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A talalmany targya liofilizalt (liofilizalhaté), vizes, fiziolo-
giailag hatasos, fehérje jellegli készitmény, amely korulbelul
150 - 150000 egység/ml kovalensen kapcsolt, csekély-diol jelle-
gli poli(alkilén-oxid)-ot és fehérjét, elényosen polietilénglikollal
kapcsolt fehérjét; korulbeltl 0,1 - 20 témeg/terf.% ciklodextrint,
elényosen pB-ciklodextrint; valamint korualbeltal 0,01 - 50 mM
puffert tartralmaz, amelynek pH-értéke koralbelil 5,7 - 6,56, A

talalmany tovabba a készitmény elSallitasara is vonatkozik, @i

a) 10 tomeg%-nal kevesebb nem-moM
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b) a karboxiIezett',,,pbﬁ(alkilén-oxid)-ot aktivalva aktiv

poli(alkilén-oxid)-gs%tert allitanak els;
c) M’fkapott, aktiv poli(alkilén-oxid)-észtert kovalensen
leanﬁgliék a_biologiailag hatdases. fehériehez;. ... .cmoum
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hatasos fehérjével kovalensen kapcsolva viztartalmu kézegbe//
/

szolubilizaljak; /
V%
e) az igy létrehozott vizes kdozegen ciklodextrint ol,df\//a ho-
y

mogén oldatot képeznek; /‘;’f’

f) az igy kapott oldat pH-értékét kéralbelal 5,7 és korilbelil
6,5 kozotti értékre allitjak; és /

g) az oldatot liofilizaljak. )

A talalmany elénye az eddig ismer}/ﬁ;egoldésokhoz képest
abban all, hogy a B-ciklodextrip’"’rv{a modositott fehérjét
(hatéanyagot) szerkezeti ﬂregeibg,ﬁfbezérja (betokolja), s igy a
liofilizalaskor a nagy molekulgk’gmegﬁ aggregatumok kialakula-
sat csokkenti. A készitmén}y"{ovébbi elénye, hogy stabilitasa az
eddigi készitményekné!},ﬁggyobb, s igy a készitmény szobahé-
mérsékleten hossza./b{)fideig tarolhaté. A liofilizalt termék akar
kézdnséges Dvelg.iiiéléban, akar el6re toltott injekcidos tiiben ta-
rolhaté, és fg*ﬁ’észnélés el6tt kézvetlendl rekonstitualhaté. En-

&
nek kéve}kﬂéfztében a készitmény klinikai és sziikséghelyzeti ko-

ralmeé ggék kozott egyarant.igen jol.-hasznathaté.
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A talalmany ,csekély-diol” tipusu poli(alkilén-oxid)-dal kap-
csolt, fiziolédgiailag hatasos fehérjék és polipeptidek, valamint
krioprotektiv (liofilizalas soran védé hatasu) ciklodextrin kombi-
nacidojat (komplexét) tartalmazo, parenterdlis adagolasra alkal-
mas, vizes oldatok liofilizatumara vonatkozik.

Kozelebbrdl a talalmany csekély-diol jellegt
polietilénglikollal kapcsolt szuperoxid-diszmutéz és krioprotektiv
ciklodextrin kombinacidéjanak (komplexének) parenteralis adago-
lasra alkalmas, vizes oldatai liofilizatumaira vonatkozik.

A biolégiailag hatasos fehérjéket, killonosen az enzimeket
és a peptid-hormonokat régota idealis gyégyszerhatdéanyagok-
nak tekintik kilonb6zé betegségek kezelésére, mivel specifiku-
sak és katalitikus hatasuk gyors. llyen enzimek példaul a kévet-
kezdk:

Oxido-reduktazok, példaul: az urat, oxigén-oxidoreduktaz

(1.7.3.3 katalogusszamu; ,urikaz");
Hidrogén-peroxid: hidrogén-peroxid-oxidoreduktaz
(1.11.1.6.; ,katalaz”);

Koleszterin, redukalt-NADP: oxigén-oxidoreduktaz (20-B-
-hidroxilezé) (1.14.1.9; ,koleszterin-20-
-hidroxilaz”).

Transzferazok, példaul: UDP glukuronat-glikoronil-transz-
feraz (az akceptor nem specifikus)
(2.4.1.17; ,UDP glikoronil-transzferaz”);

UDP glukoz: a-D-galaktoz-1-foszfat-uridil-transzferaz
(2.7.7.12);

Hidrolazok, példaul: mukopeptid-N-acetil-muramil-hidrolaz

(3.2.1.17; lizozim); tripszin (3.4.4.4);



L-aszparagin-aminohidrolaz (3.5.1.1.; ,aszparaginaz”);

Liazok, példaul: frukt6z-1,6-difoszfat;

D-glicerinaldehid-3-foszfat-liaz (4.1.2.12.; ,aldolaz");

lzomerazok, példaul: a D-xiléz-ketol-izomeraz (5.3.1.5;
xiléz-izomeraz); és a

Ligazok, példaul: L-citrullin: L-aszparaginat-ligaz (AMP)
(6.3.4.5.).

A peptidhormonok példaul a kovetkezdék:

Inzulin, ACTH, glukagon, somatosztatin, szomatotropin, timozin,
paratiroid hormon; pigmenthormonok, szomatomedin,
eritropoietin, luteinizalé hormon, korion-gonadotropin, a
hipotalamusz felszabadito faktorai, antidiuretikus hormonok,
tiroid-stimulalé hormon, kalcitonin és a prolaktin.

A fizioldgiailag hatasos, fehérje jellegli anyagokkal, kiiléno-
sen a nem emberi eredetli enzimekkel végzett terapia ezeknek
az anyagoknak a viszonylag rovid felezési ideje és immunogén
jellege (immunogenitasa) kdévetkeztében kevéssé volt sikeres.
Az adagolas utadn a gazdaallat védekez6 rendszere ugy vala-
szol, hogy az idegen enzimeket az ellenik haté antitestek ter-
melésének megkezdésével eltavolitja, és ezzel lényegében azok
terapias hatékonysagat csokkenti vagy megszunteti. Idegen és
egyébként rovid élettartami emberi enzimek ismételt adagolasa
lényegében hatastalan, s6t, a kisérd allergias valasz kovetkez-
tében veszélyes lehet. E problémak (nehézségek) megoldasara
kiilonb6z6 prébalkozasok torténtek, példaul mikrokapszulazas,
liposzdmakba foglalas utjan, génsebészeti uton, valamint enzi-
meknek polimerekhez kapcsolasaval. A legigéretesebb torek-

vésnek latszik a fehérje jellegl anyagok kapcsolasa poli(alkilén-



-oxid) (PAO) polimerekhez, kulondsen polietilénglikolokhoz
(PEG). Az alabbiakban ezeket a prébalkozasokat bemutatjuk.

A 4 179 337 szamu amerikai egyesult allamokbeli szaba-
dalmi leiras ismerteti fehérjékhez kotott polietilénglikolokhoz
vagy polipropilénglikol alkalmazasat fiziolégiailag hatasos, nem-
-immunogén, vizoldhaté polipeptid készitmény eldallitasara,
ahol a polietilénglikol (az aldbbiakban esetenként roviditve:
PEG) szerepe a polipeptid védelme az aktivitasanak elvesztésé-
tél, lényeges immunogén valasz kivaltasa nélkul. E szabada-
lomban a polietilénglikolnak fehérjéhez kapcsolasara leirt mod-
szer abban all, hogy egy protein aminocsoportjat alakitjak
amidda vagy pszeudoamidda - az aminocsoport téltéshordozo
kapacitasanak elvesztésével - vagy a fehérje aminocsoportjan,
vagy annak kozvetlen szomszédsagaban egy heteroatomos
szubsztituenst - példaul hidroxilcsoportot vagy gyiiriirendszert -
vezetnek be, amely a polimer vazaban nem ismétiédik.

F. M. Veronese és munkatarsai [J. of Pharmacy and
Pharmacology 35, 757-758 (1933)] kozolték, hogy ha a szar-
vasmarha vorosvérsejtjiébdl szarmazd szuperoxid-diszmutazt
polietilénglikol-karbonsav-(N-hidroxi-szukcinimid)-aktiv észter-
rel reagaltatva modositottak, akkor az enzim felezési ideje pat-
kdnyokban meghaladta a nem moédositott fehérje felezési idejét.

Az Anjimoto, Inc. cég 0 200 467 publikalt eurépai szaba-
dalmi bejelentésében olyan szuperoxid-diszmutazt ismertet,
amelyet a polimer mindkét végén aktivalt karboxil kapcsolécso-
portokkal funkcionalizalt poli(alkil-oxid)-dal kémiailag médositot-
tak, és mindkét aktivalt karboxilcsoport proteinekkel

(fehérjékkel) reagalni képes. Mivel az aktivalt kapcsolohelyek a



polimer lanc ellentétes végein helyezkednek el, nem valészind,
hogy a polimer egyik végén lévé aktivalt csoport jelenléte l|é-
nyeges hatassal van a polimer masik végén lévé csoport reak-
cioképességére. A polimerek mindkét végukon képesek fehér-
jékkel térhalosito reakcioba lépni, aminek soran a fehérjékbdl
és a poli(alkilén-oxid)-b6l kopolimerek képzédnek. Az ilyen
kopolimereknek nincsen jol meghatarozott vagy molekularisan
(molekularis alapon) sztéchiometrikus 6sszetétele.

F. M. Veronese és munkatéarsai [J. of Controlled Release
10, 145-154 (1989)] kozlik, hogy a ézuperoxid-diszmutéz (a to-
vabbiakban esetenként roviditve: SOD) monometoxi-
-polietilénglikollal (a tovabbiakban esetenként: MPEG) végbe-
mené szarmazékképzése (derivatizalasa) termékek heterogén
keverékéhez vezet. Kimutattak, hogy ez a heterogenitas attol
fugg, hogy milyen mértékben vannak jelen bifunkcios
(dimetoxilezett) polietilénglikol-molekulak (DPEG) a
monometoxilezett molekulak kozott.

A fenti probalkozasok némileg hosszabb felezési ideji és
kevésbé immunogén fehérje jellegl, fiziolégiailag hatasos anya-
gokat eredményeztek; ugy latszik azonban, hogy tovabbi tokéle-
tesitések szukségesek arra a célra, hogy sokféle betegséget
ezekkel az igéretes biolégiai anyagokkal kezelhessink.

