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(54) Nazcv piihlasky vyndlezu:
Zplisoby piipravy monomernich konjuga-
tll nosiée a derivatu calicheamicinu

(57) Anotacc:
Zptisob pripravy monomernich konjugatd ca-
licheamicinového derivitu a nosice s obsa-
hem udinné latky, vysokym vytézkem a sniZe-
nou aglomeraci. Tyto konjugéty se piipravi
inkubaci calicheamicinového derivatu a pro-
teinového nosice v nenukleofilnim, s proteiny
sluéitelném. pufrovaném roztoku, ktery ma
vhodné pH, pohybujici se od 4,0 do 8,5, a-ob-
sahuje ko-rozpoustédlo zvolené ze skupiny
zahrnujici propylenglykol; ethanol, DM30 a
jejich kombinace a pfisadu, obsahujici ales-
pon jednu karboxylovou kyselinu s 6 az 18
atomy uhliku, pii teploté pohybujici se pri-
blisné v teplotnim rozmezi od 25°C do 37°C a
pfiblizn¢ 15 minut az 24 hodina Cisténi
konjugatu pfipraveného v kroku (1 za vzniku
monomerniho Konjugatu. Alternativné lze
konjugaty pripravit inkubaci calicheamicine-
vého derivatu a proteinového nosice v roztoku
obsahujicim nenukleofilni, s proteiny sluditel-
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Zpusoby piipravy monomernich konjugatd nosice a derivatu

calicheamicinu

Oblast techniky

Vynalez se tykad zpusobi pIipravy monomernich konjugati

nosice a derivatu calicheamicinu.

Dosavadni stav techniky

———

0d objeveni metodologie  pripravy monoklonovych

protilatek, ktera bYla publikovdna v sedmdesdtych letech
(G.  Kohler a C. Milstein, Nature 256:495 (1975)), se

provedla cela fada pokusti, 7jejichi cilem bylo selektivni
pouziti té&chto proteinl pro vyrobu cilenych protinadorovych
ginidel ptsobicich proti nadorim. {(Napfiklad viz T. Ghose a

A. H. Blair, CRC Critical Rev. Drug Carrier Systems 3:263,

1987, G.A. Koppel, Bioconjugate Chem. 1:13, 19%0, a J.

Upeslacis a L. Hinman, Ann. Rep. Med. Chem. 23:151, 1988.)

Ackoliv vyvo] v této oblasti stale  pokracuje,
nejklasic¢téjsi protinédorové ¢inidla produkuji konjugaty
protilatek, ktera jsou z ~celé rfady duveda relativné
neG&inna. Mezi divody jejich neGcinnosti patfi nedostatecna

G&innost pri chemoterapii.

0&innd rodina antibakterialnich a protinadorovych
ginidel, znadmych jako calicheamiciny nebo jako komplex LL-
E33288, je popsana v patentu US 4,970,198 (1990).
Neju¢innéjsi ¢inidla jsou ozna&ena jako 7.’ a zde budou
oznadovana pouze Jjako gama. Tyto sloueniny obsahuji

methyltrisulfid, ktery miZe reagovat s vhodnymi thioly za
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vzniku disulfidl pfi soudasném zavadéni funk&ni skupiny,
jakou je hydrazid nebo dalsi funkéni skupiny, kterd se
pouzivd pro navazani calicheamicinového derivatu na nosic.
Priklady této reakce s calicheamiciny Jjsou uvedeny v
patentu US 5,053,394, ktery rovné€Z popisuje cilené formy

calicheamicint.

Faktorem, ktery omezoval pouZiti vySe zminénych
konjugatld je Jejich zvy3ena tendence tvorit agregaty, ve
kterych se mnoZstvi calicheamicinového derivatu, ktery je
konjugovan s nosifem (tj. obsah u¢inné latky) zvySené. Je

7adouci navazat na nosi¢ mnoZstvi uéinné latky, které

odpovid& zachyceni afinity nosného proteinu, protoZe vyssi

mnoZstvi Gdinné_latky. zvyduje_inherentni_ potenci konjugatu.

Pritomnost agregatu, ktery musi byt odstranén pri
terapeutickych aplikacich, rovnéZ problematizuje vyrobu
téchto konjugdtl v primyslovém meritku a'sniiuji théiek
produktl. MnozZstvi calicheamicinu, - naneseného ‘na nosném
proteinu (koncentrace a&inné 1latky), mnoZstvi agregatu,.
ktery vznikd v prab&hu konjugaéni reakce a vytéiek
kone&ného vy&isténého monomerniho konjugatu, Ktery lze
ziskat, jsou tedy na sob& zavislé. Proto Jje treba udélat
kompromis mezi vy33i koncentraci ucinneé latky nanesené na
nosi¢i a vytéikem kone&ného monomeru, ktery se provede tak,
e se nastavi mnoZstvi reak&niho calicheamicinového

derivatu, které se pfidalo do konjugalni reakce.

Tendence calicheamicinovych derivatl. tvofit  agregaty
je problémem zejména v pripadeé, kdy se‘provédéji konjugadéni
reakce se spojkami (vazebnymi ¢inidly), popsanymi v
evropské patentové prihla3ce C. 0689845. V tomto pripadé se
velké procento vyprodukovanych konjugéti -bude nachazet ve
form& agregatt, co? predstavuje zavainy problém, spojeny s

gisténim v pripadé terapeutického podani. V pripadé
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nékterych nosil je zcela nemoiné pfipravit konjugaty, ani
s rozumnymi koncentracemi G&inné latky, s vyjimkou
laboratorniho mé&fitka. Proto Jje velmi potfebné vyvinout
zptsoby konjugace cytotoxickych uginnych latek, napfiklad
calicheamicind, na noside, které by minimalizovaly stupen

agregace a umoiﬁovély tedy pfipravit produkt co moZna
nejvy3si koncentraci u&inné latky v rozumném vytéZku.
Aktudlni koncentrace u&inné 1latky, potfebnd pro dosaZeni
dobré biologické uéinnosti, mnozZstvi agregatu,  které nize
byt jedtd b&hem ¢i3téni Gsp&3né odstranéno a konedny

vytéziek konjugdtu, ktery lze ziskat jJe potfeba stanovit

jednotlivé;—pZipad-od-pFipadus

Podstata vynalezu

Konjugaty calicheamicinovych derivatl a nosic¢e podle

vynalezu maji obecny vzorec
Pr (-X-5-S-W)n

ve kterém

Pr znamena proteinovy nosic,

X snamend vaznou skupinu, kterd pFfedstavuie produkt
libovolné reakéni skupiny, kterd miZe reagovat s
proteinovym nosicem,

W znamena calicheamicinovy radikal, vytvoreny
cdstranénim pfirozéné se vyskytujici methyltri-
sulfidové skupiny; a

m znamend &islo od 0,5 do 15.

7zpisob  pfipravy monomernich konjugatlt calichea-

micinového derivdtu a nosie s vysokym obsahem G&inné
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latky, vysokym vytéZkem a snizenou tendenci aglomerovat

podle vyndlezu zahrnuje:

(1} inkubaci calicheamicinového' derivdtu - a
proteinového nosice v nenukleofilnim, s proteiny
slué¢itelnénm, pufro&aném roztoku, ktery m& vhodné pH,
pohybujici se od 4,0 do 8,5, pficemZ tento roztok dale
obsahuje (a) ko-rozpoustédlo zvolené ze skupiny zahrnujici
propylenglykol, ethanol, DMSO a jejich kombinace a (b)
aditivo, obsahujici alespof jednu karboxylovou kyselinu s 6
az 18 atomy uhliku, pricemZz inkubace se provadi pfi teploté

pohybujici se pfibliZné v teplotnim rozmezi od 25°C do 37°C

a pribliZné 15 minut aZ 24 hodin; a

&)

(2) ¢&isténi konjugdtu pripraveného v kroku (1) za

vzniku monomernich konjugatu.

Alternativni provedeni zplsobu pIipravy monomernich
konjugatd calicheamicinového derivatu a nosife s vySsi
koncentraci u&inné latky a vytéZkem a sniZenou tendenci

aglomerovat podle vynalezu zahrnuje:

(1) inkubaci calicheamicinového derivatu a

proteinového nosice v nenukleofilnim, s proteiny
sluditelném, pufrovaném roztoku, ktery m& vhodné pH

pohybuijici se od 4,0 do 8,3, priZemZ tento roztok dale
obsahuje jako ko-rozpoudtédlo t-butanol, pficemZ inkubace
se provadi pfi teploté& pohybujici se pribliZné v teplotnim

rozmezi od 25°C do 37°C a pfibliZn& 15 minut aZ 24 hodin; a

(2} &i%téni konjugatu  pripraveného Vv kroka (1) za

vzniku monomernich konjugdtu.
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Konjugaty podle vynalezu zahrnuji terapeutickeé éiﬁ;dlo‘
spojené s vaznou 1atkou, kterd obsahuje libovolnou reakén :
skupinu, kterd reaguje S proteinovym cilenym nosidem.
pouziti ptisludnych ko-rozpoudtédel a aditiv podporuje
vznik monomerni formy, kterd je opakem aglomerdtu téchto
konjugadtl a umozfiuje pritomnost vy5851 koncentrace u¢inné
latky v produktu a dosazeni vy$siho vyt&zku produktu bez

zvySené aglomerace. Monomerni forma ma terapeutickou

hodnotu.

Nosice

Nosi&i podle vynalezu jSﬁﬁ*vyﬁodné*proteinové—nosiée

Nosnymi molekulami jsou rustové faktory, protilatky,

SN

fragmenty protilatek a jejich genéticky nebo enzymaticky

pfipravene protidasti, zde oznatené jednotlivé nebo jako
skupina nosicu. Podstatnou vlastnosti nosice je Jjeho
schopnost rozpoznat antigen nebo receptor, souvisejici s
nesadoucimi  bufikami. Priklady nosich uvadi  patent.
Us 5,053,394 a tyto nosice jsou rovnéz vhodné pro vynalez.
Vyhodnymi nosici pro pfedloZeny vynalez jsou lidské nebo

humanizované protilatky.

Specifické priklady  zde pouzitych nosidu  jsou
protilatky P67,6, A33, CI-M-01 (rovnéz znamé jako TFLICT) a
Waldmanova protilatka ,anti-Tac". Tyto protilatky se zde
pouzivaji ve dvou formach: my3i formé, oznadené pomoci ,m"
(napf. m-P67,6) a geneticky pFipraveng, humanizované forme,
oznacené pomoci ,h" (napf. h-P67,6). 72kladni technologie
humanizace protilatky je popsédna Winterem V patentu
Us 5,225,539 (1993) a adairem v PCT publikaci WO 91/09967
(1991). m-P67,6 Je popsan I1.D. Bernsteinem a kol. v I.

Clin. Invest 22:1153 (1987) a I.D. Bernsteinem a kol., J.

Tmmunol. 128:867-881 (1992) a rozpoznava antigen CD33,




ktery je prevalentni v uréitych lidskych myeloidnich
nadorech, zejména u akutni nelymfocytni leukémie (ANLL).
Dal3i protilatkou, kterd miZe byt pouZita je MOPC-21, ktera
je nec1lenou protildtkou, a jeji konjugaty se pOUZl]l jako

kontroln1 vzorky, na jejichZ zékladé jsou posuzovany cilené

 G&inky konjugatu ostatnich protilatek. Tato my$i protilatka

je popséana F. Melchersem v Biochem. J. 119: 765-772

(1970} .

Evropskd patentova pfihlaska 068945 popisuje DNA
kédujici a predpovézené sledy aminokyselin ruznych oblasti,

zejména h- P67 6, které jsou pro vynélez zv145té vyhodneé.

Ramcem pro tuto protllatku je EU ramec pro lldsky IgG4, viz

Gottlieb—a—kol+— B&ochem;stggngfallaF_liﬁl__E:gtllatka se

pfipravi za pouziti obecné strategie popsané v PCT.

publikaci WO 91/09967.

