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KIVONAT
Amfifil polimerek és ezeket tartalmazé polipeptid konjugatumok

Proteinek és/vagy peptidek, példaul 1lumindlis koleciszto-
kinin felszabadité faktor (LCRF), amelyek amfifil oligomerekkel
és polimerekkel vannak konjugdalva. Az ilyen konjugdtumok mdédo-
sithatjak a proteinek és/vagy peptidek farmakokinetikai profil-
jadt, 1ily mdédon Javitva azok klinikail felhaszndlhatésagdt. Az
ilyen konjugatumok stabilizalhatjadk és eljuttathatjak a protei-
neket és/vagy peptideket, példaul az LCRF-et, a belekben 1évd

receptorokhoz anélklil, hogy abszorbealddnanak a véraramba.

(Jellemz& abra: 2. abra)
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Amfifil polimerek és ezeket tartalmazo polipeptid konjugatumok

A talalmany targyat altalédban amfifil oligomerek és polimerek
peptidekké toérténd konjugalasara szolgdld uj eljards képezi ab-
bél a célbdl, hogy mdédositsa farmakokinetikai profiljukat és ily
médon javitsa klinikai hasznosithatésagukat. A taldlmany szerin-
ti konjugatumok képesek stabilizalni és a belekben 1évé recepto-
rokhoz juttatni a luminalis kolecisztokinin felszabadité faktort
(LCRF) anélkiil, hogy az a vérdramba felszivddna.

Az endogén LCRF a bél felhdmi sejtek lumindlis felszinén 1évd
receptorokra hat és azokkal kolecisztokinint (CCK) szabadittat
fel a véraramba, ez olyan polipeptid hormon, amely a jéllakott-
sadg érzését valtja ki és csokkenti a tapldlék felvételt. Az
exogén LCRF, amely stabiliz&lt &llapotban mar eljutott a bélbe,
a normalis fizioldgias aktivitdst utdnozza. Az étkezési szokaso-
kat szabalyozdé peptidek kémiai mbédositasdval kezelhetd az elhi-
zas, amely komoly és novekvé kozegészségligyi probléma az ipari
orszagokban, kiildnésen az Egyesiilt Allamokban.

Az elhizas k&zel jarvanyos méretekben jelentkezik az ipari
orszagokban, és elterjedtsége egyre novekszik. Az elhizas koérfej-
16dése Osszetett jelenség, beletartozik az életstilus, az étrend,
a viselkedés és a genetikai tényezdék koélcsdnhatdsa. A taldlmany
targyat képezi, hogy olyan hatdanyagot biztositsunk, amely a 361-
lakottsag érzetét valtja ki és ily médon fogyast valt ki.

Az elhizas kutatéaséanak kozéppontjdban szerepe volt az étke-
zést szabalyozé idegi- és gyomorpeptideknek. Meggyézd bizonyiték

van arra, hogy a CCK gatolja az evést. A CCK expresszié szaba-
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lyozasat nagyrészt az LCRF végzi, amely a patkanyok duodé-
numjaban mutatkozik meg 1lényegesen. Az embernél lehetségesnek
tartjuk, hogy a tapanyagok altali stimuldlasra van szikség a vé-
lelmezett CCK-felszabaditd faktor kivalasztadsdnak stimuldléasra.
Fehérjetartalma étkezés utdn az ételben 1lévé fehérjék telitik a
rendelkezésre &l116 tripszint, nagyobb mennyiségl LCRF-et hagynak
hidrolizalatlanul, amely azutdn a CCK sejtekhez koétddik. Ez
valtja ki ezekben a CCK felszabaditdsat, amely telitettségi ér-
zéshez vezet.

Egy médsik szempont szerint, a taldlmany szerinti konjugatumok
alkalmazhatdk az LCRF receptoroknak LCRF-fel t&rténd célbavéte-
lére — amely annak természetes agonistdja — abbdél a célbdl,
hogy meginditsa a CCK felszabaditéast.

A talalmany targya, hogy mddszereket nyujtson az LCRF-nek
cél-receptordhoz torténd eljuttatadsdra. Ez a cél ugy érhetd el,
hogy alkil-csoportokkal médositott PEG-oligomereket vagy polime-
reket konjugalunk proteinekhez és peptidekhez, azok farmakoldgi-
ai tulajdonsagainak javitadsa céljéabél. A taldlmany amfifil
oligomer és polimer konjugalast alkalmaz a hatdanyag molekuldk
hidrofdéb és hidrofil tulajdonsdgainak varidlasara. Ez csdkkenti
az immunogenecitast, megakaddlyozza az enzimatikus lebomlast, és
lehetévé teszi az ordlis beadast és a hatdanyagnak a kiilénbozd
szbvetek kozotti eloszlasat.

Tovabbi targya a talalmanynak, hogy olyan konjugdlt LCRF-et
nyujtson, amely CCK felszabadulast képes kivdltani a CCK-fel-
szabaditd sejtekbdl, és igy telitettségi érzethez és a taplalék

felvétel «csokkenéséhez vezet. Szabadalmazott amfifil polimer
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konjugacidés eljarasunk alkalmazasdt javasoljuk az LCRF eljutta-
tasdhoz, amely a proteolizistél megvédi és hosszabb id&szakra a
bél lumenjébe szoritja az LCRF-et, telitettségi érzetet hozva
létre. Hatékony és biztonsdgos gydgyszerkészitményként javasol-
juk az ilyen konjugdlt LCRF-et az elhizas krdénikus kezelésére.

A talalmany szintetikus eljarédsokat is nyujt az amfifil poli-
mernek az LCRF N-végponti maradékaihoz tdrténd kapcsolédsara, ez
olyan 35 aminosavat tartalmazdé fragmentum, amely a teljes hosz-
szUsagu LCRF Osszes bioldégiai aktivitasat mutatija.

Az amfifil konjugatum egy polietilén-glikol (PEG) részt és
egy alkil-lancot tartalmaz. Az alkil-ldnc a bél felhamjan 1lévd
membranokba tud beépiilni, szoros kdzelségbe hozva a konjugatumot
a CCK-felszabaditdé sejt felilletén elhelyezkedd LCRF receptorok-
kal. A peptid stabilitdsa megnd, hogy fenntartsa a biocaktivi-
tast. Ezen tulmenden, ahol nagyobb stabilitdsra és a bél felham-
jan torténd kisebb mértékd Athatoldsra van sziikség, olyan
peptideket tudunk nytjtani, amelyek konjugadtumokkal rendelkeznek
az N-végpontnal, a K 19-nél és a C-végpontnal.

Az LCRF konjugatum molekulak mikoédSképessége egy sejt-alapu
vizsgalatban validalhaté, patkdny vékonybélb&l nyert, frissen
készitett CCK-felszabaditdé sejtek alkalmazdsaval. Radioimmun-
assay (RIA) alkalmazhatdé a CCK felszabadulds kimutatasara.

Az LCRF a duodenumban valik ki és fizioldgidsan a proteo-
lizis, kuldndsen a tripszin szabalyozza. Amennyiben megvédjiik az
LCRF-et a proteolitikus lebontastél, az visszanyeri aktivitasat,
és a CCK sejteken 1évé LCRF receptorokhoz kapcsolédik, és azokat

aktivalja.
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Egy amfifil polimer kovalens kotéssel kapcsoléddhat a K19 e-
-amino-csoportjahoz (a bejelentésben egybetlis aminosav-kédokat
haszn&lunk), az LCRF-ben (1-41) 1évé egyetlen tripszin felnyitéa-
si hely mellett, 1igy sztérikus gatlassal védve az LCRF-et a
tripszin proteolizist&l. Eldényds, hogy az LCRF-en végzett médo-
sitasok ne tegyék ténkre a receptor kotésben kulcsfontossagu
szerepet jatszé maradékokat. Mivel ismert, hogy a K19 a receptor
kotés szempontjabdl dontd fontossdgu teriileten beliil van, eld-
nyés olyan ko&téssel kapcsoldédni a K19 konjugdtumhoz, amely a
duodenumban meglévé korilmények kodzott lassan hidrolizal. Amint
a K19 konjugatum felszabadul, a peptid ekkor teljes aktivitasat
visszanyeri. A lasst hidrolizis is megnyajthatja az eljuttatott
LCRF hatasat, hogy minimaliz&lja az adagoléast.

Az Egyestilt Allamok lakossagénak korilbelil 55 %-a tulsulyos
vagy elhizott, amelynek komoly koézegészséqgiigyi kdvetkezményei
vannak. Az elhizas harom legkomolyabb kodvetkezménye a szivbeteg-
ség, a magas vérnyomds és a cukorbetegség. A legfébb tulsulyos
embernél a diétazads és a torndszds nagymértékben sikertelen
hosszl tavh stratégidnak bizonyult; igy sziikség van olyan gydégy-
szerkészitményekre, amelyek cs&kkentik az étvagyat. Az étvagy
csdkkentésének egyik megkozelitése az, hogy kivaltjuk a CCK fel-
szabadulasat, ez olyan peptid hormon, amely telitettségi érzetet
okoz és csokkenti a taplalék felvételt.

A CCK annak a hormonalis rendszernek egyik alkotérésze, amely
szigoruan szabalyozza az éhség és telitettség érzetét, az emész-
tést és a tdpanyagok eloszldsat. A CCK-nak szamos hatasa van:

kivaltja a telitettség érzetet és csdkkenti a taplalék felvé-
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telt; stimulalja az epehdlyag Osszehtuzdédasdt; noveli a pankredsz
enzim kivalasztasat; és késleltei a gyomor kilrilését. Amikor
élelem, kilondsen zsir és protein keril a vékonybélbe, a CCK be-
lejut a vérbe, ahol a periférias idegekben, a pankreadszban, epe-
hélyagban és a gyomorban 1év§ receptorokhoz kapcsolédik.

A CCK vékonybélben torténé felszabadulésa negativ visszakap-
csolasi szabdlyozas alatt van. Az LCRF alapvetden képzddstt,
tripszin-érzékeny intesztinalis CCK-felszabaditdé peptid, amely
ezért a negativ visszakapcsolasi jelenségért részben felelds. Az
1. &bra [&tvéve Miyasaka,, K. és Funakoshi, A., Pancreas 16, 279
(1998) -b61] foglalja o6ssze a CCK LCRF A4ltali felszabaditasanak
szabalyozasat. Az alaphelyzeti vagy éhezési &llapotban az Osszes
LCRF-et a tripszin gyorsan felnyitja. A protein vagy tripszin
inhibitorok megemésztésekor némi LCRF érintetlen marad és a CCK-
felszabaditd sejthez kapcsoldédik, CCK felszabaduldst és teli-
tettségi érzést okozva. Amikor az LCRF-et tripszin inhibitorok-
kal egyltt juttatjuk be patkanyok duodénuméba, ez a taplalék
felvétel csokkenését valtja ki.

Az LCRF hatéasos CCK felszabaditd faktor. Az LCRF azon harom
peptid egyike, amelyek azért feleldsek, hogy a CCK sejtek CCK-t
juttassanak el a vérdramba. Ezen peptidek k&zil az LCRF a
leghatékonyabb. A vékonybélbe kivalasztédd masik két peptidrdl
azt talaltuk, hogy stimulaljdk a CCK felszabadulést: az egyik a
diazepam k&td inhibitor, a mésik a monitor peptid. Az utdébbi po-
zitiv visszacsatolasi szabdlyozéssal ellenérzi a CCK felszabadu-
last. Ennek a két peptidnek a CCK felszabaduldst stimuldld haté-

konysaga azonban kisebb, mint az LCRF-é (sz&zad-ezred része, il-
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letve hatodrésze).

A receptor/LCRF k&élcsdonhatds természetét nem hataroztak meg,
mivel a receptort nem azonositottdk. Hat&rozott bizonyiték van
azonban arra, hogy a receptor a sejt feliiletén helyezkedik el.
Dr. Rodger Liddle (Duke University) munkatdrsunk bizonyitotta,
hogy az LCRF a vékonybél endokrin sejtjeibdl egy kalcium bedram-
las révén stimuldlja a CCK felszabadulasat. A sejten belili kal-
cium mennyiségének novekedése jellegzetes jelzd mechanizmus a
receptorra, és erdsen azt a benyomdst kelti, hogy a receptor a
sejt feliletén helyezkedik el.

Tripszin inhibitorok fogyasztdsa vagy az epe-pankredsz nedv
elvezetése stimuldlja a pankredsz exokrin kivalasztdsat és a CCK
felszabadulasat patkanyokban és embernél. Olyan CCK-stimulald
peptidet, amely érzékeny a tripszines emésztésre, eldszdr a pat-
kdany vékonybél mosadékabdl kildénitettek el tisztitassal. Ez a
peptid, amelynek neve 1lumindlis kolecisztokinin felszabaditd
faktor (LCRF), stimuldlja a CCK felszabadulasat az izolalt pat-
kany, egér és human vékonybél sejtekbdl és egy olyan sejt-
vonalbdl, amely egy intesztindlis endokrin tumorbdél (STC-1 sej-
tek) szarmazik. Az LCRF N-végponti téredék 35-6s maradéka ren-
delkezik a természetes peptid &sszes bioldégiai aktivitasaval,
amelynek hossza 60-65 maradék-egység kozd6tt van (8136 D). Szin-
tetikus peptidek alkalmazasaval ugy taldltadk, hogy a 11-25-8s
maradékok felel&sek az LCRF CCK felszabaditdé tulajdonsagaiért,
amely az 1-41-es toredék aktivitadsdnak koérilbelil 60 $-at nyajt-
ja. Az LCRF génjét azonban nem azonositottak, és 1999. decembe-

rétdl nincsenek homoldégok a nyilvdnosan rendelkezésre al1ld pro-
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tein vagy DNS szekvencia adatbazisokban.

A talalmany olyan LCRF konjugdtumot nydjt, amely megtartja a
CCK sejteken 1évS LCRF receptorhoz térténd kapcsoléddas képessé-
gét; védett a proteolitikus felnyitdssal szemben; és molekulato-
megénél fogva a bél lumenjére korlatozddik. Az LCRF receptor ko-
tés azt idézi eld, hogy a CCK sejtek CCK-t juttatnak el a vér-
dramba, amely telitettségi érzést okoz és csdkkenti a taplalék
felvéetelt. Ennek megfelelden, a taldlmédny olyan LCRF konjuga-
tumot nyajt, amely az elhizas ellen hatdsos, ordlisan eljutta-
tott kezelést kinal.

A peptidek hatdbanyagként torténdé alkalmazasdnak gyakorlati
korlatai vannak. A proteolizis, mind a belekben, mind a véraram-
ban, a f& gatja annak, hogy a peptideket gydégyszerhatdanyagok-
ként alkalmazzuk. Valdéban, sok endogén peptid — ideértve az
LCRF-et — atmeneti természete jellemzd ezek szabalyozdé funkcid-
jara. Egy masik nehézség, amivel szembetaldlkoztunk a nem-endo-
gén peptideknél, az immunogenecitds volt. Ezen problémak eredmé-
nyeként a gyodgyszeripar olyan megkodzelitést alkalmazott, hogy a
gybgyszerkémia alkalmazidsaval kicsi, nem-peptid molekuldkat &l-
litott el&. Es bar a gyoégyszerkémia sikeres volt, az eljarasok
nagyon sok 1dét emésztettek fel. Tovabba, a kémiai hatdanyagok
nem vart toxicitdssal vagy teratogenicitdssal rendelkeztek.