Az egyidejlileg vizsgalat alatt 1évé 07/936,416 szamu ame-
rikai egyesult éllamokbeli_ szabadalmi bejelentésben kozlik,
hogy bioldgiailag hatasos, fehérje jellegli anyagok felezési ideje
meghosszabbithaté, és immunogén sajatsagaik csokkenthetdk
ugy, hogy azokat csekély-diol tipusu poli(alkilén-oxid)-dal, el6-

nyosen polietilénglikollal kémiailag mddositjak. Az ismertetett
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készitményeknek hatarozott elényei vannak az el6zéleg kozolt,
polietilénglikollal médositott, fehérje jellegi anyagok készitme-
nyeivel szemben.

Folyékony allapotban végzett tarolas soran a
polietilénglikollal médositott fehérjemolekulak hidrolizalnak, s
igy szabad polietilénglikol, polietilénglikollal kapcsolt fehérje és
szukcinat-fehérje molekulaegységek keveréke képzdédik. E des-
tabilizalé folyamat megelézése céljabol a készitmények liofili-
salhaték. Liofilizalas soran azonban a fehérje és a stabilizalo-
szerek koncentraciéja magas, és ez - az alkalmazott vivbanya-
goktél figgéen - a tarolas soran végbemend, molekulak kézotti
halmozodas (aggregacio) mértékét karosan befolyasolja.

Azt talaltuk, hogy ciklodextrinek a csekély-diol tipusu
polietilénglikollal kovalensen kapcsolt fehérjék tarolas soran
bekdvetkezé intramolekularis halmozédasanak sebességet
csokkentik, s igy hosszabb tarolasi idétartamot tesznek leheté-
vé.

Ismert, hogy a ciklodextrinek zarvanykomplexeket képesek
alkotni, és ehhez szolubilizalé sajatsagok tarsulnak. Ismert to-
vabba, hogy ciklodextrinszarmazékok is ilyen sajatsagokkal
rendelkeznek. Ezek alkalmazasat a k&vetkezé szabadalmak
mutatjak.

A 4 596 795 szamu, amerikai egyesult allamokbeli szaba-
dalmi leiras nemi hormonok adagolasara vonatkozik ciklodextrin
hidrofil szarmazékaival, igy poli(B-ciklodextrin)-nel vagy
(hidroxi-propil)-B-ciklodextrinnel alkotott komplexeik alakjaban,

szublingualis vagy bukkalis (szajuregi) uton. Ugy talaltak, hogy



ezek a komplexek vizben igen jél oldédnak, és mas
ciklodextrinszarmazékokkal 6sszehasonlitva erés hatasuak.

A 4 727 064 szamu, amerikai egyesilt allamokbeli szaba-
dalmi leirasban vizben kevéssé oldhaté hatéanyag és amorf,
vizben oldhato, ciklodextrin-alapu keverékbdl allé6 gyégyaszati
készitményeket irnak le. A ciklodextrin-alapu keverék hozza-
adasa a hatéanyag olddédéasi sajatsagait javitja. A ciklodextrin-
-alapu keveréket nemszelektiv alkilezéssel amorffa alakitott a-,
B- vagy y-ciklodextrinbé! allitjak elé.

A WO 90/03784 szammal kozzétett PCT/US89/04099 szamu
nemzetkdzi bejelentésben olyan liofilizalt készitményeket ismer-
tetnek, amelyek egy polipeptidet, valamint B- és y-ciklodextrin
(hidroxi-propil)-, (hidroxi-etil)-, glikozil-, maltozil-, vagy
maltotriazolilszarmazékainak stabilizalé, szolubilizalé mennyi-
ségeét tartalmazzak.

A 4 983 586 szamu, amerikai egyesilt allamokbeli szaba-
dalmi leirasban modszert kozolnek lipofil és/vagy vizzel szem-
ben labilis hatéanyagnak az injekcido helyén végbemend kicsa-
pédasa csdkkentésére a hatéanyag parenteralis adagolasa so-
ran. Ez a médszer abban all, hogy a hatéanyagot kértlbelll 20-
-50 % (hidroxi-propil)-p-ciklodextrint tartalmazé vizes oldatban
adagoljak. Kézlik e modszer alkalmazasat szamos hatoéanyagra,
ilyenek példaul: a daganatgatlék, szedativumok (nyugtatok),
trankvillansok, gércsgétldk, depresszié elleni hatéanyagok, alta-
tok, izomrelaxansok, gorcsoldoék, gyulladascsokkentdk,
antikoagulansok, kardiotdnias hatast anyagok, értagiték és

antiarritmikumok.



Meglepé mddon azt talaltuk, hogy olyan liofilizalt,
parenteralis adagolasra alkalmas készitmények, amelyek
.csekély-diol” tipusu poli(alkilén-oxid)-dal kapcsolt, fiziolégiai-
lag hatasos fehérjét vagy polipeptidet ciklodextrinnel alkotott
komplex alakjaban tartalmaznak, hosszabb tarolasi idé soran a
készitményeknek intermolekularis aggregacié nélkili stabilitast
biztositsanak.

Ennek alapjan lehetévé valik csekély-diol tipusu
poli(alkilén-oxid)-dal (azt alabbiakban roviden: LDPAO), elényo-
sen csekély dioltartalmu polietilénglikollal (az alabbiakban rovi-
den: LDPEG) kovalensen kapcsolt, fizioldgiailag hatasos fehér-
jék ciklodextrinnel alkotott komplexeinek atalakitasa stabilis,
parenteralis készitményekké.

A talalmany szerint tehat megvaldsithaté olyan vizes, fizio-
logiailag hatasos, fehérje jellegl, Iliofilizdlhaté készitmény,

amely

koralbelul 150 és korulbelil 150 000 egység/ml kozotti
mennyiségben csekély-diol tipusu, poli(alkilén-oxid)-dal kova-
lensen kapcsolt fehérjét,

korulbelul 0,1 és koralbelul 20 tomeg/térf.% kozotti mennyi-
ségben ciklodextrint, és

korulbeltl 0,01-t61 koralbelil 50 mM koncentracioban puf-
fert tartalmaz, s amely készitmény pH-értéke koralbelll 5,7 és
korulbellil 6,5 k6zott van.

Egy elényds megvalédsitasi méd szerint a készitmény koril-
bellil 25 000 és korllbelil 150 000 egység/ml, legelényésebben
korulbelil 50 000 és korulbelil 150 000 egység/ml koézotti



mennyiségl, (polialkilén-oxid)-dal kapcsolt fehérjét és koériilbe-
4l 1,0-té1 koérialbelldl 15 tomeg/térf.%-ig terjedé mennyiségd,
legelényésebben korilbelil 5 és korilbelil 10 tdmeg/térf.%
mennyiségl ciklodextrint tartalmaz.

E leirasban a ,csekély-diol” tipusu kifejezés - a poli(alkilén-
-oxid), igy a polietilénglikol vonatkozasaban olyan linearis
poli(alkilen-oxid)-ot jelent, amely legfeljebb kortlbelul 10 %
nem-monoalkoxilezett poli(alkilén-oxid)-ot, elé6nyésen nem-
-monometoxilezett polietilénglikolt tartalmaz.

A talalmany megvalésitasa soran alkalmazott elényés, cse-
kély-diol tipusu poli(alkilén-oxid)-ok elényosen olyan
polietilénglikol-polimerek, amelyek legfeljebb koriilbelil 10 to-
meg% nem-monometoxilezett polietilénglikolt tartalmaznak, és
atlagos molekulatomegiik korulbelil 1000 és kérilbeliil 15000
dalton kozo6tt van; ezek kilondsen alkalmasak bioldgiailag hata-
sos fehérjékkel, kivaltképpen szuperoxid-diszmutazzal kovalens
kétés kialakitasara. A talalmany szerint még elényésebben
polietilénglikolokat alkalmazunk, amelyek atlagos molekulato-
mege korulbellil 2000 és koralbeliil 10 000 dalton kézotti, leg-
elébnyosebben koérulbeltl 4000 és koralbelll 6000 dalton kézotti,
és ahol a polietilénglikol elénydsen korilbelil 7 témeg%-nal,
legelényosebben korilbeldl 5 tomeg%-nal kevesebb nem-
-monometoxilezett polietilénglikolt tartalmaz.

A talalmany megvaldsitasa soran példaul a kévetkezd bio-
l6giailag/fiziolégiailag hatasos fehérjéket, polipeptideket és
hormonokat alkalmazzuk:

Rekombinans emberi interleukin-4 (rhullL4);

Carlsberg-féle szubtilizin proteaz;
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szuperoxid-diszmutazok, igy a szarvasmarha-, emberi- és
kii1lonbdz6 rekombinans szuperoxid-diszmutazok, példaul a
rekombinans emberi szuperoxid-diszmutaz (rhuSOD); va-
lamint
Oxidoreduktazok, transzferazok, hidrolazok, lidzok,
izomerazok és ligazok, példaul a fentebb felsoroltak, vala-
mint a mar fentebb felsorolt peptidhormonokon kivil az
alabbiak:
interferonok (a-, B- és y-); antitestek (lgG, IgE, IgM, IgD);
az interleukin-1, -2, -3, -4 és -7; a granulocita-kolénia-
-stimulalé faktor (GCSF); granulocita-makrofag koléniat
stimulalé faktor (GM-CSF); a daganatnekrézis faktor (TNF);
a trombocita-eredetii novekedési faktor (PDGF); az
epidermisbél eredé ndovekedési faktor (EGF); idegndveke-
dési faktor (NGF); csontndovekedési faktor (BGF); a néveke-
dési hormont felszabadité faktor (GNRH); papain;
kimotripszin; termolizin; valamint a sztreptokindz és az
aktivaz.

A talalméany szerint alkalmazott ciklodextrinek 6, 7, illetve 8
glikozegységbdl allo a-, B- és y-ciklodextrinek. Ezek ismertek;
valamint ismert, hogy képesek zarvanykomplexek kialakitasara
egyes gyégyszerhatéanyagokkal, fehérjékkel és polipeptidekkel,
tovabba ezzel egylttjaro szolubilizalé sajatsagokkal rendelkez-
nek.

A ciklodextrin belsé lirege lipofil, a ciklodextrin kiilsé felile-
te viszont hidrofil. E sajatsagok alapjan a ciklodextrineket fel-
hasznaltak zarvanykomplexek kialakitadsara gyoégyszeranyagok-

kal. A csekély-diol tipusa poli(alkilén-oxid) és fehérjék
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konjugatumainak stabilizalasara a p-ciklodextrin hidroxi-etil-,
hidroxi-propil-, gliikozil-, maltozil- és maltotriozil-szarmazékai
kiilonésen alkalmasak.