Protilatka m-CT-M-01 je popsana v evropské patentové“ 
prihlasce 86401482,4/0208615 a rozlisuje polyepitelovy
mucinovy (PEM) antigen, pfitomny v mnoha lidskych pevnych
nadorech, zejména naddorech plicnich, %aludednich a nadorech
vajeénik. Humanizovana verze této protilatky, h-CT-M-01,
je popsana v PCT publikaci WO 93/06231 (1993). Protilétka
m-A33 Je popsana v patentu US 5, 160,723 a 5,431,897 a
pfedstavuje my31 protllatku,_ktera rozpozna glykoproteinavy
antigen, pfitomny ve stfevnich rakovinovych bunkach.
Humanizovana verze této protilatky, h-A33, je popsana v PCT
patentové prihlasce WO 94/13805 (23. Gervna 1994). Anti-Tac
popisuje T. A. Waldman a kol. v J. Immunoi. 126:1393

(1981), a predstavuje mySi -protildtku, reagujici s IL-2
receptorem, ktery se nalézd na aktivovanych a funk&né
dosp&lych T bufikdch, vCetné abnormalné aktivovanych

leukemickych bunék.
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Terapeutickd &inidla

Terapeutickymi  &inidly, kterd jsou vhodna pro
pfedloZeny vynalez, jsou cytotoxicka antibiotika, ktera se
vaZi na DNA a pferuduji ji. Vyhodnymi cytotoxickymi &inidly
jsou calicheémiciny, kterymi jsou methyltrisulfidova
protinédorova antibiotika. Pfiklady calicheamicing,
vhodnych pro pfedlozeny vyndlez, jsou popsany napfiklad v
patentu US 5,053,394. Viz rovnéi patent US 4,671,958;
4,970,198; 5,037,651; a 5,079,233, Vyhodnymi calicheamiciny
'jsou gama calicheamicin N-acetyi gama calicheamicinu.

Struktura N-acetyl gama-calicheamicinu v konjugované forme

je znézornéna nizZe.

cH, o ocH, o

Konjugaty calicheamicinového derivatu a nosice

Konjugaty podle vynélezu maji obecny vzorec
Pr(X“S"S_W)m

ve kterém




Pr znamena proteinovy nosig,

X snamend vaznou skupinu, ktera predstavuje produkt
libovolné reak&éni skupiny, kterd maZe reagovat s

proteinovym nosicem,

W. znamena calicheamicinovy radikal vytvofeny
odstranénim pfirozen& se vyskytujici

methyltrisulfidové skupiny; a
m znamena &islo od 0,5 do 15.

Vyhodn& md X obecny vzorec %-Sp, ve kterém:

Sp znamena ‘divalentni nebo trivalentni radikal s

pfimym nebo vé&tvenym Fetdzcem a s 1 az 18 atomy ullfku,
cykloalkylovy nebo heterocykloalkylovy radikal, divalentni
nebo trivalenthi cykloalkylalkylovy nebo heterocyklo-
alkylalkylovy radikal s 1 a?z 18 atomy uhliku nebo
divalentni nebo trivalentni nenasyceny alkylovy radikal se
2 a3 18 atomy uhliku, ve kterych Jje hetercatomem vyhodné
furyl, thienyl, N-methylpyrrolyl, pyridinyl,
N-methylimidazolyl, pyrimidinyl, <c¢hinolyl, isochinolyl,
N-methylkarbazoyl, aminokourmarinyl nebo fenazinyl a pokud
Sp znamend trivalentni radikal, potom miZe byt dale
substituovan dialkylaminoskupinou s 1 a?z 5 atomy uhliku,
niz&i alkoxyskupinou s 1 az 5> atomy uhliku, hydroxyskupinou

nebo niZZimi alkylthioskupinami s 1 a% 5 atomy uhliku; a

Z znamena -NHC (=0} -, -CH=NNHC (=0} -,
-CH,NHNHC (=0) -, -CH=NNHC {=0) NH-, ~CH,;NHNHC {=0) NH~,
~-CH=NNHC (=S} NH-, -CH,NHNHC (=5) NH-, ~CH=N-, -CH;NH-,

-0C(=0)-, -55-,
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Alternativn& md X obecny vzorec

I

Sp)

&GO~Aiki—=~8plfr_Ar_:_Sp2 - Alk? - c(zhy =20

<y

ve—kterém

A1k} a Alk® znamenaji nezavisle vazbu nebo vétveny

nebo nevétveny alkylenovy Fetézec s 1 az 10 atomy uhliku;

Sp* znamena vazbu, =-$-, -O-, =CONH-, -NHCO-, -NR'-,
-N(CH,CH) 2N~ nebo -X-Ar'-Y-(CHz)n,-Z, ve kterych X, Y a Z
znamenaji nezédvisle wvazbu, -NR'-, -5- nebo -0- pod
podminkou, Ze pokud n znamena 0, potom alespoi jedno Y a &
musi znamenat vazbu a Ar’ znamend 1,2-, 1,3- nebo
1,4-fenylen pfipadné substituovany jednou, dvéma nebo tremi
alkylovymi skupinami s 1 a% 5 atomy uhliku, alkoxyskupinami
s 1 a? 4 atomy uhliku, thioalkoxyskupinami s 1 az 4 atomy
whliku, atomy halogénu, nitroskupinami, -COOR’, -CONHR’,
0 (CH,) sCOOR’ nebo -S(CH,),CONHR’ pod podminkou, Ze pokud

Alk! znamenad vazbu, potom Sp' znamend vazbu;
n znamena celé ¢islo od 0 do 5;

R’ znpamena vétveny nebo nevétveny retézec s 1 az b5

~atomy uhliku pfipadn& substituovany jednou nebo dvéma

skupinami -OH, alkoxyskupinami s 1 a? 4 atomy uhliku,
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thioalkoxyskupinami s 1 aZ 4 atomy uhliku, atomy halogenu,
nitroskupinami, dialkylaminoskupinami s 1 az 3 atomy
uhliku, nebo trialyklammonium-A" s 1 aZ 3 atomy uhliku v
alkylovém zbytku, ve kterém A" znamend farmaceuticky

pfijatelny aniont dopliiujici sul;

Ar znamen&d 1,2-, 1,3- nebo 1,4-fenylen piipadné
substituovany jednou, dvéma nebo tremi alkylovymi skupinami
.s 1 aZi 6 atomy uhliku alkoxyskupinami s 1 azZ 5 atomy
uhliku, thioalkoxyskupinémi s 1 aZ 4 atomy uhliku, atomy
halogenu, nitroskupinami, -COOR’, -CONHR’, -0 (CH3) oCOOR",
S (CH,) nCOOR’ , -0 (CH) nCONHR’ , -S(CHp),CONHR’, ve kterych n

a R’ maji vy3e definovany vyznam nebo 1)2-;¢If§;, 1,4~,

1,%-,-1,6=,1,7-, 1,8-, 2,3-, 2,6- nebo 2,7-naftyliden nebo

pfigemf kaZdy mnaftyliden nebo fenothiazin je pripadné
substituovan jednou, dvEma nebo tfemi alkylovymi skupinami
s 1 af 6 atomy uhliku, alkoxyskupinami s 1 aZ 5 - atony
uhliku, thioalkoxyskupinami s 1 az 4 atomy uhliku, atomy
halogenu, nitroskupinami, -COOR’, ~CONHR’ ,- -0(CHz)4,COOR’,
~S{CH,) ,COOR’, nebo S (CH,),CONHR", ve kterych maji n a R’
vySe definovany vyznam pod podminkou, e pokud Ar znamena

fenothiazin, Sp' znamena vazbu navadzanou pouze na dusik;

Sp’ znamend vazbu, -S- nebo -0-, pod podminkou, Ze

pokud Alk® znamenad vazbu, potom Sp® znamen# rovné&i vazbu;
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7! znamenid atom vodiku, alkylovou skupinu s 1 az 3
atomy uhliku nebo fenylovou skupinu pripadné substituovanou
jednou, dvémi nebo tremi alkylovymi skupinami s 1 aZz 6
atomy uhliku alkoxyskupinami s 1 az 5 atomy uhliku,
thioalkoxyskupinami s 1 aZ 4 atomy uhliku, atomy halogenu,
nitroskupinami, -COOR’ , -CONHR', -0 {CH;) ,COOR’,
~S(CHz) COOR’, nebo S(CHz),CONHR’, ve kterych maji n a R

vyse definovany vyznam;

Sp znamen& divalentni nebo trivalentni radikal s
pfimym nebo vé&tvenym fetézcem a s 1 az 18 atomy uhliku,

cykloalkylovy nebo heterocykloalkylovy radikal, divalentni

“nebo trivalentni cykloalkylalkyldvy nebo heterocyklo—

~

alkylalkylovy—radikdal s 1__az _18__atomy uhliku nebo

divalentni nebo trivalentni nenasyceny alkylovy radikal se
2 a¥ 18 atomy uhliku, ve kterych je heteroatomem vyhodné
furyl, thienvl, N-methylpyrxolyl, pyridinyl,
N-methylimidazolyl, pyrimidinyl, chinolyl, isochinolyl,
N-methylkarbazoyl, aminokourmarinyl nebo fenazinyl a pokud
Sp znamena trivalentni radikdl, potom miZe byt dale
substituovan dialkylaminoskupinou s 1 az 5 atomy uhliku,
nizsi alkoxyskupinou s 1 az 5 atomy uhliku, hydroxyskupinou

nebo ni?simi alkylthioskupinami s 1 az 5 atomy uhliku; a

Q znamena =NHNCO-, =NHNCS-, =NHNCONH-, =NHNCSNH- nebo
=NHO-.

Vyhodn& Alk' znamena vétveny nebo nevétveny alkylenovy
fetdzec s 1 aZ 10 atomy uhliku; Sp’ znamena vazbu, -S5-, -0-
, -CONH-, -NHCO- nebo -NR', ve kterém m& R’ JjiZ definovany
vyznam pod podminkou, Ze pokud Alk! znamena vazbu, potom

Sp' znamend rovné&i vazbu;
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Ar znamena ‘1,2-, 1,3- nebo 1,4-fenylen pIipadné
substituovany jednou, dvéma nebo tremi alkylonmi.skupinami
s 1 a? 6 atomy uhliku, alkoxyskupinami s 1 aZz 5 atomy
uhliku, thiocalkoxyskupinami s 1 a%Z 4 atomy uhliku, atomy
halogenu, nitroskupinami, -COOR’, -CONHR’, -0 (CH;,) ,COOR’,
-S (CHp) sCOOR’, -O(CHz),CONHR’, -5 (CHz) ,CONHR', ve kterych n a
R’ maji vy$e definovany vyznam nebo 1,2-, 1,3-, 1,4-, 1,5-,
1,6-, 1,7-, 1,8-, 2,3-, 2,6~ nebo 2,7-naftyliden, pfilem?
kazdy z té&chto naftilidend mlZe byt pfipadné substituovan
jednou, dvéma nebo tfeﬁi skupinami alkylovymi skupinami s 1
a? 6 atomy uhliku, alkoxyskupinami s 1 aZ > atomy uhliku,
t‘h’:‘L"o’ear'l*koxyskup:‘L’nam-i-*s———l—-«a—i——-é}—»a—t':emy——1-‘1~}-1-~].—-.»"b]c»u»,--va-torn.y._.ha.l.oc_qenuA,.w

nitroskupinami, -COOR’, -CONHR’, -O(CHz)aCOOR’,

-5 (CH,) sCOOR’, -O(CHz),CONHR’ nebo -5 {CH,} ,CONHR’ .

7} znamend alkyl s 1 aZ 5 atomy uhliku nebo fenyl
pfipadng& substituovany Jednou, dvéma nebo tfemi alkylovymi
skupinami s 1 aZ 5 atomy uhliku, alkoxyskupinami s 1 az 4
atomy uhliku, thioalkoxyskupinami s 1 aZ 4 atomy uhliku,
atomy halogenu, nitroskupinami, ~COCR', -CONHR” ,
-0 {CHz) sCOOR', -S(CH,) nCOOR’", nebo S (CH,) nCONHR' ;

Alk? a Sp? znamenaji spoleZn& vazbu; a
Sp a Q maji posledni definované vyznamy.

Calicheamicinové derivaty mohou byt napfiklad navazany
na lysinovy zbytek protilatky. Lysinové‘navézéni, které Jje
popsano v patentu US 5,053,394, poskytuje konjugaty, které
jsou za normalnich fyziologickych podminek stabilni wvaci

hydrolyze.

Patent US 5,053,394 je daldim patentem, ktery popisuje
konjugaty, v nichZ nukleofilni calicheamicinovy derivat,

napfiklad hydrazid, reaguje za mirnd kyselych podminek s
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jodistanem oxidovanymi Sacharidy na protilatce. Tato reakce
produkuje Schiffovu béazi nebo jeji derivaty, napfiklad
hydrazon, "ktery lze dale, pokud je to Zéadouci, redukovat
napriklad pomoci kyanqborohydridu za vzniku hydrolyticky

stabilniho konjugatu.