Bar a ,PEG-ilezett” proteinek felhaszndldsa megalapozott, ma-
napsag ezek az injekcidés alkalmazdsra korlatozdédnak. A talalmény
a polipeptidek, példaul inzulin, leu-enkefalin és kalcitonin,
oralisan rendelkezésre allé konjugdtumait nydjtja. Kiuldndsen, a

taldlmany alkil-lancokhoz kapcsolt PEG egységeket tartalmazd
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konjugatumokat nyGjt. A PEG monomerek szdminak szabdlyozasaval az
alkil-lanc tipusa és hossza, és a PEG-peptid kotés pontos termé-
szete, a lipofilitas kivant tulajdonsagai hozzdigazithatdk a spe-
cifikus alkalmazashoz. Tovabba, a PEG-peptid kotés pontos termé-
szete Ugy valtoztathatd, hogy az fizioldégids pH értéknél stabilis
vagy a hidrolizissel szemben érzékeny legyen. A hidrolizalhatd ko-
tés lehetdvé teszi, hogy az érintetlen, konjugdlatlan peptid iddé-
vel felszabaduljon, és mint prodrug fejtse ki hatasat.

Sejt-alapu vizsgdlatok alkalmazhaték, hogy validalni lehessen
az amfifil oligomer-LCRF konjugatumoknak az &llatokon végzett
oralis bejuttatdsra vonatkozdé kapacitasat. Ezutan A&llatvizsgdla-
tok alkalmazhatdk a konjugatumok étvagy csoékkentd képességének
validalasara. Példaul, a patkdnyok viselkedési vizsgalatoknak
vethetdk ala, hogy megbecsiljik az LCRF-konjugdtum étvagy csok-
kentd profiljat. Amennyiben a konjugdtum a sziikséges étvagy
csokkentd képességet mutatja patkadnyokndl, a hatédanyagot részle-
tes farmakokinetikai és farmakodindmids, valamint toxicitasi
vizsgalatoknak vetjik ald patkanyokon.

Oriasi er&feszitéssel fejlesztenek gybgyszerkészitményeket az
elhizas kezelésére. Egy, az elhizds ellen a kdzelmiltban engedé-
lyezett hatdanyag az orlisztat lipédz inhibitor, amely megakadéa-
lyozza a =zsirfelvételt, de nem befolydsolja az étvagyat. Az
orlisztat (Xenical) csdkkentheti a zsiroldhatdé vitamin felvétel-
ét és nagyon kellemetlen mellékhatdsai lehetnek. A piacon 1évd
étvagy csokkentd szerek koézé tartozik a sibutramin (Meridia),
amely egy kevert neurotranszmitter ujrafelvétel inhibitor, és

szimpatomimetikus szerek. Ezeknek a hatéanyagoknak az alkalmaza-
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sadt azonban korlatozzdk a kozponti idegrendszeri (CNS) hatéasok.
1997-ben azt taldltdk, hogy a fenfluramin és dexfenfluramin
(Fen-Phen) étvagycsokkentd gydgyszer kombindcid szivizom bantal-
mat okoz és kivontdk a forgalombdél. A neuropeptid Y antago-
nistak, a kappa opioid receptor antagonistdk, a melanokortin-4
agonistak és a béta-3-adrenerg receptor antagonistdk mind a
preklinikai fejlesztés &llapotdban vannak az étvagy csokkentésére.
A leptin és a neuropeptid Y, ez két endogén peptid, szerepet jat-
szik az élelmiszer fogyasztds és az energiafogyasztas hosszi tavu
szabalyozéasaban. Bar ezt a két peptidet intenziven vizsgaljak, a
klinikai vizsgdlatok soran egyik sem bizonyult sikeresnek.

A CCK ut inkabb az étkezési sémadk mbédositasadban, semmint a
hosszl tava tomeg-megtartdsban jatszik szerepet. A CCK utat koz-
vetlenil megcélzd, az elhizds elleni hatdanyagok felfedezésére
és kifejlesztésére iranyuld megkdzelitések kozil hadrom a kdvet-
kezé: a CCK-A agonistdk, a CCK proteolizis inhibitorai, és az
LCRF receptor agonistai.

Szamos benzodiazepin analég és peptidomimetikum van a prekli-
nikai fejlesztés szakaszdban mint CCK-A agonista. Ezekr&l a ha-
téanyagokrdl kimutattak, hogy a patkdnyokndl csékkentik a tapla-
lék felvételt, és az elhizds kezelését célzé preklinikai fej-
lesztés szakaszdban vannak az Abbott Laboratories és a Glaxo
Wellcome cégek megbizasabdél. Ennek a megkdzelitésnek tovabbi
validaléasat jelenti a CCK-A antagonistdk alkalmazdsa a pszichés
eredetd étvagytalansdg kezelésére.

A butabindid egy kolecysztokinin inaktivalé peptidaz inhibi-

tor, amely most van preklinikai vizsgadlat alatt az INSERM-nél
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(Franciaorszag), és amely az elhizids kezelésére szolgdl. A
butabindid hatésdnak idd&tartama azonban tul roévid a klinikai
hasznosithatésag szempontjabdél és jelenleg egyéb analdgok &llnak
vizsgalat alatt.

Olyan kicsi, szintetikus molekuldk, amilyenek a LCRF receptor
agonistdk, alkalmazhaték a CCK felszabaditds stimuldlasara. A
szerkezet-alapu hatdanyag tervezés azonban jelenleg nem életké-
pes stratégia, mivel sem az LCRF-re, sem receptordra nem &llnak
rendelkezésre szerkezeti adatok.

2005-re az egészséglgyi okokbdl diétdzé emberek szadma varha-
téan eléri az 5,8 millidét. Az egészséqgigyi vagy kozmetikai célo-
kat szolgaldé fogyasztd hatasu termékek és szolgdltatasok teljes
piaci értéke, ideértve a diétas élelmiszereket, az Egyesiilt Al-
lamokban 30 milliard dollart tesz ki. Annak ellenére, hogy kevés
a biztonsdgos és hatékony termék, az amerikaiak 1998-ban 243
millié dollart koltottek elhizas elleni hatdanyagokra. Nyilvan-
valé, hogy O6riédsi piaca van az elhizds biztonsdgos, hatékony és
krénikus kezelésének.

A talalmany olyan gyégyszerkészitményt nyujt, amely proteint
vagy peptidet, példaul LCRF-et tartalmaz, egy vagy tdbb a termé-
szetben el nem forduldé polimer molekuldval kapcsolva, a fent
nevezett polimer egy lipofil részbd8l és egy hidrofil polimer
részbd8l &ll, ily médon kiegyensulyozott lipofil és hidrofil jel-
lemzdket nyudjt a gydgyszerkészitménynek ugy, hogy azok gyégysze-
részetileg elfogadhatdé oldészerekben olddédjanak és a bioldgiai
membranokkal képesek legyenek kolcsénhatasba lépni.

A talalmany olyan gydgyszerkészitményt nyuajt, amely proteint
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vagy peptidet, példaul LCRF-et tartalmaz, egy vagy tébb a termé-
szetben eldé nem forduldé polimer molekuldval kapcsolva, a fent
nevezett polimer all (i) egy lipofil részbd&l, és (ii) egy hidro-
fil részbdl, ily médon kiegyensulyozott lipofil és hidrofil jel-~
lemzd8ket nyujt a konjugatumnak ugy, hogy a konjugadtum gydgysze-
részetileg elfogadhaté olddszerekben olddédjék legyen, és a bio-
16giai membréanokkal képes legyen kdlcsdnhatasba lépni.

A talalmany olyan gydégyszerkészitményt nydijt, amely proteint
vagy peptidet, példaul LCRF-et tartalmaz, egy vagy tobb a termé-
szetben eld nem forduld polimer molekuldval kapcsolva, ez utdbbi
egy lipofil részt és egy hidrofil részt tartalmaz, és a gydégy-
szerkészitmény vizes olddészerekben oldhatd, és az LCRF hatéasos
az elhizas megelézésében vagy kezelésében.

A talalmany olyan gyégyszerkészitményt nyajt, amely proteint
vagy peptidet, példaul LCRF-et tartalmaz, egy vagy toébb a termé-
szetben eld nem forduld polimer molekulaval kovalens médon kap-~
csolva, ez utdbbi all (i) egy linedris polialkilén-glikol rész-
bdl, és (ii) egy lipofil részbdl, amelyben a fizioldégidsan hata-
sos peptid, a linedris polialkilén-glikol rész és a lipofil rész
egymashoz alkalmazkodva ugy helyezkedik el, hogy az LCRF-nek az
LCRF készitményben megndvekedett in vivo ellendlld képessége van
az enzimatikus lebomlassal szemben, az LCRF-hez egymagidhoz vi-
szonyitva.

A talalmany triglicerid vaz részt tartalmazéd gydégyszerkészit-
ményt nyujt, ez LCRF-bdl &ll, amely kovalens médon kapcsolédik a
triglicerid vaz részhez, egy, a triglicerid vaz rész szénatomjan

kapcsolddd polialkilén-glikol tavtartd csoporton keresztiil; és
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legalabb egy zsirsav rész kovalens mdébdon kapcsolédik vagy kdz-
vetlenil a triglicerid vaz rész szénatomjdhoz, vagy kovalens mé-
don kapcsolédik egy polialkilén-glikol tavtartd csoporton ke-
resztul.

A taldlmany poliszorbat komplexet nydjt, amely egy poliszor-
bat csoportot, ideértve egy triglicerid vazat tartalmaz, amely-
nek egy zsirsav csoportja kovalens médon kapcsolddik a, o és B
szénatomjainak egyikéhez, és van egy polietilén-glikol csoport-

' és P szénatomjainak

ja, amely kovalens mdédon kapcsolddik a, o
egyikéhez.

A talalmany stabilis, vizben oldhaté, konjugadlt LCRF komple-
xet nyujt, amelyben az LCRF stabilizdlé és konjugativ mdédon kap-
csoldédik egy polietilén-glikollal mddositott glikolipid csoport-
hoz.

A talalmany poliszorbat komplexet nyajt, amely tartalmaz egy
triglicerid vazat magaban foglalé poliszorbat részt, amely kova-
lensen kapcsolédik az a, o' és B szénatomok k&zil egymastédl flug-
getlenil valasztott szénatomokhoz; funkcionalizdldé csoportokat,
ideértve egy zsirsav csoportot; és egy polietilén-glikol csopor-
tot, amelynek van egy kovalens mdédon hozzadkapcsolt, fizioldégia-
san aktiv csoportija.

A talalmdny az elhizds kezelésére oralis beadasi format is
nyajt, amely egy gydgyszerészetileg elfogadhatd vivéanyagot és
egy stabilis, vizben oldhaté, konjugdlt LCRF komplexet tartal-
maz, ez utdbbiban az LCRF egy fizioldgidsan kompatibilis polie-

tilén-glikollal médositott glikolipid részhez kapcsolédik.

A talalmany eljaréast is nyajt az elhizas kezelésére, az ilyen

74.919/RAZ
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fogyatékossagban szenvedd embernél vagy nem-humdn emldsnél ugy,
hogy a betegnek hatdsos mennyiséget adunk be egy konjugalt LCRF
gybgyszerkészitménybdl, amely stabilis, vizben oldhatédé, konju-
galt LCRF komplexet tartalmaz, az LCRF pedig kovalens médon kap-
csoldédik egy fizioldgidsan kompatibilis polietilén-glikollal mé-
dositott glikolipid részhez.

A talalmany megeldzé vagy beavatkozd kezelési eljarast nyujt

a potencidlis vagy kifejlsédsott elhizdsra embernél vagy nem-human
emlds betegnél, a kezelés abbdél 4ll, hogy a betegnek hatéasos
mennyiséget adunk be egy konjugdlt LCRF gydgyszerkészitménybdl,
amely stabilis, vizben oldhaté, konjugdlt LCRF komplexet tartal-
maz, az LCRF pedig kovalens mdédon kapcsolddik egy fizioldgidsan
kompatibilis polietilén-glikollal médositott glikolipid részhez.

A talalmény eljarast nyajt az LCRF aktivitasadnak meghosszab-

bitasara egy in vivo vagy in vitro rendszerben, amely abbél &ll,
hogy konjugativ médon kapcsoljuk az LCRF-et egy természetben elé
nem forduldé polimer egy vagy tobb molekuldjaval, amely utdbbi
egy lipofil részbd&l és egy hidrofil polimer részbd8l &ll, és egy
konjugativ médon kapcsolt polimer-LCRF gydgyszerkészitményt
eredményez, és a konjugativ médon kapcsolt polimer-LCRF gyégy-

szerkészitményt beviszi az in vivo vagy in vitro rendszerbe.

A talalmany egy eldényds megvaldsitasban egy

Me(OCH2CH2)nOCH2(CH2)mCHCHNH — LCRF

Me(OCH2CH2)nhO
dltalanos képletli vegyliletet is nyajt, amelyben

n értéke 3 és 230 kozodtt, és

74.919/RAZ
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m értéke 0 és 20 kdzdtt van.

A taldlmany egy eldényds megvaldsitasban egy
Me(OCH2CH2)nXCH2(CH2)mCHCHNH — LCRF

Me(OCH2CH2)nX
daltalanos képletd vegyliletet is nyajt, amelyben
n értéke 3 és 230, és
m értéke 0 és 20 kozott van; és
X jelentése nitrogén-, oxigén- vagy kénatom.
A talalmany egy eldényds megvalésitésban egy

Me(OCH2CH2)nOCH2(CH2)mCHCHNH — protein

Me(OCH2CH2)nO
dltaladnos képletd vegylletet is nyujt, amelyben
n értéke 3 és 230, és
m értéke 0 és 20 kozott van; és
amelyben a protein elénydsen egy gydgyhatadsu protein.

A taldlmany egy eldényds megvaldsitasban egy

Me(OCH2CH2)nXCH2(CH2)mCHCHNH —— protein

Me(OCH2CH2)nX

dltaldnos képletl vegyiiletet is nyujt, amelyben
n értéke 3 és 230, és
m értéke 0 és 20 kozdtt van; és
X jelentése nitrogén-, oxigén- vagy kénatom; és amelyben
a protein elénydsen egy gydgyhatasu protein.

Az abrak rdvid leirasa

Az 1. abra foglalja ¢ssze a LCRF &ltal szabalyozott CCK fel-

szabaditést.

74.919/RAZ
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A 2. &bra az LCRF konjugdlasi eljardsok harom alapsémajat
mutatja.