A talalmany megvaldsitdsa soran alkalmazott, gyégyaszati
szempontboél elfogadhato vizes vivéanyag nemtoxikus, kozom-
bés (inert) kozeg, amelyben a ciklodextrinnek a csekély
dioltartalma poli(alkilén-oxid)-dal konjugalt peptiddel alkotott
komplexét és gydgyaszati szempontbodl elfogadhaté puffert - igy
natrium-foszfatot, natrium-acetatot, natrium-karbonatot - vala-
mint &svanyi és szerves savakbdl eredé pufferokat oldunk.
Gyodgyaszati szempontbdl elfogadhaté puffereken azt értjuk,
hogy a puffer az eml6sok organizmusara a pufferanyagok szo-
kasos orvosi adagjaiban viszonylag artalmatlan, tehat a hatasos
komplex kedvezd sajatsagait a pufferoknak tulajdonithaté mel-
Iékhatasok nem rontjak.

A talalmany szerinti készitmények el6allitasi eljarasaban
el6szor a csekély-diol tipusu polialkilénglikolt - ez esetben
polietilénglikolt - kovalensen kotjuk a biolégiailag hatasos fehér-
jéhez, vazlatosan a kovetkezé moédon:

a) LDPEG + karboxilezé szer ------ - LDPEG-COOH

b) LDPEG-COOH + karboxilcsoportot aktivalé szer ----- -

az LDPEG-COOH aktiv észtere

c) n(LDPEG-COOH aktiv észter) + fehérje ----—» (LDPEG-

-CO),-fehérje
- ahol

LDPEG-COOH jelentése: a hidroxilcsoportos helyeken

karboxilezett LDPEG; és
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n jelentése: az LDPEG fehérjével végbe-
ment kapcsolas helyeinek sza-

ma.

Az LDPEG-et a hidroxilcsoportok helyein karboxilezzlk,
majd a karboxilcsoportokat karboxil-aktivalé szerrel eszterez-
zik, s igy aktiv észtereket alakitunk ki, amelyeket azutan a fe-
hérjemolekulaval kapcsolunk. A fehérjéhez kotott LDPEG mole-
kuldk szama a proteinmolekulan jelenlévé reakcioképes csopor-
tok - példaul aminocsoportok - szamatol fugg.

Ezt kdvetéen az LDPEG-t gyégyaszatilag elfogadhaté vizes
vivbanyagban oldjuk, majd a kivant ciklodextrint hozzaadjuk es
feloldjuk. Ekkor az oldatot liofilizalo berendezésben liofilizaljuk.
A liofilizalt oldatot a betegnek végzett adagolas el6tt steril viz-
zel helyreallitjuk (rekonstitualjuk).

A talalmany egy masik jellemzé sajatsaga eljarast tesz le-
hetévé liofilizalt, biolégiailag hatasos, fehérje jellegli készit-
mény eléallitasara, amely a kdvetkezS lépésekbdl all:

a) 10 tomeg%-nal kevesebb nem-monoalkoxilezett
poli(alkilén-oxid)-ot tartalmazé poli(alkilén-oxid)-ot
karboxilezink;

b) a karboxilezett poli(alkilén-oxid)-ot aktivalva aktiv
poli(alkilén-oxid)-észtert allitunk eld;

c) az igy kapott, aktiv poli(alkilén-oxid)-észtert kovalensen
kapcsoljuk a biolégiailag hatasos fehérjéhez;

d) az igy kapott, poli(alkilén-oxid)-észtert a biologiailag
hatasos fehérjével kovalensen kapcsolva viztartalmu kézegben

szolubilizaljuk;
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e) az igy létrehozott vizes kdozegen ciklodextrint oldva ho-
mogeén oldatot képezunk;

f) az igy kapott oldat pH-értékét korulbelul 5,7 és kérialbeldl
6,5 kozotti értékre allitjuk; és

g) az oldatot liofilizaljuk.

A kovetkez6kben a talalmanyt konkrétan a szuperoxid-
diszmutazra hivatkozva (egyes esetekben roviditve: SOD) rész-
letesen ismertetjuk.

A szuperoxid-diszmutaz sejten beluli (intracellularis) enzim,
amely valamennyi, az oxigént metabolizalé sejtben jelen van, és
felelés a szuperoxid gyék oxigénné és hidrogén-peroxidda veég-
mazé egységekrdl agy vélik, hogy tobbféle tipusa gyulladasos
megbetegedés korokai. A szuperoxid-diszmutazt jelenleg is al-
kalmazzak egyes gyulladasos allapotok kezelésére Orgotein vé-
dett néven. Ezen tulmenden vizsgaltak a SOD alkalmazasat
bronchus-tudéfejl6dési rendellenességekben, tilnyoméasos oxi-
gén toxicitasaban, égési sebek és fert6zesek okozta heveny
gyulladasban, szervatiultetéseket kovetd reperfiziés karosodas-
ban, szemlencse mogotti rostszévetképzdédés, valamint gydgy-
aszati célbdl alkalmazott ionizalo sugarzas mellékhatasai és
egyes koros bdrallapotok eseteiben. Ha azonban a SOD-t egy
emldsallatnak intravénas befecskendezéssel adagoljak, akkor
az enzim felezési ideje csupan néhany perc, majd a keringésbél
eltiinik. Ennek eredményeként az enzimaktivitds nem elegendd
a toxikus anyagok eltavolitasara a vérkeringésbdl. Masrészt az

ismételt adagolas karos mellékhatasokkal jar.
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Ha az LDPAD-t - amely kilénbdz8 molekulatémeg
poli(alkilén-oxid)-ok lancait és lanconként legalabb egy
hidroxilcsoportot tartalmaz - amilyen példaul az LDPEG - a
SOD-hoz kapcsoljuk, akkor olyan biologiailag hatasos készit-
ményt alakithatunk ki, amelynek felezési ideje hosszabb és
immunogenitasa csekélyebb, mint akar a nativ SOD vagy a
PAO-SOD készitményé. A liofilizalas soran az LDPEG
nemkivant halmazokat alkot, amelyek biolégiai hatasossagat
befolyasoljak. Az LDPEG ciklodextrinnel képezett komplexe a
halmaz kialakulasat kikiiszobdéli, és a rekonstitualt készitményt
tartds tarolasra is stabilla teszi.

Az LDPEG SOD-hoz kapcsolédasanak eljarasa (esetenként
a tovabbiakban: LDPEG-kapcsolas) az alabbi Iépésekbdl all:

A kevés diolt tartalmazé metoxi-PEG-t - amelynek atlagos
molekulatdmege kérilbelil 1000 és korilbelal 15 000 kozotti,
meg elényésebben korilbelil 2000 eés korialbeltl 10 000 kozotti,
legelényésebben korilbelul 4000 és kérulbeliil 6000 dalton ko-
zotti, és amely legfeljebb korilbelal 10 % nem-monometoxilezett
PEG-t tartalmaz - szukcinilezeés atjan, elé6nydsen
borostyank&savanhidriddel (a tovabbiakban roviden: SA), a re-
akcioképes észterszarmazékka aktivaljuk; ezt elényosen N-
-hidroxi-szukcinimiddel (NHS) végezzik, amellyel LDPEG-SS-t
alakitunk ki, majd az igy kapott LDPEG-SS terméket reagaltat-
juk a SOSAV-OLDATTAL enzim valamely hozzaférheté reakcio-
képes helyével, elényésen az SOD-on jelenlévé primer aminnal,
fé6ként a lizin e-aminocsoportjaval.

Az LDPEG-SOD esetében az eljaras konkrétan az alabbi:
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|
|
|
\
LDPE(|3—S
|
|
|

A
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LDPEG-OH

LDPEG-S

LDPEG-SS
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bSOD

NHS/DCC
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(LDPEG),. bSOD-(S), + LDPEG-OH

ks H,O

Ki

5 (LDPEG),bSOD + nNHS

Kobs
— LDPEG-S + NHS

l
|
Ky { H,O

LDPEG-OH + Sacid

csekély-diol tipusi CH3;O-PEG-OH, amely
legfeljebb korualbellil 10 tomeg/térf.% HO-
-PEG-OH-t tartalmaz;

csekély-diol tipusu CH;0-PEG-
-OCOCH,CH,COOH, amely legfeljebb 10 %
[HOOC-CH,CH,-COOQ},PEG-t tartalmaz;
csekély-diol tipusu CH;0-PEG-
-OCOCH2CH2COO(C4H,NO,), amely legfel-
jebb 10 % [(C4H4O,N)OOC-CH,CH,COO],-
-PEG-t tartalmaz;

diciklohexil-karbodiimid;
szarvasmarha-eredeti szuperoxid-diszmu-

taz;
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NHS = (C4H4NO,)OH, N-hidroxi-szukcinimid;

(LDPEG),bSOD = csekély-diol tipusa (CH;0-PEG-
-OCOCH,CH,CO0),-bSOD;

(LDPEG),.1bSOD-S = csekély-diolt tartalmazé (CH;0-PEG-
-OCOCH,CH,C0),.4-bSOD-

-COCH,CH,COOH,;
Sacid: borostyankésav;,
n = a csekély diolt tartalmazé PEG szama SOD-

-onként; és

K, Kops, Kz, valamint k; a reakcidok sebességi allandoi.

Az alabbiakban ismertetjik a talalmany szerinti készitme-

nyekben felhasznalt, alapvetéen fontos komponenseket.

Kiindulasi anyagok, kézbensd termékek és reagensek

Szuperoxid-diszmutaz (réviden: SOD)

A szuperoxid-diszmutaz olyan enzimcsoport neve, amelynek
tagjai katalizaljak a szuperoxid gyokanion (O;,) lebomlasat oxi-
génre és hidrogén-peroxidra.

A SOD a Nemzetkdzi Biokémiai Egyesilet rendszeres no-
menklaturajaban szuperoxid-oxidoreduktaz néven ismert, az
Enzim Katalégusban a szama 1.15.1.1. Ezeket az anyagokat
orgoteineknek, hemokupreineknek, valamint szuperoxid-
-diszmutazoknak is nevezték; molekulatémegik kérulbeltl 4000-
-t61 korilbelil 48000-ig terjed. A réz-cink-diszmutazok figyelem-
re méltéan egységes vegyiletcsoport, ha a szerkezeti sajatsa-
gaikat nagyjabol vesszik figyelembe. Kimutattak, hogy a tiszti-

tott enzimek kivétel nélkil dimerek (molekulatémegik altalaban
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31000-33000), és molekulanként két atom réziont és két atom
cinkiont tartalmaznak. A mangéan-vas enzimcsoport az alapvetd
sajatsagok szempontjabdl - amilyen a molekulatomeg, az alegy-
ségek szerkezete és a fémtartalom - nem ilyen egységesek.
Egyesek dimerek, masok tetramerek. Fémtartalmuk a polipeptid
lancu alegység 1 molekulajara szamitva koralbelil 0,5 - 1 moél.
Az eml6sékb6él szarmazo, termeszetes eléfordulasa cink-réz-
-tartalmu enzimeket és ezek funkcionalisan kompetens analog-
jait  és muteinjeit tekintik eml&s cink/réz-szuperoxid-
-diszmutazoknak (mSOD).

