/protein 0,10:1. Rgakéhi'smés byla
aplikovadna na § Sepharose vysokoGé&innou kolonu a eluovéng
gradientem chloridu sodného.

Priklad 15 )
Syntéza c105 TNFbp-PEG-IL-1ra hetero&inky

Roztok puvodniho typu IL-1ra v O,IM fosfatovém pfru, pH




8,5 reagoval s 8 mg/ml
PEG- 20000-bxs-v1ny1sulfon-mono ~c105TNFbp aduktem prfi

nasledujicich molarnich pomérech a koncentracich IL-lra: 55:1
(12,5 mg/ml); 85:1 (18,75 mg/ml); 100:1 (25, 0 mg/ml) a 150:1
(31,75 mg/ml). Po 72 hodinach byla podle SDS PAGE vytvofena
heterodinka., Optimalni konverze byla pozorovéna pri poméru
1:100 monoaduktu k IL-lra. Heterodinka byla ¢isténa za pouZiti
S Sepharose vysokouéinné kolony a eluce s gradientem chloridu

sodného.

Priklad 16
Stabilita PEG—vinylsulfonpolypeptidonch adukta

Byla studovana stabilita vazby mezi c¢105 TNFbp muteinem a
?EG—bis—vinyl-sulfonem. Tndma mnoZstvi cl105 &inky byla
inkubovana v PBS, pH 7.4 pfi 37 °C po jeden tyden a byly
odebirdny vzorky pro-analyzu SDS PAGE. V podstaté nebyl - ik
pozorovan Zadny rozklad cl105 &inky. Pri pH 10 pri 37 °C po 1 :
tyden bylo pozorovano pouze’ 5.a%2.10 % degradace konjugatu.

TNFbp c105 &inka inhibuje aktivné indukovanou experimentalni o

alergickou encefalomyelitis ("EAE")

In vivo aktivita cl05 ¢inky vyrobené s
PEG-bis-vinylsulfonem byla demonstrovana. EAE je my3i. model
autoimunitn{ z4nétlivé demyelinaéni choroby centralniho
nervového systému, ktery se &asto pouziva jako model pro .
lidsky MS. Jak je popsano déle, inhibuje c10S cinka EAE u

krys.

Samice Lewis krys (150 az 200 g) byly zakoupeny od
Charles River (Raleigh, NC) a ustdjeny na alespon jeden tyden




pred zapoéetim pokusu, Dostévaly potravu a vodu ad 1ibitum a
byly usté;eny v prostorach se Ffizenou teplotou a SVetlem (12
h/den). V kazdém pokuse byla zvifata stejné stafri.

Aktivni indukce EAE
Krysy (obvykle $est na skupinu) byly anestetizovany se 2%

isofluranu + Oz a imunizovana v den O na tlapce levé zadnf
nohy 0,! ml emulze, obsahujici myelin bazicky protein ("MBP")
v jedné z nasledujicich davek: 0, 1, 3, 10 nebo 30 pg '
(fragment Bachem Bioscience, PA). MBP byl rozpustén ve
fosfatem pufrovaném salinickém roztoku (PBS) a emulzifikovan
se stejnym objemem kompletniho Freudova adjuvans (CFA),
obsahuj{cfho S mg/ml Mycobacterium tuberculosis H37Ra (ﬁifco
Lab, MI). Kontrolni krysy dostaly 0,1 ml PBS/CFA emulze bez

MPA do tlapky levé zadni nohy.

.

Klinické hodnoceni EAE |

Hodnoceni klinické choroby.-bylo provedeno na. denn1 bazi..
za pouziti standardn1 stupnice hodnocen{ 0 az §. Strucné
spektrum hodnoceni bylo 0 normalni, 0,5 ¢asteéna. ztrata tonu.
ocasu, ' | kompletni ztrita tonu ocasu, 2 vl&éeni jedné zadni
nohy, 3 paralyza obou zadnich.noh, 4 morbidita a S smrt. Denni
hmotnosti byly zaznamendvany pro jednotlivé krysy a hmotnostnl.
ztrata/prirastek byly vyjadfeny ve vztahu k poéatecn1

hmotnosti.

