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uvoliiujici faktor (LCRF) jsou konjugovany s amfofilnimi
polymery. Takovéto konjugéty mohou modulovat
farmakokineticky profil proteinit a/nebo peptidii a tim
zlepSovat jejich klinické vyuZiti. Takovéto konjugaty mohou
stabilizovat a uvoliiovat proteiny a/nebo peptidy, jako je
LCREF, k receptortim ve stfevé bez absorbovani do krevniho
fediste.




Amfofilni polymery a je obsahujici polypeptidové konjugity

Oblast techniky

Prihlatka se obecné tyka nové technologie pro konjugaci amfofilnich oligomerii a
polymerfi s peptidy za ucelem modulovani jejich farmakologického profilu a tim zlepSeni jejich
klinické vyuZitelnosti. Konjugaty tohoto vynalezu maji schopnost stabilizovat a uvoliiovat
lumindlni cholecystokinin uvoliiujici faktor (LCRF) k receptoriim ve stfevé bez absorpce do

krevniho feCiste.

Dosavadni stav techniky

Endogenni LCRF se vaZze na receptory endotelialnich bungk na luminalnim povrchu
stieva, které potom uvoliiuji do krevniho fetists cholecystokinin (CCK), polypeptidovy hormon,
ktery indukuje pocit sytosti a snizuje piijem potravy. Stabilizovany exogenni LCRF uvolnény do
stteva bude mimikovat normélni fyziologickou aktivitu,. Chemicka modifikace peptidd
regulujicich chovani pfi piijmu potravy ma potencial pro lécbu obezity, vazného a narustajiciho
vefejného zdravotniho problému ve viech industrializovanych statech, zejména ve Spojenych
statech americkych.

V industrializovanych zemich ma obezita tém&f epidemicky charakter s narustajici
prevalenci. Patogeneze obezity je komplexni a zahmuje vztahy mezi Fivotnimi, dietetickymi,
behavioralnimi a genetickymi faktory. Piedmétem piedkladaného vynalezu je poskytnuti 1¢ku,
ktera bude indukovat pocit sytosti, a bude proto snizovat télesnou hmotnost.

Role neuro- a gastrickych peptidd pfi regulaci pifjmu potravy je v hlavnim z&jmu
vjzkumu obezity. Existuji presvédCivé dikazy, Ze CCK inhibuje piijem potravy. Regulace
exprese CCK je dosaZeno prevazné regulact LCRF, ktery je u krys konstitutivné exprimovan ve
dvanactniku. U lidi bylo pozorovano, Ze pro stimulaci sekrece predpokladaného CCK
uvoliiujiciho faktoru je tfeba stimulace Zivinami. Po poZiti jidla obsahujiciho bilkoviny proteiny
saturuji dostupny trypsin a veétsi mno¥stvi LCRF ziistava nehydrolyzovano a nasledné se vaze na
buitky uvolfiyjici CCK. Tim dojde kuvolnéni CCK, coZ vede kpocitu sytosti. Konjugaty
prihlasky mohou byt pouzity k zacileni LCRF (pfirozeného agonisty) na receptor LCRF, aby

bylo dosaZeno uvoliiovani CCK.
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Piedmétem vynalezu je poskytnuti zpusobu pro uvoliiovani LCRF k jeho cilovému
receptoru. Tohoto predmétu je dosazeno konjugaci oligomerti nebo polymerd PEG

modifikovanych  alkylovymi skupinami  na proteiny a peptidy pro zZlepSeni jejich

farmakologickych vlastnosti. Piihlagka pouZiva konjugaci amfofilniho oligomeru a polymeru pro
ovlivnéni hydrofobicity a hydrofilicity molekul u&inné latky. To snizuje imunogenitu, zabrafiuje
enzymatické degradaci a usnadiiuje oralni podavani a rozdélovani do riiznych tkani.

Dalgim pfedmétem vynalezu je poskytnuti konjugovaného LCRF, ktery bude schopen indukovat
uvoliiovani CCK z bungk uvoliujicich CCK, coZ povede k pocitu sytosti a ke snizeni piijmu
potravy. Navrhujeme uvolfiovani LCRF pouZitim nadi patentované technologie pro konjugaci
amfofilnich polymeril, ktera ochrani LCRF pfed proteolyzou a zadr#i ho v lumenu stfeva po delsi
dobu za vzniku pocitu sytosti. Navrhujeme, Ze takto konjugovany LCRF by byl uinnym a
bezpetnym terapeutikem pro lécbu chronické obezity.

Vynalez také predklada metody syntézy Ppro pripojovani amfofilniho polymeru k N-
koncovym zbytkiim LCRF tvoficim fragment S 35 aminokyselinami, ktery vykazuje viechny
biologické aktivity jako LCRF celé délky.

Amfofilni konjugat obsahuje polyethylenglykol (PEG) a alkylovy Tetézec. Alkylovy
tetézec se mize zatlenit do membrén stfevniho epitelu, 2 tim pfibliZit konjugat do t&sné blizkosti
k receptoram LCREF, které jsou umistény na povrchu bunék uvoliujicich CCK. Pro udrZeni
biologické aktivity bude prodlouZena stabilita peptidu. Navic tam, kde je pozadovana vetsi
stabilita a sniZena tendence pro penetraci sttevniho epitelu, mohou byt peptidy pouzity
s konjugaty na N-konci, na K19 a C-konci.

Funkénost molekul konjugatd LCRF muze byt ovéfena v bun&éném testu pouZitim
Gerstvé pripravenych bungk uvoliujicich CCK ziskanych z krysiho stfeva. Radioimunotest (RIA)
mi¥e byt pouZit pro detekei uvolitovani CCK.

LCREF je sekretovano ve dvanactniku a je fyziologicky regulovano proteolyzou, zvlasté
trypsinem. Zabranénim proteolytického stépeni LCRF si tento udr# svoji aktivitu, vazbu a
aktivaci receptoru LCRF na CCK butikach.

Amfofilni polymer miZze byt kovalentné pfipojen k g-aminoskupiné K19', ktery se
nachazi vedle jediného §tépného mista pro trypsin v LCRF (1az41),a tak ochrafiuje LCRF pied
trypsinovou proteolyzou sterickym branénim. Je yadouci, aby modifikace LCRF nebranily
Kkligovym zbytkGm GEastnicim se vazby na receptor. ProtoZe je znamo, Ze K19 se nachazi

v oblasti neubytné pro vazbu k receptoru, je vjhodné spojit K19konjugat se spojovnikem, ktery
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iV tomto navrhu jsou pouzivany jednopismenné kody pro aminokyseliny.
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je za podminek ve dvanactniku pomalu hydrolyzovan. KdyZ je K19 konjugat uvolnén, peptid
znovu ziska plnou aktivitu. Pomala hydrolyza miZe také prodlouZit pisobeni uvolnéného LCREF,
a tim minimalizovat davkovani.

Okolo 55% populace USA trpi nadvahou nebo je obézni s vaZnymi nasledky pro vefejné
zdravotnictvi. TH nejvazn&si disledky jsou choroby srdce, vysoky tlak a diabetes. Pro vét§inu
lidi s nadvahou je dieta a cviteni z velké Zasti netispéSnou dlouhodobou strategii, a proto zde
vznika potfeba farmaceutik, které potlatuji chut kjidlu. Jednim z pfistupi k potladeni chuti
kjidlu je indukce uvoltiovani CCK, peptidového hormonu, ktery zplsobuje pocit sytosti a
sniZuje piijem potravy.

CCK je jednou ze slozek hormonalniho systému, ktery piesné reguluje pocit hladu a
sytosti, traveni a nakladani s Zivinami. CCK ma nékolik aktivit: indukuje pocit sytosti a redukuje
pifjlem potravy; stimuluje kontrakce Zlu¢niku; zvySuje sekreci pankreatickych enzymi a
zpozduje vyprazditovani Zaludku. KdyZ se potrava, specificky tuky a proteiny, dostanou do
tenkého stfeva, je CCK uvoliiovan do krve, kde se vaZe na receptory na perifernich nervech,
slinivce, Zluéniku a Zaludku.

Uvoliiovani CCK ve stfevé je negativné regulovano zpétnou vazbou. Za tuto negativni
zpétnou vazbu je Castetné odpovédny LCRF, konstitutivné produkovany, trypsin senzitivni,
intestinalni CCK uvolfiujici peptid. Obrazek 1% shrnuje regulaci uvolfiovani CCK pomoci LCRF.
Pfi pustu nebo v zdkladnim stavu je vSechen LCRF rychle rozitépen trypsinem. Po poZiti
proteinu nebo inhibitoru trypsinu ziistanou n&které¢ LCRF intaktni a vaZou se na buiiky uvoliiujici
CCK, &mZ je zpusobeno uvoliovani CCK a pocit sytosti. Kdyz je LCRF zavedeno do
dvanactniku krys s inhibitory trypsinu, dochazi ke sniZeni piijmu potravy.

LCRF je tginny CCK uvoliiujici faktor. LCRF patii mezi minimalné tfi peptidy, které
jsou zodpovédné za uvolfiovani CCK z CCK bungk do krevniho fediité. LCRF je z téchto
peptidii nejucinngj§i. Dva dalsi peptidy — inhibitor vazajici diazepam a monitor peptid — jsou
sekretovany do stfeva a také stimuluji uvoliiovani CCK. Druhy z nich kontroluje uvolfiovani
CCK pozitivni zpétnovazebnou regulaci. AvSak ucinnost téchto dvou peptidi pro stimulaci
uvoltiovani CCK je niz$i nez u LCRF (100 az 1000x, respektive 6x).

Charakteristika vazby receptor-LCRF neni zndma, protoZe tento receptor nebyl zatim
identifikovan. Jsou viak silné dikazy pro to, Ze se receptor nachazi na bunétném povrchu. Na§
spolupracovnik, Dr. Rodger Liddle z Duke University, ukéazal, Ze LCRF stimuluje uvoliiovani

CCK  zintestindlnich endokrinnich bundk pomoci drahy uvoliujici vapnik. ZvySeni

il Pfevzato z Miyasaka K & Funakoshi A (1998) Pancreas 16:279




intracelularniho vapniku je typickym signalnim mechanizmem pro receptorovou signalizaci a
silng tak naznacuje, Ze je receptor umistén na povrchu bun€k.

Po¥ivani trypsinovych inhibitori nebo odvedeni Zluéi a pankreatickych §av stimuluje u
krys a lidi pankreatickou exokrinni sekreci a uvolnéni CCK. CCK stimulujici peptid, ktery je
citlivy na §tdpeni trypsinem, by poprvé purifikovan z krysich stfevnich vyplachii. Tento peptid
pojmenovany luminalni cholecystokinin uvolfiujici faktor (LCRF) stimuluje uvolfiovani CCK
zizolovanych krysich, mysich a lidskych stfevnich bunck a bunééné linie odvozené
z intestinalniho endokrinniho tumoru (buiiky STC-1). N-koncovy fragment 35 zbytkii LCRF ma
viechny biologické aktivity pfirozeného peptidu, ktery je dlouhy 60 az 65 aminokyselin (8136
Da). Pomoci syntetickych peptidi bylo zjisténo, Ze za vlastnosti LCRF vedouci k uvolfiovani
CCK jsou zodpovédné aminokyseliny 11 aZ 25, které vykazuji piiblizng 60% aktivitu vzhledem
k fragmentu 1 az 41. Dosud viak nebyl identifikovan gen kodujici LCRF a zatim ve vefejné
pistupnych databazich proteinovych sekvenci nebo sekvenci DNA neexistuji jeho homology
(prosinec 1999).

Tato piihlaska obsahuje konjugity LCRF, které si zachovaly schopnost vazat se na
receptor LCRF na CCK buiikéach; jsou chranény pfed proteolytickym $tépenim a jsou zadrZeny
v lumenu stfeva diky své molekulové hmotnosti. Navazani LCRF na receptor vede k uvoltiovani
CCK z CCK bungk do krve, coZ vede k pocitu sytosti a snizeni piijmu potravy. Proto piihlaska
zahrnuje konjugaty LCRF vhodné pro oralni 1é¢bu obezity.

Pro pouZivani peptidi jako 1éGiv existuji prakticka omezeni. Nejvétsi prekazkou pro
pouZiti peptidl jako terapeutik je proteolyza, at jiz ve stfev, nebo v krevnim Fedi§ti. Vskutku,
jednim zrys reguladni funkce mnoha endogennich peptidi véetnd LCRF je jejich pfechodny
vyskyt. Dalsfm problémem neendogennich peptidd je jejich imunogenita. V navaznosti na tyto
problémy se farmaceuticky primysl zaméfil na vytvafeni malych nepeptidovych molekul
pomoci 1ékafské chemie. A&koliv je 1ékafska chemie Gisp&sna, je velmi Casové narofnd. Navic
chemicka lé¢iva mohou vykazovat neodekéavanou toxicitu nebo teratogenost.