Evropskd patentovd pfihladka 0689845 popisuje dalsi
vazebnd ¢&inidla, kterd lze pouzit spolu s nukleofilnimi
¢inidly, zejména hydrazidy, a pfibuznymi nukleofily
pfipravenymi z calicheamicinu. Tato vazebnd <&inidla se
pouzivaji v pfipadech (napf. P67,6), kdy se dosahne lepsi

a&innosti tim, Ze je vazba vytvofena mezi GCinnou latkou a

vazebnym é&inidlem hydrolyzovatelna. Tato vazebnd &inidla

-obsahuﬁi—dvé—funkéninskupinyT_Jednou_skupinou_je_zpramidla

karboxylovd kyselina, kterd se pouzije pro reakci s
nosidem. Kyselinovd funk&éni skupina, pokud se spfévné
aktivuje, - miZe vytvorit amidovou vazbu s volnou
aminoskupinou pouZitého nosile, napriklad s aminem v bocnim
fet&zci lysinu nosi&e monoklondlniho protilatky. Dalsi
funk&ni skupinou je obecné karbonylova skupina, tj. aldehyd
nebo keton, ktery bude reagovat s vhodné modifikovanym
terapeutickym ¢&inidlem. Karbonylové skupiny mohou reagovat
s -hydrazidovou skupinou na G&inné latce za vznikﬁ
hydrazonové vazby. Tato vazba je hydrolyzovatelnd na cilené
bufice, &im¥z se dosdhne uvolnéni terapeutického ¢inidla =z

konjugatu.

Nejvyhodnéjsim dvoufunkénim vazebnym ¢inidlem,
pouZitelnym v  ramci  vynalezu, je  kyselina  4-(4-
acetylfenoxy)butanovd (AcBut). Toto vazebné ¢&inidlo umozni
pfipravit vyhodny produkt, ve kterém je konjugat tvoren
gama calicheamicinem nebo N-acetyl gama calicheamicinem
funkcionalizovanym uvedenim do reakce s hydrazidem kyseliny

3-merkapto-3-methylbutanové, vazebné cinidlo, jakym Je
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kyselina 4-(4-acetylfenoxy)butanova (AcBut), a cileny nosié

lidské nebo humanizované monoklonalni protilatky.

Moncmerni konjugace

Pfirozend hydrofobni  povaha calicheamicind ¢ini
problémy pfi pfipravé monomernich konjugadti s dobrou
koncentraci Uc¢inné latky a rozumnymi vytéZky, kferé jsou
nezbytné pro klinické aplikace. 2ZvySend hydrofobicita
vazby, kterou poskytuji vazebnad <¢&inidla, napriiklad AcBut
vazebné <&inidlo, kterou popisuje evropskd patentova

prihlaska 0689845 stejnég, jako zvysena kovalentni

T "vzdalenost separujici terapeutické Eihidlo z monoKIinalni

protilatky (MoAb), obnovuji tento problém.

Ke vzniku agregace konjugatl calicheamicinu a nosicCe s
vy533imi koncentracemi u&inné 1létky dochazi v désledku
hydrofobni povahy calicheamicini. Aby se ziskalo rozumné
mnofstvi monomernihe produktu, je tfeba <casto omezit
koncentraci G&inné latky. V n&kterych pfipadech, napfiklad
pokud se pfi pouZiti reakénich podminek, popsanych v
patentu US 5,053,394, pouZiji konjugaty, popsané v evropské
patentové prihla3ce 0689845, je <asto nemozné, z davodu
nadbyfeéné agregace, pripravit konjugéty v pouzZitelném
viyt&Zku a s koncentraci u¢inné latky, pouZitelnou pro
terapeutické aplikace. Tyto reakéni podminky =zahrnuji
pou?iti DMF jako ko-rozpousté&dla pfi konjugaéni reakci. Je
tedy trfeba vyvinout zplsoby, které by umoZnily pfipravit
produkt s vy33imi koncentracemi uc¢inné slofky a vyS3im
vytéZken bez‘ toho, #e by u nich dochazelo k agregaci a

inherentni ztraté materialu.

Pro humanizované nosige zahrnujici neomezujicim

zplsobem proteiny, napfiklad 1lidské nebo humanizované
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monoklondlni protildtky, které se pouZiji pro zacileni
cytotoxickych terapeutickych ¢&inidel, napriklad P67,6, a
dal3i humanizované, zde popsané, monoklonalni protilatky se
zjistilo; e  pouzZiti nenukleofilniho, s ~ proteinem
sluéitelného, pufrovaného roztoku obsahujiciho (i)‘
propylenglykol (PG) jako ko-rozpoustédlo a (ii) aditivum
obsahujici alespofi jednu karboxylovou kyselinu.a 6 az 18
@ atomy uhliku, poskytne monomerni konjugdty calicheamicinu a
noside s vyssim obsahem G&inné latky a vyS8im vytezkem a
K sniZenou tendenci aglomerovat, které maji vynikajici
a&innost. Vyhodnymi kyselinami jsou kyseliny se 7 az 12
*ﬂ-*f~————v_atomy—uh}iku—a—neﬂthodnéjéi—kyseiinou_je—kyselina*oktanoxé_

(kaprylova) (CR). Vyhodnymi pufrovacimi roztoky pro

konjugaty, pfipravené z OSu esterl nebo dalsich srovnatelné

u¢innych esterti, jsou fosfatem pufrovany solny roztok (PBS)

nebo kyselina N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonova
(Hepestiv pufr), zatimco vyhodnymi pufrovacimi roztoky pro
konjugdty, pfipravené ze zoxidovanych sacharidd protilatek,
je octan sodny. Pufrovany roztok, pouzity v téchto
konjuga&nich reakcich, nemuZe obsahovat volné aminy nebo
nukleofily. PFijatelné pufry pro dalsi typy konjugatd neni
pro odbornika v daném oboru obtizné urcit. Alternativné se

rovné? zjistilo, Ze pouZiti nenukleo-filniho, s proteinem

sluditelného pufrovaného roztoku, obsahujiciho pouze t-
butanol bez daldiho aditiva, umoZfiuje produkovat monomerni
konjugaty nosile a calicheamicinového derivatu s vy33im
obsahem G&inné. latky, vy38im vyté&ikem a sniZenou tendenci

aglomerovat.

MnoZstvi ko-rozpoudtddla, pouzité podle vynalezu,
predstavuje mnoistvi, uCinné pro monomerni konjugaci a
odbornik v daném oboru mbZe toto mnozstvi stanovit na

zdkladé svych zkudenosti a védomosti, bez nutnosti provadét
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dalsi experimenty. MnoZstvim aditiva je mnoistvi, uUCinné
pro zlep3eni monomerni konjugace. Rovné&Z toto mnoZstvi muZe
odbornik v daném oboru stanovit bez nutnosti provédét dalsi
experimenty. Do konjugadni reakce, JejimZz cilem Je
pfipravit monomerni konjugaty calicheamicinového derivatu a
noside s vy$sim obsahem GCinné latky ve vét3im vytéZku a se
sniZenou tendenci aglomerovat, se prida pfibliZn& 10 obj. %
a7 60 obj. %, vyhodn& pfibliZné 10 obj. % aZ 40 obj. % a
nejvihodn&ii pfibliZné 30 obj. 3 propylenglykolu (BG),
vztaZeno k celkovému objemu roztoku, a aditivum, obsahujici

alesponl jednu karboxylovou kyselinu s 6 aZ 18 atomy uhliku,

thodné*wkyseiiﬂu——kapxylovou_—v__mnoistvif__pohybujicimﬁ_se

pfibliZné v rozmezi od 20 mM do 100 mM, vyhodné od 40 mM do

90 mM a nejvyhodndji priblizn& od 60 mM. C&st PG ko=

rozpoustédla nebo celé PG ko-rozpouStédlo se pouzije pro

pfeneseni U&inné 1latky do konjugacni smési. Pokud se pro
pfenos G&inné latky pouZije 10 obj. % ko~rozpdu§tédla nebo
méné, vztafeno k celkovému objemu konjugacni smési, Je
pfipadn® moZné nahradit - toto mnoZstvi ko-rozpoustédla

ethanolem nebo DMSO.

Alternativnd lze koncentraci karboxylové kyseliny s 6
a7 18 atomy uhliku, vy¢hodn& kyseliny kaprylové, zvy3it na
150 a% 300 mM a ko-rozpouitédlo miZe byt nakapano do 1 aZ
10 $ propylenglykolu, ethanolu nebo DMSO a vyhodné je,
pokud se pouZije 200 mM kyselina kaprylova a 5 %
propylenglykol nebo ethanol.

U daliiho provedeni se miZe do konjugacni reakce,
jejim? cilem je pEipravit monomerni konjugaty
calicheamicinového derivatu a nosiée s vy33im obsahem
géinné latky ve vétdim vytéZku a se sniZenou tendenci

aglomerovat, ptfidat pfibliiné 10 obj. % az 25 obj. %,
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vyhodn& pribliZné& 15 obj. % t-butanolu, vztaZeno k

celkovému objemu roztoku.

V  prfedchazejicich reakcich se koncentrace MoAb
pohybuje pfibliZné& v rozmezi od 1 do 15 mg/ml-a koncentrace
u¢inné sloZky, naprfiklad AcBut calicheamicinu, ¢ini
pfibliiné 0,025 aZz 1 mg/ml. Reakce se provadéji v PBS nebo
acetatovém pufru pfi pH pribliZné 4,0 aZ 8,5, v zavislosti
na typu pripravovaného konjugdtu pri teploté, pohybujici se
pfibliZné& v teplotnim rozmezi od 25°C (pokojova teplota) do
37°C, po dobu pfibliZné& 15 minut aZ 24 hodin. Konjugaty lze

izolovat a &istit béiné pouZivanymi metodami, napfiklad za

pouziti HPLC nebo FPLC nebo SEPHACRYLu S-200. Vy&idténé

konjugaty jsou monomerni a obsahuji__ prfibliZné& 2 aZ

6 mold MoAb/mol G&inné latky.

Pfidani ko-rozpoustédla a/nebo aditiva miZe zplhsobit
zménu pH hodnoty pufrovaného roitoku, takie mbZe byt
nezbytné upravit pH hodnotu tak, aby se ocitla v rozmezi
pribliZné od 4,0 do 8,5. Hodnota pH pufrovaného roztoku,
vyhodné obsahujici'ko—rozpouétédlo a aditivum, by se méla
vyhodné& pohybovat pfibliZné& v rozmezi od 7,0 do 8,5 pro
‘konjugaty pfipravené z 0Su esterlQ, nebo pribliZné v rozmezi
od 4,0 do 6,5 pro konjugdty, pfipravené =ze =zoxidovanych
sacharidl protilatky, pH pufrovaného roztoku obsahujiciho
ko-rozpoustedlo a aditivum, by mé&lo mit vyhodné& hodnotu 7,7
pro konjugaty pifipravene z OSu esterd, nebo pfibliZné 5,5
pro kdnjﬁgéty ~ pfipravené ze  zoxidovanych  sacharidud
protildtky. Urceni prijatelnych pH rozmezi pro dal3i typy
konjugatl nepredstavuje pro odbornika v daném oboru Zadny

problém.

Zjistile se, Ze pouZiti dal8ich kombinaci vyse

zminénych aditiv pro my3i monoklondlni protildtky =zvy3uje
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obsah u¢inné latky a vytéZek monomerniho konjugatu a je
zfejmé, Ze pro dosaZeni optimdlnich vysledk( miZe libovolny
konkrétni proteinovy nosi¢ vyZadovat urdité malé zmény,

pokud jde o reakéni podminky nebo volbu aditiv.

Priklady provedeni vynalezu

Cilem niZe uvedenych pracovnich pfikladi je blize

ilustrovat predloZeny vynalez bez toho, Ze by byl jakkoliv

omezen. rozsah vynadlezu, ktery Jje Jjednoznadné vymezen

pfiloZenymi patentovymi néroky.

Pfiklad 1

Konjugace v DMF: ROzné varianty DMF koncentrace, poméru

uc¢inné latky a proteinu a pouzZitych pufrl

Prvni fada experimentll se provadéla =za pouZiti
N-acetyl gama calicheamicinu funkcionalizovaného uvedenim
do reakce s hydrazidem kyseliny 3-merkapto-3-methylbutanovée
navazané na spojce, kterou je kyselina 4-(4-
acetylfenoxy)butanova, a aktivovaného jako OSu ester (zde
oznacen jako AcBut calicheamicin) jak na myéim, tak lidském
P67,6 pri ruznych DMF koncentracich, pomé&rech 0¢inné latky
a proteinu a pufrech. Vysledky ukazaly, Zie  tyto
sStandardni®™ podminky poskytuji monpmerni konjugat s
obsahem ucéinné latky 1,5 az 3 moly
uc¢inné latky/mol proteinu, ve 20 aZ 30 % vyté&Zku, pricemiZ

tento nizky vytéZek byl zplsoben ztratou materidlu ve form&
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aglomerdtu. Tyto vysledky ukazaly na potfebu zménit reakéni

podminky.

Do proteinového roztoku 4,5 aZ 5 mg/ml proteinu v PBS-
pufru (50 mM fosfore&nanu sodného), 100 mM NaCl, pH 7,4) se
pridale 6 molédrnich ekvivalentd (&inné :létky v DMF
(3,3 mg/ml) spolu s dal3i casti DMF, ktera doplnila
"koneé&nou koncentraci DMF na 25 %. Tato smé&s se inkubovala
pfes noc za mirného protfepavani pri pokcjové teplote.
Konjugovany protein se néasledné &istil v pfipadé objemu
mensSiho neZ 0,5 ml pomoci FPLC Superose a v pripadé vétSich

objeml pomoci SEPHACRYLu S-200.