V1iv imunizace s MBP
Poditeéni studie hodnoti klinickou silu rdaznych dédvek MBP

(0,1 az 30 pg/0,1 ml) v emulzi popsané vyie u krysy. 0,1

a 0,3 ug MBP neprodukovaly zadné'zjevné kliniéké znaky. 30 pug
davka MBP produkuje nejsilndjsi klinické znaky ve srovnidni s 1
pg davkou. Tento u&inek byl vysoce signifikantni (p < 0,001,
Mann-Whitney U-test).Obecné zvysujici se davka (1 aZ 30 pg)




MBP .produkuje klinické znaky &astéji, napfiklad 1 pg MBP md
prﬁmérny.i S.E.M nastup 14,88 + 0,42 (n= 9) ve srovnani{ se
(2,35 + 0,16 (n=34; p <0,01) dna pro 30 ug MBP davku. Navic
byl pozorovan dévkové z4visly uéinek MBP (1 aZ 30 pug) na
stratu hmotnosti. Zvifata se spontanné zbavila klinickych
znakt béhem 5 az 7 dnd néstupu. Podsni CFA samotného
neprodukuje 24dné klinické znaky, nicméné byla podétecni

pfechodna ztrata hmotnosti porovnéna s neosetrenou kontrolou.

Ve viech téchto studiich nebyly 24dné vyznamné rozdily
pfi jakychkoliv mbp davkach pozorovany mezi skupinami se
24dnym lééivem (pouze MBP imunizovani) a s davkou yvehikula
(MBP imunizovédny a podén PBS). Vehikulum tak nema Zadny vliv
na silu choroby (viz tabulka 3 a 4). Skupiny bez légiva a s
davkou vehikula jsou popséany déle.

Lécba EAE .
Rﬁznéldéyky_TNF-inhibitor ginky (0,1 az 3 mg/kg) nebo”
vehikula (PBS) v. ruznych. éasech byly podany subkutanni
injekci. Perioda 1ééeﬁi zacala bud ihned po nebo devét dnu-po
imunizaci s MBP a pokradovala 21 dnia po imunizacf. V kazdém
pokuse dostaly kontrolni krysy PBS ve stejném poétu injekc&
jako lécené skupiny pro zmitnén{ sekundadrnich téinkd ‘
vyvolanych stresem. Skupina krys, které nedostaly 2adné
injekce po EAE indukei, 2 kontrolni bez lé&iva byla také

pozorovana.

Vlivy léceni

Davkovani kaidy den . Byly hodnoceny v1ivy EAE denniho
davkovani TNF inhibitor ¢inky na EAE, za&inajici v den
imunizace po celkem 21 dnu, Cinkové koncentrace 0,1, 0,3, !
nebo 3 mg/kg nemaji Z&4dné vyznaﬁné vlivy na klinické znaky ve
skupinach lug.a 30 pg MBP. Nicméné vyznamné zmirnéni klinicke

T
e




choroby bylo pozorovéno pr1 dévce 3 ug MPB pro viechny pouiité
éinkové. davky ' :

Davkovéani kazdy dalsi den Vlivy 0,1, 0,3, 1 a 3 mg/kg dévek
podavanych kazdy dalsf den zaéinajfcich devaty den po
imunizaci byly rovnéZ testovany. Jak je uvedeno tabulkich 3 a
4, vyznamnéd inhibice klinickych znakd se objevuje pfi davkéch
0,3 (p<0,008), 1,0 (p<0,001) a 3,0 mg/kg (p<0,002, Mann
Whitney test, n= 6) ve srovnini s vehzkulovym1 kontrolam1 za
' pou21tf ne;vyééi MBP davky (30 pg/0,! ml). Nebyly pozorovany
Zadné vyznamné rozdily mezi skupinami s vehikulem a’
kontrolnimi skupinami bez jakéhokoliv osetfeni. Nejnizi{ davka
INF inhibitor é&inky neméla vyznamny vliv na klinické znaky.