A talalmany szerinti készitményekben jelenlévé mSOD
barmilyen eredeti lehet. Iparilag szarvasmarha-eritrocitakbol és
emberi eritrocitakbol, valamint mikroorganizmusokban, igy E.
coli-ban és élesztében lejatszédo, rekombinans szintézis uatjan
allitjak elé. Egyéb forrasok kozil a szarvasmarha majaban 1évé
réz-cink-szuperoxid-diszmutaz (SOD, EC 1.15.1.1) (,EC" jelen-
tése: Enzim-Katalogus) példaul a DDl Pharmaceuticals, Inc.
cégtsl szerezhetd be (Mountain View, California).

Poli(alkilén-oxid), amelyet itt a polietilénglikol példajan

mutatunk be

A talalmany gyakorlati megvaldsitasa soran bioldgiailag
hatasos fehérjékhez kapcsolas céljara elénydsen a csekély-diol
tipust PEG-t hasznaljuk. Jollehet bizonyos molekulatomegi
metoxi-polietilénglikolok kereskedelmi forgalombdl beszerezhe-
ték (igy példaul a metoxi-PEGso00 beszerezheté a Union Carbide
Corporation cégtél kétféle formaban: egyik a szokasos uton be-
szerezheté ,sok diol” tipust metoxi-PEGsooo0. amely 14-17 %

magasabb molekulatomegi PEG-diolt tartalmaz; a masik forma
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egy csekély-diol tipust termék, amely legfeljebb 4 % PEG-diolt
tartalmaz); egyeseket eld kellett allitanunk és tisztitanunk, hogy
kevéssé immunogén kapcsolt fehérjét kapjunk. igy példaul SOD
kapcsolasa egyes kereskedelmi forrasokbol szarmazé metoxi-
-PEG-SS-anyaggal olyan terméket eredményez, amely magas
molekulatémegli komponenseket tartaimaz, amint ezt méretha-
tar-kizarasos kromatografiaval igazoltuk. Ugy véljuk, hogy ez a
nagy molekulatomegl termék a fehérjének aktivalt diészterrel
végbemend térhalositasabol ered; ez az aktiv diészter az M-
_PEG kereskedelmi forrasaiban talalhaté PEG-diol kilénb6zd
mennyiségeibdl keletkezik. Az egyes aktiv észterek - jollehet
azonos polimer lancon helyezkednek el - kémiailag egymastol
tavol alinak. igy a polimeren egy masodik reakcioképes funkcios
csoport jelenléte mindinkabb elhanyagolhaté hatast fejt ki az el-
sé reaktiv funkciés csoport reakcioképességére, amint a két
funkcios csoport kozétti tavolsag névekszik. Ennek kovetkezte-
ben a csoportok egyedi reakcioképessege hajlamos fiiggetienné
valni a polimer lanc két ellenkez6 végén elhelyezkedé egyse-
gektél, és a reagensek végtelen higitasa nélkal a térhalésitas
nem kerilheté el. Ennek megfeleléen lényeges szempont olyan
M-PEG-SS szintetizalasa, amelyrél tudjuk, hogy nagyon csekély
mennyiségl vagy egyaltalan semmi diésztert nem tartalmaz. S.
Zalipsky és munkatarsai [J. of Bioactive and Compatible
Polymers 5, 227-231 (1990)] kozolték polietilénglikol 2000 meg-
tisztitasat a metoxi-etilénglikol 2000-t61. A szukcinat-észtereket
is elGallitottuk, és kimutattuk, hogy DEAE-Sephadex ioncseréld
gyantan kromatografalva elkilénitheték. A preparativ médszert

a 3. példaban mutatjuk be.
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Bar a 3. példaban kozolt eljaras a PEG-2000 esetében jol
hasznalhato, nagyobb molekulatomegli PEG-ok esetében csédot
mond. Magasabb molekulatomegli PEG-savak anionos vagy ka-
tionos gyantdkhoz nem koétédnek; nézetiink szerint a polietilén-
-vaz nagyobb témege az adott sav ionos sajatsagait elfedi
(maszkirozza). Ugy talaltuk, hogy rendkivill csekély ionerésségii
puffer szilkséges a PEG-szukcinatok koétésére, és a PEG-
-szukcinatok az ioner6sség igen csekély novelése utjan
elualhatok. Ez arra utal, hogy a gyantahoz csak nagyon gyen-
gén kotédnek.

Azt talaltuk, hogy magasabb molekulatomegli metoxi-PEG-
-ok a diol-komponensektél elvalaszthaték, ha a hidroxil funkciés
csoportokat el6bb - a forditott fazisu vékonyrétegkromatografia
alkalmazasa eldtt - dimetoxi-tritil (DMT) éter-csoportokka alakit-
juk. Savas kezeléssel a hidroxilcsoportok felszabadithatdk.

Az alabbiakban vazlatosan ismertetjik PEGsq09 dimetoxi-
-tritil-szarmazékainak (M-PEG-DMT) az elballitasat és tisztita-
sat. Erre vonatkozd részleteket a 4.-7. példakban irunk le.

Az M-PEG-DMT-t és DMT-PEG-DMT-t ugyanugy allitjuk elé.
A poliétert etanolmentes kloroformban oldjuk, és az oldatot agy
szaritjuk, hogy a kloroformnak mintegy felét argongaz alatt at-
moszféranyomason ledesztillaljuk. Ezutan az oldatot szobahd-
mérsékletre hilni hagyjuk argongaz alatt, majd 1,5 ekvivalens,
azaz folés diizopropil-amint, 10 mdél% 4-(dimetil-amino)-piridint
katalizatorként, végul 1,2 ekvivalens, folos mennyiségben 4,4-
-dimetoxi-tritil-kloridot adunk hozza. 15 6ras reakcié utan az ol-
datot forgébeparlon (rotavaporon) beparoljuk, majd az oldatot

vizmentes étterhez adva a tritilezett PEG-t lecsapjuk. Normal
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fazisu vékonyrétegkromatografiaval a kiindulasi anyagtol a ter-
mék vilagosan elkllénal, mivel a PEG vaza Dragendorf-
-reagenssel festédik. Jollehet M-PEG-DMT normal fazisu
vékonyrétegkromatografia (VRK) segitségével nem kulonithetd
el a DMT-PEG-DMT-t4l, forditott fazisu C-18 VRK lemezeken az
M-PEG-DMT, DMT-PEG-DMT, DMT-klorid és DMT-alkohol vila-
gosan elkilénilnek egymastol (mozgo fazisként acetonitril, viz
és izopropanol 4:1:1 aranyu elegyét alkalmazzuk). A PEG-vazat
alatamasztja, hogy a Dragendorf-reagenssel narancsvorosre
szinezdédik: a tritilcsoportok beéplilését azzal tamasztjuk ala,
hogy a lemezt savg6zok hatasanak tesszik ki; ekkor narancs-
szinlire festédik.

Kimutattuk, hogy autentikus M-PEG-DMT 5000 vilagosan
elkléonil az autentikus DMT-PEG-DMT 8000-t6l egy Waters C-8
300 A pdrusméretii, 15-20 mikronos részecskeméretli Prep-Pak
Bondapak tolteten. A nyers M-PEG-DMT-t ultrahangkezelés
kézben 30 % acetonitrilt tartalmazo vizben megkozelitéleg 12
mg/ml koncentraciéban oldottuk, majd 2,5 mikron sziirényilasd
szUlrén vezettik at. A mintat két oszlopra vittik fel (25 mil-ben 2
g) 30 % acetonitrilt tartalmazé vizben, mint mozgé fazisban.
Nyolc perces izokratikus elualassal elualhaté volt egy szennye-
z6 cslUcs (amelyet nem azonositottunk; 280 nm hullAmhosszon
magas abszorbanciat mutatott, viszonylagos témege azonban
nagyon csekély). 30-70 % acetonitrilt tartalmazé vizzel gradiens
elualast kezdtink 21 percig, és a kivant M-PEG-DMT-t 58-60 %
acetonitriltartalomnal elualtuk. Az autentikus DMT-PEG-DMT
altalaban 80 % acetonitrilitartalomnal elualhaté. A kivant cstcs

elsé 3/4 részét gydijtjilk, az utolsé 1/4 részét elvetjuk. Ezen az
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uton 22,6 g nyers M-PEG-DMT-b4I tisztitas utan 15,4 g M-PEG-
-DMT-t kaptunk.

A tritilcsoportot az M-PEG-DMT-bél a koévetkezéképpen
hasitjuk le.

Ha az M-PEG-DMT-bdl a DMT csoportot HCl-val kiséreltuk
meg eltavolitani, akkor a nyers, higitatlan reakciéelegy VRK
vizsgalata a tritilcsoport teljes eltavolitasara utal. A kloroformos
kivonat beparlasa azonban egy visszafelé iranyuld reakciéhoz
vezetett, amelynek eredményeként a PEG jelentés hanyada is-
mét tritilez6dott. Ezt a terméket szelektiv kicsapassal nem lehe-
tett tisztitani. A hidratalt tritil-kation és klorid latszélag egyen-
stulyban vannak, s ennek eredményeként- amint ez oldészer el-
" tavolitasa soran torténik - jelentés mennyiségli DMT-klorid ter-
melédik. E retritilezés kikiszébdlheté egy egyensulyban részt
nem vevd tarsion alkalmazasaval. Kimutattuk, hogy kénsavval
az M-PEG-DMT irreverzibilisen detritilezheté. A kénsavval vég-
zett hasitas utan az M-PEG kloroformmal extrahalhaté, az olda-
tot beparoljuk, és éterrel végzett kicsapas utan tiszta, diolt nem
tartalmazé M-PEG-t kapunk. Ezzel a modszerrel 10 g M-PEG-
-DMT-bé! hasitas Gtjan 8,68 g zérus diol-tartalmid M-PEG-t
kaptunk. A méretkizardé kromatografia mutatja, hogy ez a termeék
0,3 %-nal kevesebb diolt tartalmaz.

Hasonl6 eljarassal mas, magasabb molekulatomeg(i metoxi-
-PEG-szarmazékok is készithetdk.

Az alabbiakban a talalmanyt példakban (részietesen) mutat-
juk be. E példak szemléltetik a csekély-diol tipusu PEG és fe-

hérje jellegi anyagok konjugatumainak az elSallitasat
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ciklodextrin-komplex kialakitasa céljabol; azonban a peldak a
talalmany oltalmi kérét semmiképpen sem korlatozzak.