Tento zpusob a tyto podminky poskytly v pripadé& mPé67,6

[=3

(prﬁmyslové méritko) 32 % proteinovy v?téiek monomeru S
obsahem u¢inné 1latky 1,9 M/M a v ptfipadé hP67,6 26 %
vyt&Zek monomerniho proteinu s obsahem u¢inné latky
2,9 M/M. TakZe i kdyZ ije obsah G&inné latky na monomeru
pfijatelny, lze néro¢nost <¢i3téni a nizké vytéZky,
zplsobené ztratou materidlu v dusledku agregace, povaZovat

za neprijatelné pro dals$i vyvoj a pro prumyslové méritko.

Rovné? se provedla studie, jejimZz ukolem bylo porovnat
zavislost obsahu G¢inné latky na théiku-monomefu v 30 %
DMFlza pouziti hP67,6 v PBS pH 7,4 a rhznych ekvivalentth
(5 az 9,5 M/M) GCinné lAatky. VSechny vzory se inkubovaly
pfes noc pri pokojové teploté a premistily do PBS v PD10
sloupcich a posléze se u vzorkl spektrofotometricky
stanovil proteinovy vytéZek a obsah G&inné latky. Vzorky se
dale analyzovaly pomoci HPLC na Zorbaxu GF-250 v 0,2M
fosforednanu sodném, pH 7, a Superose 12 v PBS, pH 7,4.
Potom nasledovalo &idténi na FPLC Superose v PBS. Vysledky:
maximalni dosaZitelny obsah u&inné latky dosahoval 3 a2

3,5 M/M, ale vytéiek byl pfilis nizky (<20%).
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Dale se provedlo podobné studium objemd u&inné latky,
ale s tou vyjimkou, ié se namisto PBS pufru pouZil Hepeslv
pufr (100 mM, pH 7). Ziskané vysledky: nebyiy pozorovany
74dné rozdily s tou vyjimkou, Ze se zdalo, Ze se pritomny
agregat vysrdZel nebo nalepil na kolonu a proto se jiZz dale

v pribéhu konecného <¢isténi neobjevil. Dale néasledovala,

3 obsahu u¢inné latky, ale tato studie se provadéla za
pouZziti 0,5 M NaClOg, ktery se pfidal do pufru a ktery
predstavoval mozné solubilizaclni ¢inidlo pro G¢innou latku.

Vysledky: nebylo dosaZeno Zadneho prinosu.

jak JjiZi bylo uvedeno v pfedchézejicim' pEipadu, studie

Dal3i studie se provadély spie nei v PBS v Hepesové

pufru (50 mM, pH 7,4). Vysledky: nebylo dosaieno Zadného

piinosu.

Priklad 2

Optimalizace humanizovanych protilatek

*

Pokusy tykajici se 3tépeni agregétu

pivodni metodologii. Byla pfezkoumdvina moZnost, zda je
. moZné pouZit podminky, které zphsobuji redukci mnoZstvi

agregatu na zvy$eni obsahu uZinnych sloZek a/nebo zvySeni

. vytéZku ¢&ist&ného monomeru. ProtoZe v3echno naznacovalo
tomu, 7e'  agregované konjugaty byly asociativni,
nekovalentni a pravdépodobné zpusobené  hydrofobnimi
interakcemi, rozhodlo se, Ze studie jejich vlastnosti by
byla pouze informativni. TakZe prvni pokusy byly zaméreny
na nalezeni aditiva, které by mohlo rozbit jiZz vytvofene

agregaty. RovnéZ byla vzata v Uvahu skutecnost, Ze aditivum

V tomto bodé nebylo zji8téno Zadné =zlepdeni  oproti:
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s touto vlastnosti by mohlo v pfipadé&, Ze by se pouzZilo v
prub&hu konjugace, rovnéz slouZit jako <¢inidlo, branici

vzniku agregatd (a tak zvySovalo vytéZek monomeru). PouZita

reakéni ¢inidla byla zvolena na zdkladé posudku,

vypracovaného Feder&lnim organem, povdfenym sledovénim
bezpednosti a U¢innosti 1é¢iv a rovné&Z aditiv, ktera lze v
légivech pouZit na =zakladé jejich moZného u&inku na

rozpustnost hydrofobnich &asti a/nebo na zakladé jejich

slud¢itelnosti s proteiny. Tyto studie vedly k identifikaci

tfi potenciélné pouZitelnych aditiv.

Pro roz3tdpeni agregitl se pouZilo dvanact permutaci

r&zn?ch _aditiﬁtq Frakce -agregétu;"”EZEkané z hP67,6-AcBut

calicheamicinového konjuga&niho ¢&isténi, kterd obsahovala

»

~25 % dimeru se zahustila na 0,7 mg/ml proteinu. Do
jednotlivych podild dimerem obohaceného hP67,6-AcBut se
pfidala rGznd aditiva: PBS, O,3M glycinu, 0,2M glycinu +
2 % maltozy, g, glycinu + 0,1M histidinu, 1%
pluronického F-68, 80 mM kyseliny kaprylové (kyseliny
oktanové), 40 mM kyseliny kaprylové; © mM ‘N-acetyl-

tryptofanu, 1% benzylakoholu, 0,5% benzoatu sodného, 33%

propylenglykolu a 25% glycerolu. Kaidy oSetfeny podil se
inkuboval  pf#i pokojové teploté pfes noc a nasledné
analyzoval gelovou filtraci HPLC na Zorbaxu GF-250 a

Superose 12 za pouZiti dvou detektord pri 280 a 333 nm.

" Analyza se provedla jak pro pomér agregatu (neboli dimeru)

ku monomeru, tak pro celkdvy izolovany monomer. Vysledky:
ukdzalo se, Ze propylenglykol (PG) kyseliny kaprylové a
glycerol jsou lep3dimi aditivy neZ ostatni aditiva, pokud
jde o sniZovani dimeru bez toho, Ze by doSlo ke sniZeni
vytéiku proteind. Jmenované aditiva sniZila obsah agregatt
o 50 ay 90 %, zatimco ostatni aditiva nem&la vé&tZinou zadny

efekt.
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Priklad 3

"

Konjugace za pouZiti protiagregaénich &inidel

Na zakladé té&chto vysledki se PG, CA a glycerol.

poufily v prub&hu konjugace. Kromé& toho se vyzkouSely

- rovn&Z isopropanol a t-butanol. Isopropanol a t-butanol,

. ' pokud se pouZily s proteiny jakovko-ropoUEtédla v nizkych
procentickych koncentracich, nem&ly 2Z&dné Zkodlivé ucinky

(osobni pozorovéani).

Konjugace hP67,6 na AcBut-calicheamicinu se provedla v

e s o —

T pritomnostis 25 % TPG, 80 mM  CA, 25 % glycerolu, 25 &
isopropanolu (IPA), 25 %Jt-butanolu, nebo 25 % PG + 80 mM

CA. VSechny pokusy se provadély za pouZiti 3,25 ng/ml
proteinu v PBS, pH 7,4 a 6 mold u&inné l1atky na mol Molb.
VSechny konjugace se porovnaly s kontrolni konjugaci,
provadénou v 25 % DMF, zatimco vSechny testované roztoky
obsahovaly ~5 % DMF ze zasoby uacinné latky. Kontrolni

konjugace se provedla za pouziti 4 M/M alinné latky v 25 %

¥

PG nebo 25 % DMF. VSechny vzorky se inkubovaly pfes noc pri
pokojové teploté, premistily do PBS v PD10 kolonadch a
analyzovaly pomoci  spektrometrie, - Jjejimz  cilem ‘bylo
étanovit obsah G&inné latky a proteinovy vytéZek. Vzorky se
~ dadle analyzovaly pomoci HPLC na Zorbaxu a Superose.
Konjugaty, vzniklé v prub&hu konjugaéni reakce, se Cistily
3 na FPLC Superose. Vysledky: Zd& se, Ze viechna tato aditiva
jsou pfinosnd s vyjimkou glycerolu (nizky obsah G&inné
latky). Pokud jde o théiek konjugétu, obsah u&inné latky a

minimalizaci agregadtu, zdad se, Ze PG + CA jsou lep3i.
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Dale nasledovala Fada studii testujicich kombinaci CA

5 dalsimi aditivy, optimalizaci PG koncentrace a pfima

srovnani s t-BuOH.

Vzhledem k tomu, Ze se, jak jiZ bylo diskutovano vyie,
zda, Ze CA pridané do PG zvy3uje proteinovy vytéZek a obsah

u¢inné latky a minimalizuje agregaci, provadéla

t-BuOH- nebo IPA

se
konjugace na hP67,6 =za pouZiti PG, (v
kazdém pfipadé 25 %), pricem? V‘kaidém pfipadé. se provédl
pokus s CA a bez CA (80 mM), aby se zjistilo, zda miZe CA
' pfinést spolu s  dal3dimi |

aditivy synergicky vysledek.

_.Vysledky: t-BuOH_ a CA_byly v __pouZitych_ koncentracich

sluCitelné, zatimco IPA nepfinesl tak decbry vysledek jako

TPGypokudTjde oTzvydeni vytE€zZKku a snizeéni agregatu.

Cilem provedenych konjugaci, ve kterych se pouzilo 10,
15 nebo 20 % a CA prfi 40 nebo 80 mM, bylo optimalizovat PG
+ PA podminky. Analyza se provedla stejnym zplsobem jako v
Vysledky: PG a

pfedchdzejicich p#ipadech. kombinace 20 %

80 mM CA, kterd poskytla nejlep3i vysledky, produkovala

9

vice neZ 60 % proteinu s obsahem uG¢inné latky 3 aZ 3,8.

Zévér: t-BuOH byl stejné ucinny jako kombinace PG a CA a
proto se vice pokusli v&novalo potvrzeni t&chto pozorovani a

optimalizaci podminek pro pouZiti t-BuOH.

Konjugaty se pripravovaly spolu s hP67,6 v PBS za

pouziti 5 aZ 20 % t-BuOH a 6 az 10 ekvivalenty ulinné
latky. Vysledky: 10 % t-BuOH se zddlo byt dostateCnym
mnoZstvim pro 6 ekvivalentld Gc¢inné latky pro pfipravu

konjugétl s obsahem 2,3 M/M a s malym obsahem agregdtu v
surovém produktu. Ukdzalo se, Ze Hepeslv pufr jako nahrada

PBS nenil prinosny.
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Dale . se provedly konjugace srovnadvajici kombinaci
propylenglykolu (PG) pri 20 % a 80 mM kyseliny kaprylové
(CA) s 15 % t-BuOH. Porovnavajici aditiva se testovala s 6,
9 a 12 moly G&inné latky na mol hP67,6 v PBS. Vysledky:
kombinace PG + CA se. zdala byt lepS8i ve smyslu proteinového
v9téiku pfi pripravé produktu s vy33im obsahem 4&inné
latky, zatimco v pfipadé pfipravy produktd s niZsSim obsahem
U¢inné latky poskytla ob& testovanad aditiva pFibliZng

stejné vysledky.

Na tomto mist& je treba uvést, Ze pouZiti 20 $ PG

spolu s 80 mM CA se jevilo jako pongkud lepsi aditivum neZ

15 ¥ t-BuOH, ale ob& testovand aditiva predstavovala

podstatné—zlepSeni—oproti—znémnym—podminkdm—Nicménéd—zatimco
t~BuOH nemd na pH proteinu v PBS Z&dny vliv, u pri PG
poklesne pH ze 7,4 na pribliZné 6,9. K tomuto zjidténi se
dosp&lo na =zakladé zjisténi délky trvani jednotlivych
reakci, zatimco t-BuOH reakce byly ukonieny béhem 1 aZ

3 hodin, PG/CA reakce trvaly prfes noc.

Priklad 4

Konjugace PG/CA pfi rlznych pH hodnotéach

Q

V tomto pfikladu se provedla ‘Fada konjugaci s 30 %
PG/80 mM a s nebo bez nastaveni pH hodnoty na 7,4.
Konjugace se rovnéZ provedly za pouZiti 25 % wvs. 30 %
t-BuCH, v nepfitomnosti DMF. VYsledky: pH nastaveni

pfispiva k lepSimu zabudovéani G¢inné latky.

Je ziejmé&, Ze konjugace v PG + CA s pH nastavenym na
7,4 poskytuje mnohem lep3i vysledky neZ konjugace v t-BuOH

pro generovani konjugatl s vysokym obsahem u&inné latky.
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Pro obsahy ~2 M/M, tyto dva zplsoby poskytuji podobné
vytéZzky, ale zatimco obsahy u€inné latky se pfi zvySovani
poméru acinné latky ku proteinu zvy$ovaly, vyt&Zky se v
pripadé pouziti t-BuOH podstatné snizily aZ na 25 %
vytéZku, dosaZeného pifi pouZiti kombinace PG a CA

(napfiklad obsah 5 M/M).