Davky ¢cinky 1,0 (p<0,1) a 3 mg/kg (p<0,05, Mann Whitney.
test) vyznamné zeslabuji klinické znaky produkované. 10 ng. MBP.
I kdyz 0, 3 a0,! mg/kg c1nky zeslabuji kllnlcké znaky., redukce
nebyla podstatna. Cinkové davky 0,1 az 3 mg/kg vyznamné
neinhibujf{ klinické znaky indukované nizsimi davkamiSMBP (i
nebo 3 pg). '

Zfrata”hmotnostihje dﬁLeZitimtznakem“néstupngAE.'Krysy' 
" imunizované se 3, 10 a 30 pg MBP, které dostaly cl0S5 cinku (I
nebo 3 mg/kg) ztratily méné hmotnosti ve srovnanf s

vehikulov?mi skupinami.

Tabulka 3

Prevence aktivné inhibované EAE s TNF inhibitor &inkou
Tabulka 3A az 3F.

Vlivy ¢inky na denni primérné klinické hodneceni - 30 pg MBP




Tabulka :3A

Lédend bez lédiva _

promérné 0,25 1,00 1,92 2,67 1,83 0,83 0,166

klinické =+ + + + + * hd

hodnoceni 0,18 0,50 0,52 0,44 0.53 0,44 0,10

dny it 12 13 14 15 16 17

Tabulka 3B

Légend{ vehikulum _

promérné 0,17 0,75 1,83 2,50 2,08 1,00 0,25

klinické & + + + + + +

hodnocen{ 0,17 0,31 0,40 0,34 0,45 0,41 0,11

dny 11 12 13 14 15 16 17

Tabulka 3C

Lé&eni 0,1 mg/kg &inky e
oromérné 0,08 0,92 1,33 2,67 2,17 1,17 0,25 " R
klinické.. . +- = . * + £ + % o A
hodnoceni 0,08° 0,35 0,21 0,21 0,30 0,28 0,11

dny 11 12 13 14 15 16 17

Tabulka 3D

Lé&eni 0.3 mg/kg cinky i

oromérné 0,25 0,92 1,50 1,17 0,58 0,375

klinické % + + + + +

hodnoceni 0,17 0,27 0,42 0,40 0,15 0,14
dny 12 13 14 15 16 17




Tabulka 3E ]
. Légeni , : 1 mg/kg c1nky

pramérné 0,17 0,58 0,67 0,42 O, 33 0,083

klinické = * + * . -

hodnoceni 0,17 0,20 0,17 0,20 0,17 0,083 ’

dny 12 13 14 1S 16 17

Tabulka 3F

Léceni - -3 mg/kg ¢&inky ' )
‘primérné 0,25 0,42 0,83 0,42 70,08 0,08 o )
klinické + % + + + + ] 1
hodnoceni 0,17 0,20 0,25 0,32 0,08 0,08 ’
dny {2 13 14 15 16 17

Legenda k tabulce:. Hodnoceni denni prumérné sily u. krys -
1munlzovanych se 30 pg MBP a lécenych bud TNF {nhibitor &inkou
kazdy dalsf den se zacétkem 9 dna po imunizaci. Veh1ku10vé
skupina dost4ava PBS a skupina bez lédiva nedostava Zédné

injekce po EAE indukci. ' -
Y

Tabulka 4
Inhibiéni Géinky TNF inhibitor &inky vyjadrené jako -plocha. pod

krivkou ) '

Lécent bez lég&iva vehikulum 0,1 0,3 1 3

- | ng/kg mg/kg me/kg mg/ke

klinickd 8,07 7,83 7,88 4,3 1,63 1,53 .
obtiznost + 1,40 . +0,88 _  £0,83 +1,02 +0,60 +1,01 |

{(plocha) ' . : - o u

“Legenda k tabulce: Inhibiéni uéinky cl10S &inky na klinickou
silu vyjidrené jako plocha pod kfivkou (jednotky 11bovolné)



o
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Prumér+S.E.M. (n=6) byly stanoveny Pro kazdou skupinu a
statisticky porovnany proti vehikulové skupiné (Mann-Whitney
test). Nebyly pozorovany s4dné podstatné rozdfly mezi
vehikulem a kontrolni skupinou bez léziva. cl0S ¢inka pri 0,3,
1,0 a 3,0 mg/kg (podano jak uvedeno vyde) vyznamné (**p<0,008,
0,001 a 0,002) redukuje klinické znaky.