Piestoze pouZiti ,,PEGovanych“ proteini je dobie zavedeno, byly do dnesni doby
omezeny pouze pro injek&ni pouziti. Tato pfihlaska obsahuje oralné pouZitelné konjugaty
polypeptidti, jako jsou insulin, leu-enkefalin a kalcitonin. Specificky tato pfihlaSka zahrnuje
konjugaty obsahujici jednotky PEG pfipojené na alkylové fetézce. Pfizptisobenim poctu
monomert PEG, typu a délky alkylového fetézce a piesného charakteru spojeni PEG-peptid
mohou byt pozadované lipofilni vlastnosti uSity na miru pro konkrétni pouziti. Navic mtiZze byt

ptesny charakter spojeni PEG-peptid pozménén tak, Ze je stabilni nebo senzitivni k hydrolyze pfi




fyziologickém pH. Hydrolyzovatelny spojovnik umoZziiuje postupné uvolfiovani neporuSeného
nekonjugovaného peptidu v pribéhu Casu a pisobit jako pro-lécivo.

Testy zaloZené na pouZiti bunék mohou byt pouZity pro ovéfovani vhodnosti amfifilnich
konjugatd oligomer-LCRF pro oralni podavani u Zivodichd. Studie na zvifatech pak mohou byt
pouZity pro ovéfeni schopnosti konjugéatd potlaovat chut’ k jidlu. Napiiklad krysy mohou byt
podrobeny studiim jejich chovani vzhledem k jejich profilu potlaCeni pifijmu potravy diky
konjugatim LCRF. Jestlize dany konjugat vykazuje pozadovanou schopnost potlacovat chut
kjidwm u krys, bude tato latka dale podrobena detailnim farmakokinetickym a
farmakodynamickym studiim u krys a dale testum toxicity.

Pro vyvinuti 1éGiv pro 1é¢bu obezity je vyvijeno enormni usili. Nedavno schvalenym
1é¢ivem pro obezitu je inhibitor lipasy orlistat, ktery zabratiuje pfijmu tukd, ale neovliviiuje chut
k jidlu. Orlistat (Xenical) miZe vést ke sniZeni piijmu v tucich rozpustnych vitamini a miZe mit
velmi nepfijemné vedlej§i u€inky. Na trhu dostupné prostiedky potladujici chut’ k jidlu zahrnuji
sibutramine (Meridia), smiSeny inhibitor zp&tného piijmu neurotransmiterti, a sympatomimetické
latky. Pouziti téchto 1é¢iv je vSak omezeno vlivy na CNS. Vroce 1997 bylo zisténo, Ze
kombinace prostfedki fenfluraminu a dexfenfluraminu (Fen-Phen) potlacujicich chut’ k jidlu
zplsobuje srdedni valvulopathii a byla staZena z trhu. Antagonisté neuropeptidu Y, antagonisté
kappa opioidového receptoru, agonisté melanokortinu-4 a antagonisté beta-3 adrenergniho
receptoru jsou viechny v preklinickém stadiu vyvoje pro potlacovéani chuti k jidlu. Leptin a
neuropeptid Y, dva endogenni peptidy, se uastni kontroly dlouhodobé regulace piijmu potravy a
vydeje energie. PfestoZe byly oba tyto peptidy intenzivné studovany, ani jeden z nich neproSel
Gspésng klinickymi studiemi.

CCK draha se podili na modulaci potravniho profilu spiSe nez na dlouhodobém udrzovani
hmotnosti. Na CCK drahu se pfimo zaméfuji tii pfistupy sméfujici k objevu a vyvoji 1€€iv pro
obezitu a zahrnuji agonisty CCK-A, inhibitory proteolyzy CCK a agonisty receptoru LCRF.

Nékteré benzodiazepinové analogy a peptidomimetika jsou v preklinickém vyvoji jako
agonisté CCK-A. U téchto latek bylo prokazano, Ze snizuji pifjem potravy u krys a jsou
v preklinickém vyvoji pro 1é&bu obezity firmami Abbott Laboratories a Glaxo Wellcome. Dalsim
potvrzenim tohoto pfistupu je pouZiti anfagonisti CCK-A pro 1écbu anorexia nervosa.
Butabindide je inhibitorem cholecystokinin-inaktivujici peptidasy, ktery je v preklinickém vyvoji
u firmy INSERM, Francie pro 1é&bu obezity. Trvani uéinku butabindidu je vSak pfili§ kratké pro

klinické pouZiti a vyzkum dalSich analogti pokracuje.




Malé syntetické molekuly, které jsou agonisty receptoru LCRF, mohou byt pouZzity pro
stimulaci uvolfiovani CCK. Design 16¢iv zaloZeny na struktuie vSak neni vtéto dob€ pfilis
vhodnou strategii, nebot neni znama struktura LCRF ani jeho receptoru.

Do roku 2005 se otekava, Ze bude drZet dietu pro sniZeni vahy ze zdravotnich diivodii
5,8 miliond lidi. Za produkty a sluzby pro zhubnuti v&etné dietnich potravin se pro zdravotni a
kosmetické diivody v USA utrati pfiblizné 30 miliard dolari. Navzdory nedostatku bezpenosti a
G&innych produkti utratili Ameri¢ané v roce 1998 243 milionti dolarti za Iéky proti obezit€. Trh

bezpedéné, efektivni a chronické 16€by obezity je jasn€ enormni.

Podstata vynalezu

Prihlaska zahrnuje prostfedek obsahujici protein nebo peptid, jako je LCRF, spojeny
s jednou nebo vice molekulami pfirozené se nevyskytujiciho polymeru obsahujiciho lipofilni
skupinu a hydrofilni polymerickou skupinu, které prostfedku proptijéuji vyvazené lipofilni a
hydrofilni vlastnosti, Ze je tento prostiedek rozpustny ve farmaceuticky pfijatelnych
rozpoustédlech a schopny interagovat s biologickymi membranami.

Pfihlaska zahrnuje prostiedek tvofeny proteinem nebo peptidem, jako je LCRF, spojeny
s jednou nebo vice molekulami piirozené se nevyskytujictho polymeru obsahujiciho: i) lipofilni
skupinu a ii) hydrofilni polymerickou skupinu, které konjugatu propljcuji vyvazené lipofilni a
hydrofilni vlastnosti, Ze je tento konjugat rozpustny ve farmaceuticky pfijatelnych
rozpoustédlech a schopny interagovat s biologickymi membranami.

Piihlaska zahrnuje prostfedek obsahujici protein nebo peptid, jako je LCRF, spojeny
s jednou nebo vice molekulami pfirozend se nevyskytujiciho polymeru obsahujiciho lipofilni
skupinu a hydrofilni skupinu, tento prostfedek je rozpustny ve vodnych roztocich a LCRF je
aktivni v profylaxi nebo 1é¢bé obezity.

Piihlaska zahrnuje prostfedek tvofeny proteinem nebo peptidem, jako je LCREF,
kovalentng spojenym sjednou nebo vice molekulami polymeru obsahujictho: i) linearni
polyalkylenglykolovou skupinu a ii) lipofilni skupinu, ve kterém jsou fyziologicky aktivni
peptid, linearni polyalkylenglykolova &ast a lipofilni ¢ast vzajemn€ konformacné uspofadany
tak, 7¢ LCRF ma in vivo v prostfedku obsahujicim LCRF zvySenou odolnost wii€i enzymatické
degradaci vzhledem k samotnému LCRF.

Piihlaska obsahuje prostfedek obsahujici triglyceridovou patef s: LCRF kovalentné

spojenym s triglyceridovou patefi pfes polyalkylenglykolovy miistek navazany na uhlikovy atom




triglyceridové patefe a nejméné jednou mastnou kyselinou, bud’ kovalentn€ navazanou piimo na
atom uhliku triglyceridové patefe, nebo kovalentn€ piipojenou pies polyalkylenglykolovy
mustek.

Piihlagka zahrnuje polysorbatovy komplex obsahujici polysorbatovou skupinu véetné
triglyceridové patefe s kovalentné navazanou mastnou kyselinou na jednom zjeho o, o” a B
uhlikovych atomi a polyethylenglykolovou skupinou kovalentné navazanou na jednom z jeho a,
o'a B uhlikovych atomu.

Piihlagka zahrnuje stabilni, ve vodé rozpustny, konjugovany komplex LCRF tvofeny
LCRF stabilizaéné a konjugalné spojenym s polyethylenglykolem modifikovanym
glykolipidovou skupinou.

Piihlaska obsahuje polysorbatovy komplex obsahujici polysorbatovou skupinu
s kovalentn& navazanou triglyceridovou pétefi na jeden z uhlikovych atomt nezavisle vybranych
zjeho o, o a B uhlikovych atomi a funkcionalizaéni skupiny tvofené: mastnou kyselinou a
polyethylenglykolovou skupinou s kovalentné navazanou fyziologicky aktivni skupinou.

Piihlagka obsahuje formu davek pro oralni podavani pro 1écbu obezity, kterd obsahuje
farmaceuticky pfijatelny nosi¢ a stabilni, ve vodé rozpustny, konjugovany komplex LCRF
obsahujici LCRF navazané na fyziologicky pfijatelnou glykolipidovou skupinu modifikovanou
polyethylenglykolem. '

Prihlaska také zahrnuje metodu 1écby obezity u Clovéka nebo jinych savel s témito
problémy zahrnujici oralni podavani efektivniho mnoZzstvi konjugovaného prostfedku LCRF
tvofeného stabilnim, ve vodé rozpustnym, konjugovanym komplexem LCRF obsahujicim LCRF
kovalentné navazané na fyziologicky pfijatelnou glykolipidovou skupinu modifikovanou
polyethylenglykolem.

Prihlaska obsahuje metodu profylaktické nebo intervenéni 1éEby potencialni nebo
vyvinuté obezity u &lovéka nebo u jinych saveid pomoci LCRF, zahrnujici podavani cinného
mnozstvi prostfedku obsahujiciho konjugované LCRF tvofeného stabilnim, ve vodé rozpustnym,
konjugovanym komplexem LCRF obsahujicim LCRF navazané na fyziologicky pfijatelnou
glykolipidovou skupinu modifikovanou polyethylenglykolem.

Pfihlaska obsahuje metodu prodlouZeni aktivity LCRF v systémech in vivo nebo in vitro
zahrnujici  konjugaéni pfipojovani LCRF sjednou nebo vice molekulami pfirozené se
nevyskytujiciho polymeru obsahujiciho lipofilni skupinu a hydrofilni polymerickou skupinu za
vzniku prostfedku obsahujiciho konjugativné spojeny polymer-LCRF a zavedeni prostiedku
obsahujiciho konjugativné spojeny polymer-LCRF do in vivo nebo in vitro systémi.

Pfihlaska také zahrnuje ve vyhodném provedeni latku s obecnym vzorcem I




Me(OCH,CH,),,OCHx(CH»)CHCHNH — LCRF o

Me(OCHCH,),0

kde n je od 3 do 230 am je od 0 do 20.

Prihlagka také zahrnuje ve vyhodném provedeni latku s obecnym vzorcem II:

Me(OCH,CH,) XCHo(CH,),CHCHNH — LCRF @

Me(OCH,CH,), X

kde n je od 3 do 230 am je od 0 do 20 a X je vybrano ze skupiny obsahujici N, O nebo S.

Piihlaska také zahrnuje ve vyhodném provedeni latku s obecnym vzorcem III:

Me(OCH,CH,),OCH,(CH,),,CHCHNH — Protein  (m

Me(OCH,CH,),0

kde nje od 3 do 230 a m je od 0 do 20 a kde je proteinem s vyhodou terapeuticky protein.

Piihlaska také zahrnuje ve vyhodném provedeni latku s obecnym vzorcem IV:

Me(OCH,CH,) XCHo(CH,),,CHCHNH — Protein  av)

Me(OCH,CH,),X

kde n je od 3 do 230 a m je od 0 do 20 a X je vybrano ze skupiny obsahujici N, O nebo S a kde

je proteinem s vyhodou terapeuticky protein.
Kratky popis obrazku
Obrazek 1 shrnuje regulaci uvoliiovani CCK pomoci LCRF.

Obrazek 2 ukazuje tii zakladni navrhy technik pro konjugaci LCRF.

Obréazek 3 zobrazuje zakladni schéma syntézy pro piipravu polymeri podle vynalezu.




Detailni popis vynalezu

Prestoze je nasledujici popis primarné a ilustrativn€ urfen pro pouziti LCRF jako
peptidové slozky v riiznych prostiedcich a sloZenich vynalezu, budiZz hodnocen tak, Ze tim neni
vynalez omezen, ale Ze je spiSe pouzitelny pro jakykoliv druh peptidu, ktery je kovalentné nebo
asociativné konjugovatelny zptisobem popsanym ve vynalezu, zahrnujici, ale ne omezeny na,
nasledujici druhy peptidia: kalcitonin, ACTH, glukagon, somatostatin, somatotropin,
somatomedin, parathyroidni hormon, erythropoietin, hypothalamické uvoliiyjici faktory,
prolaktin, thyroidni stimulujici hormon, endorfiny, protilatky, hemoglobin, rozpustny CD-4,
srazlivostni faktory, aktivator tkafiového plasminogenu, enkefaliny, vasopresin, v pfirodé se
nevyskytujici opioidy, superoxidismutasa, interferon, asparaginasa, arginasa, arginindeaminasa,
adenosindeaminasaribonukleasa, trypsin, chymotrypsin a papain, alkalicka fosfatasa a dalsi
vhodné enzymy, hormony, proteiny, polypeptidy, konjugaty enzym-protein, konjugaty
protilatka-hapten, virové epitopy atd.