A 3. abra a taldlmadny szerinti polimerek eldallitdsénak
alapvetdé reakcidévizlatait mutatja.

Bar a kovetkezd leiras elsdsorban és bemutatd jelleggel az
LCRF peptid komponensként toérténd alkalmazadsdra iradnyul a taldl-
many szerinti kidlénbozé gydgyszerkészitményekben és formulékban,
érzékelni kell, hogy a taldlmény haszndlhatésaga igy nem korla-
tozdédik, hanem inkabb barmilyen peptid féleségre kiterjed, ame-
lyek a talalmany szerint kovalens médon vagy ta&rsithatdéan konju-
galhatdék, ideértve, de nem korlatozva, az aldbbi peptid félesé-
geket: kalcitonin, ACTH, glukagon, somatostatin, somatotropin,
szomatomedin, paratiroid hormon, eritropoietin, hipotalamusz
felszabadité faktorok, prolaktin, tiroid stimul&lé hormon, en-
dorfinok, antitestek, hemoglobin, oldhaté CD-4, alvadasi fakto-
rok, szoveti plazminogén aktivator, enkefalinok, vazo- presszin,
nem-természetes opiétok, szuperoxid diszmutdz, interferon, asz-
paraginaz, arginaz, arginin dezamindz, adenozin dezamindz ribo-
nukleadz, tripszin, kemotripszin és papain, 1lugos foszfatdz, és
egyéb alkalmas enzimek, hormonok, proteinek, polipeptidek, en-
zim-protein konjugdtumok, antitest-hapten konjugatumok, virdlis
epitopok, stb.

A talalmany egyik célja, hogy alkalmas polimereket nyujtson a
peptidekkel végzett konjugalashoz ugy, hogy megkapjuk a fentebb
felsorolt szikséges tulajdonsagokat. Egy masik célja az, hogy
hasznositsa ezeket a médositott peptideket a peptid hosszantarté

in vivo bejuttatasaban. Tovabbi célja, hogy alkalmazza az elja-
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rast és aktiv forméban ordlisan juttassa el a peptideket.

Tovabbi célja, hogy tarsitottan konjugdlt peptideket alkal-
mazzon az immunoassay diagnosztikdban torténd felhasznalasra, és
egyéb, nem terapias (példaul in vitro) alkalmazasoknadl. A taldl-
many tovabbi célja, hogy stabilizdldé hatast konjugdlt peptid ké-
szitményeket, ideértve 'a kovalens médon kapcsolt készitményeket,
nyujtson, amelyek kiilonféle mddon alkalmasak az in vivo valamint
a nem in vivo alkalmazidsoknal, és hogy mas médszer szerint nem-
-kovalens, téarsitottan konjugdlt peptid készitményeket nyujtson,
amelyek kilonféle mdédon alkalmasak az in vivo valamint a nem in
vivo alkalmazésokndl.

A talalmany széles oltalmi korén beliil egyetlen polimer mole-
kula alkalmazhaté a peptid féleségek sokasdgaval végzett konju-
galasra, és az is eldényds lehet a taldlmany széleskdérd gyakorla-
taban, hogy sokféle polimert alkalmazzunk konjugald szerként egy
adott peptidhez; az ilyen megkdzelitések kombinacidéi is alkal-
mazhatdk. Tovabba, a stabiliz4ldé hatdssal konjugalt peptid ké-
szitmények mind in vivo, mind in vitro alkalmazhaték. Tovabba,
fel kell ismerni, hogy a konjugdldé polimer(ek) alkalmazhat (nak)
barmilyen egyéb csoportot, részt vagy egyéb konjugalt vegyiilet-
féleséget, amely alkalmas a végsé felhaszndlasra. Példaul, né-
hany alkalmazasnal hasznos lehet, hogy kovalens médon kapcsol-
junk a polimerhez olyan funkciondlis csoportot, amely ezt UV-
bomlassal vagy oxidaciéval szemben ellendlléva teszi, vagy egyéb
tulajdonsagokat vagy jellemzéket ad a polimernek. Egy tovabbi
példa szerint néhany alkalmazdsndl eldnyds lehet ugy funk-

cionalizalni a polimert, hogy némileqg reaktivva vagy térhalésit-
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hatéva tegytik a Jjellegét, és erdsitsiik az atfogdan konjugdlt
anyag kilonbdz8 tulajdonsagait vagy jellemz8it. Ennek megfeleld-
en, a polimer barmilyen funkcionalitast, ismétldédé csoportokat,
kotéseket vagy egyéb alkotd szerkezeteket tartalmazhat, amely
nem gatolja a konjugalt készitménynek a tervbe vett célt szolgéa-
16 hatékonysdgat. A taldlmany tovabbi céljai és eldnyei még
nyilvanvalébba valnak az alabbi leirisbdl és a szabadalmi igény-
pontokbdl.

Azokat a szemléltetd polimereket, amelyek hasznosan alkalmaz-
haték ezeknek a sziikséges jellemz&8knek a létrehozasdra, az alab-
biakban egy példaként szolgdld reakcidvazlatban ismertetjik. A
kovalens médon kapcsolt peptid alkalmazdsokndl, a polimerek
funkcionalizalhatdék, és ezutan hozzdkapcsolhatdék a peptid(ek)
szabad aminosavja(i)hoz 1labilis kotések 1létrehozadsdra, amelyek
lehetévé teszik az aktivitds megdérzését a labilis kotések érin-
tetlenil hagyasaval. A kotés kémiai hidrolizissel és proteoli-
zissel végzett eltdvolitasa ezutdn ndveli a peptid aktivitasat.

A talalmanyban alkalmazott polimerek alkalmasan olyan
alkotérészeket épithetnek be molekuldikba, mint az étkezési
zsirsavak (lipofil vég), polietilén-glikolok (viz oldhaté vég),
elfogadhaté cukor «csoportok (receptorral kolcsdnhatasba 1épé
vég), és a peptid kapcsolddashoz szolgald tavtartd csoportok. A
vdlaszthaté polimerek koziill a poliszorbatok kilonsdsen eldnydsek
és az alabbi targyaladsban ezeket valasztjuk a taladlmany
kiloénféle megvaldsitédsainak szemléltetésére. A taldlmany oltalmi
kdre természetesen nem korlatozddik a poliszorbatokra, és
kilénboz8 egyéb polimerek, amelyek magukba épitik a fentebb
leirt csoportokat, hasznosan alkalmazhatdk a talalmany

széberakOrli gyakorlataban. Néha sziikséges lehet az egyik ilyen
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szlikséges lehet az egyik ilyen csoportnak az eltdvolitdsa és ma-
sok megtartédsa a polimer szerkezetében anélkiil, hogy céljainktél
eltérnénk. Amikor szilkséges, hogy igy tegyilink, a cukor és/vagy a
kéztartd csoportok azok az eldényds csoportok, amelyeket el kell
tavolitanunk anélkil, hogy elveszitenénk a taldlmany kitdzott
céljait és eldnyeit.

Elényds, ha olyan polimerekkel dolgozunk, amelyek molekula
tomege 100 és 10000 dalton k&zé esik.

A talalmény gyakorlatdban a 2-4 szénatomos. alkil-polialkilén-
-glikolok polialkilén-glikol maradékai, eldnydsen a polietilén-
-glikol (PEG), eldénydsen éptilnek be a fontos polimer rendszerekbe.

Ezeknek a PEG maradékoknak a jelenléte hidrofil tulajdonsago-
kat ad a polimernek és a megfeleld polimer-peptid konjugdtumok-
nak. Ismereteink szerint bizonyos glikolipidek stabilizaljak a
proteineket és peptideket. Ennek a stabiliz&ladsnak a mechanizmu-
sa valdszinlileg magaba foglalja a glikolipid zsirsav csoportok-
nak a peptid vagy protein hidroféb részével végbemend egyesiilé-
sét; ez meggadtolja a protein vagy peptid aggregdcidéjat. Az is
ismert, hogy az aggregalédott peptidek a természetes peptidekhez
viszonyitva rosszul szivdédnak fel a vékonybélben. A taldlmany
ezért olyan polimer-peptid termékek 1létrehozasat tervezi, ame-
lyekben a peptid, példaul az LCRF, a polimernek vagy a hidrofil
vagy a hidroféb maradékaval van konjugdlva. A polimer zsirsav
csoportja arra szolgal, hogy kapcsolatot létesitsen a peptid
hidrofdéb részével és igy meggatolja az oldatban végbemend aggre-
gaciét. Az eredményll kapott polimer-peptid konjugadtumok igy az
aldbbi tulajdonsagokkal rendelkeznek: stabilizaltak (a kémiai és
enzimatikus hidrolizissel szemben); vizben oldhaték, a PEG mara-
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dék révén; és a zsirsav-hidrofdédb csoport kdélcsdnhatidsai kodvet-
keztében nem hajlamosak az aggregacidra.

A talalmény gyakorlatdban a polialkilén-glikol szarmazék kép-
zésének szamos elényds tulajdonséga van a polimer-peptid konju-
gatumok eldallitasdban, mivel a polialkilén-glikol-szarmazékok
alabbi tulajdonsadgaival egyesiilnek: javul a vizoldhatésag, amig
ugyanakkor antigén vagy immunogén reakcidé nem jelentkezik; nagy-
foki a bioldégiai kompatibilitdsa; a polialkilén-glikol-szar-
mazékoknak nincsen in vivo bioldégiai lebomlésa; és kénnyen kiva-
laszthatdk az él& szervezetek Aaltal.

A talalmény gyakorlatédban alkalmazott polimerek igy liofil és
hidrofil csoportokat tartalmaznak, amelyek a kapott polimer-pep-
tid konjugdtumot nagyon hatdsossa (biocaktivva) teszik mind orali-
san, mind parenteralisan, valamint a fizioldgids beadads egyéb méd-
jainal, és nagyon hatdsosak a nem-fizioldgids alkalmazasoknadl is.

Az alabbiakban a taladlmény szerinti polimer-peptid konju-
gatumok szemléltetd példaiként ismertetjik a kovalens médon kap-
csolt konjugatumok képleteit, amelyekre a koénnyedség kedvéért,
mint 1., 2. és 3. konjugdtumra utalunk, és az m, n, w, x és y
specifikus értékeit az aldbbi tédrgyaldsban irjuk le.

1. konjugatum:

0O=0

7
LCRF—N “0—(C2H40)w (OC2H4)xOR
H !

(OC2H4)yOR
CH2(OC2H4)Z0R

amelyben
wtx+y+z értéke 20; és
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R jelentése olajsav:

CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7C —

2. konjugatum:

I
LCRF-NH-C-OCH 2CH2(0OC2H4)nO-C(CH2)mCH3

3. konjugatum:

LCRF-NH-C-O(CH 2)m(0OC2H4),OCH3

Az 1. konjugdtum Jjellemzi a kereskedelemben beszerezhetd
poliszorbat-monocoleatot a polimer rendszer koézpontjdban, ami sok
gyégyszerészeti alkalmazasban felhaszndlt cukor-szarmazék. Az
oleinsav 1léanc 1lipofil és felszivédast noveld tulajdonsagokat
nyajt, amig a polietilén-glikol (PEG) maradékok hidrofil (hidro-
gén-kotést elfogadd) kornyezetet nyujtanak. Az inzulin eqy, a
polimer PEG részével szomszédos karbamdt kodtésen keresztil kap-
csolddik.

A 2. konjugatumban nincsen cukor-maradék, de az LCRF ismét a
polimerhez kapcsoldédik egy, a polimer PEG hidrofil szakaszaval
szomszédos karbamat kotésen keresztil. A polimer lipofil zsirsav
szakasza igy bizonyos tavolsdgra van az LCRF-hez vald kapcsold-
dds pontjatédl.

A 2. konjugatumra fentebb leirt &atrendezdédés megfordul a 3.
konjugatum esetében. A cukor-maradék még egyszer kizdrddik, de

ebben a szerkezetben a lipofil zsirsav maradék az LCRF-hez vald
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kapcsoldédés pontjadhoz van a legkOzelebb, és a hidrofil PEG sza-
kasz tavol van a kapcsolédasi ponttdl, amely ismét a karbamat
kotésen keresztil megy végbe.

A talalmany szerinti &ltaldnos gyakorlatban a polimereknek a
peptidhez toérténd kapcsolasara kilonféle eljarasok 4allnak ren-
delkezésre és a tovabbiakban ezeket részletesen megtargyalijuk.
Amikor proteinekkel és polipeptidekkel dolgozunk tudomasul kell
venni, hogy a peptidben bizonyos maradék csoportok fontosak ezek
altalanos bioldgiai integritdsaban. Fontos, hogy alkalmas kap-
csolé szert valasszunk, amely szikségtelenil nem 1lép kolcsdnha-
tasba ezekkel a maradékokkal. Néhany esetben nehéz lehet a kap-
csoldédast elkeriilni és ezért ezeknek a fontos maradékoknak az
aktivitdsat elfedni, de némi aktivitds elcserélheté a megnove-
kedett stabilitasra, mikdzben fenntartjuk a megszerzett elényds
tulajdonsagokat. Az in vivo alkalmazdsokban példaul, a beadas
gyakorisaga csokkenthetd, ami kisebb koltségeket és a beteg na-
gyobb alkalmazkoddéképességét eredményezi.

A protein-peptid konjugdlasban a taldlmannyal &sszhangban al-
kalmazott polimereket ugy tervezték, hogy joé fizikai tulajdonsa-
gokkal rendelkezzenek, amelyek lehetdévé teszik a sziikséges célok
elérését. Az abszorpcidét nodveld szerek, bar lehetdvé teszik a
peptideknek a sejt membréﬁon térténé athatolasat, nem javitjak a
peptidek stabilitasi jellemzdit, és az in vivo alkalmazasok
ezért felhasznalhatjak a taldlmany szerinti polimer-peptid kon-
jugatumokat az ilyen A&thatoldst noéveld szereket nem tartalmazd
készitményekben. A taldlmany egyik szempontja ezért arra vonat-

kozik, hogy zsirsav-szarmazékokat épitsink be a polimerekbe az
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dthatoldst noéveld szerek utdnzasara.