Jak je uvedeno V tabulce 5, dévkovéni kazdy dalsi den
také redukuje trvani choroby méfeno poétem dni b&hem kterych
byly pozorovany klinické znaky a prumér vypoéteny pro danou

skupinu Kkrys.

Tabulka 3
Trvan{ choroby s davkovénim-kaZdY dalsi den

INF inhibitor &inka mg/ksg .
MBOug 0 0,1 0,3 t 3
30 5,33 + 0,21 5,50 + 0,34 4,50 £0,92 2,830,797 2,1640,60%*
10 4.33 £ 0,80 3,60 £-0,80 4,00 0,51 3,3310,49 1,830,707
3 2,50 + 1,02 1,83 +0,83 2,00 +0,81 3,16+0,74 0,83z0,54
40,79 0,66 + 0,66 1,66 0,61 1,3310,49 0,6610,42

1 1,83

*p<0,0S *p<0,0t

Jediné davkovéani Jedina davka bud 0,3 nebo 3 mg/kg ¢inky
podans devét dni po imunizaci- méla maly nebo 24dny uéinek na
zeslabeni MBP (1 az 30 ug) indukované klinické znaky pri

porovnani s vehikulovymi kontrolami.

Podani TNF inhibitorové &inky kaidy tret{i den Cinka v mnoZstvi
0,1 az 3 mg/kg nebo vehikulum byly podany ve dnech 9, 12, 1S a
18 po MBP-imunizaci. Jak je uvedeno v tabulce 6, vyznamné
zeslabeni MBP (30 ug) indukovanych klinickych znaka bylo




pozorovano pri c!0S &inkovych d&vkich 0,3 (p(0.0SA, 1,0
(p<0,01) a 3 mg/kg.(p<0,00! Mann-Whitney t-test). 0,! mg/kg .
davka c105 éinky byla bez Géinku ve srovnidni s vehikulovou

kontrolou.

MBP (10 ug) indukované klinické znaky byly redukovany
0,3, 1,0 a 3,0 mg/kg cl105 &inkovych davek. Nicméné vyznamné
(p<0,05 a 0,03) Gcinky byly pozorovany pouze pri vyisfch c105

dinkovych davkach. I kdyZ c10S &inka (0,3 az 3 mg/kg) reduku;z

klinické znaky produkované 3 ug MBP o pr1b112ne 20 az 60 %,
nebyly pozorované (éinky vyznamné odli3né od skupiny

vehikulové kontroly.

Trvani choroby bylo obecné redukovano c¢105 &inkou.
Napriklad cl105 éinka pfi | a 3 mg/kg vyznamné redukuje.trvini
MBP (30 ug) zprostfedkovanych .znakd na 37,3 % a 68,7 % (viz
. tabulka 10). Podobny trend byl také pozoeovéan .za pouZiti

' meziproduktové MBP (10 pg) davky, ale ne pri nejnizsi, MBP
davce (tabulka 7). . o aw

Néstupy choroby ve skupinach 10 a 30 pg MBP byly vznamné
(p<0,047; p<0,013; Mann Whitney U-test) zpomaleny-u.téch
zvifat, kterd byla 1ééena se 3 mg/kg cl0S &inky.

~Ztrata hmotnosti spojena s EAE byla 6ésteéné*inhibovéna
cl0S éinkou, zejména v ddvkach | a 3 mg/kg. Redukce ztraty
hmotnosti byla divkové z4avisla. Tento uéinek cl05 &inky byl
podobny nehled& na to, jak4 byla pouzita dévka MBP.
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Tabulka 6 ‘ o
Promérnéd klinicka sfla vyjadrend jako plocha pro davkovéni

kaldy treti den

Lé&eni vehikulum 0,1 0,3 1,0 3,0
: mg/kg - mg/kg mg/kg mg/kg
prumérna 9,21 8,25 6,23 3,66 _0,33

klinicka 0,64 +0,92 +1,37 +0,61 +0,17
sila : ' ‘

(plocha)

Tabulka 7 .