Jednim cilem piihlasky je poskytouti vhodnych polymeri pro konjugaci s peptidy pro
ziskani poZadovanych vilastnosti vyjmenovanych vySe. Dalsim cilem je wvyuziti takto
modifikovanych peptidu pro trvalé uvoliiovani peptidu in vivo. Jesté dalsim pfedmétem je pouZiti
technologie pro oralni podavani peptidd v jejich aktivni forme.

Dalfim cilem je vyuZiti asociativn€ konjugovanych peptidi pro imunotesty, diagnostické
a dal§i neterapeutické (napf. in vifro) aplikace. Je§té dalSim cilem piihlaSky je poskytnuti
stabilizované konjugovanych peptidovych prostiedkt, vetné kovaletné vazanych, rizné€
vhodnych pro in vivo, stejné tak jako ne-in vivo aplikace, a alternativné poskytnuti nekovalentné
asociativné konjugovanych peptidovych prostfedkd rizné€ vhodnych pro in vivo, stejné tak jako
ne-in vivo aplikace.

V ramci §irokého pole pfihlasky miZe byt pouZit jeden druh molekul polymeru pro
konjugaci s mnoha druhy peptidi a stejné tak miZe byt vyhodné v Sirokém vyuZiti vynalezu
pouZit rizné druhy polymert jako konjuga¢nich latek pro dany peptid; kombinace obou piistupi
muiZe byt taktéZ vyuZita. Stabilizatné€ konjugované peptidové prostfedky mohou nalézt pouziti
v in vivo a taktéZ i v ne-in vivo aplikacich. Dale bylo zji§téno, Ze konjugovany polymer(y) muze
vyuzivat jakékoliv dal§i skupiny, zbytky nebo jiné konjugované latky vhodné pro konecné
pouziti. Napiiklad v nékterych aplikacich miZze byt uZitetné kovalentn€ navazat na polymer
funk&ni skupinu propujéujici molekule rezistenci vii¢i degradaci UV nebo antioxidaéni vlastnosti

nebo dalsi vlastnosti charakteristické pro polymer. V dal§im piikladé miZe byt vyhodné pro
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nékteré aplikace funkcionalizovat polymer pro ziskani stejnych reaktivnich nebo vazebnych
vlastnosti pro zesileni riznych vlastnosti nebo charakteristik celého konjugatu. Proto mize
polymer obsahovat funkéni skupiny, opakujici se skupiny, vazby nebo dalsi slozky struktury,
které pfedem nevylu€uji u€innost konjugovaného prostiedku pro jeho zamysleny cil. Dalsi cile a
vyhody pfihlasky budou vice ziejmé z nasledujiciho popisu a patentovych naroki.

Ilustrativni polymery, které mohou byt vyhodné pro dosazeni téchto Zadoucich
charakteristik, jsou popsany niZe ve vzorovém reakénim schématu. U aplikaci vyuZivajicich
kovalentn& navazané peptidy mohou byt polymery funkcionalizovany a pak pfipojeny k volné
aminokyseliné(am) peptidu(i) za vzniku labilnich vazeb, které umoziuji zachovani aktivity pii
neporusenych labilnich vazbach. PferuSeni vazby chemickou hydrolyzou a proteolyzou pak
zesiluje aktivitu peptidu.

Polymery vyuZivané ve vynalezu mohou mit ve své molekule vhodné€ inkorporovany
slozky jako jsou jedlé mastné kyseliny (lipofilni konec), polyethylenglykoly (ve vodé rozpustny
konec), pfijatelné cukerné skupiny (konec interagujici s receptorem) a spojovniky pro pfipojeni
peptidu. Z polymerti, které jsou na vybér, jsou zvlasté preferovany polysorbaty a jsou vybrany
pro ilustrovani riznych provedeni vynalezu v nasledujici diskusi. Pole vynalezu vSak
samoziejmé neni limitovano na polysorbaty a rtizné jiné polymery obsahujici vySe zminéné
skupiny mohou byt Usp&iné vyuZity v §irokém uplatnéni vynalezu. Nékdy mtize byt Zadouct
vynechat jednu z t&chto skupin a ponechat zbylé Casti polymerové struktury bez ztraty Gcelu.
Tam, kde je to zadouci, je vyhodné vynechat bez ztraty ucelu a uzitkd vynalezu cukernou a/nebo
spojovnikovou skupinu.

Je vyhodné pracovat s polymery, jejichz molekulova hmotnost je mezi 100 a 10 000
Daltony.

V praxi piihlagky jsou polyalkylenglykolové zbytky C; az C, alkyl(polyalkylen)glykold,
s vyhodou polyethylenglykolu (PEG), vyhodn¢ inkorporovany do zamysleného polymerniho
systému.

Piitomnost téchto zbytki PEG bude polymeru a odpovidajicim konjugatim polymer-
peptid dodavat hydrofilni vlastnosti. O uréitych glykolipidech je znamo, Ze stabilizuji proteiny a
peptidy. Mechanismus této stabilizace pravdépodobné zahrnuje asociaci zbytkil glykolipidové
mastné kyseliny s hydrofobnimi doménami peptidu nebo proteinu; tim je zabran€no agregaci
proteinu nebo peptidu. Je také znamo, Ze agregované peptidy jsou v tenkém stiev€ v porovnani
s pfirozenymi peptidy malo absorbovany. Vyndlez ma proto vmyslu polymer-peptidoveé
produkty, ve kterych je peptid, napf. LCRF, konjugovan s hydrofilni nebo hydrofobni Casti

polymeru. Funkci &asti polymeru tvofené mastnou kyselinou je asociovat s hydrofobni doménou
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peptidu a tak zabrafiovat agregaci v roztoku. Vysledné konjugaty polymer-peptid proto budou:
stabilizované (vii¢i chemické a enzymatické hydrolyze); ve vodé rozpustné diky zbytkim PEG a
diky interakcim mezi mastnou kyselinou a hydrofobni doménou nebudou nachylné k agregaci.

Odvozeni od polyalkylenglykolu piinasi konjugatim polymer-peptid v praxi tohoto
vynilezu mnoho vyhodnych vlastnosti, které jsou spojeny s nasledujicimi vlastnostmi
polyalkylenglykolovych derivati: zlepSeni rozpustnosti ve vodé bez navozeni antigennich nebo
imunogennich  odpovédi; vysoky stupeii  biokompatibility; absence  biodegradace
polyalkylenglykolovych derivati in vivo a snadnost jejich vylu€ovani Zivymi organizmy.

Polymery pouzivané pii uplatnéni této piihlasky obsahuji lipofilni a hydrofilni skupiny
¢inici vysledny konjugét polymer-peptid vysoce u€innym (bioaktivnim) pfi oralnim a stejné tak i
parenteralnim ¢ jinych zplsobech fyziologického podavani a vysoce &innym pfi
nefyziologickych aplikacich.

Nize jsou ukazany jako ilustrativni piiklady konjugati polymer-peptid této pfihlasky
obecné vzorce kovalentné vazanych konjugati oznacené pro jednoduchost naslednych odkazi
jako konjugat 1 — obecny vzorec V, konjugat 2 — obecny vzorec VII a konjugat 3 — obecny

vzorec VIII, specifické hodnoty pro m, n, w, x a y budou popsany v nasledujici diskusi.
Konjugat 1:

o
I

C
LCRF—N-" “O(H4C,0), (OCzHgOR

I )
H
(OCoH4),OR
CH5(OC,H4),OR
kde:
wtx+y+z=20a
T
R = kyselina olejova — vzorec VI: CH3(CHo)7CH=CH(CH,);C — (VD)

Konjugat 2:
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LCRF-NH-C-OCH,CHx(OC,H,),0-C(CH,),CH; (VID
Konjugat 3:
T
LCRF-NH-C-O(CHo),,(OCoH4),OCHs5 (v

Konjugat 1 obsahuje v centru polymerického systému komeréné dostupny polysorbat-
monooleat, cukerny derivat pouZivany v mnoha farmaceutickych aplikacich. Vlastnosti zesilujici
lipofilitu a absorpci jsou propujovany Tetézcem kyseliny olejové, zatimco zbytky
polyethylenglykolu (PEG) zajistuji hydrofilni (vytvafejici vodikové mustky) prostfedi. Insulin je
piipojen pies karbamatovou vazbu vedle PEG ¢&asti polymeru.

V konjugatu 2 je vynechan cukerny zbytek, ale LCRF je opét piipojeno k polymeru pies
karbamatovou vazbu vedle hydrofilni PEG ¢&asti polymeru. Lipofilni oblast mastné kyseliny
polymeru je proto vzdalena od mista piipojeni LCRF.

Uspofadani popsané vyse pro konjugat 2 je obraceno v piipadé konjugatu 3. Opét je
vynechan cukerny zbytek, ale v této struktufe je lipofilni zbytek mastné kyseliny nejblize k mistu
pfipojeni LCRF a hydrofilni oblast PEG je vzdaleno od mista pfipojeni LCRF, které je opét pies
karbaméatovou vazbu.

V obecné praxi vynalezu jsou pouZitelné rizné metody pro spojeni polymeru a peptidu a
jsou vice diskutovany dale. Pfi praci s proteiny a polypeptidy by mélo byt brano na védomi, Ze
ur€ité skupiny zbytki v peptidu jsou duleZité pro jejich celkovou biologickou celistvost. Je
dulezité vybrat vhodnou spojovaci latku, kterda by nadmémé interferovala s témito zbytky.
V nékterych piipadech mize byt téZké vyhnout se spojeni a tim zamaskovani aktivity téchto
zbytkl, ale Cast aktivity miZe byt obé€tovana pro zvySeni stability pfi zachovani danych
uziteCnych vlastnosti. Napiiklad vir vivo aplikacich muZe byt proto sniZena frekvence
davkovani, jehoZ vysledkem je sniZeni ceny a zvySeni pohodli pacienta.

Polymery pouzivané podle vynalezu pro konjugaci s proteinem/peptidem jsou navrZeny
tak, aby zajiStovaly dobré fyzikalni charakteristiky, které jim umozni dosahnout pozadovanych
zaméri. ZesilovaCe absorpce, které umoziiuji pronikani peptidi pfes bunéénou membranu,

nezlepuji stabilitni vlastnosti peptidl, proto mohou byt tyto zesilovafe pronikani vynechany




L 1] e sves *% Ve

[ »
(2T XY
Sewe
[ AR 2]
sSvee
(KX X ]

»

[
seoaw
LET X ]

eC

13 s weo 1) : Y a:t.

v konjugatech polymer-peptid vynalezu pro in vivo aplikace. Jedna stranka piihlasky se proto
tyka inkorporace derivath mastné kyseliny do polymeru pro mimikovani zesilova&i pronikani.

U kovalentné konjugovanych konjugati polymer-peptid této pfihlasky miZe byt peptid
kovalentn€ pfipojen na ve vodé rozpustny polymer labilni chemickou vazbou. Tato kovalentni
vazba mezi peptidem a polymerem muZe byt pferuSena chemickou nebo enzymatickou reakci.
Produkt polymer-peptid si ponechava pfijatelné mnozZstvi aktivity; plné aktivity peptidové slozky
je dosazeno po kompletnim odstépeni polymeru od peptidu. Souasné jsou polyethylenglykolové
Casti piftomné v konjugovaném polymeru a poskytuji polymer-peptidu vysokou rozpustnost ve
vod€ a prodluzuji dobu jeho cirkulace vkrvi. Glykolipidy jsou suZitkem asociovany
s polymerem tak, aby zbytky mastné kyseliny obsadily hydrofobni doménu peptidu a
zabrafiovaly tak agregaci. Vysledkem agregace peptidd je jejich Spatni absorpce v tenkém
stievé. Neagregované peptidy jsou v tenkém stievé mnohem snaze absorbovany. Ditvodem pro
inkorporaci glykolipidi do konjugovanych polymerd jsou zvySovani stability a zabranéni
agregaci peptidi po konjugaci. Modifikace popsané vySe ud&luji peptidu lepsi rozpustnost,
stabilitu a membranovou afinitu. Vysledkem téchto zlepSenych vlastnosti vynalez zamysli
parenteralni a oralni podavani aktivnich druhi polymer-peptid a po hydrolytickém Stépeni
biodostupnost peptidu per se v in vivo aplikacich.

Polymery pouZité v provedeni popsaném niZe mohou byt klasifikovany jako
polyethylenglykolem modifikované glykolipidy a polyethylenglykolem modifikované mastné
kyseliny. Mezi vyhodnymi konjugovanymi polymery mohou byt zminény polysorbaty zahrnujici
monopalmitat, dipalmitat, tripalmitat, monolaurat, dilaurat, trilaurat, monooleat, dioleat, trioleat,
monostearat, distearat a tristearat. Primérna molekulova hmotnost polymerl vznikajici z kazdé
kombinace je preferovana vrozmezi 500 az 10 000 Daltond. Alternativnimi vyhodnymi
polymery pro toto provedeni jsou polyethylenglykol-ethery nebo estery mastnych kyselin,
vnichZ je mastnou kyselinou kyselina laurova, palmitova, olejovd a stearova, a primérna
molekulova hmotnost polymeru se pohybuje v rozmezi 500 aZ 10 000 Daltonii. Je vyhodné mit
vpolymeru derivatizovatelnou skupinu, ktera miZe byt na konci zakonfeném
polyethylenglykolem nebo zakonfeném mastnou kyselinou. Derivatizovatelna skupina miZe byt
také umisténa uvniti polymeru a tvofit spojovnik mezi peptidem a polymerem.