1. példa

A. (Metoxi-polietilén-gIikol)-szukcinét (M-PEG-S)

2 literes lombikban 100 g (0,02 moél) metoxi-PEGso00 (M-
-PEG) terméket keverés kdozben 300 ml meleg (40 °C hémérsék-
letli) vizmentes toluolban oldunk. Ezutan a térfogatot ugy csok-
kentjik, hogy 147 ml toluolt nitrogéngaz alatt azeotroposan le-
desztillalunk, s igy az M-PEG eredeti 1,73 % viztartalmat 0,23
%-ra csokkentjik. Kornyezeti hémeérsékletre hiilés utan elSbb
233 ml szaraz diklér-metant (a tovabbiakban esetenként: DKM),
s utana 3,0 g (0,09 modl) borostyankdsavanhidridet és 1,1 ¢
(0,01 mol) 4-(dimetil-amino)-piridint (DMAP) adunk hozza. A re-
akcidelegyet éjszakan at keverés kozben visszafolyatd hiité
alatt forraljuk, majd 200 mi DKM-t vakuumban leparolunk. A ma-
radékot keverés kozben 4 literes lombikba helyezett 1,6 literes
éterbe ontjuk, az elegyet 45 percig keverjuk, majd szlrjuk. igy
100,4 g nyers, fehér, szilard M-PEG-szukcinatot kapunk (M-
-PEG-S), amely DAMP-t tartalmaz.

100 g M-PEG-S nyerstermeéket 633 ml DKM-ban oldunk, és
114 g (el6zdleg 272 ml dioxannal, majd 316 ml szaraz DKM-mal
mosott Dowex 50x8-100H+ gyantat tartalmazé oszlopon vezetjik
at, utana az oszlopot tovabbi 316 mi DKM-nal mossuk, az
eluatumokat egyesitjuk, és vizmentes magnézium-szulfaton
szaritjuk. A DKM-t (800 ml) vakuumban leparoljuk, eés a vissza-
maradé oldatot keverés kdzben 4 literes lombikban elhelyezett
1600 m! éterhez adjuk. 30 perces keverés utan a szuszpenziot

30 percig allni hagyjuk, majd szdrjuk. A szlirékalacsot 75 ml
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éterrel mossuk, utana vakuumban szaritjuk. igy 96,0 g (94 %)

hozammal fehér, szilard M-PEG-S-t kapunk, amely a vart szer-

kezettel megegyezs 'H-NMR szinképet mutatott.

'H-NMR (CDCl,;) &: 4,27 (triplett, 2H, -CH,-O-C(=0)-), 3,68
(széles szingulett, PEG metilén O-CH,-k),
3,39 (szingulett, 3H, OCH;) és 2,65 ppm
(sziik multiplett, 4H, -C(=0)-CH,-CH,-
-C(=0)-). Titralassal mérve a
karbonsavtartalmat 0,000207 mol/g-nak
talaltuk.

B. (Metoxi-polietilénglikol)-(N-szukcinimidil-szukcinat)
(M-PEG-SS)

98,48 g (0,0192 moél) (metoxi-polietilénglikol-szukcinat)-ot
(M-PEG-S) 2 literes lombikban, 40 °C hémérsékleten 468 ml
szaraz toluolban oldunk. Az oldatot szlrjuk, és a sziirlet terfo-
gatat azeotrépos desztillacioval nitrogéngaz alatt 263 mi-rel
csokkentjik. Az igy kapott, viszkézus folyadékot nitrogengaz
alatt 225 ml szaraz DKM hozzaadasaval 1 literes haromnyaku
lombikba visszik at, 2,22 g (0,0192 mél) N-hidroxi-
-szukcinimidet (NHS) adunk hozza, és a reakcidelegyet az NHS
oldédasaig keverjik, majd 5 °C-ra hitjik jégfirdében, és 4,44 g
(0,0125 mél) DCC 24 ml DKM-nal készilt oldatat 5 perc alatt
hozzacsepegtetjik. A DKM-DCC oldat hozzdadasa soran a re-
akcioelegybél diciklohexil-karbamid (DCU) kezd kikristalyosodni.
A reakcitelegyet szobahémérsékletre hagyjuk felmelegedni,
majd éjszakan at keverjuk. Ekkor a lombik tartalmat 25 mi DKM

alkalmazasaval (ezzel oblitiink) 2 literes lombikba visszik at.
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250 ml DKM-t 30 °C hémérsékleten vakuumban eltavolitunk, a
visszamarado szuszpenziot szlrjik, és a sziirékalacsot 25 ml
szaraz toluollal mossuk. A szirletet 1,2 liter vizmentes éterhez
adjuk keverés kozben, és sz(irés el6tt az igy kapott szuszpen-
zi6t 45 percig keverjuk. A szlir6kalacsot 100 ml szaraz éterrel
mossuk és 2 éran at szaritjuk. Az igy kapott, szilard termeéket
ezutan igen j6 vakuumban szaritjuk, majd argongéaz alatt lom-
bikba visszik at. Igy 96,13 g (96,1 %) cim szerinti vegyuletet
kapunk (M-PEG-SS) feher, szilard termékként amelynek 1H-
-NMR szinképe a varhato szerkezettel 6sszhangban van.
'"H-NMR (CDCIl;) &: 4,32 (triplett, 2H, -CH,-0-C(=0)-)-, 3,68
(széles szingulett, PEG metilén-O-CH,-k),
3,39 (szingulett, 3H, OCH3), 2,99 és 2,80
(triplettpar, egyenkent 2H, szukcinat -
-C(=0)-CH,-CH,-C)=0)-) és 2,85 ppm
(szingulett, 4H, szukcinimid -C(=0)-
-CH,CH,-C(=0)-).

A termék aktiv észter tartalmat ugy hatarozzuk meg, hogy
feleslegben vett benzil-aminnal reagaltatjuk toluolban, majd
dioxanban perklorsavval visszatitraljuk a bazis maradékat
metilvorés indikator végpontjaig. Az aktiv-észter-tartalmat
0,000182 mol/g értéknek talaltuk.

C. Csekély diol tipusa PEG-SOD

82, 1 mg/g fehérjét tartaimazoé 11,8 g vizes SOD-oldatot 0,1
M natrium-foszfat pufferoldattal 7,8 pH-n 200 g Osszes tomegre
higitunk, és a kapott oldathoz 30 °C hémérsékleten, magneses
keverés kézben 3,4 g csekély-diol tipust metoxi-PEG-SS-t

adunk (amelyet az 1B. példa szerint allitottunk eld). A reakcio-
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elegy pH-értékét pH-sztat lUzemmodra programozott Mettler
DL25 titrator alkalmazasaval, 0,5 N natronlugoldat szikség
szerinti hozzaadasaval 7,8 pH-n tartjuk. Egy o6ra elmuitaval a
reakcioelegyet egy 0,2 mikron szitanyilasu, csekély fehérjekoté-
sii poliszulfon-sziirén szrjik, rozsdamentes acél Millipore Mini-
-tan eszkdz alkalmazaséaval korilbelil 60 ml-re tomeényitjuk,
majd diaszlrésnek (dializalé szlrésnek) vetjuk ala 2 liter 50 mM
natrium-foszfattal pufferolt 0,85 %-os konyhasdoldattal szemben
6,2-6,3 pH-értéken. A csekely diol-tartalmu PEG-SOD terméket
tartalmazé, visszamaradé oldatot 0,2 mikronos sz{irén szlrjuk.

2. példa

A. (Monometoxi-polietiléninkoI)-szukcinét

12 literes, haromnyaku lombikban 4 liter toluolt és 2212 g
metoxi-polietilénglikolt tesziink, melyeket nitrogéngaz alatt elé6-
z6leg 70 °C-ra melegitettiink. Az oldat térfogatat azeotréposan
vakuumban 1,3 liter toluol ledesztillalasaval csokkentjik. A
visszamaradé oldatot 30 °C-ra hiitjik, el6bb 4 liter DKM-t, utana
66,4 g borostyankésavanhidridet (SA-t), majd 4-(dimetil-amino)-
-piridint adunk hozza, és a reakcioelegyet 32 6ran at visszafo-
lyatéd hiité alatt forraljuk. Ezutan kornyezeti nyomason 3,8 liter
DKM-t leparolunk, a reakcicelegyet lehiitjuk, és 28 liter metil-
-(terc-butil)-étert tartalmazo ivegballonba ontjik keverés koz-
ben. Az igy kapott szuszpenzi6ét 1 6ran at keverjuk, majd Lapp-
-sziirén szirjuk. A szirdkalacsot 1 liter metil-(terc-butil)-éterrel
mossuk, masnapig szobahémérsékleten vakuumban szaritjuk, s
igy 2,252 kg cim szerinti nyers, fehér szilard vegyuletet kapunk.

A cim szerinti nyersterméket 8 liter DKM-ban oldjuk, és 3,0

kg - elézéleg 5 liter acetonnal és utana 4 liter DKM-mal mosott -



- 26 -

Dowex 50W-X8 kationcseréld, hidrogénfazisban lévé, nyomasal-
6 Uvegoszlopban elhelyezett gyantan vezetjik at. Ezt kévetéen
az oszlopot 3 liter DKM-nal mossuk. Az oszloprél kapott
eluatumokat egyesitjik, és kérnyezeti nyomason 10 liter DKM-t
eltavolitunk. A visszamaraddé oldatot keverés kozben 26 liter
metil-(terc-butil)-éterbe ontjuk. Az igy kapott szuszpenziét 45
percig keverjik, majd a szilard terméket szirjuk, 3 liter metil-
-(terc-butil)-éterrel mossuk, és vakuumkemencében szobahd-
mérsékleten szaritjuk. igy 2,46 kg (95 %) cim szerinti, fehér,
szilard anyagot kapunk, amely 1,5 % metoxi-polietilénglikolt
tartalmaz, mért értéke 2,72 x 10 mél/g (elméletileg 1,96 x 107
mol/g).