Trvani choroby s davkovanim kazdy tretf den

TNF inhibitor é&inka mg/Ksg

MBPug 0,1 0,3 1 3,

0 ;.
30 5,83 + 0,44 4,83 % 0,30 4,16 0,70 3,66+0,617 1,83+0,70%%
10 4,66 + 0,42.5,16 + 0,40 4,00 +0,77 3,00£0,96 2,5040,67*
3 4,00 + 0,67 3,50+ 0,62 3,00°£1,35 3,00+1,33 3,33+0,66

-
L]

*p<0,05 **p<0,01

Priklad 18
Patologie centrélnfho nervového systému (CNS)

- Uginky l6geni ¢105 &inkou syntetizovanou za pouziti
PEG-bis-vinylsulfonu byly stanoveny na patologii CNS
indukované imunizaci s MBP (0, 10 nebo 30 pg). MBP imunizace
(EAE indukce) byly provedeny jak je popséano vyse. c105 c¢inka
v mnoistvi 0,3, 3 mg/kg nebo vehikulum byly podévany kazdy
dalsi den poéinaje devatym dnem po MBP. Zvirata byla usrcena
(pomoci COz2} 9.den, 14. nebo 20. po MBP-injekci. Mozek a micha
pyly vynaty z kazdé krysy a umistény do 10% neutrélné




pufrovaného formalinu. Po fixaci po alespoii 72 hodin byly
provedeny rezy mozku v Urovni optického chiasmu kaud4lnfho k
pripojeni hypofyzy a transverznich vlaken mostu. Micha byla
rozrezéna 4 a? 6 pri¢nymi rezy pres cervikéalni, thoraka&lni a
bederni &ast. Sakrdlni segment z pripojenych kaudélnich'nervﬁn
byl umistén podélné. Tkéané byly zpracovany umisténim do

parafinu a vybarvenim s hematoxylinem a eosinem,

Histologick4d hodnoceni byla provedena bez znalosti o jak
lééenou skupinu jde. Kazdé sklicko bylo oznadeno éiéelnﬁm
'hodnocenim od ! ao 4 .pro oznadeni intenzity z&nétu a
demyelinace. Hodnotfcf kriteria byla nasledujici: 1 =
minim4dlné& 1 aZz 2 cévy mély malé perivaskuladrni manZety
zdnétlivych bunék, 2= slabé, 3 nebo vice cév mélo malé
perivaskuldrni manZety z&nétlivych bunék s malymi pokud vibec
néjakymi prodlouZénimi.zénétU'do parenchymu, 3= mirné, 3 nebo
vice cév mélo prominentn{ perivaskuldrni manZety zanétlivych

bunék s mirnym prqdlou:enim z&nétu do okolniho parenghymu.d 4¥

- vyznamné, vétdina cév mé prominentni perivaskularni manzety

zdnétlivych bunék s intenzivnim rozsifenym zahrnutim neuropilu

do zAnétlivého procesu.

" Celkov4 z&nétlivd hodnoceni byla stanovena pro kazdé ze
zvirat pro kaidou CNS oblast. Prumér +SEM (standardni chyba
priméru) hodnoty hodnoceni byly vypoéteny pro kazdou éast CNS
pro kazdy ¢fasovy bod a porovnény se zviraty osetrenymi

vehikulem.

Primérné zéanétové hodnoceni bylo stanoveno pro kazdou CNS
oblast pro kaZzdou skupinu zvifat a porovnina statisticky proti
vehikulové kontrolni skupiné (student-t-test). Tato hodnoceni

jsou uvedena v tabulkich 8 a 9.