Dale bude detailn€ spolu se strukturnimi obrazky diskutovano nékolik metod modifikaci
mastné kyseliny sorbitanu za uéelem dosaZeni poZadovaného polymeru. Polysorbaty jsou estery
sorbitolti a jejich anhydraty, které jsou kopolymerizovany s pfiblizné€ dvaceti moly ethylen-oxidu
na kazdy mol sorbitolu a anhydratu sorbitolu. NiZe je ukdzana struktura reprezentativniho

polymeru — obecny vzorec IX.
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HO(C,H,0),, (OC2H)Ry
(OC,Hg),R, 0
O
(OCoHy);R;3

Soucet w, X, y, zje 20 a Ry, R, a R3 jsou nezavisle na sobé& vybrany ze skupiny obsahujici
radikaly kyselin laurové, palmitové, olejové a stearové nebo jsou R; a R, hydroxylové skupiny,
zatimco Rs je radikal kyseliny laurové, palmitové, olejové nebo stearové. Tyto polymery jsou
komeréné dostupné a jsou pozivany ve farmaceutickych prostiedcich. Tam, kde je vyZadovana
vy$§i molekulova hmotnost polymeru, mohou byt pro syntézu vyuZity glykolipidy, jako jsou
sorbitan-monolaurat, sorbitan-monooleat, sorbitan-monopalmitat nebo sorbitan-monostearat, a
vhodny polyethylenglykol. Struktury glykolipidi, které mohou byt pouZity jako vychozi latky,

jsou ukazany nize — obecny vzorec X.

Ho,  OH

OH X)
CH,0O-C-(CH,),,CH3
m=10az 16

Pro syntézu glykolipidovych polymeri substituovanych ve tfech pozicich
polyethylenglykolem je pozadovany polyethylenglykol se dvéma volnymi hydroxyly na koncich,
ktery je chranén na jednom konci tritylovou skupinou pyridinu za pouZiti jednoho molu trityl-
chloridu. Zbylé volné hydroxylové skupiny polyethylenglykolu jsou konvertovany na tosylat
nebo bromid. PoZadovany glykolipid je rozpustén ve vhodném inertnim rozpoustédle za
pisobeni hydridu sodného. Tosylat nebo bromid chranéného polyethylenglykolu je rozpustén
v inertnim rozpoustédle a v nadbytku se piida k roztoku glykolipidu. Produkt se necha reagovat

s roztokem para-toluensulfonové kyseliny v bezvodém inertnim rozpoustédle pii pokojové
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teploté a purifikuje se sloupcovou chromatografii. Struktury pfemény je zachyceno nize — reakce
XI.

. "\\OH NaH

o T+ BrCH,CHy(OCH)OTrt! () ——>
o

CH,O l('!-- (CHp)CH, (X1)

TdyhO-CH,0),,  N(OCH),OTriti  HOAGHO)  (OCHY,0H

(ocgm,omtyl PTSA (ch*JZOH
It
CH,0 C- (CH,)CH, CH,0-C- (CHy,CH;

m=10az 16
soucet x, y, z= 8 az 240

Piizpisobenim molarnich mnoZstvi reagujicich latek na ekvimolarni a pouZzitim
polyethylenglykolu o vhodné molekulové hmotnosti mohou byt podle vySe zminé€ného postupu
ziskany mono a disubstituované glykolipidy o pozadovaném rozmezi molekulové hmotnosti —

obecné vzorce XII.

HQ,

OH

(OC,Hy),OH
@]

Il
CH,0-C~(CH,)CH;
(X1

HQ, (OC,H,),OH

&

K

(OC,Hy),OH
@)

Il
CH,O-C-(CHg)yCHs

kde jednotliva n a m jsou riizna, na sobé nezavisla a maji jakoukoliv vhodnou hodnotu pro
specificky peptid, ktery je stabilizovan, napf. od 1 do 16.
Cukerna &ast glykolipidu popsaného vySe miZe byt substituovana glycerolem nebo

aminoglycerolem, jejichZ strukturni vzorce XIII jsou ukéazany niZe.




16 P

CHOH CHNH
Ho—CH HO—CH} o
CH,OH CH,OH

V této modifikaci je primarni alkohol nejprve etherifikovan nebo esterifikovan zbytkem
mastné kyseliny, jako jsou laurova, olejova, palmitova nebo stearova;, aminoskupina je
derivatizovana mastnymi kyselinami za vzniku amidd nebo sekundarnich aminoskupin, jak je

ukazano nize — obecné vzorce XIV.

O
I
CH,0O-C-(CH»5),CH3 CH,0O(CH,),,,CH3
/ /
HO—“CP{ HO—CH
CH,OH CH,OH (XIV)
i
/CHZN H-C-(CH5),,CH3 /CHQNH(CHQ)mCHg,
HO“C'{ HO“CQ
CH,OH CH,OH

kde m miZe mit jakoukoliv vhodnou hodnotu, napt. od 10 do 16.

Zbyvajici primarni alkoholova skupina je chranéna tritylovou skupinou, zatimco
sekundami alkoholova skupina reaguje s polyethylenglykolem na pozadovany polymer. Obvykle
polyethylenglykol nese uvolfiovanou skupinu na jednom konci a methoxyskupinu na druhém
konci. Polyethylenglykol je rozpustén v inertnim rozpoustédle a pfidan k roztoku obsahujicimu
glykolipid a hydrid sodny. Z produktu je odstranéna ochranna skupina v para-toluensulfonové

kyseliné pii pokojové teploté za vzniku pozadovaného polymeru, jak je zobrazeno v reakci XV.

c CHX(CH)CHy  poTsA FXCCILON CH_:CH;:X(CHz)mCHB (XV)
RX(C,H,0)— CH, oty (CH0)y CH,OH

p-TsA = para-toluensulfonova kyselina
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Nékdy je pozadovano inkorporovat derivaty mastnych kyselin do rtznych &asti
polyethylenglykolového fetézce pro dosazeni wurCitych fyzikaln€ chemickych vlastnosti
podobnych polysorbatim, které byly substituovany dvéma/tfemi molekulami mastnych kyselin,

napf. polysorbat-trioleat.

Vzorce predstavujici polymery jsou ukazany v reakénim schématu nize jako oteviené
fetézce polysorbatt — reakce XVI.

PNH- C O(C5H,0), CH -c-H’(OC’H“"’V
* COCHOrERTER crgoc R
A |
]
]
l
B PrNH—%O(Czﬁtio)Qt‘ 3 SOCH KR
I aad :
_(©c
oy OCHITE
\(OCzHDnJ(R
- Q _CHy(OCyH),sXR
c : PrNH- C O(C;H,0),-CH, N
CHp(OC,H ) XR
D © PVH-COCHO)umXR

- Pr = Peptidy, Proteiny, Proteinové latky ;
" R=Alkyl, C5 a2 CI8
n=52az120,

R

X=0,8, CO- , CNH- ;

: i it O~ _
PNH-t-0 : NH-GO- mohlbjt -C-O- » HNC- i




.....

A _CH,{(OC,H,), XR
B © PNH-CO(CH,),—C. 20
- l CHAOCH ), XR
F : | PrNH- E’: O(CHZ)m(OCZHA)n !m
. (OCH). XR
G PNH- C O(CH,),~ CH,~ CH{ O XX
: | CHAOC,HYpXR

Pr = peptidy, proteiny, proteinova IéCiva,
R =alkyl, Cs az Cs;

n=>5az 120;
m=2az15;

99
X=0,8, GO~ , CNH- ;

‘ ] 9 9 9
PINH~-C-0 : NH~-CO- mohlbyt -CO~ . HNC- ;

] ,(CH),CH;
H  PiNH-CO(CH,0)~CH PaC
(CHOLXR

Pr = peptidy, proteiny, proteinova léCiva,
R = alkyl, Cs az C;s;

m=35az 18,

n=2azl5;

y =5 az 120;

(XVD)
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kde m, n, a y mohou byt na sob& nezavisle ménéna v uvedenych rozmezich.

Pii syntéze polymeru A je Zadouci ochranit hydroxylové skupiny na prvanim a druhém
uhliku glycerolu, napf. solketalem. Zbyvajici hydroxylova skupina je pfemén€na v inertnim
rozpoustédle na sodnou sil a necha se reagovat s halogenovanym nebo tosylovanym
polyethylenglykolem, kde byl jeden konec polyethylenglykolu ochranén jako ester. Glycerolova
ochrana je odstranéna a dvé€ vysledné volné hydroxylové skupiny jsou pievedeny na odpovidajici
sodné soli. Tyto soli reaguji v inertnim rozpoustédle s polyethylenglykolem, ktery byl Castecné
derivatizovan mastnymi kyselinami. Reakce probiha poté, co byl volny hydroxyl pfeveden na
tosylat nebo bromid.

Polymer G se syntetizuje stejnym zpuisobem s vyjimkou toho, Ze chranény glycerol
nejprve reaguje s estery mastnych kyselin, které byly na svém terminalnim uhliku halogenovany.

Pfi syntéze polymeru C je vyhodné zadit s 1,3-dihalo-2-propanolem. Dihaloslou¢enina se
rozpusti v inertnim rozpoustédle a necha se reagovat se dvéma moly sodné soli
polyethylenglykolu, ktery byl dfive derivatizovan jednim molem mastné kyseliny. Produkt je
purifikovan chromatograficky nebo dialyzou. Vysledny suchy produkt je v inertnim rozpoustédle
ofetien hydridem sodnym. Takto vytvofena sodnd stl reaguje s haloderivatem C&asteCné
chranéného polyethylenglykolu.

Nékdy miZe byt Zadouci vynechat cukernou €ast z polymeru. Vysledny polymer stale
obsahuje &ast polyethylenglykolu. Membranovéa afinita mastné kyseliny miZe byt udrZena
fadnou substituci mastné kyseliny lipofilnim alkanem s dlouhym fetézcem; takto je zachovana
biokompatibilita. V jednom piipadé tohoto provedeni je polyethylenglykol se dvéma koncovymi
volnymi hydroxylovymi skupinami oSetfen hydridem sodnym v inertnim rozpoustédle. Jeden
hmotnostni ekvivalent primarniho bromidového derivatu se skupinou podobnou mastné kyselin€
je pfidan ke smési polyethylenglykolu s rozpoustédlem. PoZzadovany produkt je extrahovan
v inertnim rozpoustédle a v pfipadé potieby purifikovan sloupcovou chromatografii — reakce

XVIL

CHa(CHy)mCH,Br + HOCH;CHA(OCHa) OH 2 3 CHy(CH)mCHA(OC Ha) OH

(XVII)
Kde je zadouci vytvofit esterovou vazbu mezi mastnou kyselinou a polyethylenglykolem,

chlorid kyseliny se necha reagovat s nadbytkem poZadovaného polyethylenglykolu ve vhodném

inertnim rozpoustédle. Polymer je extrahovan v inertnim rozpoustédle a v pfipadé potieby dale

purifikovan chromatografii — reakce XVIIL
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I
CH3(CHy)rCOC! + HOCH,CHy(OCHa),OH —3 CHa(CH2)mC OCH,CHy(OC Ha)OH  (XVIID)

U nékterych modifikaci peptidd je Zadouci konjugovat mastnou kyselinu piimo
s peptidem. V takovém pripadé se polymer syntetizuje s derivatizovatelnou skupinou umisténou
na mastné kyselind. Roztok monomethoxy(polyethylen)glykolu o pfislusné molekulové
hmotnosti v inertnim rozpoustédie je ofetfen hydridem sodnym a nasledn€ se piida roztok
obsahujici ethyl-ester mastné kyseliny nesouci uvolfiovanou skupinu na svém koncovém uhliku.
Produkt je purifikovan po extrakci rozpoustédla a v pfipad€ potieby sloupcovou chromatografii —
reakce XIX.

R B © NaH
CH,CH,0C(CHp)Br + HOCH,CHy(OGH)XR ———
(XIX)

9 o
CH, CH,0C(CH,;)50CH,CH,(OC;H), XR

Esterova ochrana je odstranéna reakci se ziedénou kyselinou nebo bazi — obecny vzorec
XX.

T
HO-C (CH)=—(OC,H)nXR %)
Tam, kde je poZadovano vytvofeni karbamatové vazby s polypeptidem, je karboxyl nebo

ester preveden na hydroxylovou skupinu metodou chemické redukce, jak je znamo v oboru -

obecny vzorec XXI.
HO—(CH2)m~(OC2H)nXR oo

Funkéni skupiny, které jsou pouZity pfi konjugaci polypeptidi, jsou obvykle na
terminalnim konci polymeru, ale v nékterych piipadech je upfednostiovano, kdyz je funkéni

skupina umisténa uvnitf polymeru. V tomto piipad¢ slouzi derivatizatni skupiny jako
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spojovniky. V jednom piipadé€ tohoto provedeni miZe byt mastna kyselina bromovéana na o
ubliku karboxylové skupiny a kyselina je esterifikovana. Experimentalni postup pro takovyto typ
slougenin je podobny popsanému jiz vye a vysledkem je produkt zobrazeny niZe — obecny

vzorec XXII.