B. (Metoxi-polietiléngIikoI)-(N-szukcinimidil)-szukcinét

12 literes lombikban nitrogéngaz alatt 1,5 kg (monometoxi-
-polietilénglikol)-szukcinatot 7,2 liter toluoiban melegitéssel ol-
dunk. Az oldat térfogatat 2,8 liter toluol vakuum alatti leparlasa-
val csokkentjik, igy viztartalmat eltavolitjuk. Az igy kapott visz-
koézus folyadékot 40-45 °C-ra hitjuk, és 3,4 liter DKM-t, majd
utana 33,89 g NHS-t adunk hozza. A reakcioelegyet 1 oran at
keverjik, mig az NHS teljesen fel nem oldodik, majd a reakcio-
elegyet 10 °C-ra hiitjuk, és 30 perc alatt 368 ml, 67,75 g DCC-t
tartalmazé DKM-oldatot csepegtetink hozza. A reakcidelegyet
18 oran at keverés kozben, lassan szobahdmeérsékletre hagyjuk
felmelegedni, utana 3,2 litert ledesztillalunk kérnyezeti nyoma-
son, s igy térfogatat csokkentjuk. Ekkor a szuszpenziot 0-5 °C-
-ra hitjuk, 30 percig keverjik, majd szirjuk, és a szlirékalacsot
250 ml toluollal mossuk. A szlrletet és mosofolyadékot egyesit-

juk, és keverés kdozben 28 liter metil-(terc-butil)-éterhez adagol-
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juk. Az igy kapott szuszpenziot 45 percig keverjuk, majd Lapp-
-sz(iré6n szlirjuk. A szlir6kalacsot 1 liter metil-(terc-butil)-éterrel
mossuk, és 4 oran at szaritjuk, majd a szaritdst szobahémérsék-
leten, vakuumkemencében masnapig folytatjuk. Igy 1,5 kg (100
%) fehér, szilard terméket kapunk. Mérésink szerint ez a ter-
mék 1,79 x 10™ mél/g-t tartalmaz (az elméleti érték 1,92 x 10™
mal/g).

c. (Metoxi-polietilénglikol)-szukcinoil-(szarvasmarha

szuperoxid-diszmutaz)

42 literes, pH-elektroddal felszerelt reaktorban elhelyezett
32 liter 29-30 °C hémérsékletd, 7,8 pH-értéki
foszfatpufferoldathoz 194,0 g szarvasmarha-eritrocitabol szar-
maz6é szuperoxid-diszmutazt adunk. A térfogatot 39,5 literre al-
litjuk be, és a reakcidelegyet 29 °C-ra melegitjuk. A pH-titrald
miiszer natrium-hidroxidos adagolé csovét a reaktor kézépten-
gelyében, kdézvetlenil a folyadék felszine ala helyezzik. A pH-
-titralot meginditjuk, és a pH értékét 0,5 n natrium-hidroxid-
-oldattal 7,8-ra allitjuk. Ekkor az elegyhez 2 perc alatt 614,7 g
(metoxi-polietilénglikol)-(N-szukcinimidil)-szukcinatot adunk, és
a reakcidelegyet 41 percig keverjik, mialatt a pH-értékét 0,5 n
natrium-hidroxid-oldattal 7,8-ra allitjuk, és a reakciéo hémérsék-
letét allandéan 30 °C-on tartjuk. A reakcidelegyet 200 Millipak
sz(rén, és rozsdamentes acélbol készilt Millipora Pellicon
dializalé szlrérendszeren atszirjik, a betoményitett oldathoz
adjuk, igy a koncentratumnak a végtérfogata korilbelal 9 litert
tesz ki. ekkor a koncentratumot dializalé szlirésnek vetjik ala
Millipore Pellicon diasziirérendszeren 200 liter 6,2 pH-erteki

foszfatpufferrel szemben 2,17 oran at. A diasz(iré rendszert 1,5
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liter 6,2 pH-értéki foszfatpuffer-oldattal 6blitjiilk. A koncentra-
tum végtérfogata korialbelil 8 liter. Ezutan a koncentratumot at-
visszik egy tiszta, 30 literes Gvegballonba, mikdzben egy, a
miveleti sorban elhelyezett Millipore 200 Millipak szlirén atszdr-
juk, és a sz(rét 500 ml, 6,2 pH-értéki foszfatpufferoldattal oblit-
juk. igy 11,98 kg (91,4 %) cim szerinti vegyuletet kapunk tiszta,
zdldeskék oldat alakjaban. (Aktivitasa 32,960 egység/ml).

3. példa

A. Parcialisan karboxi-metilezett poli(etilén-oxid) el6al-

litasa

25 g 2000 molekulatdémegii poli(etilén-oxidot) (Fluka, 25
milliekvivalens OH) 120 ml toluolban oldunk, és azeotréposan
desztillalva addig szaritjuk, amig a Dean-Stark feltétben vizle-
valas mar nem figyelheté meg (ehhez koralbelil 25 ml toluol le-
desztillalasa sziikséges). Az oldatot 50 °C-ra hitjuk, és 15
mmal (1,7 g) kalium-terc-butanolatot adunk hozza, majd forras-
pontra hevitjik, és korulbeldl 25 ml oldészert ledesztillalunk.
Ekkor a reakcidelegyet keverés kdzben 25 °C-ra hitjuk, és 3,4
ml (16 mmdl) brom-ecetsav-etil-észter hozzadadasa utan mas-
napig allni hagyjuk. A kicsapddott sokat normal nyomason
sziirjik, 30 ml DKM-nal mossuk. A polimert ugy nyerjuk ki, hogy
a szlirletet részlegesen (kérulbelil 60 ml-re) toményitjuk, és
toményitett oldatot 5 °C hémérsékleten erélyes keverés kézben
lassan 300 ml dietil-éterbe ontjuk. A fehér, porszer( polimert
bsszegyljtjiik, vakuumban szaritjuk, igy 24 g polimert kapunk,
amelynek IR szinképében (6nmagaban felvéve) 17353 cm '-nél
jelentkezé észter-abszorpcid figyelheté meg. Ezt a polimert 50

m! 1 n natrium-hidroxid-oldatban oldjuk, 10 g natrium-kloridot
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adunk hozza, mintegy 45 perc mulva az oldatot 6 N sdésavoldat-
tal 3,0 pH-értékre savanyitjuk, és haromszor extrahaljuk 60 ml
DKM-nal. Az egyesitett szerves fazist magnézium-szulfaton
szaritjuk, megkozelitdieg 50 ml-re tdményitjik, és keverés koz-
ben 300 ml jéghideg éterbe ontjik. A kapott csapadékot sziirére
gyjtjtk, vakuumban szaritjuk, igy 22 g terméket kapunk,
amelynek ©6nmagaban felvett IR szinképe az o-karboxil-
-csoportnak megfelelGen 1730 cm '-nél mutat abszorpcioét.

B. Tiszta a-hidroxi-m-(karboxi-metiI)-poli(etilén-oxid)
elallitasa a részben karboxi-metilezett PEO DEAE-
-Sephadex-en végzett elkiilonitése utjan

A homo- és heterobifunkciés poli(etilén-oxid)-ok 22 g tome-

gl keverékét 40 ml vizben oldjuk, és (a Sigma cégtdl beszerez-
heté) 27 g (0,1 modl ioncserélé hellyel rendelkezé) DEAE-
-Sephadex A-25 gyantat tetraborat-alakban tartalmazé oszlopra
visszik fel. Az elsd frakciot ionmentesitett vizzel elualjuk, ez a
szarmazékképzés nélkili (nem derivatizalt) polimert tartaimaz-
za. Amikor az eluatum poliakrilsav (PAA) prébara negativva va-
lik (ezzel a megmaradt PEG-t mutatjuk ki), akkor fokozatosan 6-
-22 mM ammonium-bikarbonattal (minden 100 ml-ben 1-2 mM
koncentraciéval ndvelve) gradiensen elualunk, és egyenként ko-
rilbeliil 40 ml térfogatd frakcidkat gydjtink. A 2-21. frakciok
PAA préobara negativak, és tiszta monokarboxilezett poli(etilén-
-oxid)-ot tartalmaznak (Ry = 0,49). A kovetkezé harom frakcid
poli(etilén-oxid)-ot nem tartalmaz: mig a 25-36. frakciok tiszta
PEO-dikarbonsavat tartalmaznak (R; = 0,26). Az o-hidroxi-o-
-(karboxi—metil)-poli(etilén-oxid)-ot tartalmazé frakciokat egye-

sitjuk, és korulbelal 100 mi-re téményitjuk. Az igy kapott oldat-
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ban 35 g natrium-kioridot oldunk, majd pH 3-ra savanyitjuk, és 3
x 100 ml DKM-nal extrahaljuk. Az egyesitett DKM-oldatot mag-
nézium-szulfaton szaritjuk, mintegy 100 mi-re betoményitjuk, és
lassan, keverés kdézben 500 ml jéghideg éterbe ontjik. A kicsa-
pédott polimert dsszegyljtjuk, vakuumban alaposan szaritjuk,
és igy 8,8 g terméket kapunk.
3G.NMR (CDCly) §: 172,7 (COOH), 72,4 (CH,CH,OH), 70.4
(PEO), 69,0 (CH,COOH), 61,3 (CH,0OH)
ppm.
Az oszloprol izolalt bisz(karboxi-metil)-poli(etilén-oxid)—ot
szintén elemezzuk.
13C.NMR (CDCl3) 8: 172,4 (COOH), 70,4 (PEO), 68,8
(CH,COOH) ppm.
4. példa
(Dimetoxi-tritiI)-(metoxi-polietiléngIikol) szintézise
36,3 g (7,26 mmol) 5000 dalton atlagos molekulatéomegi
metoxi-polietilénglikolt 500 ml kloroformban oldunk, és a viztar-
talmat 250 ml kloroform ledesztillalasaval eltavolitjuk. A lombik-
ra szaritocsdvet szerelink, az oidatot koritilbelil 50 °C-ra hagy-
juk lehdlni, és sorrendben elébb 1,8 ml (10,3 mmdl) N,N-
-diizopropil-etil-amin, utana 100 mg (0,8 mmodl, 10 moél%) 4-
-(dimetil-amino)-piridint és 2,9 g (98 %-o0s) (4,4-dimetoxi-tritil)-
-kloridot adunk hozza.

A keveréket éjszakan at szobahdmérsékleten keverjuk,
majd az oldészert rotavaporon 60 °C hémérsékleten eltavolitjuk.
A maradékot csekély mennyiségi kloroformban felvesszilk, és a
(dimetoxi-tritil)-(metoxi-polietilénglikol)-t (M-PEG-DMT) 2 liter

vizmentes éter hozzaadasaval kicsapjuk. A csapadékot szlirére
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gytijtjuk, és C-8 300A forditott fazisu preparativ oszlopon,
Waters LC4000 rendszerben 30-95 % acetonitril gradiens alkal-
mazasaval (vizzel szemben) 20 percig kromatografaljuk. A ki-
vant terméket 50-60 % acetonitril-tartalomnal elualjuk. 2 g min-
tat 20 ml 30 % acetonitrilt tartalmazé vizes oldatban visziink az
oszlop tetejére 50 ml/perc dramlasi sebességgel. Ezt az eluenst
(30 % acetonitrilt tartalmazé viz) izokratikusan engedjik folya-
matosan aramlani, amig egy terjedelmes szennyezd cslcsot
elualunk, altalaban 3-5 percnél, mv 280 pum. Ennek az elsé
csucsnak az elualasa utan inditjuk a gradiens elGciét. A kovet-
kezé csucs elualasa a kivant, 5000 molekulatémegli metoxi-
-PEG-DMT 5000-et adja. A cstcs elsé 3/4-ét gydjtjilk, a csucs-
nak a farokrészét elvetjik. igy 22,6 g nyers M-PEG-DMT 5000
tisztitasaval 2 g-os részletekben 15,44 g cim szerinti vegyuletet
kapunk.