A taldlmany szerinti kovalens médon kapcsolt polimer-peptid
konjugatumokban a peptid egy labilis kémiai kotéssel kovalens
médon kapcsoldédhat a vizoldhatd polimerhez. A peptid és a poli-
mer kozotti ilyen kovalens kotés kémiai vagy enzimatikus reakci-
6val felnyithatdé. A polimer-peptid termék elfogadhatdé mértéki
aktivitast tart meg; a peptid komponens teljes mértékd aktivita-
sa akkor realizdlhatd, amikor a polimert teljesen lehasitjuk a
peptidrél. Ezzel egyidejilleg polietilén-glikol adagok vannak je-
len a konjugadldé polimerben, hogy nagy mértékd vizoldhatdsagot és
a vérkeringésben vald hosszabb fennmaraddst nyujtsanak a poli-
mer-peptidnek. A glikolipidek a polimerrel hasznosan egyesiilnek
oly médon, hogy zsirsav csoportjaik a peptid hidrofdéb teriletét
foglaljak el ¢és 1igy az aggregacidét meggadtoljdk. A peptidek
aggregacidéja azt eredményezi, hogy a vékonybélben gyengén szi-
védnak fel. Az aggregdlatlan peptidek konnyebben szivdédnak fel a
vékonybélb&l. A glikolipideknek ab konjugdlé polimerbe torténd
beépililése igy arra szolgal, hogy javitsa a stabilitdst és meg-
akaddlyozza a peptidek konjugacidé utani aggregacidéjat. A fentebb
leirt médositésok jobb oldhatésédgi, stabilitdsi és membran affi-
nitadsi tulajdonsdgokat nyujtanak a peptidnek. Ezen javitott jel-
lemzd8k eredményeként a talalmany tervbe veszi mind az aktiv po-
limer-peptid féleségek parenteralis és oralis mddon végzett be-
adasat, mind — a hidrolitikus felnyitds utdn — a peptid in vivo
alkalmazdsainak bioldgiai hozzaférhetdségét.

Az alabb leirt megvaldsitasban alkalmazott polimerek
osztdlyozhaték mint polietilén-glikollal médositott glikolipidek

@%9w/ﬁ%lietilén—glikollal médositott zsirsavak. Az eldényds
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polietilén-glikollal mdbédositott zsirsavak. Az eldnyds konjugdld
polimerek kozott emlithetdk a poliszorbatok, igy a monopalmitét,
dipalmitdt, tripalmitd&t, monolaurdt, dilaurdt, trilaurat, mono-
oleat, dioleat, trioledt, minisztearat, diszteardt és triszte-
arat. Az egyes kombindcidékbdl szdrmazd polimerek atlagos moleku-
latdmege eldénydsen koériulbelidl 500 és koridlbeliul- 10000 dalton k&-
z6tt van. Ennek a megvalésitéasnak eldnyds alternativ polimerjei
a polietilén—glikol—éterek és -zsirsav-észterek, ilyen zsirsavak
a laurin-, palmitin-, olein- és sztearinsav, és a polimerek &t-
lagos molekulatdmege 500 és 10000 dalton kozott van. Elényds, ha
van egy derivatizalhatd csoport a polimerben, ahol az ilyen cso-
port a polietilén-glikollal vagy a zsirsavval végzddé végen le-
het. A derivatizalhatdé csoport is elhelyezkedhet a polimeren be-
1dl, és igy tavtartd csoportként szolgalhat a peptid és a poli-
mer kozott.

Az alabbiakban szamos eljarast részletesen ismertetiink, ame-
lyekkel a zsirsav-szorbitanok médosithatdk, hogy megkapjuk a
szlikséges polimert, és szemléltetjuk a szerkezeteket is. A
poliszorbatok a szorbitolok és anhidridjeik észterei, amelyeket
szorbitol és szorbitol-anhidrid mdlonként koézelitdleg 20 mél
etilén-oxiddal kopolimerizalunk. Aldbb egy jellegzetes polimer

szerkezetét ismertetjik.

HO(C2H40)w, ~(OC2H4)xR1

(OC2H4)yR2

(OC2H4)zR3

A w, X, y és z értékének osszege 20, és R!, R? és R? mindegyi-
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ke egymastdl fliggetleniil valaszthatd a laurin—; olein-, palmi-
tin- és sztearinsav gysksk koézil, vagy R!' és R? mindegyikének je-
lentése hidroxi-csoport, amig R® jelentése laurin-, palmitin-,
olein- vagy sztearinsav gydk. Ezek a polimerek a kereskedelemben
kaphaték és ezeket gydgyszerkészitményekben alkalmazzak. Ahol
nagyobb molekulatdmeglii polimerre van szilikség, az glikolipidek-
bél, példaul szorbitan-monolauratbdl, szorbitdn-monooleatbdl,
szorbitadn-monopalmitatbdél vagy szorbitdn-monosztearidtbdl és egy
alkalmas polietilén-glikolbdél allithaté eld. Az aldbbiakban is-
mertetjik azoknak a glikolipideknek a szerkezeti képletét, ame-
lyek kiinduldsi anyagként alkalmazhatodk.

HO, OH

>
\\\

CH20-'C-(CH2)mCH3
amelyben
m értéke 10 és 16 kozott van.

A harom helyzetben polietilén-glikollal szubsztitudlt gliko-
lipid poiimerek szintézisében, eqgy, a zardé helyzetekben két sza-
bad hidroxicsoporttal rendelkezé polietilén-glikolt piridinben
oldott tritil-csoporttal védink az egyik z4&rd helyzetben, egy
mél tritil-kloridot alkalmazva. A polietilén-glikol megmaradd
szabad hidroxi-csoportjat vagy tozildttd vagy bromidda alakitjuk
at. A sziikséges glikolipidet egy alkalmas inert olddészerben old-
juk és natrium-hidriddel reagdltatjuk. A védett polietilén-
-glikol tozilatjat vagy bromidjat egy inert oldészerben oldjuk

és foloslegben vett glikolipid oldatot adunk hozza. A terméket
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p-toluol-szulfonsav vizmentes inert oldészerrel késziilt oldataval
szobahémérsékleten reagaltatjuk, és oszlopkromatografidval tisz-

titjuk. Az &atalakulas szerkezeteit az aldbbiakban ismertetjiik.

HO

+ BrCH2CH2(OC2H4)O-tritil (€x) —— NaH

I
CH20-C-(CH2)mCH3

tritil-O-(C2H40) 3§(OC2H4)yO-tritiI HO-(C2H40) ~NOC2H4)yOH

" -TSA
(OC2H4)0-titil 20 (OC2H4)7OH
O 0 0]
[l Il
- CH20-C-(CH2)mCH3 CH20-C-(CH2)mCH3
amelyben
m értéke 10 és 16 kozott wvan;

X, Yy, és z értékének Osszege 8 és 240 kozott van.

A reagensek molaris ekvivalensének bedllitadsaval és olyan po-
lietilén-glikolt alkalmazva, amelynek az molekulatdmege az al-
kalmas tartomanyban van, a sziikséges molekulatdmegli mono- vagy
diszubsztitudlt glikolipideket nyerjik, a fenti eljaras

alkalmazasaval.

HO_  (OH

(OC2H4)nOH
T
CH20-C-(CH2)mCH3
HO ~(OC2H4)nOH
(OC2H4)nOH
0]

I
CH20-C-(CH2)mCH3
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amelyben n és m értéke egymastdl fluggetlenil valtozhat, és az
barmilyen alkalmas érték lehet, amely megfelel a specifikus,
stabilizdlandd peptidnek, példaul 1 és 16 kozott.

A fentebb megadott glikolipid cukor csoportja glicerinnel
vagy amino-glicerinnel szubsztitudlhatdé, amelynek a szerkezeti

képlete az alabbi

(CH20H CH2NH2
HO—CH HO—CH
CH20H CH20H

Ebben a médosulatban a primer alkoholt elészdér egy zsirsav
csoporttal, példaul, laurin-, olein-, palmitin- vagy sztearin-
savval, éterifikaljuk vagy észterifikdljuk; az amino-csoportbél
zsirsavakkal szarmazékot képezink és amidokat vagy székunder

amino-csoportokat hozunk létre, amint az az aldbbiakban lathatd.

/CHQO-g-(CHz)mCH3 LH20(CH2)mCH3
HO—CH_ HO—CH_
CH20H CH20H
I
/CH2NH-C-(CH2)mCH3 CH2NH(CH2)mCH3
HO—CH HO—CH_
CH20H CH20H

amelyben
m-nek barmilyen alkalmas értéke lehet, példaul 10 és 16 kozott.

A visszamaraddé primer alkohol-csoportot egy tritil-csoporttal
védjuk, amig a szekunder alkohol-csoportot polietilén-glikollal
a szukséges polimerré alakitjuk &at. Rendszerint a polietilén-

-glikolon van egy kilépé csoport az egyik zard csoportnidl és egy

74.919/RAZ
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metoxi-csoport a masik zard csoportndl. A polietilén-glikolt egy
inert olddészerben oldjuk és hozzdadjuk egy glikolipidet és nat-
rium-hidridet tartalmazé oldathoz. A termékrél p-toluolszulfon-
savban szobahémérsékleten eltavolitjuk a véddécsoportot és igy az

aldbbi adbra szerinti polimert nyerjiik.

CH2X(CH2MCH3 CH2X(CH2)mCH3
RX(C2H40)n—CH_ Ll RX(C2H40)n—CH
CH2O-tritil CH20H

amelyben p-TsA jelentése p-toluolszulfonsav.

Néha szlkséges, hogy =zsirsav-szarmazékokat épitsiink be a
polietilén-glikol 1lanc kiloénboz& részeibe és igy bizonyos
fizikai kémiai tulajdonségokat alakitsunk ki, amelyek a
két/hadrom zsirsav molekuldval, példdul poliszorbat-trioleattal,
szubsztitudlt poliszorbatokéhoz hasonlék.

A polimerekre jellemz& szerkezeteket az aldbbi reakcidévazlat-

ban mutatjuk be, mint a poliszorbdt nyilt lancat.

T ,(0C2H4)n3XR
A PrNH-CO(C2H4O)n1-CH2-CH\
A CH2(0OC2H4)naXR
I
B PrNH-CO(C2H40)n1 ~OC2H4)n2XR

(OC2H4)n3XR

(OC2H4)naXR

74.919/RAZ
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T CH2(OC2H4)n3XR
C PrNH-CO(CzH40)n1‘CH\

CH2(OC2H4)n4XR

0
I§
D PrNH-CO(C2H40)n1+n3XR

A képletekben
Pr jelentése peptidek, proteinek, protein hatdanyagok;
R jelentése 5-8 szénatomos alkilcsoport;
n értéke 5 és 120 kozott van;

X jelentése oxigén-, kénatom, -C(=0)-0-, -C(=0)-NH-;

PrNH-C (=0)-0- = -NH-C(=0)-, -C(=0)-0-, -HN-C(=0)-0- csoport.
T ,CH2(0C2H4)n1XR
E PrNH-CO(CHz)m-CH\
CH2(OC2H4)n2XR

O
Il :
F PrNH-CO(CH2)m(OC2H4)n1-XR

|

Ml /(OC2H4)n1XR
G PrNH—CO(CHz)m-CHz—CH\

CH2(0OC2H4)n2XR

A képletekben

Pr jelentése peptidek, proteinek, peptid hatdanyagok;

74.919/RAZ
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R jelentése 5-18 szénatomos alkilcsoport;
n értéke 5 és 120 kozdtt van;
m értéke 2 és 15 kozott van;

X jelentése oxigén-, kénatom, -C(=0)-0-, -C(=0)-NH-;

PrNH-C(=0)-0- = -NH-C(=0)-, -C(=0)-0-, -HN-C(=0)-0- csoport.
I ,(0C2H4)n1XR
H PrNH-CO(C2H40)n-CH
(C2H40)yXR

A képletben

Pr jelentése peptidek, proteinek, protein hatdanyagok;

R jelentése 5-18 szénatomos alkilcsoport;
m értéke 5 és 18 kozott van:

n értéke 2 és 15 kozott van;

y értéke 5 és 120 kozott van;

és ahol m, n és y értéke egymadstdl figgetleniil vAdltozhat a fenti
szakaszokon belil, egymashoz viszonyitva.

Az A polimer eldallitasaban sziikséges, hogy megvédjuk a gli-
cerin, példaul solketdl, elsé és masodik szénatomjan 1lévd
hidroxi-csoportot. A megmaradd hidroxi-csoportot egy inert oldé-
szerben natrium-séva alakitjuk és a halogénezett vagy tozilezett
polietilén-glikollal reagaltatjuk, amelyben a polietilén-glikol
egyik végét észter formaban védtik meg. A glicerin véd&csoport-
jat eltavolitjuk és a kapott két hidroxi-csoportot a megfeleld
natrium-sékka alakitjuk at. Ezeket a sdkat egy inert olddészerben
olyan polietilén-glikollal reagdltatjuk, amelyet zsirsavakkal
részlegesen szarmazékkd alakitottunk. A reakcidé megindul, miutén

a szabad hidroxi-csoport tozildttad vagy bromiddd alakult A&t.

74.919/RAZ
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A G polimert ugyanigy szintetizaljuk annak kivételével, hogy
a védd&csoporttal ellatott glicerint eldészdr olyan zsirsavak ész-
tereivel reagaltatjuk, amelyeket a sav zard szénatomjan halogé-
neztink.

A C polimer szintézisében elényds 1,3-dihalogén-2-propanolbdl
kiindulni. A dihalogén vegyliletet inert olddészerben oldjuk és
olyan polietilén-glikol két méljédnak a ndtriumsdéjadval reagaltat-
juk, amelybdl elézb8leg egy zsirsav csoport egy mdéljadval szAarma-
zékot képeztink. A terméket kromatografidval vagy dializissel
tisztitjuk. A kapott szdraz terméket inert olddészerben natrium-
-hidriddel reagaltatjuk. Az 1igy keletkezett natrium-sét egy
részlegesen védett polietilén-glikol halogén-szarmazékaval
reagadltatjuk.

Néha sziikséges lehet, hogy elhagyjuk a polimer cukor csoport-
jat. A kapott polimer még igy is tartalmaz egy polietilén-glikol
toredéket. A zsirsav csoport membran affinitdsi tulajdonsagait
meg lehet tartani, ha egy zsirsavat megfelelden szubsztitudlunk
egy lipofil, hosszilancu alkénnal; 1igy megdrizzik a bioldgiai
kompatibilitadst. Ennek a megvaldésitdsnak egyik esetében a két
végcsoporton 1lévé hidroxi-csoporttal rendelkezd polietilén-gli-
kolt inert olddészerben natrium-hidriddel reagaltatjuk. Egy zsir-
savszerli csoport primer bromid-szadrmazékdnak egy ekvivalens
mennyiségét hozzdadjuk a polietilén-glikol és egy olddszer ele-
gyéhez. A kivant terméket egy inert oldészerrel extrahaljuk és

szlikség esetén oszlop-kromatografidval tisztitjuk.

NaH
CH3(CH2)mCH2Br + HOCH2CH2(OC2H4)nOH —2t» CH3(CH2)mCH2(0C2H4)nOH

74.919/RAZ
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Ahol sziikséges egy észterkodtést létrehozni a zsirsav és a
polietilén-glikol kozétt, a sav savkloridjat a foloslegben vett
kivadnt polietilén-glikollal reagdltatjuk egy alkalmas inert ol-

dészerben. A polimert egy inert olddszerrel extrahdljuk és sziik-

ség esetén kromatografiaval tovabb tisztitjuk.