Priklad 5

v oo

P¥ipravy v primyslovém mé&fitku

V tomto pfikladu se provedly =zku3ebni ‘pfipravy v

pramyslovém mefitku (za pouzZiti 20 aZ 40 mg proteinu_spise

nez 0,5 aZ 1 mg na vzorek pouZity pro experimentédlni
méritko). Cilem tohoto pokusu bylo uréit primyslové vyuZiti
novych podminek a vyrdbét konjugaty s 8irokym rozmezi
obsahtl U¢inné latky. Tyto konjugdty se analyzovaly in vivo
na xenoimplantatovych nadorech s cilem potvrdit opravnénost
aditiv pfi produkci konjugétd, které jsou G&inné, a toho,
ze konjugaty s vy35im obsahem G&inné latky jsou G¢innéjsi

nez konjugaty s niZ8im obsahem UCinné latky.

Priprava pH67, 6-AcBut v pramyslovém méritku se
provedia (30 mg pouZitého proteinu) za pouZiti pouze
4 moldrnich ekvivalentd u¢inné latky a 20 % PG/80 mM CA,
5 % DMF a pH nastaveného na 7,5;‘Za téchto podminek vzniklo
daleko méné& agregatu neZ p¥i pouZiti znamych zpusobu
pfipravy. Kone&ny &isty monomer obsahoval 1,9 M/M G&inné

latky a proteinovy vyt&Zek predstavoval 67 3.

Pro ziské&ni konjugdtd s vy55im obsahem u¢inné latky se
| pouzily stejné podminky jako v pfedchazejicim pripadé ale s

tou vyjimkou, Ze se namisto 4 moldrnich ekvivalentd ucinné
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latky pouZilo 9 moldrnich ekvivalentl. Tim se dosahlo pouze
o néco vét3i agregace, ale ziskal se monomerni konjugat s
obsahem u&inné ldtky 3,2 M/M a proteinovym vytéZkem pouze o

néco niz3im, pribliZné 60 %.

Pripravy v prumyslovém m&fitku (30 mg proteinu) se
sice podstatnd zlep$ily oproti plvodnim vysledkim, ale
stale poskytovaly o 30 aZ 40 % men3i obsah uZinné latky neZ
by se dalo o&ekdvat na zakladd vysledkl dosazenych v
laboratornim mé&fitku. PFfedpoklddalo se, Ze tento problém

zptisobilo mirné zvySeni mnoZstvi DMF pouZité v prumyslovém

u. TakZe se provedl nespoéet laboratornich studii s_

vy38imi koncentracemi DMF, jejichZ ukolem bylo potvrdit.

zminénou domnénkus

Priklad 6

Vliv malych mnoZstvi DMF b&hem konjugace

Konjugace se provadély v 10 % t-BuOH s 4 M/M ucinné
latky a koncentracemi DMF zvolenymi z rozmezi od 1 % do
7 3. zasobu G&inné latky zde tvorilo 10 mg/ml DMF, které
umoZnilo pouZit niz3i koncentrace DMF v prib&hu konjugace.
Vysledky: zdalo se, Ze zvy3eni mnoZstvi DMF zplsobuje niZsi

zabudovani ucinné latky.

Konjugace v laboratornim méritku se brovedly za
pouziti 6,4 M/M u&inné latky a 30 & PG/80 mM CA, ale za
pouZiti 0 aZ 8 % DMF vs. 25 % t-BuOH se 2 % a 8 % DMF.
Zésoby G&inné latky se pripravily v PG s cilem lépe
kontrolovat koncentraci DMF. Vysledky: zjistilo se, Ze DMF
zvy8uje agregacli (a snizuje tedy monomerni v?téiek) jak v

pripadé PG/CA, tak v pripadé t-BuOH (vice v kombinaci
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PG/CA), ptfiCemZ pro konjugaci byla opé&t lep3i kombinace
PG/CA neZ t-BuOH.

Potom se provedla pfiprava v promyslovém mdfitku bez
DMF, aby se potvrdily vysledky laboratornich pokus.
Konjugace zaCala pri 30 % PG/80mM CA a 6,1 M/M‘ ucinné
latky. Provedené testy ukézaly, Ze tyto podminky umoiﬁuji
ziskat produkt s obsahem uc¢inné 1la&tky 3,2 M/M, ktery se
otekdval na zakladé testd, provadénych v . laboratornim
méritku, coZz potvrdilo . ‘potfebu vylou¢it DMF  jako

ko-rozpoustédlo z reaklni smési.

Tato konjugace se oBetfila daldimi t Femi ekvivalenty

u¢inné latky, které produkovaly konelny Cisty monomer s

obsahem uinné latky 4,4 M/M a proteinovym vyté&Zkem 46 %.

TakzZe célkem se uskuteénily tfi konjugace v
promyslovém méfitku, které poskytly konjugaty s 1,9, 3,2 a
4,4 moly ucinné latky na mol proteinu, které se hodnotily
in vitro a in vivo. Kombinace PG a CA se ukdzala jako
nejlepsi reakéni aditivo, =zatimco DMF byl pro reakci

nezadouci.

Priklad 7

Konecnd optimalizace

Za u¢elem nalezeni optimdlnich koncentraci PG as CA,
optimdlni hodnoty pH, pofadi pridani a wvhodnych nahrad DMF
jako rozpoustédel pro G&innou latku se provedla celd rada

testn.

Viechny konjugace, provadéné v. laboratornim méritku,

se provedly ve 30 % PG/80 mM CA, ale s ménicim se poFfadim
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pfiddni MoAb, PG, CA a zasobnl UCinné latky plipravené v
PG, EtOH nebo DMSO. Vysledky: nejlep$im pofadim piridani
bylo pofadi MoAb, potom PG, nédsledné CA (nastavené pH) a
nasledné z&sobni 0&inné latky pfipravené v PG, EtOH a DMSO
se ukazaly jako prijatelné alternativni nahrady PG pro

zasobni G¢éinnou latku.

Studie konjugace se provadély za pouZiti 40, 55, 75 a
80 mM CA, a ve v3ech pripadech se pouZilo 25 % PG.
V¢sledky: zjistilo se, Ze nejlepSich vysledkl lze dosdhnout
pfi 55 mM CA, pokud jde o proteinovy vytéiek a obsah G&inné
14tky.

Dalsi konjugadni studie se provedly za pouZiti 40, 50,

60 a 70 mM CA s 25 % PG. Vysledky: Zjistilo se, Ze nejlepSi
. vysledky poskytuje 60 mM CA, pokud jde o proteinovy vytéiek

a obsah a¢inné latky.

Rovnés se provedly konjugaini studie s 25 % PG + 80 mM
CA a 0,2 nebo 4 % DMF. Tyto studie.se provedly proto, aby
se ukazalo, zda-1li jsou Skodlivé i nizké koncentrace DMF.
vysledky: nebyly pozorovany Zadné velké rozdily, z cehoZ
lze usuzovat, Ze pfoblematické jsou pouze koncentrace vyS3si

nez 4 %.

Ddle se provedly konjugace s ruznou rychlosti michani
v prib&hu konjugace. Vysledky: nebyly pozorovany Zadné

rozdily.

Dal3i konjugace se provadély s U&innou latkou pfidanou
v EtOH namisto v PG. Vy¢sledky: nebyly pozorovédny zZadné

podstatnéj3i zmé&ny oproti pouziti Gfinné latky v PG.

Rada konjugaci se provedla v PG/CA a 6 M/M ucinné

latky za nastaveni rGznych pH hodnot. Vyvoj reakce a obsah
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u¢inné 1latky se sledoval méfenim reakénich sloZek a
produkti hydrolyzy (pomoci RP-HPLC). Vysledky: v3echny
experimenty ukdzaly, Ze ¢&im vy38i je pH hodnota, tim
rychlej3i je reakce, prficemZ doba reakce se pohybovala v
rozmezi od 12 hodin pfi pH 7 aZ do doby kratsi nez 45 minut
pri pH 8,5. Urc¢ilo se, Ze pH vy88i neZ 7,5 produkuije

nejvy338i vytéZek a obsah ulinné latky.

Stejny postup za pouziti PG/CA aditiv se pouZil pro
konjugaci AcBut-calicheamicinu na dva daldi humanizované

MoAbs, CT-M-01 a A33. Pri pouZiti téchto humanizovanych

MoAbs se ziskaly podobné obsahy u&inné latky a vytéZky jako

prfi pouziti humanizovaného P67,6 a to jak v laboratornim,

tak—v-primyslovémméritkus

Priklad 8

AcBut-calicheamicin se konjugoval na 5’mg humanizované
CT-M-01 monoklondlni protildtky v pfitomnosti 25 %
propylenglykolu (PG) a 80 % kyseliny kaprylové. Reakce se
provadéla pfes noc (priblizné 24 hodin) pfi pokojové

teploté (25°C). Produkt se analyzoval pémoci HPLC.

o

Vysledky: ziskalo se 75 % monomeru s obsahem uc&inné -

latky 1,9 M/M,

Priklad 9

AcBut-calicheamicin se konjugoval na 36,6 mg hCT-M-01
monoklondlni protildtky v pritomnosti 30 % PG a 60 mM CA.
Reakce se provadéla 2 hodiny pribliZné& pfi 25°C. Produkt se

analyzoval pomoci HPLC.
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Vysledky: 60 % monomeru s obsahem u&inné latky

2,2 M/M. i

t
5l

Priklad 10

AcBut-calicheamicin se konjugoval na 1 mg humanizované

A33 MoAb v pfitomnosti 30 % PG a 60 mM CA.

Vysledky: ziskalo se pribliZiné& 50 % monomeru s obsahem
uéinné latky 1,8 M/M. Posledni experiment ndm ukazal, Ze

hA33 je sloZitym proteinem, pokud jde o praci s nim,

vzhledem ke zvySené tendenci_ﬁﬁjeho _Ebnjugétﬁ_ tvorit

._agregaty.

Priklad 11

AcBut-calicheamicin se konjugoval na 50 mg hP67 v
pfitomnosti 200 mM a 5 % ethanolu (ze =zasobni G&inné

latky). Inkubace trvala 2 hodiny pri 25°C.

Vysledky: ziskalo se ~95 % monomeru s obsahem ucinné

[}

latky 2,1 M/M a proteinovym vyt&Zkem 65 %.

Zjistilo se tedy, Ze dobré vysledky lze ziskat, pokud
se podstatné zvy$8i koncentrace CA a sniZii mnoistvi-

. ‘ ko-rozpoustédla.
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Priklad 12

Kone&ny postup pro humanizované protildtky

Na zakladé v3ech vyde zminénych vysledkl se doporulil
nasledujici koneény postup pro vyvoj HP67,6 konjugace na
AcBut—célicheamicin: pouzilo se pét =zéasobnich roztoki:
hP67,6 pfi ~6,5 mg/ml v PBS (50 mM fosforeCnanu sodneho,
100 mM NaCl, ©pH 7,4), propylen glykol (PG}, 1M NaOH,
1M kyseliny kaprylové (CA) v PBS, pH 7,4, a G&inna latka v
PG (~6 mg/ml). Konelné koncentrace b&hem konjugace byly

-nasteduiieit+—30—%-PG—{5-%PG-bylo-ze-zdsobni_u&inné latky),

*
*

60 mM CA, pPfibliZn& . 4 mg/ml p67,6 a 6 mold UuCinné latky na

[ ——

mol hP67,6. PG se pridal do hP67,6 a dikladné promichal.
Dile se pridala CA a smés se opét dikladné promichala.
Alternativné se CA pridala do 200 mM kone&né koncentrace a
5% PG (nebo EtOH) se ziskalo 2z pfidani G&inné latky
(AcBut~calicheamicinu). Pridanim pfibliiné 10 ml
NaOH/ml roztoku se nastavilo pH 7,7 aZ 7,8. Posléze se
pfidala G&inn& latka a roztok se intenzivné michal. Roztok
se inkubo&al pfi 25°C za stdlého protfepavani 3 hodiny. Po

inkubaci nésledovala filtrace pres filtry Millex HV, ktera

méla odstranit nerozpustny material. Konjugdt se nasledné

¢istil pomoci gelové filtrace ne SEPHACRYLu $-200 v PBS
(pH 7,4) za pouziti méné neZ pfibliiné 1 % zatiZeni, pro
malé konjugace, <0,5 ml, se pouZila Superose 12 FPLC v PBS.
Koneény monomerni (<4 % dimeru) konjugat byl p¥ipraven v
proteinovém vyt&Zku vy3sim neZ 60 % a obsah u¢inné latky

&inil >2,5 moll G¢inné latky/mol proteinu.