5. példa

Zérus-diol tipusi metoxi-polietilénglikol szintézise

(dimetoxi-tritil)-(metoxi-polietilénglikol)-bél

10 g M-PEG-DMT 5000 terméket 500 mi-es lombikban 320
ml Milli-Q vizben oldunk, 80 ml kénsavat adunk hozza lassu
befolyatassal, s igy a koncentraciot 20 %-ra allitjuk. Az oldat
voéros szint dlt, és homogénné valik. Ejszakan at keverjik, majd
a savas oldatot 2 x 500 ml kloroformmal extrahaljuk, az egyesi-
tett kivonatott magnézium-szulfaton szaritjuk, betoményitjuk, és
a voros, olajszerli maradékot vékony sugarban, 20 °C hémersék-
leten 2 liter vizmentes éterbe folyatjuk. A csapadékot 24 6ran at
Ulepitjik, majd zsugoritott Gvegsziirére gydjtjuk, és 2 x 20 ml

vizmentes éterrel mossuk. A csapadékbol allé sziir6kalacsot
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poritjuk, vadkuumban szaritjuk, igy 8,68 g zérus-diol tipusu
metoxi-PEG 5000 terméket kapunk.

6. példa

Zérus-diol tipusa (metoxi-polietilénglikol)-szukcinat

eldallitasa zérus-diol tipusi metoxi-polietilénglikolbél

4,7 g (0,94 mmol) M-PEG-OH 5000 zérus-diol tipusu anya-
got 100 ml toluolban oldunk, az oldatot visszafolyaté hiité alatt
forraljuk, és a viztartalom eltavolitasara Dean-Stark csapdat al-
kalmazunk. Egy 6ra visszafolyés forralas utan o6sszesen 80 ml
toluolt desztillalunk le, és a 20 ml toluolt tartalmazé edényt
pozitiv argonnyomasu atmoszféraban lehiini hagyjuk. EIé6bb 110
mg (1,1 mmodl) borostyankdésavanhidridet, utana 137 mg (1,12
mmol)  4-(dimetil-amino)-piridint adunk hozza. Mivel a
borostyankésavanhidrid nem oldodik, 10 ml kloroformmentes,
vizmentes etanolt adunk hozza, és az oldatot kemencében
szaritott hiité alkalmazasaval visszafolyatassal forraljuk. 15 6ra
forralds utdn az oldatot lehditjik, 10 g kationcserélé gyantaval
keverjik, sziirjik, és a sziirletet beparoljuk. igy a cim szerinti
vegylulethez jutunk.

7. példa

Zérus-diol tipusu (metoxi-polietilénglikol)-szukcinimi-

dil-szukcinat szintézise (metoxi-polietilénglikol)-szukci-

natbol

4,15 g (0,83 mmol) 6. példaban eldallitott M-PEG-szukcinat
100 ml toluollal készilt oldatat azeotréoposan szaritjuk. A toluol
egy réeszét ledesztillaljuk (60 ml-t), igy a lombikban 40 ml ma-
rad. 100 mg (0,87 mmdl) NHS-t, majd o6vatosan 30 ml

etanolmentes, vizmentes kloroformot adagolunk hozza. Tovabbi
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25 ml oldoszerelegyet desztillalunk le, és utana az oldatot ar-
gongaz alatt szobahémérsékletre hagyjuk lehiilni. Ekkor az ol-
dathoz 200 mg (9,7 mmdl) DCC-t adunk, és az oldatot keverjuk.
10 perc malva megkezddédik a diciklohexil-karbamid (DCU) kris-
talyos kivalasa. 2 nap keverés utan még 25 mg (0,22 mmol)
NHS-t adunk hozza. A DCU szuszpenzidjat szdrjik, és a csapa-
dékot toluollal mossuk. A szlrletet rotavaporon beparolva to-
vabbi DCU csapadék valik ki. A sziirt koncentratumot 1 liter
vizmentes éterbe csepegtetjik, a csapadékot Whatman 9 cm
6F/F Uvegrostszirdn szlrjik, igen jo vakuumban 15 oéran at
szaritjuk, s igy 3,37 g M-PEG-SS terméket kapunk.

A termék aktiv-észter-tartalma 1,71 x 10"* mél/g; a HPLC
vizsgalat szerint 1,3 % M-PEG-S-t és 1,2 % egyéb szennyezést
tartalmaz; DCU nem mutathaté ki; 6sszes szennyezéstartalma 3
% .

8. példa

Zérus-diol tipusi PEG-SOD szintézise

75 mg/ml koncentracioju térzsoldatbél 1,33 ml szuperoxid-
-diszmutaz-oldatot 18,67 ml pufferoldathoz adunk (amely 100
mM natrium-foszfatot tartalmaz, és pH-értéke 7,8), majd az ol-
datot 30 °C hémérsékletre melegitjuk. A 7. példaban eléallitott
300 mg M-PEG-SS-t adunk hozza egyszerre, és a pH-értéket
pH-sztat alkaimazasaval 7,8-on tartjuk. 28 perc mulva a reak-
cioelegy pH-értéke mar nem valtozik, igy a mintat Centrium
centrifugalis membranon - amelynek kizarasi mérethatara 10000
MW (molekulatémeg) - betdmeényitjik. A téményitett mintat ilyen
médon 1 molos sosav-oldattal 6,2 pH-ra beallitott Dulbecco-féle

PBS oldattal kicseréljik. Osszesen 60 ml folyadékkal ot csereét
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hajtunk végre. A méretkizar6 HPLC vizsgalat csupan elhanya-
golhaté magas molekulatomegi csucsot mutat, jelezve, hogy a
cim szerinti vegylilet (kivant vegyllet) a diolbol szarmazé anya-
got csak elhanyagolhaté mennyiségben tartalmazza (azaz
.Zzérus-diol tipusu”).

Tovabbi, a PEG-hez kovalensen kotott, biolégiailag ha-

tasos fehérjék eldallitasa

9. példa

Csekély-diol tipusu (metoxi-polietilénglikol)-szukcinoil-

-katalaz szintézise

4,17 ml vizes kataladz-szuszpenziét - amely ml-enként 24,0
mg fehérjét tartalmaz - 0,1 mélos, 7,8 pH-értékli natrium-
-foszfat-pufferoldattal 15,84 ml-re higitunk. Ehhez az oldathoz
magneses keverés kézben, 30 °C hémérsékleten 550 mg, cse-
kély-diol tipusi metoxi-PEG-SS-t adunk. A reakcibéelegy pH-
-értékét pH-sztat izemmaodra programozott Mettler DL25 titralo
miiszer alkalmazasaval 7,8-on tartjuk agy, hogy a titrator alkal-
mazéasaval szikség szerint 0,5 N natrium-hidroxid-oldatot ada-
golunk hozza. 30 perc mulva a reakciéelegyet 0,45 mikron szi-
rényilasu, csekély fehérjekotéstli poliszulfon-sziirén szdrjuk, ket
Amicon Centriprep 30 Concentratorba helyezzik (30K NMWL
membran), és a pufferoldatot tobbszor kicseréljuk Dulbecco-féle
PBS-vel. A fennmaradé (visszatartott) részt - a csekély-diol ti-
pusu PEG-katalazt tartalmazé oldatot - ezutan 0,2 mikron sz(-
rényilasu szlrén szdrjuk. A konjugatum kialakuladsat SEHPLC és

gél-elektroforézis uatjan igazoljuk.
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10. példa

Csekély-diol tipusu PEG-ovalbumin szintézise

503 mg (Sigma-cégtél beszerezhetd) ovalbumint 50 g 0,25
mélos, 7,8 pH-értéki foszfatpufferoldatban szobahémérsékleten
teflon-bevonatos magneses keverdruaddal ellatott polietilén hen-
gerpoharban szobahémérsékleten oldunk. 15 perc keverés utan
egyszerre hozzaadunk 1,900 g csekély-diol tipusd M-
-PEG(5000)-SS-t, mikézben a reakcidelegy pH-értéket 0,5 N
natrium-hidroxid-oldatot sziikség szerint adagolé Mettier DL25
pH-sztat segitségével 7,8-on tartjuk. A reakciot szobahémérsék-
leten még 1 6ran at allni hagyjuk, majd a reakcidelegyet Amicon
YM300 membranon, keverdcellas eszkdoz alkalmazasaval
diasziirjik (a cellat éjszakan at a hitészekrényben 4 °C hémer-
sékleten, 172 kPa argonnyomas alatt mikodtetjik). 800 ml
pufferoldat diaszlirése utan a terméket ultrasziiréssel toményit-
juk, 0,2 mikron szirényilasu poliszulfon-szirén szdrjuk, és steril
tivegfiolakba osztjuk. igy 44,3 g oldatot kapunk, amelynek fehér-
jetartalma 10,5 mg/ml. A lizin aminocsoportjanak titralé elemze-
sével meghatarozva a fehérje modositasanak a mérteke 71,4 %-
-osnak adddott.

11. példa

Csekély-diol tipusi mPEGgk-S-ovalbumin szintézise

10 ml, 10 mg/ml koncentracioju, hideg ovalbumint (Sigma-
-cég, VI. minéség) 0,25 moélos foszfatpufferben, amelynek pH-
-értéke 7,4, 382 mg csekély-diol tipusi MPEGg«-SS termékhez
adunk, és 16 oran at 5 °C hémérsékleten keverjik. A termeket
Centriprep 30 Contcentrator eszkézben (Amicon, 30K NMWL

membran) kicserélé pufferként Dulbecco-féle PBS alkalmazasa-
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val tisztitjuk. A tisztitott oldatot 0,2 pm szirényilasu szirén at-
szlirve 6,539 g oldat hozammal 13,8 mg/ml koncentraciéban 74
%-0s mértékben modositott fehérjét kapunk (a moédositas mér-
tékét TNBS titralé modszerrel hataroztuk meg).

Hasonlé médon, 100 mg ovalbumint 283 mg csekély-diol ti-
pusi mPEGgk-SS-vel reagaltatva 6,274 g oldatot kapunk, amely
13,8 mg/ml koncentracioban 74 %-os mértékben mddositott fe-
hérjét tartalmaz.

Hasonlé médon, 100 mg ovalbumint 190 mg csekély-diol ti-
pusi mPEGgk-SS-val reagaltatva 5,704 g oldatot kapunk, amely
16,8 mg/ml koncentracidoban 67 %-os mértékben maodositott fe-
hérjet tartalmaz.