L
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_ Nejsou zde vyznamné histologické zmé&ny Vv CNS zvirt
usmrcenych 9.den po MBP injekci. Léze 14.den zahrnuji
minimalni a viznémné smisenou (mononukledrni + nékteré
neutrofily) obecné perivaskulérni s4nétlivou bunéénou
infiltraci. V mozku ma zanét sklon byt umistén do meningu,
periventrikuldrnich ploch a cerebelarnich bilych traktu, s
mozkovym kmenem a cerebetalnimi bilymi trakty nejhure
postizenymi. V tschto lokacich se zé&nét gasto roziirfuje z
perivaskuldrnich ploch do okolniho parenchymu 2 byla zde
. ztejmé demyelinace. V mise byly nejhufe postiZeny bederni a
¢ kEizova &4ast. Byly postizeny jak seds tak bila hmota, opét s

i

prevladajicimi perivaskularnimi lézemi. ZAanét pretrvava do
20.dne, nicméné v této dobé jsou vzacné viditelné neutrofily.
Variabilita intenzity se objevuje u svirat v kaidé skupiné a
vétiinou ve viech skupinach.

Tabulky 8 a 9 demonstruji pritomnost ¢ciS ¢&inkou
redukovaného stupné.zanétu v raznych regionech studovaného
CNS. Nejdramatict@jsi-a nejvyznamnéjsi- redukce V zanétech byla
pozorovéna v mise, zejména v bederni a_kfiZové oblasti. c10S
&inka ma men3i vliv na vy3si regiony CNS, cerebrum a |

cerebellum.

)




Tabu@ka 8

24nétliva hodnoceni zvifat imunizovanych se 30 pg MBP a
1égenych s INF inhibitor éinkou - -

Mozkova oblast

cerebrum

cerebellun

micha cervikélnti
thorakalni micha ..
* bederni micha
krizova micha

-3 mg/kg

1,00+0,378
2,57+0,429

1,71+0,360

1,71+0,421
1,85+0,404
1,2840,360

0,3 mg/ksg
0,71420,360
2,714+0,360

1,42840,298"
1,000£0,218*
~1,4240,369

1,42+0,298

vehikulum
0,714+0,474

'3,28040,286

2,420+0,202
2,28040,421
2,4240,298

2,714+0,522

«5¢0,05 (Studentav t-test) histologie (30 ug MBP davka)

Tabulka 9

74anétliva hodnoceni zvifat imunizovanych.se 10 pg MBP a

lécenych s TNF inhibitor &inkou

L

Ei

Mozkova oblast 37 mg/kg 0,3 mg/kg",_aéhikulum'
cerebrum 0,28+0,18 0,42 +0,20 0,42 0,29
cerebellum | 1,42+0,29 2,28 +0,42 2,28 40,35
micha cervikalnt 0,85+0,34 1,42 +0,42 1,42 0,20

" thorakalni micha 0,85+0,14 1,57 +£0,36 1,0 0,30
bederni micha 0,7140,28%*  1,57+0,48 2,28 40,28

i 1,5740,48 2,28 0,42

kfiZovd micha 0,57+0,20%*

*p<0,01 histologie (10 pg MBP divka)-

Priklad 19

c105 TNFbp Ginka chrini proti endotoxinové letalité .

¢105 ¢éinka syntetizovand za pouZiti PEG-bis-vinylsulfonu
chrani Balb/c mys proti letdlni davce endotoxinu. Mys byla

I 5




%

kg endotoxinu a

injektovéna itrapertonealné se 30 mg/
{ ml PBS nebo 1| mg/kg

intravenozné s jedinym podénim bud 0,
ginky v 0,1 ml PBS pud 1 hodinu nebo dvé hodiny po podéni

endotoxinu. Intravenozni podani | mg/ksg ¢inky 1 hodinu po
pisobi kompletni ochranu proti letalité.

injekci endotoxinu
ochranu

Cinkové pod4ni dvé hodiny po podani neposkytlo 24dnou

proti letdlnimu endotoxinovému poskozeni.

c105 einka také chréani Lewis krysy pred letalni davkou
endotoxinu. Krysy byly injektovany intravenozné se 12,5 mg/ks
endotoxinu. Krysy byly injektoGény sougasnéd s endotoxinem a
bud salinickym roztokem nebo c105 éinkou v davkéch bud 0,1,
0,5, 3,0 nebo 4,5 mg/kg. Srovnatelnd ochrana proti letédlnimu

poékozeni'byla dosaZzena pro viechny ¢inkové davky.