Tento postup se zdal byt u&inny u tfi testovanych
humanizovanych MoBAbs: A33, CT-M-01 a p67,6, které
pfedstavuji dva rtzné isotypy (IgGi, IgGs, resp. IgGq).
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Priklad 13

Optimalizace podminek pro my3i protildtky

Pokud se stejné postupy aplikovaly na my3i MoAbs,
potom poskytly urlitd zlepSeni oproti pouZiti DMF jako
jediného ko-rozpoustédla, ale byly obecnd méné uéinné proti
agregaci neZz v pfipadé& humanizovanych protilatek, jak bude
patrné 2z nasledujicich pfikladd. Vysledky ziskané pro
jednotlivé MoAb se zna¢né 1i3i, coZ opé&t ukazuje, Ze
nejlepsi  konjugalni postup Jje pro. kaidy konjugat

calicheamicinu a nosiée jiny, ale Ze varianty obecnych

“postupd podlé vyndlezu ~vykazuji ve v8ech testovanych

pfipadech podstatnd zlep3eni oproti vysledkim dosaZenym za

pouziti DMF jako jediného ko-rozpoustédla.

VySe popsané konjugaéni postupy vyuZivajici kombinaci
PG/CR poskytly produkty s nasledujicimi obsahy @¢inné
latky:

MoAb- ‘ Obsah u¢inné 1l4tky (M/M)
Anti-Tac 0,7
M5/114 1,2
Campath II 1,4
MN-1 : 1,2
LC-1 . 1,0
LK-26 1,2
TH-69 1,0

A33 1,1
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Pfi koncentraci 20 aZ 40 % se ziskaly pouze nizké

proteinové vyt&Zky. Pokud se mA33 konjugovalo za pouZiti

8 M/M uCinné latky, potom konedny obsah v monomeru &inil

pouze 1,1 az 1,3 M/M. Konjugédt protilatky Anti-Tac s

obsahem 0,7 M/M se rekonjugoval v pFitomnosti 20 % t~BuOH,

protoZe toto aditivum bylo nejlep3im aditivem, pokud jde o

zlepSeni zabudovani uG¢inné 1latky do konjugatu. Tato

e fekonjugace zvy3ila obsah u¢inné latky na 2,0 M/M, ale ve

vytéZku pouhych 23 %.

Konjugace za pouZiti PG + t-BuOH

ACKoliv PG/CA systém poskytoval pouze mirné zlepseni v

kombinaci s vySe zminénymi MoAbs, pouZiti t-BuOH/ (t-Bu/PG)

PG se zdalo byti slibné. N&sledujici studie popisuji
konjugace, ve kterych se pouZily PG a t-BuCH v kombinaci.
To vedlo k zavéru, Ze PG/t-BuOH systém je vice vhodny pro
zminéné my81 MoAbs, zatimco systém PG/CA je lep3i pro

humanizované MoAbs, které byly analyzovény.

Konjugace se provadély s ruaznymi variantami
koncentraci t-BuOH a PG. Zjistilo se, Ze PG je v
pritomnosti AcBut calicheamicinu a t-BuOH pouZitelny, pro
rozpoudténi konjuga&nich roztokl, pro celou. fadu my$ich
MoAbs. Pokud se Anti-Tac konjuguje ve 20 % t-BuOH, 10 % PG
a_ 6 M/M uc¢inné 1lAatky, potom se ziska 40 % mMmMONomeru s

. obsahem ulinné l&tky 1,3 M/M. Pokud se konjugace provede v
15 % t-BuOH, 15 % PG a 6,7 M/M uéinné latky, potom se ziska
50 § produktu s obsahem 0¢inné latky 1,4 M/M, coZ je mirné
zlepSenl oproti predchédzejicimu pokusu, ale podstatné lepsi
vysledek v porovnidni s pfiblizn& 20 % vyté&Zkem produktu s
obsahem u&inné 1latky 0,7 M/M, ktery se ziskal v PG/CA.

Pokud se pouZily stejné podminky, ale koncentrace proteinu
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se zvy$Sila na 2,8 mg/ml ({(u pfibliZné 2 mg/ml), potom se

koneény obsah 4cinné latky zvy3il na 2,2 M/M.

V prfipadé mA33, proteinu, o kterém se vi, Ze prace s
nim je casto problematicka, nebyly nalezeny podminky, které
by mohly prinést podstatné vys5i obsah u&inné latky nez
1,0 M/M, ale vySe popsand kombinace t-BuOH a PG (s 8 M/M
u¢inné latky) poskytla konjugdt v 60 % vytéZku a to dokonce
iv prumyslovém méritku. Tri IgG; my8i MoAbs (u kterych se
predpokladd, Ze budou podobné chemicky reagovat) MOPC,'M44
a M67, pokud konjugovaly za v podstaté identickych podminek
(15 % t-BuOH, 10 az 20 % PG, 6,7 M/M GZinné 1latky)

prddﬁkoﬁaly monomer s obsahem U&inné latky pfiblizné 1,0,

ale ve vytézku pohybujicim_se od 14 do 45 %. V. pripad& MOPC

zvySeni proteinové koncentrace na 2,8 mg/ml (jako v pripadé
Anti-Tac) a za pouZiti 8 M/M 0Cinné latky v 15 % t-BuOH,
20 % PG pufrovém systému zvySilo obsah uéinné 1l&atky na

1,7 M/M pfi pfibliZiné 50 % vytéZku.

Kone&ny postup pro my$i protilatky

Na~_zékladé této rady koﬁjugaci se ur¢il doporuceny
postup Mﬁro konjugaci teéchto mySich MolAbs, ktery se
podstatng 1i§il od postupu, navrZeného pro testované
humanizované protildtky. Kromé& toho se ziskané optimalni
proteinové vytéZiky a obsahy G&inné 1latky v pfipadé
jednotlivych testovanych mySich MoABs zna¢né 1lisily, cozZ
naznaduje, e urditd optimalizace podminek miZe byt pro
nalezeni nejlepsich podminek pro libovolny proteinovy nosic

zadouci.

Jako pufr se pouzil PBS pfi pH 7,4, ale MoAb zasobni
roztok obsahoval 4 aZ 5,5 mg/ml. Jako daldi ko-rozpoustédlo

se pouzil t-BuOH, ale nikoliv CA. Z&sobni roztok u&inné
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latky (8 az 10 mg/ml) se pfipravil v DMSO nebo DMF. Kone&né
reakéni podminky predstavovaly 15 % t-BuOH, pfibliZn& 20 %
propylenglykolu (nebo vice, pokud je to nezbytné pro
vyCisténi roztoku), 2 aZ 4 % DMSO (ze zasobniho roztoku
acinné latky) a 6 aZ 8 mold u&inné latky na mol proteinu.
Konjugaci predchizela inkubace pfi 25°C za stalého michani,
ktera trvala 3 a? 20 hodin. Cidténi se provad&lo stejnym
zplsobem 'jako v pfipadé vySe popsanych humanizovanych
konjugatd. Konené proteinové vytéiky se pohybovaly v
rozmezi od 25 % do 60 % a obsahy UCinné latky se pohybovaly

od 1 do 2,2 mold UCinné latky na mol MoAb, v zavislosti na

L}

jednotlivyeh -MoABr—— —

Priklad 14

V1iv t-BuOH na sacharidové konjugéty

MOPC-21 se oxidoval Vv pH 5,5 acetdtovém pufru pomoci
15 mM NaJO; 45 minut pfi pokojové teploté. Pufrovany
MOPC-21 se posléze premistil do ¢&erstvého acetatového
pufru, &imZ se mé&la odstranit vyderpand oxidacni &inidla.
Cast této zoxidované protilatky se oBetfila disulfidem,
ktery vznikl jako vysledny produkt uvedeni N-acetyl gama-
calicheamicinu do reakce s hydrazidem kyseliny 3-merkapto-
3-methylbutanové (GAD), v pfitomnosti 15 % DMF. Druhd &&st
se o8etfila stejnou koncentraci GAD v pfitomnosti 5 % DMF a
15 % t-BuOH. Obé reakce se nechély probihat 17 hodin pfi
pokojové teploté. V obou pfipadech.doélo k vyméné pufru,
jehoZ cilem bylo dosaZeni pH 7,4 PBS. Mnoistvi agregdtu v
pripadé konjugadni reakce s t-BuOH bylo ni#3i, neZ v
pfipadé reakce s pouhym DMF (4,1 % vs. 7,3 %). Po vyCisténi

pomoci gelové vyluovaci chromatografie obsahoval konjugat,
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ktery byl pfipraveny reakcl pouZivajici pouze DMF, 3,2 M/M
ucinné latky a 3 % zbytkového agregatu, zatimco konjugat,

ktery se pfipravil v pfitomnosti t-BuOH obsahoval 5,1 M/M.
ulinné latky a zbytkovy agregat byl nezjistitelny.

Priklad 15

Vliv PG/CA na vznik nehydrolyzovatelného konjugatu

h-CT-M-0l se o3etfil OSu esterem disulfidu, ziskaného

jako produkt uvedeni N-acetyl gama-calicheamicinu do reakce

s kyselinou d4-merkapto-4-methylpentanovou, v pfitomnosti

15 % DMF v Hepesové pufru. Druhd konjugace se provedla za

pouziti 30 ¥ PG a 80 mM CA namistc DMF. Obé reakce se
nechaly probihat 2 hodiny pfi pokojové teploté&. V obou

pripadech do3lo k vymené pufru, jehoZ cilem bylo dosaZeni

- pH 7,4 PBS. Alkoliv mnoZstvi agregatu (pfibliZné 2 %) a

obsah u¢inné latky (3,95 M/M s DMF vs. 4,12 M/M s PG + CA)
bylo v pripadé obou reakcl srovnatelné, v pripadé reakce
pouzivajici PG + CA se dosahlo vy3siho vytéiku (60 % vs.

30 %).

V zévéru je treba uvést, Ze vySe uvedend prikladna
provedeni majl pouze ilustrativni charakter a nikterak
neomezuji rozsah vynalezu, ktery je jednoznaind vymezen

prilozenymi patentovymi narocky.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zplsob ' -pripravy monomernich konjugatt
calicheamicinovéhe derivatu a nosice s vysokym - obsahem
0&inné latky, vysokym vytéZkem a $niZenou aglomeraci, které

maji obecny vzorec

Pr(-X-5-5-W)m

ve kterém

Pr znamenéd proteinovy nosid,

X znamena spojku, kterd predstavuje produkt libovolné

reakéni skupiny, ktera mlZe reagovat s proteinovym nosicem,

W znamena calicheamicinovy radikal, vytvofeny
odstranénim pfirozen& se vyskytujici methyltri-sulfidové

skupiny; a
m znamend ¢islo od 0,5 do 15,
vyznadcdeny tim, Ze zahrnuje:

{1} inkubaci calicheamicinového derivatu - a

T proteinového  nosice v nenukleofilnim, S proteiny
slucitelném, pufrovaném roztoku, ktery m& vhodné pH,

pohybujici se od 4,0 do 8,5, prfic¢emz tento roztok dale

obsahuje (a) ko-rozpoustédlo zvolené ze skupiny zahrnujici
propylenglykol, ethanol, DMSO a jejich kombinace a (b)

pfisadu, obsahujici alespoil jednu karboxylovou kyselinu s 6

az 18 atomy uhliku, pfiCemZ inkubace se provadi pfi teploté
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pohybujici se pfibliZn& v teplotnim rozmezi od 25°C do 37°C

a pfibliZné 15 minut aZ 24 hodin; a

~ -

{2) Cisténi konjugétﬁ pfipraveného v kroku (1) za

vzniku monomernich konjugatu.