CH3(CH2)m(l:(OC2H4)nXR (XX1)
COOH

Pokud je pozadovén delsi spojovnik, polyethylenglykolmonoether miize byt preveden na
aminoskupinu a zreagovan s anhydridem sukcinatu, ktery byl derivatizovan mastnou kyselinou.
PoZadovany polyethylenglykol nesouci primarni amin je rozpudtén v sodnofosfatovém pufiu pii
pH 8,8 a reaguje se substituovanym sukcinatovym anhydridem mastné kyseliny, jak je ukazano
na schématu niZe. Produkt je izolovan extrakci rozpoustédla a v pfipadé potieby purifikovan

sloupcovou chromatografii — obecny vzorec XXIII.

Mélo by byt ziejmé, 7e vyge (XXIID) edena
CHa(CHImCHCXCH,CHA(OCHa) R
"
reakén COOH i schémata slouzi pouze pro ilustra¢ni

UCely a neméla by byt omezujici vzhledem k reakcim a vzorctim, které mohou byt vyhodné
vyuzZity pro modifikaci peptidi v Siroké praxi piiblasky, napf. k dosaZeni rozpustnosti,
stabilizace a afinity k bunééné membrané, pro parenteralni a oralni podavani.

Piihlaska zahrnuje konjugaty biokompatibilnich polymerd s biologicky aktivnimi
makromolekulami, diagnostickymi latkami, atd., které mohou napiiklad zahrmovat peptidy,
proteiny, enzymy, ristové hormony, rustové faktory a podobné. Takovéto makromolekularni
slouCeniny mohou byt vytvofeny z alfa-aminokyselin spojenych amidovou vazbou za vzniku
peptidovych oligomer( a polymerd. V zavislosti na funkcich téchto latek mohou byt t&mito
peptidovymi ¢astmi proteiny, enzymy, riistové hormony, atd.. Pro zkraceni jsou zde tyto latky
souhrnn€ pojmenovavany jako peptidy a oznaCovany jako Pr. Ve vSech pfipadech obsahuji
biologicky aktivni peptidy volnou aminoskupiny nebo karboxylové skupiny. Spojeni mezi

polymerem a peptidy je obvykle ucinéno pies volnou aminoskupinu nebo karboxylovou skupinu.
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Peptidy zde vybrané pro ilustraci jsou konkrétng zajimavé na poli mediciny, zem&délstvi,
védy a pro domaci stejné jako priimyslové aplikace. Mohou to byt enzymy vyuZitelné pro
vyménnou terapii; hormony posilujici rist u Zivo&ichd nebo bun&ny riist v bun&énych kulturach
nebo aktivni proteinové sloueniny pouZivané pro rizné aplikace, napf. biotechnologie a
biologickou a Iékafskou diagnostiku. Mezi enzymy, které mohou byt zmingny, pati
superoxiddismutasa, interferon, asparaginasa, glutamasa, arginasa, arginindeaminasa,
adenosindeaminasaribonukleasa, trypsin, chymotrypsin a papain. Mezi peptidové hormony, které
mohou byt zminény, patii insulin, kalcitonin, ACTH, glukagon, somatosin, somatropin,
somatomedin, parathyroidni hormon, erythropoietin, hypothalamické uvolitujici faktory,
prolaktin, thyroidni stimulujici hormony, endorfiny, enkefaliny a vasopresin.

Reakce polymeru s peptidem pro ziskani kovalentn& konjugovanych produktd je snadno
proveditelna. Pro zkraceni je zde v diskusi oznaovan polymer jako (P). Tam, kde polymer
obsahuje hydroxylovou skupinu, je tento nejprve zkonvertovan na uhliSitanovy derivat jako
napiiklad uhli¢itan para-nitrofenylu.  Aktivovany derivat se necha poté kratce za mirnych
podminek reagovat s peptidem za vzniku karbamatovych derivati se zachovanou biologickou
aktivitou — reakce XXIV.

0 o o
(P)-CPIQ'-O—-'(':- O—O—NO, + | Pr-NH, ————p (®)-CH,~ O~ &-NHPI' (XX1V)

VySe zmin€na reakce a reagujici latky slouZzi pouze jako ilustrace a nejsou omezujici;
mohou byt vyuZity i jiné aktivacni latky, jejichz vysledkem je vznik uretanu, nebo dalfi vazby.
Hydroxylova skupina miZze byt konvertovana na aminoskupinu pomoci znamych latek. Nasledné
spojeni s peptidy pies jejich karboxylovou skupinu davaji vznik amidu.

Tam, kde polymer obsahuje karboxylovou skupinu, miiZe byt tento pfeménén ve smésny
anhydrid a reaguje s aminoskupinou peptidu za vzniku konjugatu obsahujiciho amidovou vazbu.
V dalSim postupu miize karboxylova skupina reagovat s ve vodé rozpustnym karbodiimidem a
peptidem za vzniku konjugatli obsahujicich amidové vazby.

Aktivita a stabilita peptidovych konjugatd miZe byt pozménéna né€kolika zpisoby, jako
jsou zména molarnich poméri polymer ku peptid a pouzitim polymeru s riiznou molekulovou
hmotnosti. Rozpustnost konjugati miZe byt ménéna zménou proporce a velikosti
polyethylenglykolového fragmentu inkorporovaného do sloZeni polymeru. Hydrofilni a
hydrofobni charakteristiky mohou byt vyvaZovany peglivou kombinaci mastnych kyselin a

polyethylenglykolové skupiny.
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NiZe jsou uvedeny nékteré ilustrativni modifikace reakci pro konjugaty polymer-peptid
piihlasky — reakce XXV.

~(OCzH),0(CH),CH;

. (OC;H 9)530(CHY,CH,

CH3(CHp),,O(C,H,0)y,

o
v (OCH,O0H
1. CH,(CH,)OH

2.NaH
3. IN NaOH

(XXV)
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(OCH )52
- 9
1. CH3(CH,)(0C,H,),0H (OCZHQ)MOC..R’
2. NaH
3. INNaOH/?
CH;(CH),0(C;H,0),, SOC2H ) 0(CH),CH,
. K ‘ . A .
| (OC3H);30(CH,),,CH;
Z = QOTs nebo Br (OC,H,),,0H
L . HOGHOW OCH,,0H
- (OC;H9OH
R
(OCzHYO CR
l.‘NaHI 7]
2. Br(CH Z)mCO,OR
3. IN NaOH
HOOC-(CHp)zO(CHO)y; (OC;H,),,0(CH,),,COOH
M . o . o
(OC;H,),;0(CH)»COOH
(OC,Hy),sOH

Ve vySe uvedeném reakénim schématu zahrnujicim druhy I, J a K jsou demonstrovany

cesty pro modifikaci hydrofilicitni/lipofilicitni rovnovahy konjugujiciho polymeru. Esterové
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skupiny v konjugujicim polymeru jsou citlivé k hydrolyze esterasami; konjugujici polymer
obsahujici esterové skupiny proto miize byt modifikovan tak, 7ze jsou esterové skupiny
pfeménény na etherové, které jsou obecné vice odolné vi&i hydrolyze. Reakéni schéma
obsahujici druhy L a M znazorfiuje pfeménu hydroxylovych skupin na karboxylové skupiny.
Z tohoto pohledu budou karboxylové skupiny poskytovat karboxylovy anion, ktery je lepsi pro
funkéni stabilizaci (vytvafi iontové koordina¢ni komplexy) nez hydroxyl, ktery takové komplexy
nevytvaii. Dal§i zdroje anionti s vhodnymi funkénimi skupinami pro tvorbu iontové
koordinaénich komplex(i zahrnujicich druhy polymerd této piihlasky obsahuji siranové a
fosfatové skupiny. Obecnd mohou byt svyhodou pouZity razné techniky pro zlepSeni
charakteristik stability konjugatd polymer-peptid této piihlasky zahrnujici: funkcionalizaci
polymeru skupinami s vybornou odoinosti proti hydrolyze, napf. diive popsand pfeména
esterovych skupin na etherové skupiny, modifikace lipofilni/hydrofilni rovnovahy konjugujiciho
polymeru podle poZadavkii peptidu, ktery je stabilizovan polymerem a pfizptisobeni molekulové
hmotnosti polymeru poZadované urovni molekulové hmotnosti peptidu, ktery je stabilizovan
polymerem. |

Unikatni vlastnost polymeri odvozenych od polyalkylenglykolu této piihlasky cennych
pro terapeuticka pouZiti je vSeobecna biokompatibilita. Polymery maji rizné vlastnosti vzhledem
k rozpustnosti ve vodé a nejsou toxicke. Jsou neantigenni, neimunogenni a neinterferuji
s biologickymi aktivitami enzymid. Dlouho cirkuluji v krvi a jsou snadno vyluovany Zivymi
organizmy.

U produktl vtéto pfihlaSce byla prokazana jejich uZiteCnost pro udrZeni biologické
aktivity peptidi a mohou byt napfiklad pfipraveny pro terapeutické podavani rozpusténim ve
vodé nebo v piijatelném tekutém médiu. Podavaji se bud parenteralng nebo oralni cestou. Jemné
koloidni suspenze mohou byt pfipraveny pro parenteralni podavani pro dosaZeni depotniho
efektu nebo oralni podavani.

V suchém lyofilizovaném stavu vykazuji konjugéty peptid-polymer této pfihlaSky dobrou
skladovaci stabilitu; roztoky konjugatd této pfihlasky jsou také charakteristické dobrou
skladovaci stabilitou.

Terapeutické konjugaty polymer-peptid této piihlasky mohou byt vyuZity pro profylaxi
nebo 16&bu jakéhokoliv stavu nebo stadia choroby, pro které je peptidova slozka G¢inna.

Navic konjugaty polymer-peptid této pfihlasky mohou byt vyuZity pro zjiSténi sloZek,
stavii nebo stadii choroby v biologickych systémech nebo vzorcich, stejné tak pro diagnostické

Gely v nefyziologickych systémech.

[ ]
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Dale konjugaty polymer-peptid tohoto vynalezu mohou byt pouZity pro profylaxi nebo
1écbu stavu(li) nebo stadia(i) nemoci v rostlinnych systémech. Napiiklad peptidova slozka
konjugatu miize mit insekticidni, herbicidni, fungicidni a/nebo pesticidni uginek pfizpisobitelny
pro pouziti v riznych rostlinnych systémech.

Jest€ dale peptidovou slozkou konjugati této piihlasky mohou byt protilatky nebo
alternativné antigeny pro diagnostické, imunologické a/nebo testovaci Gdely.

Pro terapeutické pouziti uvazuje piihlaska metodu 1é¢by Zivodichl, kteifi maji nebo jsou
latentné nachylni k takovymto stavim nebo stadiim choroby, a v pfipadé nutnosti takové 1é¢by
zahrnuje podavani takového mnoZzstvi konjugatu polymer-peptid této pfihladky Zivodichim,
které jsou uCinné pro zminény stav nebo stadium nemoci.

Subjekty pro lé€bu konjugaty polymer-peptid této pfihlasky zahrnuji jak Clovéka, tak i
ostatni zivoCichy (napf. ptak, pes, koCka, krava, kuii) a pfedevsim s vyhodou savce a jesté
vyhodnéji lidi.

V zavislosti na specifickém stavu nebo stadiu choroby, kterou je tieba 1é&it, mohou byt
zvitatim podavany konjugaty peptid-polymer tohoto vynalezu pfi jakékoliv vhodné terapeuticky
ucinné a bezpetné davce, jak muze byt snadno stanoveno se zkuSenostmi v oboru a bez
piiliSného experimentovani.

Obecné budou vhodné davky slouCeniny o vzorci IX pro dosaZeni terapeutického
prospéchu v rozsahu od 1 mikrogramu (ug) do 100 miligrami (mg) na kilogram hmotnosti
pfijemce na den, s vyhodou v rozsahu od 10 pg do 50 mg na kilogram hmotnosti na den a jesté
vyhodnéji v rozsahu od 10 pg do 50 mg na kilogram hmotnosti na den. Pozadovana davka je
s vvhodou reprezentovana jako dvé, tii, Ctyfi, pét, Sest nebo vice subdavek podavanych
v patfinych intervalech béhem dne. Tyto subdavky mohou byt podavany v podobé
jednotkovych davek napiiklad obsahujicich od 10 ug do 1000 mg, s vyhodou od 50 pg do 500
mg a je§té¢ vyhodnéji od 50 pug do 250 mg aktivni latky na jednotkovou davku. Alternativng,
pokud to stav pfijemce vyZaduje, mohou byt davky podavany jako nepfetrzita infuze.

Zpisob podavani a davkovani bude samoziejmé ovliviiovat terapeuticka mnoZstvi latek,
které jsou pozadovany a ucinné pro danou lécebnou aplikaci.

Napiiklad pii oralnim podavani se davky typicky podavaji nejméné dvakrat, napt. 2 az 10
krat, ve stejnych davkach jako pfi parenteralnim podavani pro stejnou aktivni latku.