Osetfeni jedinou davkou &inky 1,5 mg/kg c10S podané

soucasnd s 10 mg/kg davkou endotoxinu chrani krysy proti

a metabokick?m-poruchém;.Hepatické a metabolické

hepatickym
jak je

parametry byly hodﬁocehy'24 hodin po podéni endotoxinu

uvedeno v tabulce 10.




Tabulka 10
Uéxnky léceni s clOS éxnkou (1 S mg/kg} gndotox1nem
1ndukovan?ch abnormalxt \ b10chem1ckych parametrech

Parametr kontrola+ endotoxin+ endotoxin+
vehikulum  vehikulum ' c105 é&inka
glukoza (mg/dl) - 143+2 5248 - 81#5* .
"SGPT! (mu/ml)  47+6. . 679+118 141425%
- dusik mocoviny - 19+! - - 88+2° ' 39+3*
v krvi (mg/dl) . N
kortikosteron  146%62 . 750+49 489+43*

! 'serova glutamin hroznovad transaminasa (Serum Glutamic
Piruvic Transaminae | _
Hodnoty jsou pramér + standardni-chyba pro-4 a%z-8 krys—na
skﬁpinu | .

. % Vyznamny rozdil od endotox1nem osetrené skup1ny pr1 p<0 05

(padrovany t test)

-mrf L
-,

Je tfeba chépat, Ze aplikace poznatku pfedIoZenéhom
vynédlezu na specificky expresni systém nebo PEGyla&ni. &inidlo

budou-z4leZet na schopnostech odborniki v oboru pochopit zde

uvedené poznatky. Odbornikim v oboru bude také zfejmé, Ze je
moZno provést ruzné modifikace variace zplisobu a produktu
predloZeného vynélezu Tyto mod1f1kace a var1ace jsou

povalovany za pokryté predloZenym vynélezem.
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1. Biologicky aktivni konjugat, zahrnujici
biologicky aktivni molekulu vybranou ze skupiny, azhrnujici
1L-1. inhibitor, inhibitoer faktoru tumorové nekrozy (INF), CRI,

RDGF receptor, IL-2 a exon 6 peptid PDGF, kde biologicky

aktivni molekula ma reaktivni thiolskupinu a
ulfonovou skupinu

nepeptidicky polymer, majici aktivni s
tvozici vazbu s uvedenou thiolskupinou.

2. Biologicky aktivni konjugat podle naroku 1, kde uvedend

aktivni sulfonskupina je vinylsulfon.

3. Biologicky aktivni konjugat podle ndroku t, kde uvedena

aktivni sulfonskupina je chlorethylsulfon.

4. Biologicky aktivni konjugat podle niroku 1, kde uvedend
itor vybrany ze

biologicky aktivn molekula je TNF inhib )
Da. INF inhibitor,

skupinym zahrnujici 30kDa TNF inhibitor, 40 k

delta TINF inhibitor a deltasS3 TINF inhibitoer.

3

5. Biologicky aktivni konjugit podle néroku 4, kde uvedeny INF

inhibitor je 30kDa TNF inhibitor.

6. Biologicky aktivnf konjugat podle néroku 4, kde uvedeny INF
inhibitor je 40kDa TNF inhibitor.

7. Biologicky aktivni konjugat podle néaroku 4, kde uvedeny INF

inhibitor je deltasl INF inhibitor.




8. Biologicky aktivni konjugit podle naroku 4, kde uvedeny TNF

inhibitor je deltaS3 TNF inhibitor. o e

9. Biologicky aktivni konjugst podle ndroku !, kde uvedenou
biologicky aktivni molekulou je interleukin-1 (IL-1)
inhibitor.