CH3(CH2)mCOCI + HOCH2CH2(OC2H4)nOH ——>CH3(CH2)mgOCHQCH2(OCzH4)nOH
A peptidek néhany mdédosulatdndl sziikséges, hogy a zsirsav
csoportot kozvetlenll a peptidre konjugdljuk. Ebben az esetben a
polimert a zsirsav csoporton 1lévd derivatizadlhatdé finkcidval
szintetizaljuk. A megfeleld molekulatémegli mono-metoxi-poli-
etilén-glikol egy inert oldészerrel készilt oldatdt natrium-
~hidriddel reagaltatjuk, ezt kévetden hozzdadjuk a sav zaréd
szénatomjan egy kilépé csoportot hordozdé zsirsav etil-észterét
tartalmazé oldatot. A terméket olddszeres extrakcid utdn sziikség

esetén oszlop-kromatografiaval tisztitjuk.

[
CH3CH20C(CH2)mBr + HOCH2CH2(OC2H4)nXR —aH
Il
CH3CH20C(CH2)m-OCH2CH2(0OC2H4)nXR
Az észteren 1évé8 véddécsoportot hig savval vagy luggal végzett

reagadltatdssal tavolitjuk el.

HO-g(CHz)m-(OCzH4)nXR
Ahol szuikséges, hogy egy karbamat-kotést hozzunk létre a
polipeptiddel, a karboxi- vagy észter-csoportot hidroxicso-
portta alakitjuk at a szakterilileten jaratosak eldétt ismert kémi-
al redukcids eljaréassal.

74.919/RAZ
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HO-(CH2)m-(OC2H4)nXR

A polipeptid konjugalasban alkalmazott funkciondlis csoportok
rendszerint a polimer végén helyezkednek el, de néhany esetben
elényds, hogy a funkciondlis csoport a polimeren belil legyen.
Ebben a helyzetben a szarmazékot képz8 csoportok tavtartd cso-
portokként szolgalnak. Ezen megvaldsitas egyik esetében a zsir-
sav-csoport brémozhatdé a karboxil-csoporthoz viszonyitott alfa-
helyzet szénatomon és a sav-csoportot észterifikdljuk. Az ilyen
tipusu vegyllethez szolgald kisérleti eljaras hasonldé a fentebb
emlitetthez, amely az alabbi terméket eredményezi.

CH3(CH2)m-(f(OCzH4)nXR
COOH

Amikor nagyobb méretd tavtartd csoportra van sziikség eqgy
polietilén-glikol-monoéter amino-csoportta alakithaté &t és
olyan borostyankésav-anhidriddel reagdltathaté, amelyb8l egy
zsirsav-csoporttal szarmazékot képeztink. A primer amint
hordozé, szlkséges polietilén-glikolt natrium-foszfat pufferben
oldjuk 8,8 pH-n és szubsztitudlt borostyankésav-anhidrid
zsirsav-csoporttal reagaltatjuk, amint azt az alédbbi vazlat
mutatja. A terméket olddszeres extrakcidéval kiilonitjik el és

szikség esetén oszlopkromatografiaval tisztitjuk.

CH3(CH2)meHCXCHzCH2(OCzH4)nXR
e
COOH
Tudni kell azt, hogy a fenti reakcidévazlatok csupdn a szem-
l1éltetés céljaira szolgalnak, és ezeket a reakcidk és szerkeze-

tek szempontjdbdl nem szabad korlatozdé értelemben tekinteni,

amelyek hasznosan alkalmazhatdk a peptidek médositadsadra a taldl-

74.919/RA2
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many széles ko6rd gyakorlataban, példaul hogy javitsuk az oldha-
tésagot, stabilitdst és a parenterdlis és ordlis beadashoz szol-
gadld sejt-membrédn iradnti affinitést.

A taldlmény bioldégiailag kompatibilis polimerek konjugatumait
nytjtja mint bioldgiailag aktiv makromolekuldkat, diagnosztikai
reagenseket, stb., amelyek példaul peptidekbdél, proteinekbdl,
enzimekbdl, novekedési hormonokbdl, novekedési faktorokbdl és
hasonldékbél &llnak. Az ilyen makromolekuldris vegyluletek fel-
éplilhetnek amid-kotéssel kapcsolt alfa-amino-savakbdl, amelyek
peptid-oligomereket és -polimereket képeznek. Ezen vegyiiletek
funkciéinak fliggvényében, a peptid komponensek lehetnek protei-
nek, enzimek, novekedési hormonok, stb. A rovidség kedvéért
ezekre a vegylletekre oOsszességében mint peptidekre utalunk, és
Pr-rel jeloljik ezeket. A bioldgiailag aktiv peptidek valamennyi
esetben szabad amino- vagy karboxil-csoportokat tartalmaznak. A
polimer és a peptidek kozotti kotés altaldban a szabad amino- és
karboxi-csoportok kozott jon létre.

Az itt Dbemutatds céljaira valasztott peptidek kiildndsen
érdekesek az orvostudomany, mezdgazdasdg, tudomdny és a hdztar-
tdsok teriletén, valamint ipari alkalmazadsokndl. Ezek lehetnek
az Aatilltetéses terdpidban alkalmazott enzimek, az &llatok nove-
kedését eldésegitdé hormonok, vagy sejtnoveld szerek a sejt-
tenyészetben; vagy kilonbdzd alkalmazdsokndl felhasznalt aktiv,
proteinszerd anyagok, példaul biotechnoldégiai és bioldégiai sze-
rek, és orvosi diagnosztikumok. Az emlithetd enzimek k&zdtt van
a szuperoxid diszmutéz, interferon, aszparagindz, glutamaz,

arginaz, arginin dezamindz, adenozin dezamindz ribonukleinaz,
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tripszin, kromo- tripszin és papin. A peptid hormonok k&zétt em-
litheté az inzulin, kalcitonin, ACTH, glukagon, szomatozin,
szomatropin, szomatomedin, paratiroid hormon, eritropoietin,
hipotalamusz felszabadité faktorok, prolaktin, tiroid stimuldléd
hormonok, endorfinek, enkefalinok és vazopresszin.

A polimernek a peptiddel végbemend reakcidja koénnyen ‘végre-
hajthaté, amellyel kovalens médon kapcsolt konjugdlt termékeket
kapunk. Az aldbbi targyalds rovidsége céljabdl, a polimerre mint
P-re fogunk hivatkozni. Ahol a polimer hidroxi-csoportot tartal-
maz, azt el8szdér egy aktiv karbondt-szarmazékkd alakitjuk at,
amilyen a p-nitro-fenil-karbonat. Az aktivalt szarmazékot azutan
révid idészak alatt, enyhe koérilmények kozdtt a peptiddel rea-
galtatjuk, igy megdérzott bioldgiai aktivitassal rendelkezd

karbamdt-szarmazékokat nyerink.

o 0
I I
(P)—CHg—O—C—O—@—Noz + Pr-NHp —> (P)—CH2—0—C—NHPr

A fenti reakcid és reagens csak szemléltetésként szolgal és
nem kizardélagos Jjellegli; uretdn képzddést vagy egyéb kotéseket
eredményezd8, mas aktivald reagensek is alkalmazhatdék. A hidroxi-
-csoport amino-csoporttd alakithatd at a szaktertileten jaratosak
eldétt ismert reagensekkel. Karboxi-csoportjainak ezt kovetden
peptidekkel végzett kapcsoladsa amid-csoport képzddését eredmé-
nyezi.

Ahol a polimer egy karboxi-csoportot tartalmaz, az vegyes an-
hidriddé alakithatdé &t és a peptid amino-csoportjdval reagaltat-

va amid-kotést tartalmazdé konjugdtumot képez. Egy masik eljarés-
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ban a karboxi-csoport vizoldhaté karbodiimiddel elegyithetd és a
peptiddel reagaltatva amid-koétéseket hordozd konjugadtumokat nye-
rink.

A peptid konjugatumok aktivitdsa és stabilitdsa sokféle mdédon
valtoztathaté, példadul a polimer/peptid molekulaaradny valtozta-
tdsaval és masféle molekula méretd polimer alkalmazasaval. A
konjugdtumok oldhatdésaga valtoztathatdé a polimer készitménybe
beépitett polietilén-glikol csoport aradnydnak és méretének val-
toztatdsadval. A zsirsav és polietilén-glikol csoportok gondos
kombindladsadval a hidrofil és hidroféb tulajdonsagok kiegyensu-
lyozhatdék.

Az alabbiakban ismertetiink néhdny szemléltetd mddositd

reakcidésémat a taldlmdny szerinti polimer-peptid konjugadtumaira.

I CH3(CH2)mO(C2H40)n ~(OC2H4)N20(CH2)mCH3

(OC2H4)n30(CH2)MCH3
(OC2H4)n4OH

1. CH3(CH2)mOH

2. NaH
3.1 M NaOH

J Z-(C2H40)n ~NOC2H4)n2-Z

(OC2H4)n3-Z

I
(OC2H4)n4OC-R

1. CH3(CH2)m(OC2H4)nOH
2. NaH
3. 1 M NaOH/2
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K CH3(CH2)mO(C2H40)n ~0OC2H4)n20(CH2)mCH3

(OC2H4)n30(CH2)mCH3

Z=-OTs vagy -Br
(OC2H4)n40OH

L HO(C2H40)n ~OC2H4)n20H

(OC2H4)n30H

Il
(OC2H4)n4O-C-RH

1. NaH/©
2. Br(CH2)mCOOR

3.1 M NaOH

HOOC-(CH2)mO(C2H40)n ~OC2H4)n20(CH2)mCOOH

(OC2H4)n30(CH2)mCOCH

(OC2H4)n4OH

Az I, J és K jelld vegyluleteket magdba foglald fenti reakcid-
vazlatban, a bemutatott reakcidé utak a konjugdlt polimer hidro-
fil/lipofil jellege kiegyensulyozasdnak mdédositasadra szolgalnak.
A  konjugdldé polimerben 1évd észter-csoportok érzékenyek az
észterdzok 4altali hidrolizissel szemben; ezért az észtercsopor-
tokat tartalmazdé konjugdld polimerek mdédosithatdk, hogy az ész-
ter-csoportokat olyan észter-csoportokkd alakitsuk &t, amelyek
jelleglikben jobban ellenadllnak a hidrolizisnek. Az L és M
vegylileteket magaba foglald reakcidvazlat szemlélteti a hidroxi-
csoportoknak karboxilat-csoportokka torténd atalakulasat. Ebbdl
a szempontbdl a karboxi-csoportok karboxildt-aniont nyujtanak,
amelynek Jjobb a stablizald funkcidja (ionos koordindlt komplexe-
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ket képezve), mint a hidroxi-csoportnak, amely nem képez ilyen
komplexeket. A taldlmdny szerinti polimer féleségeket tartalma-
z6, koordindlt ion-komplexek képzésére szolgidld més, alkalmas
anion forrassal rendelkezd funkcidés csoport lehet a szulfat- és
foszfat-csoport.

A kulonbozdé eljarasok altaldban eldnydsen alkalmazhatdk a ta-
lalmany szerinti polimer-peptid konjugatumok stabilitési‘jellem—
z8inek Jjavitasdra, ideértve a polimer hidrolizisnek jobban el-
lendlldé csoportokkal végzett funkcionalizaldsat; példaul az ész-
ter-csoportoknak éter-csoportokka torténéd eldbb szemléltetett
dtalakulasat; a konjugdld polimer lipofil/hidrofil egyensulyanak
a mobédositasat, amely megfeleld a polimer A&ltal stabilizalt
peptidhez; és a polimer molekulatdmegének a polimer A&ltal stabi-
lizalt peptid molekulatomege alkalmas szintjéhez torténd hozza-
igazitasat.

Az értékes polialkilén-glikollal médositott polimerek — ame-
lyek a taldlmény szerinti terdpids alkalmazadsokhoz szolgdlnak —
paratlan tulajdonsaga az A&ltaldnos bioldgiai kompatibilitéds. A
polimereknek kilonbdzé vizoldhatésadgi tulajdonsdgaik wvannak és
nem toxikusak. Ezek nem antigének, nem immunogének és nem lépnek
kolcsdnhatasba az enzimek bioldgiai aktivitasaval. Ezek sokdig
keringenek a véradramban és konnyen kilirithetdk é18 szervezetek
altal.

Azt taldltuk, hogy a taldlmany szerinti termékek hasznosak a
peptidek bioldgiai aktivitasanak fenntartasdban, és terdpids be-
addsra eldallithatdék példaul vizben vagy elfogadhaté folyékony

kbzegben végzett oldassal. A beadads torténhet vagy parente-
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rdlisan vagy oralisan. Finom kolloid szuszpenzidk készithetdSk a
parenterdlis beadasra, hogy hosszan tartdé hatédst érjink el, vagy
beadhatdék ordlis uton is.

A szaraz, liofilizalt &llapotban a taldlmany szerinti peptid-
-polimer konjugdtumoknak jé a tarolédsi stabilitdsa; a taldlmany
szerinti konjugdatumok oldat formaju gydégyszerkészitményeire 1is
jellemzd a jé tadrolédsi stabilités.

A taldlmany szerinti terdpias hatasu polimer-peptid
konjugadtumok alkalmazhatdk barmilyen 4&llapot vagy betegség ko-
rilmény megelSzésére vagy kezelésére, amellyel szemben a peptid
alkotdérész hatésos.

Ezen tulmendéen a talalmany szerinti polimer-peptid konju-
gatumok alkalmazhatdk alkotdrészek, 4&llapotok vagy betegség
helyzetek diagnézisdra bioldgiai rendszerekben vagy mintéakban,
valamint diagnézis céljaira nem-fizioldégids rendszerekben.

Tovabba, a talalmany szerinti polimer-peptid konjugatumok al-
kalmazhatdék 4&allapot(ok) vagy betegség helyzet(ek) megel&zésében
vagy kezelésében noévényi rendszereknél. Példaul a konjugdtum
peptid komponense inszekticid, herbicid, fungicid, és/vagy
peszticid hatassal rendelkezhet, igy megfelel kiiloénboz8 ndvényi
rendszerekben vald alkalmazéasra.

Tovabba, a talalmany szerinti konjugédtumok peptid komponense
antitest vagy antigén tulajdonséagu lehet, diagnosztikai,
immunolégiai, és/vagy vizsgdlati célokra.

A terapias alkalmazasban a taldlmany kezelési eljardst tervez
dllatok szamara, amelyek ilyen 4&llapot(ok)ban vagy betegség

helyzet (ek)ben vannak, vagy latens médon ilyenekre fogékonyak,
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és 1igénylik az ilyen kezelést; a kezelés abbdél 4all, hogy a ta-
1ad1lmény szeriﬁti polimer-peptid konjugdtum hatdsos mennyiségét
adjuk be az A&allatnak, amely terdpiadsan hatdsos a fentebb emli-
tett 4llapotra vagy betegség helyzetre.

A taldlmény szerinti polimer-peptid konjugdtumokkal kezelt
betegek lehetnek mind emberek, mind &llatok (példdul madarak,
kutyak, macskak, tehenek, lovak), eldénydsen emlds betegek, és a
legeldénybsebben emberek.