Konjugaty polymer-peptid vynalezu mohou byt podavany per se stejné tak ve formé

farmaceuticky pfijatelnych esterd, soli a jejich dalSich fyziologicky funké&nich derivati.
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PiihlaSka také zahrnuje farmaceutické prostiedky, jak pro veterinarni pouZiti, tak i pro
lécbu lidi, které obsahuji jako aktivni latku jeden nebo vice konjugat(i) polymer-peptid
vynalezu.

V téchto farmaceutickych a 1éCivych prostiedcich je aktivni latka s vyhodou pouZivana
spolu sjednim nebo vice farmaceuticky pfijatelnym(i) nosiem(i) a volitelné dalgimi
terapeutickymi latkami. Nosi¢(e) musi byt farmaceuticky pfijatelny ve smyslu kompatibility
s ostatnimi slozkami prostfedku a nesmi byt nadmérné $kodlivy pro svého pifjemce. Aktivni
latka je obsaZena v mnozZstvi efektivnim pro dosaZeni pozadovaného farmakologického uéinku,
jak je popsano vyse, a v mnozstvi vhodném pro dosaZeni pozadované denni davky.

Prostfedky zahrnuji ty, které jsou vhodné pro parenterdlni a stejné tak neparenteralni
podavani, a specifické metody podavani vdetnd oralniho, rektalniho, bukalniho, lokalniho,
nosniho, oc¢niho, subkutanniho, intramuskularniho, intravendznitho, transdermalniho,
intathekalniho,  intraartikularniho,  intraarteridlniho, subarachnoidalniho, bronchialniho,
lymfatického, vaginalniho a intrauteralniho podéavani. Preferovany jsou prostiedky vhodné pro
oralni a parenteralni podavani.

Pokud je aktivni latka pouZita v tekutém prostiedku, prostfedek mii¥e byt s vyhodou
podavan oraln€ nebo parenteraln€. Pokud je aktivni latka pouZita v prostiedku v tekuté suspenzi
nebo jako praSek v prostfedku s biokompatibilnim nosiGem, muZe byt prostfedek s vyhodou
podavan oralng, rektalné nebo bronchialng.

Pokud je aktivni latka pouzita pifimo ve formé pevného prasku, miZe byt aktivni latka
s vyhodou podavana oraln€. Alternativné muZe byt podavana bronchialng rozpraSenim prasku
vnosném plynu, takZe se vytvofi plynna disperze prasku, ktera je pacientem vdechnuta
z dychaciho pfistroje obsahujiciho vhodné rozpra§ovaci zafizeni.

Prostfedky obsahujici aktivni latku této piihlasky mohou byt pohodlng piedkladany
v podob€ jednotkovych davek a mohou byt pfipraveny riznymi metodami dobie znamymi
v oboru farmacie. Takovéto metody obvykle zahrnuji krok, ve kterém se aktivni latka(y) asociuje
s nosiCem, ktery se skladd zjedné nebo vice pfidavnych latek. Typicky jsou prostiedky
piipravovany rovnomérnym a vzajemnym smichanim aktivni latky(ek) stekutym nosidem,
jemné délenym pevnym nosi¢em nebo ob&ma a poté je produkt v piipadé potieby vytvarovan do
davkovych forem pozadovaného prostiedku.

Prostiedky této pfihlasky vhodné pro oralni podavani mohou byt podavany jako
jednotlivé jednotky v podob€ kapsli, oplatek, tablet nebo pastilek, znichz kazda obsahuje
stanovené mnoZstvi aktivni latky v podobé prasku nebo granuli; nebo jako suspenze ve vodném

roztoku nebo nevodném roztoku jako jsou sirup, tinktura, emulze nebo vytazek. Tableta mize
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byt vyrobena stlatenim nebo lisovanim, pfipadng sjednou nebo vice piidatnymi latkami.
Stladené tablety mohou byt pfipraveny stladenim ve vhodném stroji, kde je aktivni latka ve voln&
plovouci formé€, jako je praSek nebo granule, a piipadné je smichana s pojivovou latkou,
dezintegracni latkou, lubrikantem, inertnim rozpoustddlem, povrchové aktivni latkou nebo
leptaci latkou. Lisované tablety obsahujici smés praskové aktivni latky s vhodnym nosiem
mohou byt vyrobeny lisovanim ve vhodném stroji.

Sirup miize byt vyroben piidanim aktivni latky ke koncentrovanému vodnému roztoku
cukru, napfiklad sacharozy, ke kterému miZe byt také pfidana ptidavna latka(y). Touto
pfidavnou latkou(ami) mohou byt ochucovadla, vhodny konzervant, latky zabratiujici
krystalizaci cukru a latky pro zvySeni rozpustnosti jakékoliv jiné latky jako tieba
polyhydroxyalkohol, naptiklad glycerol nebo sorbitol.

Prostfedky vhodné pro parenteralni podavani obsahuji vyhodné sterilni vodny piipravek
aktivni latky, ktery je s vyhodou izotonicky s krvi pfijemce (napf. fyziologicky solny roztok).
Takovéto prostfedky mohou obsahovat suspendujici latky a latky zvétSujici objem nebo jiné
mikroCasticové systémy, které jsou navrZeny k zacileni latky na slozky krve nebo jeden &i vice
organti. Prostfedky mohou byt pfedkladany v jednodavkové nebo multidavkové formé.

Prostfedky ve formé nosniho spreje obsahuji purifikované vodné roztoky aktivnich latek
s konzervaCnimi latkami a izotonickymi latkami. Takovéto prostfedky maji s vyhodou upravené
pH a izotonicky stav slucitelny s membranami nosni sliznice.

Prostiedky pro rektalni podavani mohou byt piedkladany jako &ipky s vhodnym nosicem,
jako je kakaové maslo, ztuZené tuky nebo ztuZena mastna karboxylova kyselina.

Prostfedky pro ofni podavani jsou pfipraveny obdobnou metodou jako nosni sprej
s vyjimkou toho, Ze pH a izotonické faktory jsou s vyhodou upraveny tak, aby odpovidaly o&im.

Povrchové prostfedky obsahuji aktivni latku rozpusténou nebo rozptylenou v jednom
nebo vice médiich, jako je minerélni olej, vazelina, polyhydroxyalkoholy nebo ostatni baze
pouzivané pro povrchové farmaceutické prostiedky.

Navic mohou kromé& vyse zminénych latek obsahovat prostiedky tohoto vynalezu jednu
nebo vice ptidavnych latek vybranych z rozpoustédel, pufri, ochucujicich latek, dezintegracnich
latek, povrchové aktivnich latek, latek zvétSujicich objem, lubrikantli, konzervantd (véetnd
antioxidantu1) a podobnych.

Pfi neterapeutickych pouZitich této piihlasky miZe konjugat polymer-peptid vyuZivat
kovalentni vazbu nebo alternativné nekovalentni vazbu mezi peptidovymi a polymerovymi
slozkami. Navic mohou byt asociativné spojené peptidové a polymerni slozky vyuzity pro

podavani terapeutickych peptidovych latek vhodnymi metodami podavani jako jsou ty, které zde
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byly ilustrativné zminény vySe ve spojitosti s ilustrani diskusi kovalentné spojenych konjugatd
polymer-peptid tohoto vynalezu.

V téchto neterapeutickych asociativné spojenych prostiedcich peptid-polymer mohou byt
peptidové a polymerové slozky zpoc€atku spojeny dohromady pro posileni stability a odolnosti
viuci degradaci; alternativné mohou byt napiiklad tyto slozky oddélenou &asti viceslozkového
prostiedku, ktery je smichan v okamziku pouZiti, a ktery bude diky absenci asociativni vazby
mezi polymerem a peptidem ve vysledné smési nachylny k rychlému rozpadu nebo jiné metods
degradace. Bez ohledu na formu sloZeni asociativn€ spojenych prostiedki peptid-polymer se
v pithlasce také uvazuje o asociativni vazbé, ktera zesiluje nékteré charakteristiky nebo aspekty
peptidu nebo jingym zpisobem zesiluje jeho funk¢nost v porovnani s peptidovou slozkou bez
takovéhoto asociativniho polymeru.

Piihlaska tedy zamysli také zajisténi vhodnych polymert pro in vitro stabilizaci peptidi
v roztoku jako vyhodny ndzorny piiklad neterapeutické aplikace. Polymery mohou byt napfiklad
vyuzity pro zvySeni teplotni stability a odolnosti peptidu vii¢i enzymatické degradaci. Posileni
teplotni stability peptidu konjugaci podle metod této piihlasky zahrnuje zlepSeni
skladovatelnosti, stability pii pokojové teploté, robustnost diagnostickych a vyzkumnych latek a
souprav, napf. soupravy pro imunotesty. V nazorném piikladé miZe byt alkalickd fosfatasa
kovalentné nebo asociativn€ spojena s vhodnym polymerem v souladu s timto vynalezem pro
poskytnuti stability takovéto fosfatase, pokud je pouZivana jako latka v soupravé pro
kolorimetrickou detekci protilatky nebo antigenu v biologickych tekutinach.

Nasledujici piiklady jsou minény jako ilustrativni pro tuto pfihlasku a nemely by byt

chapany jako limitujici.

Piiklady provedeni vynalezu

Konjugat LCRF-amfofilni polymer muZe byt syntetizovan a testovan na aktivitu vedouci
k uvoltiovani CCK. Konjugat LCRF muze byt hodnocen na odolnost k proteolyze. Fyziologické

a behavioralni 0¢inky mohou byt potvrzeny in vivo ve studiich na zvifatech.
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Syntéza konjugatu LCRF-amfofilni polymer

Uzitim amfofilnich oligomerd nebo polymer( rtizné velikosti a chemického sloZeni
mohou byt modifikovany absorpéni a $tépné vlastnosti peptidového konjugatu. Je poZadovano,
aby polymer, ktery bude pfipojen na LCRF, neinterferoval svazbou na receptor. Piesné
vlastnosti vazby LCRF se svym receptorem nejsou znamy, ale byla uéinéna dvé pozorovani
tykajici se této vazby: zbytky 11 az 25 jsou pro interakci nezbytné a roz§tépeni mezi zbytky 19 a
20 zrusi vazebnou aktivitu. Proto budeme pouzivat hydrolyzovatelny spojovaci ¢lanek na K19,
aby byl peptid ochranén pied trypsinovou proteolyzou.

Konjugaty tohoto vynalezu maji dvé slozky (PEG a alkylovy fetézec), které udéluji
LCRF dvé uzitené vlastnosti. Za prvé, pouZity rozvétveny oligomer na N-konci zabrafiuje
vstupu ze stieva do krevniho fecisté€. Pro tento ucel bude na N-konec piidan oligomer 5 az 10
kDa, protoZe molekuly o molekulové hmotnosti vétsi nez 4 kDa neprochazeji stfevni sténou do
krevniho Tecisté, ale jsou zadrZeny v lumenu. Za druhé, hydrofobni alkylovy fetézec je schopen
integrovat se do bun&nych membran stfevniho epitelu a tim dochazi k t€snému pfibliZzeni
peptidu ke svému receptoru na povrchu epitelialnich bunék. S vyhodou se pfipojuje konjugat
PEG/alkyl na N-konec v dostatecné vzdalenosti od zbytkii u€astnicich se vazby na receptor.

Prvnich 35 zbytkit LCRF™ miZe byt syntetizovano metodami pevné faze a mohou byt
ziskany od komerénich dodavateli. LCRF konjugacni techniky postupuji podle tfech zakladni
postupt shrnutych na Obrazku 2.

LCRF obsahuje dvé reaktivni aminoskupiny, které mohou byt pouZity pro pfipojeni
konjugatu — aminokonec a lysinovy postranni fetézec. Pro prvni konjugat (Konjugat 1) mize byt
pouZit rozvétveny oligomer s celkovou primérnou molekulovou hmotnosti 4 az 10 kDa, ktery je
pfipojen k N-konci LCRF pomoci nehydrolyzovatelného spojovniku. Tento konjugat ma tfi
zakladni znaky. Za prvé, oligomery na N-konci LCRF jsou umistény distaln€ od znamé receptor
vazebné domény, a proto je velmi nepravdépodobné, Ze by ovliviiovaly jeji biologickou aktivitu.
Za druhé, rozvétveny oligomer na N-konci piedstavuje sterickou piekazku aminopeptidasam,
které by za jinych okolnosti peptid §tépily. Za tfeti, rozvétvené oligomery zajistuji jak extrémni
rozpustnost ve vodé tak i znatn€ zvétSuji velikost konjugatu LCRF a tim zabraiiuji pfechodu
peptidu pfes epitelialni st€nu tenkého stieva.