[0. Biologicky aktivni konjugdt podle ndroku-9, kde uvedeny
IL-1 inhibitor je interleukin-1 receptor antagonista (IL-1lra).

i1. Biologicky aktivni konjugat podle naroku 1, kde uvedeny
nepeptidicky polymer m4 reaktivni NHS-ester navic k uvedené

aktivni sulfonové skupiné.

12. Biologicky aktivni konjugat podle naroku 11, kde uvedensa

aktivni sulfonov4 skupina je vinylsulfon.

13. V podstaté ¢isténd slouéenmina vzorce® R1-X-R2;, kde-

X zahrnuje nepeptidicky polymer, majici prvn{ reaktiVni
skupinu a druhou reaktivni skupinu, pridemZ uvedens®prvni
reaktivni skupina je MIchaeluv akceptor;

Ri zahenuje biologicky aktivni molekulu vybranop ze skupiny,
zahrnujici IL-! inhibitor, inhibitor faktoru tumorové nekrozy
(INF), CRl, PDGF receptor, IL-2 a exon 6 peptidu PDGF, m4
reaktivni thxolskup1nu uvedend biologicky aktivni molekula je
kovalentne navézéna k uvedenému nepeptidickému polymeru reakect
uvedené th1olskup1ny s Michael akceptorem a uvedeni biologicky
aktivni molekula si zachovava svoji biologickou aktivitu po
uvedené reakci a _ ‘

Rz obsahUJe blologzcky aktivni molekulu nebo neb1ologlcky
aktivni skupinu navdzanou k uvedenému nepeptxdxgkému polymeru

reakci s uvedenou druhou .reaktivni skupinou.
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14. V podstaté &iiténa sloucenina podle naroku 13, kde uvedeny

Michael akceptor je vinylsulfon.

15. V podstate cisténa sloucenina podle naroku 13, kde uvedené

druh4 reaktivni skupina je NHS-ester.

16. V podstaté ¢isténd slougenina podle naroku 13 nebo 1S, kde

uvedeny Michael akceptor je maleimid.

17. V podstaté cisténa sloucenina podle naroku 13, kde uvedeny

9 nepeptidicky polymer méd dva Michael akceptory.

18. V podstaté &isténd sloudenina podle naroku 17, kde uvedené

Michael akceptory jsou maleimid.

19. v podstatd &isténa slouéenina podle néroku 17, kde uvedéhé

Michaelovy akceptory jsou vinylsulfon.

20. V podstaté &isténa sloudenina-podle ndroku 17, kde jeden Z

uvedenych Michael akceptora jewvinylsulfon a druhy maleimid.

21. V podstaté cisténad slougenina podle naroku 13, kde uvgdena
biologicky aktivni molekula je TNF inhibitor. ihw

22. V podstatd cisténa slouéenina podle naroku 21, kde
uvedenyTNFbp je 30kDa TNF inhibitor.

¥ | 23. V podstaté ¢isténd slouéenina podle naroku 21, kde
uvedenyTNFbp je 40kDa TNF inhibitor.

24. V podstaté gisténd slouéenina podle néroku 21, kde
uvedenyTNFbp je deltasl TINF inhibitor.




25. V podstaté ¢isténd sloudenina podle néroku 21, kde
uvedenyTNFbp je deltaS3 TNF inhibitor. f

26. V podstaté ¢isténa sloudenina podle néroku 13, kde
uvedenou bioclogicky aktivni molekulou je IL-1 inhibitor.

27. V podstaté é&isténa sloucenina podle ndroku 26, kde

uvedenym IL-! inhibitorem je IL-lra.

28. Ve vodé rozpustny polymer, majici NHS-ester a maleimid.

29. Ve vodé& rozpustny polymer podle néroku 28, kde uvedeny
polymer je vybrédn ze skupiny, zahrnujici polyalkylenoxidy,
polyoxyethylované polyoly a polyolefinické alkoholy.

30. Farmaceuticks kompozice, obsahujici sloudeninu podle

naroku | ve farmaceuticky prijatelném nosiéi.

31. Farmaceuticki kompozice, obsahujici slouéeninu podle

ndroku 13 ve farmaceuticky prfijatelném nosié&i.
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