A lekizdendS specifikus &llapottdél vagy betegség helyzettdl
fliggéen, az allatoknak a talalmany szerinti polimer-peptid kon-
jugatumok barmilyen alkalmas, terdpidsan hatdsos és biztonséagos
adagban beadhatdk, ami a szakterilileten jaratosak &ltal koénnyen
és szikségtelen kisérletezgetés nélkil meghatarozhaté.

Az (1) éltalénos'képletﬁ vegylletek alkalmas ddbzisai a teré-
pids hatds elérése céljdbdl Aaltaldban 1 mikrogramm (pg) és 100
milligramm (mg) per kg beteg testtomeg per nap, eldnydsen 10 pug
és 50 mg per kg testtdmeg per nap, és a legeldénydsebben 10 pg és
50 mg per kg testtdmeg per nap kozdétt vannak. A sziikséges dézist
elényosen kettd, harom, négy, o6t, hat vagy tobb alddézisban adjuk
be, alkalmas idd&szakonként a nap folyamdn. Ezek az aldézisok
egységdézisok formajadban adhatédk be, amelyek példadul 10 pg és
1000 mg, eldénydsen 50 pg és 500 mg, és a legeldnydsebben 50 pg és
250 mg kozotti mennyiségben tartalmazzadk a hatdanyagot egységdéd-
zisonként. Mas médszer szerint, ha a beteg &llapota gy kivanja,
a dbézisok folyamatos infuzidéval is beadhatdk.

A beadas médja €s a dbézis formaja természetesen befolyasolja

a hatdanyagok teradpias mennyiségeit, amelyek sziikségesek és ha-
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tdsosak az adott kezelés alkalmazasanal.

Példdul az ordlisan beadott ddézisok mennyisége jellemzden
legalabb a kétszerese, példaul 2-10-szerese, a parenterdlis be-
addsndl alkalmazott mennyiségeknek, ugyanabbdél a hatdanyagbdl.

A taldlmdny szerinti polimer-peptid konjugatumok beadhatdk
onmagukban, valamint gydégyszerészetileg elfogadhatd észtereik,
s6ik és egyéb, fizioldgiasan funkciondlis szarmazékaik alakja-
ban.

A taldlmdny olyan gydégyszerkészitményeket 1is nyujt, mind
allatgydégyaszati, mind human alkalmazadsra, amelyek hatdanyagként
egy vagy tobb, a taldlmany szerinti polimer-peptid konjugatumot
tartalmaznak.

Ezért az ilyen gydégyszerészeti- és gydgyszerkészitményekben a
hatdanyagot eldnydsen egy vagy tobb gydgyszerészetileg elfogad-
haté viv6anyaggal és adott esetben barmilyen egyéb gydgyhatésa
alkotdérésszel egyitt alkalmazzuk. A vivdanyag(ok)nak elfogadha-
té(k)nak kell lennitk abba az értelemben, hogy kompatibilisnak
kell lenniik a készitmény egyéb alkotdrészeivel és nem szabad
indokolatlanul veszélyt jelenteniik a gydgyszerszeddk szamara. A
hatbanyagot olyan mennyiségben kinaljuk, hogy az hatékonyan érje
el a sziukséges és fentebb emlitett farmakoldédgiai hatéast, és
olyan mennyiségben, amely alkalmas mébdon teszi ki a sziikséges
napi dézist.

A gydégyszerkészitmények kozé tartoznak azok, amelyek alkalma-
sak a parenterdlis, valamint nem-parenterdlis beadasra, és a
specifikus beadasi mdbdok k&ézé tartozik az ordlis, rektdalis,

bukkalis, helyi, nazalis, szemészeti, szubkutdn, intramuszkuld-
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ris, intravénéds, transzdermdlis, intratekalis, intraartikuléris,
intraartérias, intraarachnoid, brochialis, limfatikus, vaginalis
és intrauterin beadas. Eldénydsek az ordlis és parenterdlis be-
adasra alkalmas gydégyszerkészitmények.

Amikor egy folyékony oldatbdél alld gydgyszerkészitményben al-
kalmazzuk a hatdanyagot, ez a gydgyszerkészitmény eldnydsen ora-
lisan vagy parenteréalisan adhatdé be. Amikor a hatdanyagot folyé-
kony szuszpenzidéban vagy porként alkalmazzuk egy biolégiailag
kompatibilis viv&anyagot tartalmazé gydgyszerkészitményben, a
gybdgyszerkészitmény elénydsen ordlisan, rektdlisan vagy bronchi-
dlisan adhaté be.

Amikor a hatdanyagot kodzvetleniil alkalmazzuk poritott szilard
anyag formajaban, eldénydsen a hatdanyag ordlisan adhatdé be. Mas
médszer szerint beadhatd bronchidlisan a port egy vivégazban el-
porlasztva, 1gy a por egy gazzal alkotott diszperzidjat képez-
zlik, amelyet a beteg egy alkalmas porlasztdébdl &4lld késziilékbél
belélegez.

A taldlmany szerinti hatdanyagot tartalmazdé gydgyszerkészit-
mények eldénydsen egységddzis formaban készithetdk ¢és ezek a
gyégyszerész szakmaban ismert barmilyen eljardssal eld&llitha-
ték. Ezek az eljdrasok altalaban magukba foglaljdk azt a lépést,
amikor a hatdanyago(ka)t egy vivdanyaggal tarsitjdk, amely egy
vagy tobb kiegészitd alkotdrészt képez. Jellemzd mdbdon a gydgy-
szerkészitményeket ugy allitjak eld, hogy egyenletesen és alapo-
san Osszedolgozzak a hatdanyago(ka)t egy folyékony viv8anyaggal,
egy finoman eloszlatott szilard viv&anyaggal, vagy mindkettével,

és ezutan, szlkség esetén, kialakitjdk a terméket a kivant
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gybgyszerkészitmény adagolasi formdaira.

A taldlmény szerinti, az ordlis beaddsra alkalmas gydgyszer-
készitmények kilonalld egységekként készithetdk el, ilyenek a
kapszuldk, tasakok, tablettdk vagy hosszikds tablettdk, mind-
egyik a hatdanyag eldre meghatdrozott mennyiségét tartalmazza
porként vagy granulaként; vagy lehet vizes folyadékkal vagy nem-
vizes folyadékkal készitett szuszpenzid, példaul szirup, elixir,
emulzidé vagy kanalas orvossag.

A tabletta készlilhet préseléssel vagy ontéssel, adott esetben
egy vagy tobb kiegészité alkotdrésszel. A préselt tablettik eléd-
dallithaték egy alkalmas gépen végzett préseléssel, amelynél a
hatdanyag szabadon folyé formadban van Jjelen porként vagy
granulaként, amelyet adott esetben egy koétSanyaggal, szétesést
eldsegité anyaggal, siklatd szerrel, inert higitdészerrel, feli-
letaktiv szerrel, vagy felszabadité szerrel keverink. A poritott
hatdanyagnak egy alkalmas vivéanyaggal készilt keverékét tartal-
mazé ontott tablettdk egy alkalmas gépen végzett o6ntéssel 4llit-
haték elé.

A szirup ugy készithetd, hogy a hatdanyagot egy cukor, példa-
ul szacharéz, toémény vizes oldatdhoz adjuk hozza, amelyhez bar-
milyen egyéb kiegészitd alkotdrészt is hozzdadtunk. Az ilyen ki-
egészitd alkotodrész(ek) lehet(nek) izesitdszerek, alkalmas tar-
tésitbészerek, a cukor kristdlyosodasat késleltetd szerek és
olyan anyagok, amelyek barmelyik egyéb alkotdérész — ilyen a
polihidroxi-alkohol, példdul glicerin vagy szorbitol — oldhaté-
sadgat novelik.

A parenteralis beadasra alkalmas gydgyszerkészitmények alkal-
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mas médon a hatdanyag steril vizes készitményét tartalmazzak,
amely eldénydsen a kezelt beteg vérével izotdnids (példaul izotd-
nids soéoldat). Az ilyen gydgyszerkészitmények szuszpenddld sze-
reket és slUrité szereket vagy egyéb mikroszemcsés rendszereket
tartalmazhatnak, amelyeket arra terveztek, hogy a hatdanyagot a
vér alkotdrészeibe, vagy egy vagy tobb szervbe célba juttassak.
A gydbgyszerkészitmények késziilhetnek egység ddbzisos vagy tobb
dézisos forméban.

A nazalis aeroszol gydégyszerkészitmények a hatdanyagok tisz-
titott vizes oldatait tartalmazzak tartdésitd szerekkel és izotd-
nids szerekkel tarsitva. Az ilyen gydgyszerkészitményeket els-
nyosen egy bizonyos pH értékre 4llitjdk be és izotdnids &llapo-
tuk kompatibilis az orr nyalkahdrtya membranjaval.

A rektdlis beadasra szolgdld gydgyszerkészitmények kup forma-
jédban késziulhetnek, egy alkalmas vivdanyaggal, példaul kakadvaj-
jal, hidrogénezett zsirokkal wvagy hidrogénezett zsir-karbon-
savval tarsitva.

A szemészeti gydgyszerkészitményeket a nazalis aeroszolhoz
hasonldé médszerrel allitjuk eld, annak kivételével, hogy a pH
értéket és az izotdénids faktorokat eldénydsen a szemhez alkalmaz-
kodva &llitjuk be.

A helyileg alkalmazott gydgyszerkészitmények a hatdanyagot
egy vagy tobb olyan kdézegben oldva vagy szuszpendalva tartalmaz-
zdk, mint az asvanyolaj, petrdleum, polihidroxi-alkoholok vagy
egyéb, a helyi alkalmazdsra szolgald készitményekben hasznalt
bazisok.

A fentebb emlitett alkotdrészeken kivil, a taldlmlny szerinti
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gydgyszerkészitmények tovébbi egy vagy tobb kiegészitd alkotd-
részt tartalmazhatnak az alabbiak koziil valasztva: higitédszerek,
pufferek, izesitd szerek, szétesést eldsegitd szerek, feliiletak-
tiv anyagok, slritdk, siklatd szerek, tartdsitdk (ideértve az
antioxidansokat) és hasonldk.

A taldlmény szerinti nem terdpiads alkalmazasokban a polimer-
-peptid konjugdtum egy kovalens mdbédon kapcsolt vagy masféle,
nem-kovalens kotésl kapcsolatot haszndlhat fel a peptid és a po-
limer komponensek ko&zott. Tovabba, a tarsitva kapcsolt peptid és
polimer komponensek alkalmazhatdék a terdpids hatdsu peptid ké-
szitmények beadasanidl, alkalmas beadasi eljarasockkal, amelyeket
fentebb szemléltetd mdédon irtunk le, a taldlmédny kovalens médon
kapcsolt polimer-peptid konjugdtumainak szemléltetd ismertetésé-
vel kapcsolatban.

Az ilyen nem terdpias, tarsitva kapcsolt peptid-polimer
gybégyszerkészitményekben, a peptid és polimer komponensek kez-
detben egyitt formuladzhatdk, hogy nagyobb stabilitédst és bomlas-
sal szembeni ellendlldst nyerjlink; mas mdédszer szerint ezek a
komponensek példaul kilonalldé részei lehetnek egy tdbb alkotd-
részb861 A4ll16 készitménynek, amelyet a felhaszndldskor keveriink
0ssze, és amely a polimer és peptid kozotti tarsitd kotés hid-
nyaban a kapott keverékben fogékony lesz a gyors romlasra vagy
egyéb lebomlasra. Tekintet nélkil a tarsitva kapcsolt peptid és
polimer gydgyszerkészitmény formadjara, a taldlmany tervez egy
Osszefiiggdé tarsitast, amely a peptid néhany tulajdonsagat vagy
allapotat javitja, vagy masképpen noveli ennek haszndlhatésagat

ahhoz a peptid komponenshez viszonyitva, amelynek nincsen ilyen
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tdrsitd polimere.

Ennek megfelelden, a taldlmany alkalmas polimereket kivan
nyljtani az oldatban 1lévé peptidek in vitro stabilizd&lasdhoz, a
nem-terdpids alkalmazds eldnyds szemléltetd alkalmazasaként. A
polimerek alkalmazhatdék példaul a peptid hé-stabilitasénak és az
enzimatikus bomladssal szembeni ellendlldé képességének ndvelésé-
re. A peptid hé-stabilitasi tulajdonsaganak novelése a talalmany
szerinti konjugdlas révén lehetdséget nyajt az eltarthatédsag, a
szobahémérsékleti stabilitds, valamint a diagnosztikai és kuta-
tasi reagensek és kitek, példadul immunoassay kitek, tartéssaga-
nak Jjavitdsdra. Kilonleges példa révén a lugos foszfatdz kova-
lens vagy tarsitdé médon egy alkalmas polimerhez kapcsolhaté a
taldlmannyal Osszhangban, hogy stabilitast adjon az ilyen fosz-
fataznak, amikor ezt reagensként alkalmazzdk a bioldégiai folya-
dékokban 1évé antitest vagy antigén kolorimetrids kimutatdsahoz.

Az alabbi példédk a taldlmadny szemléltetését szolgdljak, és
ezeket nem kell korlatozd jellegleknek tekinteni.

Példak

Az LCRF-amfifil polimer konjugdtum eldallithatd és tesztelhe-
té6 a CCK-felszabaditd aktivitasra. Ekkor az LCRF konjugatumnak
értékelhetd a proteolizissel szembeni ellendlld képessége. A fi-
zioldgids és viselkedési hatasok in vivo &allatkisérletekben erdé-
sithetdék meg.

Egy LCRF amfifil polimer konjugatum eldallitasa

Kilonb6z8 méretd és kémiai Osszetételld amfifil oligomerek
vagy polimerek alkalmazasaval a peptid konjugdtum abszorpcids és

megoszlasi tulajdonsagai megvaltoztathatdék. Eldnyds, hogy az
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LCRF peptidhez kapcsolt polimerek ne 1lépjenek kolcsdnhatésba a
receptor kotéssel. Az LCRF és receptora kozotti kdlcsdnhatés
pontos természete nem ismert, de tortént két megfigyelés a kol-
csdnhatassal kapcsoclatban: a 11-25 maradékok doéntéek a kdlcsdn-
hatas szempontjébdél, és a 19 és 20 maradékok kozdtti felnyitds
tonkreteszi a kotés aktivitadsat. Ezért egy hidrolizalhatd kotést
fogunk alkalmazni a K19-nél, hogy a ©peptidet a tripszin
proteolizistél megvédijiik.