2. ZpGsob podle ndroku 1, vyznad&envy tim,

Ze X ma obecny vzorec Z-Sp, ve kterém

Sp znamend divalentni nebo trivalentni radikal s

pfimym nebo vétvenym rfetézcem a s 1 aZ 18 atomy uhliku,

cykloalkylovy nebo heterocykloalkylovy radikdl, divalentni

nebo—trivalentni—cykloalkylalkylovy—nebo—heterocyklo-
alkylalkylovy radikdl s 1 aZ 18 atomy uhliku nebo
divalentni nebo trivalentni nenasyceny alkylovy radikal se
2 azi 18 atomy uhliku, ve kterych je heteroatomem vyhodné&
furyl, thienyl, N-methylpyrrolyl, pyridinyl,
N-methylimidazolyl, pyrimidinyl, chinolyl, isochinolyl,
N-methylkarbazoyl, aminockourmarinyl nebo fenazinyl a pokud
Sp znamend trivalentni radikadl, potom miZe byt dale
substituovan dialkylaminoskupinou s 1 aZ 5 atomy uhliku,
niz31 alkoxyskupinou s 1 aZ 5 atomy ﬁhliku, hydroxyskupinou

nebo niZsimi alkylthioskupinami s 1 aZ 5 atomy uhliku; a

Z znamena ~NHC {=0} -, ~CH=NNHC {=0) -,
~CHoNHNHC (=0) -, -CH=NNHC (=0} NH-, —CH,;NHNHC (=0Q) NH-,
-CH=NNHC (=S)NH-, ~ —-CH;NHNHC (=S) NH-, ~CH=N-, ~CHyNH-,

-0C{=0}-, -S§-,
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S CHy ~—NHCOCH, ~—CH
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0 : CooH
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3. Zpﬁéob podle nidroku l, vyznadc¢eny t

I

. Ze X ma obecny vzorec

(co-alk! - Sp' - Ar - Sp® - Alk® - ¢(2') = Q = Sp)

————

ve kterém

Alk! 2 Alk? znamenaji nezévisle vazbu nebo vétveny

nebo nev&tveny alkylenovy fetézec s 1 az 10 atomy uhliku;

Sp' znamena vazbu, -§-, -0-, -CONH-, -NHCO-, -NR’-,
~N{CH,CH,),N- nebo -X-Ar'-Y-(CH;)n,-Z, ve kterych X, Y a Z

znamenaji nezavisle wvazbu, -NR'-, -$- nebo -0- pod
podminkou, Ze pokud n znamena 0, potom alespofi jedno Y a Z
musi znamenat vazbu a Ar’ znamend 1,2-, 1,3- nebo
1,4-fenylen pfipadné substituovany jednou, dvéma nebo tfemi
alkylovymi skupinami s 1 aZz 5 atomy uhliku, alkoxyskupinami
s 1 a? 4 atomy uhliku, thioalkoxyskupinami s 1 aZz 4 atomy
uhliku, atomy halogenu, nitroskupinami, -COOR’, -~CONHR',
-0 (CH,),COOR’ nebo -$(CH;),CONHR’ pod podminkou, Ze pokud

Alk' znamena vazbu, potom Sp1 znamend vazbu;
n znamend celé &islo od 0 do 5;

R’ znamend v&tveny nebo nevétveny fetézec s 1 ai 5
atomy uhliku pfipadné substituovany jednou nebo dvéma

skupinami -OH, alkoxyskupinami s 1 aZ 4 atomy uhliku,
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1,5-, 1,6-, 1,7-, 1,8-, 2,3-, 2,6- nebo 2,7-naftyliden nebo
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thicalkoxyskupinami s 1 aZ 4 atomy uhliku,. atomy halogenﬁ,;
nitroskupinami, dialkylaminoskupinami s 1 aZz 3 atomy

uhliku, nebo trialyklammonium-A” s 1 aZ 3 atomy uhliku v |

alkylovém zbytku, ve kterém A" znamend farmaceuticky

pfijatelny aniont dopliujici stl;

Ar znamena 1,2-, 1,3- nebo 1,4-fenylen pfipadné
substituovany jednou, dvéma nebo tfemi alkylovymi skupinami
s 1 az 6 atomy uhliku alkoxyskupinami s 1 aZ 5 atomy
uhliku, thiocalkoxyskupinami s j_ az 4 atomy uhliku[ atomy
halogenu, nitroskupinami, =~COOR’, -CONHR', -0 (CH;) ,COOR’,
~S (CH2) nCOOR’, -0 (CH2),CONHR’, -S(CH;),CONHR’, ve kterych n

a R’ maji#VYEe‘definovany v?znaﬁ nebb'l,z-, 1,3-, 1;2—,

pfifem? kafdy naftyliden nebo fenothiazin je pFipadné
substituovan jednou, dvéma nebo tremi alkylovymi skupinami
s 1 aZ 6 atomy uhliku, alkoxyskupinami s 1 azZ 5 atomy
uhliku, thioalkoxyskupinami s 1 az 4 atomy uhliku, atomy
halogenu, nitroskupinami, -~COOR’, -CONHR’, '-0O(CH;),COOR’,
-S{CH;) ,COOR’, nebo S(CH;),CONHR’, ve kterych maji n a R’
vy8e definovany vyznam pod podminkou, Ze pokud Ar znamené

fenothiazin, Sp' znamend vazbu navézanou pouze na dusik;

2

Sp® znamen& vazbu, -S- nebo -0-, pod podminkou, Ze

pokud Alk’ znamend vazbu, potom Sp? znamena rovnd? vazbu;
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z' znamend atom vodiku, alkylovou skupinu s 1 a% 5
atomy uhliku nebo fenylovou skupinu pfipadné substituovanou
jednou, dvémi nebo tremi alkylovymi skupinami. s 1 az 6
atomy wuhliku alkoxyskupinami s 1 a3z 5 atomy uhliku,
thioalkoxyskupinami s 1 az 4 atomy uhliku, atomy halogenu,
nitroskupinami, -COOR’, ~-CONHR', -0 (CH2},COOR",
-5 (CH2) nCOOR’, nebo S(CH;),CONHR’, ve kterych maji n a R’

vySe definovany vyznam;

Sp znamena divalentni nebo trivalentni radikal s

primym nebo vétvenym fetdzcem a s 1 a¥ 18 atomy uhliku,

cykloalkylovy nebo heterocykloalkylovy radikal, divalqntni
nebo trivalentni cykloalkylalkylovy nebo heterocyklo-
alkylalkylovy. radiké&l s 1 a7 18 atomy—uhltiku—nebo

divalentni nebo trivalentni nenasyceny alkylovy radikal se
2 az 18 atomy uhliku, ve kterych je heteroatomem vyhodné
furyl, thienyl, N-methylpyrrolyl, pyridinyl,
N-methylimidazolyl, pyrimidinyl, chinolyl, isochinolyl,
N-methylkarbazoyl, aminokourmarinyl nebo fenazinyl a pokud
Sp znamend trivalentni radikil, potom miZe byt déale
substituovan dialkylaminoskupinou s 1 a% 5 atomy uhliku,
nizsi alkoxyskupinou s 1 aZ 5 atomy uhliku, hydroxyskupinou

nebo nizsimi alkylthioskupinami s 1 aZ 5 atomy uhliku; a

Q znamena =NHNCO-, =NHNCS-, =NHNCONH-, =NHNCSNH- nebo
=NHO-.

4. Zplisob podle nédroku 3, vyznad¢eny tinm,
Ze Sp’ znamend vazbu, -S-, -0-, -CONH~, =-NHCO- nebo -NR',
ve kterém ma R’ jiZ definovany vyznam pod podminkou, Ze

pokud Alk' znamena vazbu, potom Sp' znamend rovnds vazbu;
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Ar znamend 1,2-, 1,3- nebo 1l,4-fenylen pripadné
substituovany jednou, dvéma nebo tfemi alkylovymi skupinami
s 1 az 6 atomy uhliku, alkoxyskqpinami s 1 aZz 5 atomy
uhliku, thiocalkoxyskupinami s 1 a? 4 atomy uhliku, atomy
halogenu, nitroskupinami, -COOR’, —-CONHR’, -0O{CH;),COOR’,
-5 (CHz2) nCOOR’, -0 (CH;),CONHR’, --S(CHg)nCONHR’, ve kterych n a
R’ maji vySe definovany vyznam nebo 1,2-, 1,3~-, 1,4-, 1,5-,

l,6-, 1,7-, 1,8-, 2,3-, 2,6- nebo 2,7-naftyliden, pridem?

kazidy z téchto naftilidenl miZe byt pripadné substituovan

jednou, dvéma nebo tremi skupinami_alkylonmi skupinami s 1

az 6 atomy uhliku, alkoxyskupinami s 1 az & atomy uhliku,

thioa%koxyskupinamf—s—f—ai—ﬂ“atomy*uhIfKu, atémy "halogenu,

nitroskupinami, -~COOR‘, -CONHR’, -0 (CH,) ,COOR’,

.—S(CHﬁnCOOR’, -0 (CH;) ,CONHR’ nebo =-S5 (CHz) ,CONHR' ;

z' znamend alkyl s 1 aZ 5 atomy uhliku nebo fenyl
pfipadné substituovany jednou, dvé&ma, tfemi nebo ctyfmi
alkylovymi skupinami s 1 az 5 atomy uhliku, alkoxyskupinami
s 1 aé 4 atomy uhliku, thioalkoxyskupinami s 1 az 4 atomy
uhliku, atomy halogenu, nitroskupinami, -COOR', -CONHR’,
-0 (CH2) sCOOR’, -8 (CH;),COOR’ , nebo S(CH;),CONHR’; a

Alk? a sp? znamenaji spole&né vazbu.

5. Zpusob podle niroku 4, vyznac¢en y tim,
Ze Sp' znamend -O-, Alk' znamen4 alkylen se 3 atomy uhliku,
Ar znamend 1,4-fenylen ‘a z' znamené alkyl s 1 atomem

uhliku.

6. Zpusob podle naroku 3, vyznadéenvy tim,

Ze Q znamend =NHNCO- a Sp znamend ~CHC (CH3) ,-.
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7. Zpisob podle naroku 2, v Yyznacenv tim

Ze 7 znamend -NHC(=0)- a Sp znamena —CH,CH,C (CH3) 5~

8. ZplUsob podle nédroku 2, v Yznaceny tim,

Ze 7 znamené -CH=NNHC(=0)s a Sp znamena —CH2C (CH3) -.

i

9. Zpusob podle narcku 1, v Yyznaceny t im '

——--——-—2e._calicheanicinovy..derivét—obsahute—gama—calicheamicin

nebo N-acetyl gama calicheamicinovy derivéat.

10. Zplsob podle naroku 9, v yznacceny tinm,
Ze calicheamicinovy derivat je pritomen v kroku (1) v
mnoZstvi pohybujicim se p#ibliZné od 0,025 mg/ml do
1,0 mg/ml.

11. Zpusob podle néaroku 1, v YZznadceny t im,
Ze proteinovy nosic obsahuje humanizovanou monoklonalni

protilatku.

12. Zphsob podle naroku 11, vyznac¢eny tin,
Ze humanizovana monoklonalni protildtka je pfitomna v kroku
(1) v mnoistvi pohybujicim se pfibliiné v rozmezi od
1 mg/ml do 15 mg/ml.
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13. Zpisob podle naroku 1, v yznaceny tinm,
Ze prisada je v kroku (1) pfitomna v mnozstvi pohybujicim

se pribliZné€ v rozmezi od 20 do 300 mM.

14. Zplsob podle naroku 1, v y znaden Yy tim,
Ze ko-rozpoustédlo obsahuje propylenglykol v mno#stvi
wi

pohybujicim  se pIibliZné v rozmezi od 10 % do 60 %,

vztaZzeno k celkovému objemu roztoku.

wha

15, Zpusob podle ndroku 1, vy znaéen Yy tim,

Ze prisada v kroku {1} obsahuje kyselinu oktanovou v
nnozstvi pohybujicim se pPribliZné v rozmezi od 20 mM do
100 mM.

16. Zplusob podle naroku 1, v yznadc¢eny tinmn,
Ze ko-rozpoudtédlem v kroku (1) Je polypropylenglykol v
mnoZstvi tvoricim 30 objemu roztoku a pfisada v kroku.(l)

obsahuje kyselinu oktanovou v mno¥stvi 60 mM.

- 17. Zpisob podle naroku 1, v Yznaceny tim,

Ze ko—rozpouétédlo‘ je pritomno v kroku (1) v mnoistyi
pohybujicim se prFibli’né v rozmezi od 1% do 10 & objemu
roztoku a pfisada v kroku (1) obsahuje kyselinu oktanovou
v mnoZstvi pohybujicim se pribliZng v rozmezi od 150 mM do
300 mM.
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18. Zplsob podle naroku 17, vy zna & e n

Ze zminénym ko-rozpoudt&dlem je ethanol.

19. Zpusob podle naroku 18, v Yyznadcen t im,

y

Ze ethanol je pfitomen v kroku (1) vV  mnoZstvi
pfedstavujicim 5 % objemu roztoku a kyselina oktanovi je v

kroku (1) pfitomna v mno¥stvi 200 mM.

20. Zplsob podle naroku 17, v Yyznaceny timn,

“Ze ko-rozpoustédlem v kroku (1) je propylenglykol, ktery je

pfitomen v mnoZstvi predstavujicim 5% objemu roztoku a
kyselina oktanovd je v kroku (1) pritomna v mnoZstvi

200 mM.