Konjugat 2 miZe vyuZivat N-koncovy konjugat popsany pro Konjugat 1 a druhy linearni
konjugat pfipojeny na epsilon aminoskupinu K19. Tento linearni oligomer muZze byt pfipojen

hydrolyzovatelnou vazbou, takZe v prub&hu ¢asu bude oligomer uvolnén hydrolyzaci a tim bude
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umoznéno vazb€ LCRF na svij receptor. K19 se nachazi piiblizn€ uprostied piedpokladané
receptor vazajici sekvence. Zakladni vlastnosti Konjugatu 2, které ma vedle jiz popsanych u
Konjugatu 1, zahrnuji pfidani hydrolyzovatelného oligomeru na K19, ktery chrani pied
trypsinovou hydrolyzou. Za druhé, hydrolyzovatelné pfipojeni oligomeru by meélo umozZnit
patfi¢nou vazbu na receptor. Za tfeti, pomala hydrolyza oligomeru na K19 (T, pfedpokladano
30 az 60 min) mize vést k prodlouzeni doby udinku LCRF. Navrh 3 pfedstavuje konjugat
piipojeny na C-konec, N-konec a K19. C-konec (tyrosin) je zménén na lysin a tim je poskytnuto
tfeti misto pro konjugaci. U této mutace se nepiedpokladd zmeéna vazby na receptor, protoze
vazebnd doména se nachazi nejméné 10 zbytkd od zbytku 35. Rovnovahy amfofilicity je
dosazeno pouzitim tifi linearnich polymerd namisto rozvétveného polymeru. Pridani
hydrolyzovatelného oligomeru na C-konec zajisti ochranu proti degradaci karboxypeptidasami.
Hydrolytické odstranéni vSech tfi oligomeri povede k obnoveni plné biologické aktivity LCRF.
Hydrolyza oligomeru (T, pfedpokladano 30 az 60 min) miZe vést k prodlouzeni doby ucinku
LCRF.

Prehled syntézy LCRF konjugatu je ukazano na Obrazku 3. Oligomerni karboxylové
alkanoly se aktivuji bromem a esterifikuji. Oligomerni PEG se pfipoji k aktivovanym alkanovym
oligomerim. Piipojeni PEG/alkan karboxylové kyseliny k volné aminoskupin€ peptidu se
provede N-hydroxysukciamidem ve vodném roztoku pii pH, pfi kterém je aminoskupina
nukleofilni. Pfedtim syntetizované a purifikované oligomery se aktivuji a piipoji k LCRF pii
riznych reakénich podminkach, které umozZiiuji piipojeni oligomeru na urcita mista (N-konec, C-
konec nebo K19). Sledu konjugacnich reakci a purifikaci produkti se mizZe také pouzit pro
ziskani specifickych konjugaénich vzorca. Selektivity N-koncové aminoskupiny pied vedlejsim
fetézcem lysinu se dosahne vybérem pH reakéniho média. Pfipojeni k N-konci (pKa ~8) se
provadi pii pH ~9, kdy je epsilon aminoskupina (pKa ~10,6) stale protonizovana.

Amfofilicita a feSeni struktury konjugatu miZe byt optimalizovano zménou relativni
délky alkanové (hydrofobni) a PEG (hydrofilni) slozky.

Reakéni smés se purifikuje na preparativni HPLC kolon€ (C-18) se systémem gradientu
rozpoustédla tvoreného isopropanolem/vodou (0,1% trifluoroctova kyselina). Pro ziskani
vysuSenych produktt se rozpoustédlo odpafi za snizeného tlaku a teploty pod 20 °C. Cistota
produktu se analyzuje HPLC na reverzni fazi a hmotnostni spektrofotometrii.

Bunééné testy predstavuji rychly zpiisob potvrzeni biologické aktivity konjugatt LCRF

(napf. schopnosti konjugati vyvolat uvoltiovani CCK z bunék uvoltiujicich CCK).

i Aminokyselinova sekvence LCRF je STFWAYQPDGDNDPTDYQKYEHTSSPSQLLAPGDYPCVIEV
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Bun&&né testy mohou byt pouZity pro srovnani Gi¢inku pouZiti nasich konjugatti vzhledem
k pouZiti s nosi¢em. Pfirozené se vyskytujici LCRF vyvolava pfiblizn€ 300% zvySeni sekrece
CCK. Nagim cilem je vyvolat s nafimi konjugaty minimalng 200% zvySeni sekrece CCK. Sest
testti na jeden experiment by mélo poskytnout statisticky vyznamné vysledky. Pfirozené CCK
buiiky se pfipravi nasledovné: stfevni slizniéni butiky se pfipravi z 200 aZ 225 g vaZicich samcu
a samic krys Sprague-Dawley. Po usmrceni se rychle odejme proximalnich 10 cm tenkého stfeva
se zadatkem 2 cm distalnd od pyloru a okamzité se umisti do fyziologického roztoku a promyje.
Sttevo se rozkraji na kratké kousky, obrati se a umisti do fyziologického roztoku fosfatového
pufru (PBS). Povrch sliznice se dvakrat oplachne PBS a pfemisti se do disociacniho média bez
trypsinu pfi 37 °C s mirnym tfepanim na 2 minuty. Roztok se odstrani a nahradi se Cerstvym
disociaénim médiem a inkubuje se 10 minut za mirného tfepani. Zbyla suspenze se pfefiltruje
(450 um) a filtrat se centrifuguje (1000 rpm, 3 minuty). Peleta se rozsuspenduje v Hankové
vyvazeném fyziologickém roztoku s HEPES (10 mM; pH 7,4) (HHBSS) a centrifuguje se jako
vyse. Peleta se rozsuspenduje v 5 ml HHBSS a rozdéli se na alikvoty pro testovani.

Aktivita konjugath mlZe byt potvrzena nasledovné: CCK buiiky se inkubuyji
s testovanymi sloudeninami (nebo nosi¢em) 5 aZ 40 minut. Inkubace se zastavi pfemisténim
bunék na led, centrifugaci bundk a odstranénim supernatantu. Pro konjugaty obsahujici
hydrolyzovatelné spojovniky se inkubace zastavi po S5, 10, 15, 20, 30 a 40 minutach. Pro
konjugaty bez hydrolyzovatelného spojovniku se pouZije pouze jeden &as (15 minut).
Supernatant se pouZije pro mé&feni CCK pomoci RIA, jak je popsano nize. 50 pl supernatantu se
otestuje pomoci HPLC a MALDI-TOF, hmotnostni spektrofotometrii pro zméfeni mnoZstvi
zbyvajicich konjugati LCRF.

Radioimunotest (RIA) se miize pouZit pro méfeni sekrece CCK. Sekrece se méfi u bunék
uvoliiujicich CCK péstovanych ve 24-jamkovych mikotitraénich desti¢kach. Buiiky se inkubuji
pii 37 °C a oplachnou se HHBSS obsahujici HEPES (10 mM, pH 7,4). K buiikam se pfida 0,5 ml
pufru s nebo bez testovanych latek na dobu od 5 do 40 minut. Odebere se 350 ul, centrifuguje se
a umisti se na led nebo zamrazi. 300 pl vzorku se pouZije pro RIA. RIA se provadi v PBS
obsahujicim HEPES (10 mM, pH 7,5), 0,1% gama globulin s 0,01% NaNj. 50 ul vzorku se piida
k 200 pl RIA pufru a 100 pl kraligi protilatky proti CCK (OAL-656) v fedéni 1 : 80 000. 100 pl
1251_CCK-8 (3000 aZ 4000 cpm) se potom piida do zkumavek pii 4 °C na 12 hodin. Ke vzorkiim
se ptida kozi proti kraligi IgG sefarosové CL4B kulitky na jednu hodinu pfi mirném tfepani.
Sefarosové kulicky se poté peletuji kratkou centrifugaci a peleta se odsaje. Peleta se
rozsuspenduje v 0,5 ml fyziologického roztoku pufrovaného HEPES a kuli¢ky se znovu peletuji.

Kuli¢ky se vezmou a promyji a peleta se proméfi na gama pocitadle 5 minut. Nekonjugované
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LCRF zplsobuje piiblizné 300% zvySeni sekrece CCK u piirozenych CCK a STC-1 bunék a
pouzije se jako pozitivni kontrola pro bunécné testy.

V piipadé testovanych sloudenin s hydrolyzovatelnymi konjugaty muze byt uvoltiovani
CCK (RIA) korelovano s hydrolyzou konjugatu (HPLC-MS).

Piesna charakteristika konjugati mlZe byt optimalizovana pro poskytovani
pozadovanych vlastnosti. Konjugace na N- a C-konci se bude testovat, aby se zjistilo, zda N-
nebo C- terminalni konjugace nebo ob& poskytuji nejlepsi ochranu a biologickou aktivitu.

Po infuzi LCRF do dvanéctniku krys je pozorovéana dvoufazova davkove zavisla kfivka
vylugovani pankreatického proteinu, kdy pii vy$§ich davkach LCRF dochazi k poklesu
vyluCovani pankreatického proteinu. Vhodné koncentrace konjugatu mohou byt stanoveny
zkuSenymi osobami v oboru vzhledem k okamzZiku objeveni se a mohou byt v rozsahu od 1 do
1000 nM.

U sekrece CCK se ma za to, Ze je regulovana inhibici negativni zpétnou vazbou. LCRF je
produkovano konstitutivng ve dvanactniku krys a u lidi jako odpov€d na Ziviny. Pokud potrava
neni pfitomna, LCRF je degradovano proteasami ve dvanactniku. ProtoZe infuze trypsinovych
inhibitorG do dvanactniku krys je postadujici pro indukci zvySeni uvoliiovani CCK, navrhujeme,
e ochrana pfed trypsinovym St&penim bude dostatujici pro ochranéni konjugatu LCRF pied
proteolytickym St&penim.” Nasi konjugaéni techniku jsme usp&§né pouzili k ochrang kalcitoninu
a insulinu pf'ed proteolyzou.

Stabilita konjugatu LCRF v prostiedi stieva muZe byt zjisténa zkouménim stability
peptidd k proteolytickjm enzymiim trypsinu, pankreatické elastase a chymotrypsinu béhem 40
minut, co? je typicky &as priichodu stfevem. Roztoky konjugovanych LCRF se inkubuji pfi 37
°C (0,1% Tween 20 [w/v], 10 mM NaHPO,, pH 7,4) a pfidaji se proteasy. V piipad€ potieby
solubilizace peptidti se pfida Tween (0,1%). Proteolyza se zastavi upravenim pH na 2 az 3.
Vysledné vzorky se separuji HPLC pouZitim 5 um, C-18 kolony a eluuji se 25 minut pfi 0,5
ml/min na linedrnim gradientu 90% H,0/0,1% trifluoroctova kyselina a 10% 2-propanol
zvy§ujici se na 60% 2-propanol.

Stabilita konjugovaného LCRF v Zaludku mbZe byt stanovena zkouménim stability
peptidi k pepsinu. Degradace konjugovaného LCRF pepsinem se stanovi v simulovaném
roztoku Zaludetnich §av (33 mM NaCl, pH 1,2). Peptidové roztoky se inkubuji pfi 37 °C a pfida
se pepsin. Proteolyza se zastavi zvySenim pH na 7,0 az 7,5.

HPLC milze byt pouZito k monitorovani proteolyzy. Oblast pod absorp&nimi vrcholky
(280 nm) se integruje, aby byla sledovana mira proteolyzy v priibéhu Casu. Pokles integrované

oblasti vrcholku, ktery vznika z nerozitépeného konjugatu LCRF, se pouZije k monitorovani
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miry hydrolyzy. HPLC separace se provede podle popisu vySe ve specifickém cili 1 pro
purifikaci konjugovaného LCRF.

U zbytkd Y17 a Y20 existuji chymotrypsinova $tépna mista. Pokud by chymotrypsin
rychle $tépil peptid, piidime ochrannou skupinu PEG k hydroxylové skupin€ tyrosinu takovou
vazbou, ktera se pomalu hydrolyzuje pii pH 7,4. U zbytkt 5, 10, 29, 30 a 31 existuji §t€pna mista
pro elastasu. Tyto zbytky se nachézeji mimo oblast (11 aZ 25), ktera byla identifikovana jako
zédsadni pro vazbu na receptor. Pokud bude poZadovéna ochrana pred zalude¢nimi §tavami, bude
zajidténa potaZenim dobfe zavedenou technologii ve farmaceutickém primyslhu.

Ve vyhodném aspektu vynalezu poskytuji konjugaty zvySeni uvoliiovani CCK nad
bazalni sekreci nejmén€ o 200% po 1€8b& konjugovanym LCREF, jak bylo zméfeno pomoci RIA.
Pfirozené LCRF zpiisobuje 300% zvySeni sekrece CCK z piirozenych CCK bunék a bude
pouZito jako pozitivni kontrola pro tyto studie.

Navic je pozadovéano, aby u konjugati dochazelo k nizsi nez 70% proteolyze konjugatu
LCRF pfi vystaveni serinovym proteasam (pH 7,4) na 40 minut. Je také pozadovano, aby
dochazelo k mendi nez 10% proteolyze stfevné potaZeného konjugatu LCRF pii vystaveni
simulovanym Zalude¢nim §tavam na 40 minut.