A taldlmany szerinti konjugdtumoknak két komponensiik van (PEG
és alkil-lanc), amely két hasznos tulajdonsdgot nyujt az LCRF-
nek. El&szor, négy, elagazé oligomert alkalmazva a N-végpontnal,
megakadalyozzuk a szernek a bélbdl a vérdramba tdrténd felvétel-
et. Ebb&l a célbdl 5-10 kD-os oligomert adunk a N-végpontra, mi-
vel a 4 kD-osnal nagyobb molekulatdmegli molekuldk nem jutnak A&t
a bélfalon a vararamba, hanem visszamaradnak a lumenben. MAasod-
szor, a hidroféb alkil-lanc a bél felhdmjdnak sejt membrénjaiba
be tud épilni, a peptidet szoros koézelségbe hozva cél-recep-
toraval a felham sejt felszinén. El1d8nyds, hogy a PEG/alkil
konjugatumot a N-végponthoz kapcsoljuk, tavol a receptor kotésbe
foglalt maradékoktél.

Az LCRF els6 35 maradéka (az LCRF aminosav-szekvenciaja:
STEFWAYQPDGDNTPDYQKYEHTSSPSQLLAPGDYPCVIEV) szildrd fazisu eljara-
sokkal eldallithatdé és a kereskedelemben beszerezhetd. Az LCRF
konjugacidé eljarasai harom alapvetd sémat kodvetnek, amelyeket a
2. abran foglalunk ossze.

Az LCRF két reaktiv amino-csoportot tartalmaz, amelyek alkal-

mazhaték a konjugatumnak az amino-végponthoz és egy lizin oldal-
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lanchoz vald kapcsolaséara. Az 1. konjugdtum (1. konjugatum) egy
4-10 kD 4&tlagos molekulatomegld eldgazd oligomert alkalmazhat,
amely egy nem hidrolizilhatd kotéssel kapcsolddik az LCRF N-vég-
pontjdhoz. Ennek a konjugdtumnak harom kulcsfontossagld jellemzdb-
je van. El&szér, a N-végponton 1évé oligomerek disztalisan he-
lyezkednek el az LCRF ismert receptor-kotési helyéhez képest, és
igy valédszinltlen, hogy karositjak annak bioldgiai hatéasat. Ma-
sodszor, az N-végponton lévé eldgazd oligomer sztérikusan géatol-
ja az amino-peptidazokat, amelyek maskilonben lebontandk a
peptidet. Harmadszor, az eladgazé oligomerek mind szélséséges
vizoldhatésagot, mind erdsen megnagyobbodott méretet nylGjtanak
az LCRF konjugatumnak, amely megakadalyozza, hogy a peptid ke-
resztil hatoljon a vékonybél felhamjénak falén.

A 2. konjugatum az 1. konjugatumnal leirt N-végponti konjugéa-
tumot, és egy masodik, a K19 epszilon-amino-csoportjdhoz kap-
csolt konjugdtumot alkalmazhat. Ez a linedris oligomer egy
hidrolizdlhaté kotéssel kapcsoldédhat wGgy, hogy — bizonyos idé
milva — az oligomer hidrolizdl és lehetévé teszi, hogy az LCRF
receptordhoz kapcsolédjék. A K19 a vélelmezett receptor-kotési
szekvencia kozelitd centrumdban van. A 2. konjugadtum kulcsfon-
tossagu Jjellemzd&i, az 1. konjugadtumndl leirtakon kivul azok,
hogy egy hidrolizdlhaté oligomert addiciondl a K19-nél, amely
védelmet nyujt a tripszin hidrolizissel szemben. MAasodszor, az
oligomer hidrolizalhatd kotése lehetédvé teszi az alkalmas recep-
tor kotést. Harmadszor, az oligomer lassl hidrolizise a K19-nél
(varhatdéan T3, = 30-60 perc) meghosszabbitott hatédstartamot

nyajthat az LCRF-nek. A 3. séman a C-végponton, N-végponton és a
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K19-nél van egy-egy konjugadtum. A C-végponton 1évé maradék
(tirozin) lizinné alakul, igy egy harmadik helyet nyGjt a konju-
galashoz. Nem varhat6é, hogy az a mutdcidé megvaltoztatja a recep-
tor kotést, mivel a kotési terillet a 35 maradék koziil legaldbb
10-nél meglelhetd. Az amfifilitds egyensulyadt egy elagazd
oligomer helyett harom linedris polimer alkalmazasival valdsit-
juk meg. Egy hidroliza&lhaté oligomernek a C-végpontra torténd
hozziadasa ellendllast biztosit a karboxipeptidazok &ltali bom-
lassal szemben. Az Osszes oligomernek hidrolizissel végzett el-
tavolitasa regeneralja az aktiv LCRF teljes biolégiai aktivita-
sat. Az oligomerek hidrolizise (varhatdéan Ti,; = 30-60 perc) meg-
hosszabbithatja az LCRF hatéasat.

A 3. abran mutatjuk be az LCRF konjugdtum szintézisének reak-
ciévazlatat. Az oligomer karboxil-alkanolokat brémmal aktivaljuk
és észterifikadljuk. Az oligomer PEG-t ezutdn az aktivalt alkan
oligomerekhez kapcsoljuk. A PEG/alkadn-karbonsavnak a peptid sza-
bad amionsavjdhoz vald kapcsolasat N-hidroxi-szukcinamiddal vi-
zes oldatban olyan pH értéknél végezziik, ahol az amino-csoport
nukleofil. Az eldzetesen szintetizdlt és tisztitott oligomereket
aktivaljuk és az LCRF-hez kapcsoljuk valtozdé reakcidkdriilmények
mellett, amelyek lehetdvé teszik az oligomereknek bizonyos he-
lyekhez (N-termindlis, C-termindlis vagy K19) vald kapcsolasat.
A konjugacids reakcidk és a termék tisztitdsa szekvencidjat is
alkalmazni lehet bizonyos specifikus konjugacidés sémak megvald-
sitasara. A N-végponton 1lévd amino-csoportnak a lizin oldalléan-
con kialakuld szelektivitdsa a reakcidelegy pH-janak megvalaszta-

saval valdsithaté meg. A N-végponthoz tdrténd kapcsolast (pKa ~ 8)
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9-es pH-nal végezziik, ahol az epszilon-amino-csoport (pKa ~ 10,6)
még protonozott.

Az alkan (hidrofdéb) és a PEG (hidrofil) komponensek viszony-
lagos hosszanak valtoztatdsaval a konjugatum amfifilitdsa és ol-
dat szerkezete optimalizalhatd.

A reakcidelegyet egy preparativ HPLC oszlopon (C-18) tisztit-
juk, izopropanol/viz (0,1 % trifluor-ecetsav) elegybdl készilt
oldészer gradiens rendszerrel. Az olddszert csokkentett nyomason
és 20 °C alatti hdémérsékleten ledesztilldljuk és igy kapjuk a
szdraz terméket. A termék tisztasadgat forditott fazist HPLC-vel
és tomegspektrometriaval elemezzik.

A sejt alapG vizsgalatok gyors eszkdzt nyujtanak az LCRF
konjugatumok bioldégiai aktivitasadnak megerdsitéséhez (ilyen pél-
dadul a konjugadtumok azon képessége, amely kivaltja a CCK felsza-
baduldsat a CCK-felszabaditd sejtekbdl).

A sejt alapu vizsgalatok alkalmazhatdék arra, hogy 6sszehason-
litsuk a konjugatumainkkal és a vivéanyaggal végzett kezelés ha-
tadsadt. A természetes LCRF korilbellil 300 %$-os novekedést valt ki
a CCK kivalasztasban. Az a célunk, hogy konjugdtumainkkal leg-
alabb 200 %-os novekedést valtsunk ki a CCK kivadlasztédsban. VAar-
hatbéan kisérletenként hat vizsgdlat statisztikailag jelentds
eredményeket fog nyujtani.

A természetes CCK sejtek a kovetkezd8képpen Aallithatdk eld:
vékonybél nyalkahdrtya sejteket készitink 200-225 g him és nés-
tény Sprague-Dawley patkanyokbdél. Az 4allatok ledlése utdn a vé-
konybélnek a test kozéppontjdhoz kozelebb esd 10 cm-es részét,

amely 2 cm-re kezdddik a pilorusztdél tavolabbi részen, gyorsan
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eltavolitjuk, és azonnal sdoldatba helyezzik és mossuk. A vé-
konybelet roévid darabokra vagjuk, kiforditijuk, és foszfattal
pufferolt sdéoldatba (PBS) helyezziik. A nyalkahartyads feliiletet
PBS-sel kétszer &blitjlik és tripszin-mentes disszociacids kozeg-
be helyezzik 37 °C-on, és 2 percen at lassan kevertetjiik. Az ol-
datot (olddészert?) eltavolitjuk és friss disszociacids kozeggel
cserélijik fel, és tovabbi 10 percen &t inkubaljuk lassu keverte-
tés mellett. A visszamaradd szuszpenzidt szlrjik (450 pum) és a
szirletet centrifugaljuk (1000 ford/perc, 3 perc). A szemcsét
ujra szuszpendaljuk Hank-féle kiegyensulyozott sboldatban HEPES-
sel (10 mM; pH 7,4) (HHBSS) és a fentiek szerint centrifugdljuk.
A szemcsét Ujra szuszpendaljuk 5 ml HEPES-ben és alikvot részek-
re osztjuk a vizsgalat céljaira.

A konjugatumok aktivitédsa az alébbiak szerint mérhetd: CCK
sejteket inkubalunk a vizsgalati vegyliletekkel (vagy viv8anyag-
gal) 5 és 40 perc kozotti idbszakokon at. Az inkubAlast a sejte-
ket Jjégre helyezésével megallitjuk, a sejteket centrifugdljuk,
és a feliiluszét eltdvolitjuk. A hidrolizédlhatd kodtéseket tartal-
mazé konjugatumoknal az inkubaléast, 5, 10, 15, 20, 30 és 40 perc
malva megdllitjuk. A hidrolizalhaté kotéseket nem tartalmazd
konjugatumokndl csak egyetlen iddépontra (15 perc) van sziikség. A
felilluszét alkalmazzuk a fent leirt CCK RIA méréseire. 50 pl fe-
lilaszét megvizsgalunk HPLC-vel és a MALDI-TOF tomegspektromé-
terrel, hogy megmérjlik a visszamaraddé LCRF konjugdtumok mennyi-
ségét.

A radioimmunassay (RAI) alkalmazhaté a CCK kivAlasztds méré-

sére. A kivalasztast 24 vajatos mikrotiter lemezre helyezett
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CCK-felszabadité sejtekbdl mérjik. A sejteket 37 °C-on inkubaljuk
és HEPES-t tartalmazé HHBSS-sel mossuk (10 mM, pH 7,4). 0,5 ml
puffert adunk, a vizsgdlati szerekkel egyltt vagy azok nélkil, a
sejtekhez 5-40 perc alatt. 350 pl-t eltdvolitunk, centrifugaljuk,

és jégre helyezziik vagy fagyasztjuk. A mintdbdél 350 pl-t hasznéa-

o°

lunk fel az RIA-hoz. Az RIA-t HEPES-t (10 mM, pH 7,5), 0,1
gamma—-globulint és 0,01 % natrium-nitridet tartalmazé PBS-ben
végezzik. A mintdbdél 50 pl-t hozzdadunk 200 pl RIA pufferhez és
100 pnl 1:80000 higitast nyul CCK antgtesthez (OAL-656). Ezutén
100 pl '?°J-CCK-8-at (3000-4000 cpm) adunk a kémcsdvekbe 4 °C-on
12 o6rara. A mintdkat kecske anti-nydl IgC szefardéz CL4B szem-
csékkel reagdltatjuk egy o6rdn at, lassu kevertetés mellett. A
szefardz szemcséket ezutan rovid centrifugdlassal szemcsésitjik
és a szemcsét leszivatjuk. A szemcsét Ujra szuszpenddljuk 0,5 ml
HEPES-sel pufferolt sdéoldatban, és a szemcséket ismét szemcéé—
sitjik. A szemcséket ezutan eltéavolitijuk, mossuk és egy gamma-
szamlaldéban 5 percen at szamlaljuk. A konjugdlatlan LCRF koril-
belil 300 %-os novekedést idéz eld a CCK kivalasztasban a termé-
szetes CCK és STC-1 sejtekbdl, és ezt a sejt vizsgidlat pozitiv
kontroljaként fogjuk alkalmazni.

Hidrolizalhatd konjugatumokat tartalmazé vizsgdlati vegylile-
tek esetén, a CCK felszabadulas (RIA) korreldlhaté a konjugatum
hidrolizisével (HPLC-MS).

A konjugdtum pontos természete optimalizdlhaté, hogy a sziik-
séges tulajdonsdgokat biztositsuk. A N- és C-végponti konjugaléas
megkdzelitését tesztelni fogjuk, hogy iéssuk: vajjon a N- vagy

C-végponti konjugalas, vagy mindkettd biztositja-e a legjobb vé-
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delmet és bioldgiai aktivitéast.

Amikor LCRF-et juttatunk be patkédnyok duodénumijéba, a
pankredsz protein output kétfazisti dbézis-reakcid godrbéje figyel-
heté meg, az LCRF nagyobb dézisai csokkent mértékll pankreasz
protein outputhoz vezetnek. Az alkalmas konjugadtum koncentracidk
kénnyen meghatarozhatdék a szakterilileten jartasok &ltal — figye-
lembe véve a kozleményt — és ez 1-té1l 1000 mM-ig terjedhet.

Ugy véljik, hogy a CCK kivalasztast negativ visszacsatoléasi
gatlds szabalyozza. Az LCRF lényeges médon a patkanyok duodé-
numdban képzd&dik, és embernél pedig reakcidként a téplalékokra.
Amikor téplalék nincsen Jjelen, az LCRF-et a duodénumban a
protedzok lebontjak. Mivel a tripszin inhibitorok duodénumba
torténé bejuttatdsa elegendé ahhoz, hogy novekedést valtson ki
patkdnyokndl a CCK felszabadulasban, azt 3javasolijuk, hogy a
tripszin 4&ltali felnyitassal szembeni védelem elegendd lesz az
LCRF konjugatumnak a proteolitikus emésztéstdl vald megvédésére.
Konjugdlasi eljaréasunkat sikeresen alkalmaztuk a kalcitonin és
inzulin proteolizistdl vald megvédésére.

A konjugalt LCRF-nek a vékonybélben fenndlldé korilmények ko-
z6tti stabilitdsa meghatarozhaté, ha megvizsgdljuk a pepti-
deknek a proteolitikus enzimekkel — tripszin, pankreasz elasztéaz
és kimotriposzin — szembeni 40 perces stabilitdsat, ez jelleg-
zetes tartdézkodasi idé a bélben. A konjugdlt LCRF oldatokat 37
°C-on inkubaljuk [0,1 % Tween 20 (t6meg/térf), 10 mM natrium-
hidrogén--foszfat, pH 7,4] és protedzokat adunk hozz&djuk. Szik-
ség esetén Tween-t (0,1 %) adunk hozzad a peptidek oldhatéva té-

telére. A proteolizist Ugy szakitjuk meg, hogy a pH-t 2-3-ra &al-
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litjuk. A kapott mintdkat HPLC-vel kilonitjidk el, 5 pl-t, és C-18
oszlopot alkalmazva; és 25 percen at eludljuk 0,5 ml/perc sebes-

Q o

séggel, a linedris gradiens 90 % viz/0,1 % trifluor-ecetsav és
10 &% izopropil-alkohol volt, amit 60 % izopropil-alkoholra no6-
veltink.