21. Zplsob pfipravy monomernich konjugath
calicheamicinového derivatu a noside s vy881 koncentraci
uc¢inné latky a vytéZikem a sniZenou tendenci aglomerovat,

které maji obecny vzorec
Pr(-X-5-S-W)m

ve kterém

Pr znamena proteinovy nosig&,

X, znamena spojku, kterd: pfedstavuje produkt libovolné

reakéni skupiny, kterd miZe reagovat s proteinovym nosidem,

W  znamena calicheamicinovy radikal, vytvoreny
odstranénim prirozenéd se vyskytujici methyltri-sulfidové

skupiny; a
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m znamena ¢islo od 0,5 do 15,

vyznaceny tim , ze zahrnuije:

(1) inkubaci calicheamicinového derivatu a
proteinového  noside v nenukleofilnim, S  proteiny
slu¢itelném, pufrovaném roztoku, ktery m& vhodné pH

pohybujici se od 4,0 do 8,5, pficemZ tento roztok dile

obsahuje jako ko-rozpoudtédlo t-butanol, prifem? inkubace
se provadi pfi teploté pohybujici se pfiblizné v teplotnim

rozmezi od 25°C do 37°C a pfibliZné 15 minut a3 24 hodin; a

_{(2) ¢&isténi kqnjugétu;_pfipraveného—~v~~kroku——1ﬂj*—za'

vzniku monomernich konjugata.

22. Zplsob. podle naroku 21, v YZnaceny tim,

Ze X md obecny vzorec Z-8p, ve kterém

zriamena

divalentni nebo trivalentni radikal s

Sp
primym nebo vétvenym retdzcem a s 1 az 18 atomy uhliku,
cykloalkylovy nebo heterocykloalkylovy radikal,‘divalentni

nebo trivalentni cykloalkylalkylovy

18

divalentni nebo trivalentni nenasyceny alkylovy radikil se

nebo heterocyklo-

alkylalkylovy radikal s 1 az atomy uhliku nebo

2 az 18 atomy uhliku, ve kterych je heteroatomem thoqné

furyl, thienyl, N-methylpyrrolyl, pyridinyl,

N-methylimidazolyl, pyrimidinyl, chinolyl, isochinolyl,

N-methylkarbazoyl, aminokourmarinyl nebo fenazinyl a pokud
znamend trivalentni radikal, byt dale

Sp potom miZe

substituovan dialkylaminoskupinou s 1 a% & atomy uhliku,
nizsi alkoxyskupinou s 1 a3 5 atomy uhliku, hydroxyskupinou

nebe niZdimi alkylthioskupinami s 1 a3 § atomy uhliku; a
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Z zZznamena -NHC (=0) -, —CH=NNHC (=0) -
=CH,NHNHC (=0) -, —CH=NNHC (=0) NH~-, ~CH;NHNHC {=0) NH-,
—CH=NNHC (=S)NH~-, —CH,NHNHC (=S) NH~, -CH=N-, -CH,NH-,

-0C(=0}-, -88-,

—_—

N——

L

NHCOCH;——CH_
nebo {CHz).,
CCOOH

23. Zpusob podle ndroku 21, vy znaéen y tim,

Zze X mad obecny vzorec
(CO-Alk" - 8p' - Ar - sp? - Alk? - ¢(z}) = Q = Sp)
ve kterém

Alk' a Alk? znamenaji nezdvisle vazbu nebo vétveny

nebo nevétveny alkylénovy fetézec s 1 az 10 atomy uhliku;

~ Sp' znamenad vazbu, -$-, -0-, =-CONH-, -NHCO-, -NR’-,
~N(CH,CH) N~ nebo -X-Ar’-Y-(CH;),-Z, ve kterjch X, Y a 2
znamenaji nezavisle vazbu, -NR’-, _5- nebo -0- pod
podminkou, Ze pokud n znamena 0, potom alespon jedno Y a Z
musi znamenat vazbu a Ar’ znamend 1,2-, 1,3- nebo
1l,4-fenylen pripadné substituovany jednou, dvéma nebo tfemi

alkylovymi skupinami s 1 a# 5 atomy uhliku, alkoxyskupinami
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s 1 az 4 atomy uhliku, thioalkoxyskupinami s 1 a% 4 atomy
uhliku, atomy halogenu, nitroskupinami, -COOR’, -CONHR',
~O(CHz) nCOOR’ nebo -S{(CH,),CONHR' pod podminkou, Ze pokud

Alk' znamena vazbu, potom Sp' znamena vazbu;
n znamena celé &islo od 0 do 5;

R’ znamend vétveny nebo nevétveny fetézec s 1 a3 5
atomy uhliku pripadné substituovany djednou nebo dvéma
skupinami -OH, alkoxyskupinami s 1 az 4 atomy uhliku,
thioalkoxyskupinami s 1 a3z 4 atomy uhliku, atomy halogenu,

nitroskupinami, dialkylaminoskupinami s 1 a% 3 atomy

P__,Ehllhgu_ngthtLialyklammonium:Aivsvér—ai—ﬁfatomy*uhTfku—v
alkylovém zbytku, ve kterém A" znamensi farmaceuticky

prijatelny aniont dopliiujici sul:

Ar znamend 1,2-, 1,3- nebo 1,4-fenylen pripadné
substituovany jednou, dvéma nebo tremi alkylovymi skupinami
s 1 az 6 atomy uhliku alkoxyskupinami s 1 a3z & atomy
uhliku, thiocalkoxyskupinami s 1 a3 4 atomy uhliku, atomy
halogenu, nitroskupinami, —COOR’, -CONHR’, -0 (CHy) ,COOR’,
-5 {CH;) ;,COOR’ , -0 (CH;z) ,CONHR’, -S(CHy) ,CONHR', ve kterych n
a2 R’ maji vyse definovany vyznam nebo 1,2-, 1,3-, 1,4-,

1,5=, 1,6-, 1,7-, 1,8-, 2,3-, 2,6- nebo 2,7-naftyliden nebo

pricemZ kaZdy naftyliden nebo fenothiazin je pfipadné
substituovan jednou, dvé&ma nebo tfemi alkylovymi skupinami

s 1 ai 6 atomy uhliku, alkoxyskupinami s 1 a3 5 atomy
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uhliku, thiocalkoxyskupinami s 1 a3 4 atomy'uhliku, atomy
halogenu, nitroskupinami, —-COOR’, -CONHR’, -0 (CHz) ,COOR",
-S(CH;),COOR’, nebo S (CHz) nCONHR’, ve kterych maji n a R’
vySe definovany vyznam pod pbdmiﬁkou, Ze pokud Ar znamené-

fenothiazin, Sp' znamena vazbu navazanou pouze na dusik;

sz znamend vazbu, -S- nebo -0-, pod podminkou, Ze

pokud Alk® znamena vazbu, potom Sp? znamena rovnas vazbu;

Z! znamend atom vodiku, alkylovou skupinu s 1 as §

atomy uhliku nebo fenylovou skupinu pfipadné substituovanou

jednou, dvémi nebo tFfemi alkylovymi skupinami s 1 a3 6

ww——~—w~—~7——atomy——uhirku*"&TkﬁXY§kup1naml s 1 az 5_*5Ebmy uhliku,

thioalkoxyskupinami s 1 a3 4 atomy uhliku, atomy halogenu,
nitroskupinami, ~COOR’ , " -CONHR', ~0 (CH,) yCOOR ,
—=S (CH2)nCOOR’, nebo S (CH;y) ,CONHR’, ve kterych maji n a R’

vySe definovany vyznam;

Sp znamend divalentni nebo trivalentni radikdl s
primym nebo v&tvenym Fetézcem a s 1 aZ 18 atomy uhliku,
cykloalkylovy nebo heterocykloalkylovy radikal, divalentni
nebo trivalentni cykloalkylalkylovy nebo heterocyklo-
alkylalkylovy radikdl s 1 a3 18 atomy uhliku nebo
divalentni nebo trivalentni nenasyceny alkylovy radikal se
2 az 18 atomy uhliku, ve kterych je heterocatomem vyhodné

5. furyl, thienyl, N-methylpyrrolyl, pyridinyl,
N-methylimidazolyl, pyrimidinyl, chinolyl, isochinolyl,
N-methylkarbazoyl, amindkourmarinyl nebo fenazinyl a pokud
Sp znamen& trivalentni radikal, potom mife byt dale
substituovan dialkylaminoskupinou s 1 a3z 5 atomy uhliku,
niZ8i alkoxyskupinou s 1 a3 5 atomy uhliku, hydroxyskupinou

nebo nizgimi alkylthioskﬁpinami s 1 aZ 5 atomy uhliku; a
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Q znamena =NHNCO-, =NHNCS-, =NHNCONH-, =NHNCSNH- nebo
=NHO-.

24. ZplUsob podle naroku 23, v YZnaceny tinm,
Ze Sp’ znamena vazbu, -S-, -0-, -CONH-~, -NHCO- nebo -NR',
ve kterém m& R’ vyznam definovany v naroku 23 pod
podminkou, Ze pokud Alk! znameni vazbu, potom Sp' znamena

rovnéz vazbu;

Ar znamend 1,2-, 1,3- nebo 1,4-fenylen pripadné&

substituovany jednou, dvéma ebo_tremi_alkylovymi_skupinami

s 1 az 6 atomy uhliku, alkoxyskupinami s "1 a3 5 ‘atomy
uhliku, thioalkoxyskupinami s 1 a3 4 atomy uhliku, atomy
halogenu, nitroskupinami, -COOR’", -CONHR’, —O(CH;) ,COCR",
=S (CH2) nCOOR’, -0(CH;),CONHR’ r —S(CHz) ,CONHR’, ve. kterych n a
R’ vyznam definovany v néroku 23 nebo Ar znamena 1,2-, 1,3-
o 1,4-, 1,5-, 1,6~, 1,7-, 1,8-, 2,3-, 2,6~ nebo 2,7~
naftyliden, pridem? ka?dy 2z téchto naftilident mizZe byt
pfipadné substituovan jednou, dvéma, tf¥emi nebo Ctyrmi
skupinami alkylovymi skupinami s 1 aZ & atomy uhliku,
alkoxyskupinami s 1 az 5 atomy uhliku, thioalkoxyskupinami
s 1 az 4 atomy uhliku, atomy halogenu,
nitroskupinami, -COOR’, —-CONHR', —O(CHQQCOOR',

—S (CHz) nCOOR’, -0{(CH,),CONHR’ nebo '-S>(CH2)nCONHR’;

Alk® znamena vétveny nebo nevétveny alkylenovy Fet&zec

s 1 az 10 atomy uhliku;

z' znamenad alkyl s 1 a 5 atomy uhliku nebo Ffenyl
pfipadné substituovany jednou, dvéma nebo tfemi alkylovymi
skupinami s 1 aZ 5 atomy uhlikuy, alkoxyskupinami s 1 aZ 4

atomy uhliku, thicalkoxyskupinami s 1 a% 4 atomy uhliku,
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atomy halogenu, . nitroskupinami, -COOR’, -CONHR’,
~O(CHz) nCOOR’, -S(CH2)nCOOR’, nebo §(CH,),CONHR' ;

Alk® a Sp® znamenaji spoleénd vazbu.

25. Zpisob podle naroku 24, v y z naceny tim,
Ze Sp' znamend -0-, Alk' znamend alkylen se 3 atomy uhliku,
Ar znamend 1,4-fenylen a 2' znamena alkyl s 1 atomem
uhliku.

26. Zplusob podle ndroku 23, vy zna & e n Yy tim,

Ze Q znamend =NHNCO- a Sp znamenad -~CH,C (CHj),-.

27. Zplsob podle naroku 22, vyznadcdeny tim,

Ze Z znamenda -NHC(=0)- a Sp znamenéd -CH,CH,C (CHj3),-.

28. Zplsob podle ndroku 22, vy zna & e n v t im,

Ze Z znamend -CH=NNHC (=0)- a Sp znamena —-CH,C (CH3) 5.

29. Zplsob podle ndroku 21, vy zna & en vy tim,
ze calicheamicinovy deriviat obsahuje gama calicheamicin

nebo N-acetyl gama calicheamicinovy derivat.

¥

30. Zplisob podle naroku 29, vy zn a & e n y tim,

Zze calicheamicinovy deriv&t ije pfitomen v kroku (1) v
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mnozstvi pohybujicim se pfibliZné od 0,025 mg/ml do
1,0 mg/ml.

3l. Zplsob podle narocku 21, vy zna&en y tim,
ze proteinovy nosié obsahuje humanizovanou monoklondlns

protilatku.

32. Zpusob podle naroku 31, vy zna & e n y t i m,'

Ze humanizovang monoklonadlni protilatka je pfitomna v kroku

T T T T T T T v Mo ZstVE PohybUjicin T s  pribligng v rozmezi  od

1 mg/ml do 15 mg/ml.

33. Zpusob podle ndroku 21, vy zna & e n Yy tim,
Zze t-butancl je pfitomen v kroku (1) v mnofstvi pohybujicim
se pribliZng v rozmezi od 10 % do 25 %, vztajeno k

celkovému objemu roztoku.

34. Zplusob pedle naroku 21, vy zna & e n vy tim,

Ze t-butanol je pFfitomen v kroku (1) v mno3stvi

‘ pfedstavujicim 15 % objemu roztoku.
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