Osoby zkuSené v oboru mohou s pomoci pfedkladaného popisu potvrdit fyziologickeé a
behavioralni nasledky tykajici se pifjmu potravy a obezity na ZivoCisnych modelech a u lidi.
Krysi stfevo je pouZito jako zdroj tkan& pro purifikaci slizniCnich CCK bunék. Krysy jsou
usmrceny pouze za udelem shromaZdéni stfevni tkan€. Po usmrceni je stfevo chirurgicky
odebrano, promyto a stfevni buiiky jsou pfipraveny rozptylenim kolagenasou a EDTA. Samci a
samice Sprague-Dawley krys 2,5 aZ 3 mésice starych vazicich 250 az 300 g budou zdrojem CCK
bungk. Piiblizné 48 krys bude zapotiebi v navrhované studii pro ziskani smysluplnych vysledk.
U krys bylo jiz udélano zna¢né mnoZstvi prace na regulaci sekrece CCK. Z kazdé krysy by mélo
byt ziskano dostatetné mnozstvi CCK bungk na jeden experiment. Krysy jsou usmrceny
z diivodi sbéru stievni tkang. Pro euthanasii se s vyhodou pouZiva narkéza v CO,, kdy se krysy
umisti do vzduchot&sné klece obsahujici CO,. Tato metoda je v souladu s doporu¢enimi Skupiny

pro euthanasii Americké veterinarni zdravotni asociace.

Prumyslova vyuzitelnost

Prostiedky obsahujici LCRF a amfofilni polymer jsou vyuZitelné pro lécbu obezity u

Sloveka nebo jinych savel s témito problémy.
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Navic terapeutické konjugaty polymer-peptid této pfihlaSky mohou byt vyuzity pro
profylaxi nebo 1é¢bu jakéhokoliv stavu nebo stadia choroby, pro které je peptidova slozka
ucinna.

Konjugaty polymer-peptid této pfihlasky mohou byt také vyuZity pro zjiSténi slozek,
stavl nebo stadii choroby v biologickych systémech nebo vzorcich, stejné tak pro diagnostické

ucely v nefyziologickych systémech.
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PATENTOVE NAROKY

. Prostfedek LCRF, vyznacujici se tim, Ze obsahuje LCRF spojené s jednou
nebo vice molekulami v pfirodé se nevyskytujiciho polymeru, zminény polymer obsahuje
lipofilni skupinu a hydrofilni polymerni skupinu, tim propGj¢uji prostiedku takové
vyrovnané lipofilni a hydrofilni vlastnosti, Ze je tento prostiedek rozpustny ve
farmaceuticky pfijatelnych rozpoustédlech a schopny interagovat s biologickymi

membranami.

. Konjugat LCRF, vyznacdujici se tim, Ze obsahuje LCRF spojené s jednou nebo
vice molekulami v pfirod€ se nevyskytujiciho polymeru, zminény polymer obsahuje: i)
lipofilni skupinu a ii) hydrofilni polymerni skupinu, tim propdjéuji konjugatu takové
vyrovnané lipofilni a hydrofilni vlastnosti, Ze je tento konjugit rozpustny ve
farmaceuticky pfijatelnych rozpoustédlech a schopny interagovat s biologickymi

membranami.

. Peptidovy prostfedek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje LCRF spojené s jednou
nebo vice molekulami v pfirodé se nevyskytujictho polymeru obsahujiciho lipofilni
skupinu a hydrofilni skupinu, kde prostfedek je rozpustny ve vodnych rozpoustédlech a

LCREF je aktivni v profylaxi nebo 1é¢bé& obezity.

. Peptidovy prostfedek podle naroku 1, vyznacdujici se tim, Ze jeho v pfirodé se
nevyskytujici polymer obsahuje i) linearni polyalkylenglykolovou skupinu a ii) lipofilni

skupinu.

. Peptidovy prostiedek podle naroku 1, vyznacdujici se tim, Ze:
a) v piirodé se nevyskytujici polymer obsahuje:
1) linearni polyalkylenglykolovou skupinu a
ii) lipofilni skupinu a
b) LCRF, linearni polyalkylenglykolova skupina a lipofilni skupina jsou vzajemné
konformacné usporadany tak, ze LCRF v prostfedku ma zvySenou odolnost in vivo viéi

enzymatické degradaci v porovnani s pfirozené se vyskytujicim LCRF.

20001790
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Prostiedek LCRF, vyznadujici se tim, Ze obsahuje LCRF kovalentn¢ spojené
s jednou nebo vice molekulami polymeru obsahujiciho i) linearni polyalkylenglykolovou
skupinu a ii) lipofilni skupinu, kde jsou fyziologicky aktivni peptid, linearni
polyalknylenglykolova skupina a lipofilni skupina vzajemn€ konformacné uspofadany
tak, ze LCRF v prostfedku LCRF ma zvySenou odolnost in vivo vi¢i enzymatické

degradaci v porovnani se samotnym LCRF.

Multiligandovy konjugovany komplex LCRF, vyznacfujici se tim, Ze obsahuje
triglyceridovou patef s:
a) LCRF kovalentné pfipojenym na triglyceridovou patef pfes polyalkylenglykolovou
spojovaci skupinu navazanou na atom uhliku triglyceridové patefe a

b) nejméné jednou skupinou mastné kyseliny kovalentn€ pfipojenou bud piimo na

atom ubliku triglyceridové patefe nebo kovalentné pfipojenou pies
polyalkylenglykolovou spojovaci skupinu.
Multiligandovy konjugovany komplex LCRF podie naroku 7,

vyznadujici se tim, ¢ o” a P uhlikové atomy triglyceridové patefe maji
skupiny mastnych kyselin pfipojeny kovalentnimi vazbami bud’ piimo na sebe, nebo

nepiimo kovalentné pfipojené na sebe pies polyalkylenglykolové spojovaci skupiny.

LCRF

vyznadujici se tim, Ze skupina mastné kyseliny je kovalentn€ pfipojend bud

Multiligandovy konjugovany komplex podle naroku 8,
pfimo, nebo pfes polyalkylenglykolovou spojovaci skupinu na o a o uhliky
triglyceridové patefe s LCRF kovalentné pfipojenym na B-uhlik triglyceridové patefe,
bud piimo kovalentné navazanym na n&, nebo na n¢ nepiimo navazanym pies

polyalkylenglykolovou spojovaci skupinu.

Polysorbatovy komplex, vyznadujici se tim, Ze obsahuje polysorbatovou
skupinu zahrnujici triglyceridovou patef s kovalentné navazanou mastnou kyselinou na
jeji o, o” a P uhlikové atomy a s polyethylenglykolovou skupinou kovalentné navazanou

na jeji a, o” a B ublikové atomy.

Polysorbatovy komplex podle naroku 10, vyznaujici se tim, Ze polysorbatova

skupina ma na sobé& kovalentné navazanou fyziologicky aktivni skupinu.
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Polysorbatovy komplex podle naroku 11, vyznacujici se tim, Ze fyziologicky

aktivni skupina je kovalentné navazana na polyethylenglykolovou skupinou.

Stabilni, ve vodé rozpustny, konjugovany komplex LCRF, vyznacujici se tim,
7e obsahuje LCRF stabilizatné a konjugatné navazané na glykolipidovou skupinu

modifikovanou polyethylenglykolem.

Komplex LCRF podle naroku 13, vyznadujici se tim, Ze LCRF je kovalentné
navazano na glykolipidovou skupinu modifikovanou polyethylenglykolem labilni
kovalentni vazbou na volné aminokyselinové skupiné polyLCRF, kde je labilni

kovalentni vazba §tépitelna in vivo biochemickou hydrolyzou a/nebo proteolyzou.

Komplex LCRF podle naroku 13, vyznacujici se tim, Ze glykolipidova skupina
modifikovana polyethylenglykolem obsahuje polysorbatovy polymer.

Komplex LCRF podle naroku 15, vyznacdujici se tim, Ze polysorbatovy
polymer obsahuje esterovou skupinu mastné kyseliny vybranou ze skupiny obsahujici
monopalmitat, dipalmitat, monolaurat, dilaurat, trilaurat, monooleat, dioleat, trioleat,

monostearat, distearat a tristearat.

Komplex LCRF podle naroku 16, vyznadujici se tim, Ze glykolipidova skupina
modifikovana polyethylenglykolem obsahuje polymer vybrany ze skupiny obsahujici
polyethylenglykolové ethery mastnych kyselin a polyethylenglykolové estery mastnych
kyselin, kde mastné kyseliny zahrnuji mastnou kyselinu vybranou ze skupiny obsahujici
laurovou, palmitovou, olejovou a stearovou kyselinu.

Komplex LCRF podle naroku 16, vyznaujici se tim, Ze obsahuje
polysorbatovou skupinu zahrnujici triglyceridovou patef s kovalentné navazanou
mastnou kyselinou na jeji o, " a 8 uhlikové atomy a s polyethylenglykolovou skupinou

kovalentn& navazanou na jeji o, o a § uhlikové atomy.

Komplex LCRF podle naroku 18, vyznadujici se tim, ze LCRF je kovalentné

navazano na B uhlikovy atom triglyceridové patere.
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Komplex LCRF podle naroku 19, vyznacdujici se tim, Ze triglyceridova patef

obsahuje biokompatibilni divalentni spojovaci skupinu mezi B uhlikovym atomem a

jednim z o, o” uhlikovych atomu triglyceridové patefe.

Polysorbatovy komplex, vyznalujici se tim, Ze obsahuje polysorbatovou
skupinu zahrnujici triglyceridovou patef s kovalentné navazanou, a to na uhlikovy atom
nezavisle vybrany z o, o a B, funkcionalizacni skupinou obsahujici:

a) skupinu mastné kyseliny a

b) polyethylenglykolovou skupinu s kovalentné navazanou fyziologicky aktivni

skupinou.

Polysorbatovy komplex podle naroku 21, vyznacujici se tim, Ze fyziologicky
aktivni skupina je kovalentnd navdzana na terminalni funkcionalizatni skupinu

polyethylenglykolové skupiny.

Prostiedek LCRF podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze vpfirod¢ se

nevyskytujici polymer ma molekulovou hmotnost od 500 do 10 000 Daltont.

Davkovéa forma pro oralni podavéani pro 1é¢bu obezity, vyznacujici se tim, Ze
obsahuje farmaceuticky piijatelny nosié a stabilni, ve vod€ rozpustny, konjugovany
komplex LCRF obsahujici LCRF navazané na fyziologicky kompatibilni glykolipidovou
skupinu modifikovanou polyethylenglykolem.

Metoda 1é¢by obezity u C&lovéka a ostatnich savéich subjekti vykazujicich tyto
nedostatky, vyzna&ujici se tim, Ze zahmuje oraini podavani G¢inného mnoZstvi
prostfedku konjugovaného LCRF obsahujiciho stabilni, ve vodé rozpustny, konjugovany
komplex LCRF obsahujici LCRF kovalentn€ navazané na fyziologicky kompatibilni
glykolipidovou skupinu modifikovanou polyethylenglykolem subjektu.

Metoda profylaktické nebo intervenéni 1é&by potencialni nebo vyvinuté obezity u Eloveka
a ostatnich savéich subjekti LCRF, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje podavani

Bi&inného mno¥stvi prostfedku konjugovaného LCRF obsahujictho stabilni, ve vodé
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rozpustny, konjugovany komplex LCRF obsahujici LCRF navazané na fyziologicky
kompatibilni glykolipidovou skupinu modifikovanou polyethylenglykolem subjektu.

27. Metoda prodlouzeni aktivity LCRF vin vivo nebo in vitro systému,
vyznadujici se tim, Ze obsahuje LCRF konjugacné spojené s jednou nebo vice
molekulami v piirodé se nevyskytujictho polymeru obsahujictho lipofilni skupinu a
hydrofilni polymerni skupinu za vzniku konjugacné spojeného prostfedku polymer-
LCRF a zavadéni konjugatné spojeného prostiedku polymer-LCRF do in vivo nebo in

vitro systému.

28. Konjugat polymer-LCRF podle naroku 27, vyznacujici se tim, Ze uvedené
LCREF je LCRF.

29. Prostiedek, vyznadujici se tim, Ze jeho obecny vzorec je I:

Me(OCH,CH,), OCH,(CH,),,CHCHNH — LCRF M

MeO(CH,CH,0)
kde nje od 3 do 230 am je od 0 do 20.

30. Prostiedek, vyznadujici se tim, Ze jeho obecny vzorec je II:

Me(OCH,CH,) XCHo(CH,) CHCHNH — LCRF an

MGO(CHzCHzX)
kde n je od 3 do 230 a m je od 0 do 20 a X je vybrano ze skupiny obsahujici N, O nebo S.

31. Prostiedek, vyznadujici se tim, Zejeho obecny vzorec je III:

Me(OCH,CH,),OCH,(CH,),CHCHNH — Protein (1

MeO(CH,CH,0)
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kde n je od 3 do 230 a m je od O do 20.
32. Prostiedek, vyznadujici se tim, Zejeho obecny vzorecje IV:

Me(OCH,CH,), XCHy(CHp), CHCHNH — Protein (V)

MeO(CH,CH,X)

kde n je od 3 do 230 am je od 0 do 20 a X je vybréano ze skupiny obsahujici N, O nebo S.
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1. 2 Me(OCH,CH,),,OH
2. NaOH

Br
|
»  BrCH,(CH,),CHCO,Et
1. SOBr, :
2. Br,/P
3. ethanol

Me(OCH,CH,),0CH(CHy)y, CHCO,H

Me(OCH,CH,),0

1. N-hydroxy succinamid, DCC
2. LCRF, pH ~9 (vodny nebo DMSO)

Me(OCH,CH,),0CH,(CH,),,CHCHNH —LCRF

njeod 3 do 230 am je od 0 do 20

|

Me(OCH,CH,),0
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