A konjugalt LCRF stabilitasa a gyomorban meghatdrozhaté, ha
megvizsgdljuk a peptideknek a pepszinnel szembeni stabilitésat.
A konjugdlt LCRF pepszines lebomlasat egy szimuladlt gyomornedv-
ben (33 mM natrium-klorid, pH 1,2) hatdrozzuk meg. A peptid ol-
datokat 37 °C-on inkubaljuk és pepszint adunk hozza&juk. A pro-
teolizist ugy szakitjuk félbe, hogy a pH-t 7,0-7,5-re ndvelijiik.

A HPLC alkalmazhaté a proteolizis nyomon kovetésére. Az ab-
szorpcidés csucsok (280 nm) alatti teriiletet integralijuk, hogy
kévessik a proteolizis idd&beni sebességét. A felnyitatlan LCRF
konjugatumokbdél szarmazd, a csucs alatti integrdlt teriiletben
bekdvetkez8 csdkkenés alkalmazhaté a hidrolizis sebességének
nyomon kovetésére. A HPLC-vel végzett elvalasztast ugy végezziik,
amint azt fentebb leirtuk a konjugdlt LCRF tisztitasara az 1.
specifikus célban.

Kimotripszines felnyitdsi helyek vannak az Y17 és Y20 maradé-
koknal. Amennyiben a kimotripszin gyorsan nyitja fel a peptidet,
védS8hatasu PEG csoportot viszink a tirozin hidroxi-csoportjéara
olyan kotéssel, amely lassan hidrolizal 7,4-es pH-ndl. Elasztéaz
felnyitadsi helyek wvannak az 5, 10, 29, 30 és 31 maradékoknil.
Ezek a maradékok a szakaszon kivil vannak (11-25), és igen fon-
tosak a receptor kotés szempontjdbdl. Amennyiben szikséges, egy

gyomorban oldéddé bevonattal védelem nyujthatdé a gyomornedvvel
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szemben, amely kialakult eljaras a gydgyszeriparban.

A taldlmany eldényds szempontjdbdl a konjugdtumok az alapszin-
tli kivalasztéashoz viszonyitva legaldbb 200 %-os noévekedést biz-
tositanak a CCK kivalasztasban, amikor konjugdlt LCRF-fel vég-
zink kezelésf, amint az RIA-val mérheté. A természetes LCRF ko-
riulbelil 300 %$-os novekedést valt ki a CCK-nak a természetes CCK
sejtekb8l torténd kivalasztasaban, és ez a vizsgdlatok pozitiv
kontroljaként alkalmazhatb.

Tovabbad eldényds, hogy a konjugatumokkal 70 %$-osndl kisebb
proteolizist tapasztaljunk az LCRF konjugdtumndl, miutdn azokat
40 percen at tettik ki a szerin protedzok hatédsédnak (pH 7,4). A
is eldényds, hogy a konjugatumokkal 10 %$-osndl kisebb proteo-
lizist tapasztaljunk a gyomorban o0ldédé bevonattal elldtott LCRF
konjugatumndl, miutdn azt 40 percen &t tettik ki a szimuldlt
gyomornedv hatésénak.

A szakteruleten jaratosak, a kozlemény segitségével allatmo-
dellekben és human betegeknél megerd&sithetik a taplalkozdsra és
elhizasra vonatkozé fizioldgids és viselkedési kovetkezményeket.
A patkany vékonybelét alkalmazzuk szovetforrasként a nyalkahar-
tya CCK sejtjeinek a tisztitasdhoz. A patkanyokat kizardélag arra
a célra o6ljuk le, hogy vékonybél szovetet nyerjink. A ledlést
kovetden, a vékonybelet sebészileg eltdvolitjuk, és mossuk és a
vékonybél sejteket kollagenaz és EDTA diszpergdlassal &llitjuk
elé. 2,5-3 hoénapos, 250-300 g-os, him és ndéstény Sprague-Dawley
patkanyok szolgalnak a CCK sejtek forrasaként. Koézelitdleg 48
patkanyra lesz sziikség a javasolt vizsgalat elvégzéséhez, amely-

lyel jelentd&ségteljes eredményeket kapunk. Figyelemre méltdé mun-
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kat végeztink a CCK kivalasztds szabdlyozadsaval kapcsolatban
patkanyokon. Mindegyik patk&nynak elegeth CCK sejtet kell nyuj-
tania egy kisérlethez. A patkanyokat a vékonybél szdvet o&ssze-
gyljtése céljabdél 6ljlik le. Az eutandzia mdédja eldnydsen a szén-
-dioxidos narkézis, amelynél a patkanyokat szén-dioxidot tartal-
mazé, légmentesen zart ketrecekben helyezzik el. Ez az eljaréas
megfelel az Amerikai Allatorvos Szovetség Eutanadzia Bizottsaga

ajanléasainak.
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Szabadalmi igénypontok

1. Vegylilet, amely az alédbbiakat tartalmazza:

egy luminalis kolecisztokinin felszabadité faktor polipeptid; és

egy eldgazd, a lumindlis kolecisztokinin felszabadité faktor

polipeptid oligomer csoport N-végpontjahoz kapcsolt oligomer

csoport, a fentebb emlitett eldgazdé oligomer csoport moleku-

latdmege nagyobb, mint 4000 Dalton.

2. Az 1. igénypont szerinti vegyilet, amelyben az eldgazd
oligomer csoport hidrofil csoport.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti vegylilet, amelyben az el-
dgaz6 oligomer csoport lipofil csoport.

4. Az 1. igénypont szerinti vegyilet, amelyben az eldgazd

oligomer csoport képlete az aldbbi:

Me(OCH2CH2)nOCH2(CH2)mCHCHNH —

Me(OCH2CH2)hO
amelyben n értéke 3 és 230 és m értéke 0 és 20 kdzdtt van.
5. Az 1. igénypont szerinti vegyllet, amelyben az eldgazd

oligomer csoport képlete az alébbi:

Me(OCH2CH2)nOCH2(CH2)mCHCHNH —

Me(OCH2CH2)nX
amelyben n értéke 3 és 230 és m értéke 0 és 20 kozdtt van, és X
jelentése nitrogén-, oxigén- vagy kénatom.
6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti vegyiilet,
amelyben az elé&gazd oligomer csoport teljes &tlagos molekulaté-

mege 4000 és 10000 Dalton kozdtt van.
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7. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti vegyiilet,
amelyben az eldgazd oligomer csoport teljes atlagos molekulatos-
mege 5000 és 10000 Dalton kozott van.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti vegyilet,
amelyben az eldgazdé oligomer csoport nem hidrolizalhatd kotéssel
kapcsoldédik a N-végponthoz.

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti vegyllet,
amelyben a luminalis kolecisztokinin felszabaditdé faktor poli-
peptid egy lizin maradékot tartalmaz.

10. A 9. igénypont szerinti vegylilet, amely a lizin mara-
dékhoz kapcsolt oligomert tartalmaz.

11. A 10. igénypont szerinti vegylilet, amelyben az oligomer
hidrolizdlhaté kotéssel kapcsoldédik a lizin maradékhoz.

12. A 10. vagy 1l1l. igénypont szerinti vegyllet, amelyben az
lizin maradékhoz kapcsoldédd oligomer linedris oligomer.

13. A 10-12. igénypontok barmelyike szerinti vegyiilet,
amelyben a lizin maradékhoz kapcsolédd oligomer egy liofil cso-
portot hordoz.

14. A 10-12. igénypontok barmelyike szerinti vegytlet,
amelyben a 1lizin maradékhoz kapcsolddd oligomer egy hidrofil
csoportot hordoz.

15. Az 1-14. igénypontok barmelyike szerinti vegylilet al-
kalmazdsa az elhizas kezelésére szolgdld gydgyszerkészitmény
elS4llitéasara.

16. Az 1-14. igénypontok barmelyike szerinti vegyiilet al-
kalmazasa az étvagy csOkkentésére szolgald gydgyszerkészitmény
el84llitéaséara.
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17. Vegyilet, amely az aldbbiakat tartalmazza:

lizin maradékot tartalmazd luminalis kolecisztokinin felsza-
baditd faktor polipeptid:;

a lumindlis kolecisztokinin felszabadité faktor polipeptid N-
végpontjédhoz kapcsoldédd elagazd oligomer csoport, a fentebb em-

litett eldgazdé oligomer csoport molekulatdmege nagyobb, mint

4000 Dalton; és
a lizin maradékhoz kapcsolédd oligomer.

18. A 17. igénypont szerinti vegylilet, amelyben az eléagazd

oligomer csoport egy hidrofil csoportot hordoz.

19. A 17. vagy 18. igénypont szerinti vegyililet, amelyben az

elidgazdé oligomer csoport egy lipofil csoportot hordoz.

20. A 17. igénypont szerinti vegyllet, amelyben az elagazd
oligomer csoport képlete az alabbi:

Me(OCH2CH2)nOCH2(CH2)mCHCHNH —
Me(OCH2CH2)nO

amelyben n értéke 3 és 230 és m értéke 0 és 20 kdzdtt van.

21. A 17. igénypont szerinti vegytilet, amelyben az eléagazd
oligomer csoport képlete az alabbi:

Me(OCH2CH2)nXCH2(CH2)mCHCHNH —

Me(OCH2CH2)nX
amelyben n értéke 3 és 230 és m értéke 0 és 20 kozdtt van, és X
jelentése nitrogén-, oxigén- vagy kénatom.
22. A 17-21. igénypontok barmelyike szerinti vegyiilet,

amelyben az elagazd oligomer csoport teljes atlagos molekulato-

mege 4000 és 10000 Dalton kdzdtt wvan.
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23. A 17-21. 1igénypontok barmelyike szerinti vegyiilet,
amelyben az elagazd oligomer csoport teljes &tlagos molekulats-
mege 5000 és 10000 Dalton kozdtt van.

24. A 17-23. igénypontok Dbarmelyike szerinti vegyiilet,
amelyben az elagazd oligomer csoport nem hidrolizdlhatd kotéssel
kapcsolédik a N-végponthoz.

25. A 17-24. igénypontok Dbarmelyike szerinti vegyiilet,
amelyben az oligomer hidroliz&lhatdé kotéssel kapcsoléddik a lizin
maradékhoz.

26. A 17-25. igénypontok Dbarmelyike szerinti vegyiilet,
amelyben a lizin maradékhoz kapcsoldédd oligomer 1linedris
oligomer.

27. A 17-26. igénypontok barmelyike szerinti vegyiilet,
amelyben a lizin maradékhoz kapcsoldédd oligomer egy lipofil cso-
portot hordoz.

28. A 17-27. igénypontok barmelyike szerinti vegyiilet,
amelyben a 1lizin maradékhoz kapcsoldédd oligomer egy hidrofil
csoportot hordoz.

29. A 17-28. igénypontok barmelyike szerinti vegylilet al-
kalmazasa az elhizas kezelésére sz0lgdld gydgyszerkészitmény
elbdllitiséara.

30. A 17-28. igénypontok barmelyike szerinti vegylilet al-
kalmazadsa az étvagy csokkentésére szolgald gydgyszerkészitmény
elSdllitaséara.

31. Vegylulet, amely az aldbbiakat tartalmazza:

luminalis kolecisztokinin felszabadité faktor polipeptid,

amely egy elsé lizin maradékot és egy masodik lizin maradékot

- 74.919/RAZ
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tartalmaz, a fentebb megadott médsodik lizin maradék a lumin&lis
kolecisztokinin felszabadité faktor polipeptid C-termindlisanéal
van;

egy elsé oligomer, amely a lumindlis kolecisztokinin felsza-

badité faktor polipeptid N-végpontjdhoz kapcsolddik;

egy masodik oligomer, amely a lumindlis kolecisztokinin fel-

szabaditd faktor polipéptid elsdé lizin maradékahoz kapcsolédik;
és

egy harmadik oligomer, amely a médsodik 1lizin maradékhoz

kapcsolédik, az utdbbi a lumindlis kolecisztokinin felszabadité
faktor polipeptid C-végpontjanal van.

32. A 31. igénypont szerinti vegylulet, amelyben az elsd
oligomer linedris oligomer.

33. A 31. vagy 32. igénypont szerinti vegytilet, amelyben az
elsé oligomer hidrolizédlhaté kotéssel kapcsoldéddik a luminalis
kolecisztokinin felszabaditd faktor polipeptid N-végpontjéhoz.

34. A 31-33. igénypontok barmelyike szerinti vegyiilet,
amelyben a masodik oligomer linedris oligomer.

35. A 31-34. igénypontok béarmelyike szerinti vegyllet,
amelyben a masodik oligomer hidrolizdlhaté kotéssel kapcsolédik
a luminalis kolecisztokinin felszabaditd faktor polipeptid elsd
lizin maradékdhoz.

36. A 31-35. 1igénypontok barmelyike szerinti vegyiilet,
amelyben a harmadik oligomer linedris oligomer.

37. A 31-36. igénypontok barmelyike szerinti vegyiilet,
amelyben a harmadik oligomer hidrolizadlhatd kotéssel kapcsolddik

a luminalis kolecisztokinin felszabadité faktor polipeptid maso-
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dik lizin maradékdhoz.

38. A 31-37. igénypontok barmelyike szerinti vegyllet al-
kalmazdsa az elhizds kezelésére szolgdld gyodgyszerkészitmény
eldallitéaséra.

39. A 31-37. igénypontok barmelyike szerinti vegyiilet alkal-
mazadsa az étvagy csokkentésére szolgdld gydgyszerkészitmény els-
allitéasara.

40. Vegyllet, amelynek képlete az alabbi:

Me(OCH2CH2)nOCH2(CH2)mCHCHNH — LCRF

Me(OCH2CH2)nO
amelyben n értéke 3 és 230 és m értéke 0 és 20 kozdtt van.

41. Vegyllet, amelynek képlete az alabbi:
Me(OCH2CH2)nXCH2(CH2)mCHCHNH — LCRF

Me(OCH2CH2)nX
amelyben n értéke 3 és 230 és m értéke 0 és 20 kozott van, és X
jelentése nitrogén-, oxigén- vagy kénatom.
42, Vegyilet, amelynek képlete az alédbbi:
Me(OCH2CH2)nOCH2(CH2)mCHCHNH — protein

Me(OCH2CH2)nO
amelyben n értéke 3 és 230 és m értéke 0 és 20 kozdétt van.
43. Vegylilet, amelynek képlete az aldbbi:
Me(OCH2CH2)nXCH2(CH2)mCHCHNH — protein

Me(OCH2CH2)nX
amelyben n értéke 3 és 230 és m értéke 0 és 20 kodzdtt van, és X

jelentése nitrogén-, oxigén- vagy kénatom.
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