12. példa

Csekély-diol tipusi mPEGg«-S-rhu-IL4 szintézise

190 ul 5,26 mg/ml koncentracioban rhu-IL4’-et (Immunex-
-et) tartalmazé oldatot 772 ul 8,5 pH-értékid, 0,1 molos
boratpufferrel higitunk, majd ezt az rhu-IL4 oldatot 29,2 ul, 34
mg/ml oldat koncentracioban csekély-diol tipusi metoxi-PEG-
-SS-t tartalmazé DMF-oldattal kezeliink. 80 perc mulva szoba-
hémérsékleten a reakcidelegyet centrifugaljuk, és koézvetlenil
visszuk fel egy preparativ SEHPLC oszlopra. A tisztitott
konjugatumrdl kimutattuk, hogy gél-elektroforézis soran lénye-
gében egyetlen savval jelentkezik.

13. példa

Csekély-diol tipusi mPEGg,-S-NT szintézise

8,7 mg neurotenzint (roviden: NT; a BaChem-cég terméke)
2,175 ml 0,25 mélos, 7,8 pH-értéki foszfatpufferben tartalmazo
oldatot 174 mg csekély-diol tipusG MPEGg-SS termékhez
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adunk. A reakcidelegyet szobahémérsékleten tartjuk 1,75 éran
at, majd hitjuk. A tiszta mono-MPEG;«-S-NT terméket Gugy kap-
juk, hogy az NT-PEGg,-NT terméktdl preparativ, forditott fazisu
HPLC utjan elkulonitjuk C-8 oszlopon, elualészerként
viz/acetonitril gradiens alkalmazasaval.

A talalmany szerinti készitményeket a szokasos, a szakteri-
leten jartas egyén szamara ismert technolégiaval allitjuk elé.
Adott esetben a készitmény szacharézt vagy trehaldézt tartal-
mazhat.

Az 1. tablazatban konkrét készitményeket mutatunk be;

HPCD jelentése (hidroxi-propil)-ciklodextrin.

1. tablazat
A példa| PEG-SOD | Foszfat- | pH HPCD Szacharéz
szama [(E/ml) (nM)| puffer tomeg/térf.% | tomeg/térf.%
14. 25000 10 6,2 - 5
15. 50000 10 6,2 - 5
16. 75000 10 6,2 - 5
17. 100000 10 6,2 - 5
18. 125000 10 6,2 - 5
19. 150000 10 6,2 - 5
20. 25000 10 6,2 - 10
21. 50000 10 6,2 - 10
22. 75000 10 6,2 - 10
23. 100000 10 6,2 - 10
24. 125000 10 6,2 - 10
25. 150000 10 6,2 - 10
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1. tablazat (folytatas)

A példa| PEG-SOD | Foszfat- | pH HPCD Szacharéz
szama |(E/ml) (nM)| puffer tomeg/térf.% | tomeg/térf.%
26. 25000 10 6,2 - 20
27. 50000 10 6,2 - 20
28. 75000 10 6,2 - 20
29. 100000 10 6,2 - 20
30. 125000 10 6,2 - 20
31. 150000 10 6,2 - 20
32. 25000 10 6,2 5 -
33. 50000 10 6,2 5 -
34. 75000 10 6,2 5 -
35. 100000 10 6,2 5 -
36. 125000 10 6,2 5 -
37. 150000 10 6,2 5 -
38. 25000 10 6,2 10 -
39. 50000 10 6,2 10 -
40. 75000 10 6,2 10 -
41. 100000 10 6,2 10 -
42. 125000 10 6,2 10 -
43. 150000 10 6,2 10 -
44. 25000 10 6,2 20 -
45. 50000 10 6,2 20 -
46. 75000 10 6,2 20 -
47. 100000 10 6,2 20 -
48. 125000 10 6,2 20 -
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1. tablazat (folytatas)

oooooo

A példa| PEG-SOD | Foszfat- | pH HPCD Szacharéz
szama |[(E/ml) (nM) | puffer tomeg/térf.% | tomeg/térf.%
49. 150000 10 6,2 20 -
50. 25000 10 6,2 5 5
51. 50000 10 6,2 5 5
52. 75000 10 6,2 5 5
53. 100000 10 6,2 5 5
54. 125000 10 6,2 5 5
55. 150000 10 6,2 5 5
56. 25000 10 6,2 10 10
57. 50000 10 6,2 10 10
58. 75000 10 6,2 10 10
59. 100000 10 6,2 10 10
60. 125000 10 6,2 10 10
61. 150000 10 6,2 10 10
62. 25000 10 6,2 15 5
63. 50000 10 6,2 15 5
64. 75000 10 6,2 15 5
65. 100000 10 6,2 15 5
66. 125000 10 6,2 15 5
67. 150000 10 6,2 15 5
68. 25000 10 6,2 5 15
69. 50000 10 6,2 5 15
70. 75000 10 6,2 5 15
71. 100000 10 6,2 5 15
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1. tablazat (folytatas)

A példa| PEG-SOD | Foszfat- | pH HPCD Szacharoéz
szama |(E/ml) (nM)| puffer tomeg/térf.% | tomeg/térf.%
72. 125000 10 6,2 5 15
73. 150000 10 6,2 5 15

A talalmany szerinti készitményeket az aladbbi eljarassal
liofilizaljuk.

Kivalasztjuk a megfelel6 méreti fiolakat, amelyeket a kivant
adagokra alapozott készitményekkel toltink meg. A dézisnak
megfeleld fiolak megvalasztiasa soran a toltétérfogat nem ha-
ladhatja meg a fiola atmérdjét. igy példaul 5 ml térfogatnal téb-
bet nem vihetink be egy 10 mi-nél kisebb térfogatu fiolaba.
Toltés utan a fiolakat szaritokamraba helyezziik, és kozvetlendl
a hiitoétt polcokra helyezziik, amelyeket el6zetesen 4 °C-ra hi-
tottunk. A fiolak meghatarozott szaméaba termoelemeket helye-
zink a készitmény hémérsékletének monitorozasara a liofiliza-
lasi folyamat soran. Ezutan a fioldkat egyensulyba hozzuk a
polcok hémérsékletével (4 °C), miel6tt a polcok hédmérsékletét -
-40 °C-ra hiitjlk. A -40 °C hémérséklet elérése utan a fiolakat
ezen a hémérsékleten tartjuk korilbellll 6 6ran at a készitmény
teljes megfagyasztasa céljaébol. E periodus utan a hiitékigyokat
-80 °C-ra hiitjuk, és a vakuumszivattya bekapcsoladsaval a kon-
denzalé kamrat evakualjuk, majd ezt koveti a primer és szekun-
der szaritas folyamata. A primer (elsédleges) szaritasi folyamat
soran a szaritokamra és a kondenzalé egység kozott a fé6szelep

nyitva van, és a szaritokamrat koriilbelil 100 mikronos nyomas-
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ra evakualjuk egy nitrogén-gazoblitécsé alkalmazasaval. Amikor
a 100 mikronos nyomast elérjik, a polchémérsékletet -20 °C-ra
emeljiilk a szubliméacidés folyamat meginditasa céljabdél. A liofili-
2416 ciklusnak ez az idészaka kérulbelil 10-18 orat vesz igény-
be. A primer szaritasi folyamat akkor teljes, ha a fagyasztott
matrixrél a jég teljesen eltlinik, és a termoelem hémérséklete a
-20 °C-ot eléri. A szekunder szaritas soran a hémérsékletet -20
°G-rél +25 °C-ra emeljik, s igy valamennyi jeget eltavolitjuk,
amely a liofilizalasi folyamat alatt még nem tavozott el. Ez az
eltavolitasi eljaras mintegy 4 - 8 drat igényel.

A szekunder szaritasi folyamat befejezése utan a foszele-
pet zarjuk, és a szaritékamrat nitrogénnel toltjilk Ggy, hogy a
kamraban egy enyhe vakuum meg megmaradjon. Ekkor miko-
désbe hozzuk a zarofejet, és a zarat a fiolaba nyomjuk. Majd a
szaritokamrat a kdrnyezeti nyoméassal egyensulyba hozzuk, és a
kamra ajtajat a fiolak eltavolitasa és a betétzar felrakdsa célja-
bél keményitjik. Utana a fiolakat az eléirt hémérsékleten tarol-
juk egészen a befecskendezés céljabol vizzel végzett oldas
(rekonstitualas) idépontjaig.

A talalmany szerinti készitmények tarolasi élettartamat ki-
tindnek talaltuk. A tarolasi élettartamot az alabbi 6sszehasonli-
té vizsgalatokkal illusztraljuk rekonstitualt oldatok alkalmazéasa-
val a készitmények kilsejének vizualis megfigyelése céljabol;
valamint mérethatar-kizaré tilnyomasos folyadékkromatografia
(roviden: SEHPLC) hasznalataval a 74. és 75. példakban bemu-
tatott készitményekben jelenlév6, nagy molekulatémegli (HMW)
anyag szazalékos értékének meghatarozéasara.

A talalmany szerinti ,A"” készitmény 2 % HPCD-t tartalmaz.
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Az osszehasonlitas céljara készialt ,B” készitmény 10 %
szachardzt tartaimaz HPCD nélkul.

Mindkét készitmény 10 mM 6,2 pH-értékl foszfatpuffert,
valamint 75000 HE/ml PEG-SOD terméket tartalmaz. A fiolak
toltétérfogata 0,5 ml; a hémérsékleti kérilmények: 4 °C, 22 °C,
30 °C és 50 °C. Mindkét készitményt el6zdSleg liofilizaljuk, és a
fenti hémérsékleten 30 hénapon at  taroltuk, majd

rekonstitualtuk, és az alabb leirt médon vizsgaltuk.

74. példa
Rekonstitualt készitmények killeme
»A” készit- Kiillem »B” készit- Killem
mény mény
4 °C atlatszo, 4 °C atlatszo,
kékeszold kékeszold
22 °C atlatszo, 22 °C atlatszo,
kékeszold kékeszold
30 °C atlatszo, 30 °C atlatszo,
kékeszold kékeszold
50 °C atlatszo, 50 oC zavaros, sar-
kékeszold gasbarna

A nagy molekulatémegii anyag meghatarozasa méretki-

zaré, tulnyomasos folyadékkromatografiaval (SEHPLC)

Az SDEHPLC miveletet ugy végezziik, hogy 0,8 x 30 cm
méretli Shodex WS-803F oszlopon 0,1 mélos, 6,5 pH-értéki,
0,15 M natrium-kloridot tartalmazo pufferoldatot bocsatunk at 1
ml/perc &ramlasi sebességgel, és egy 280 nm hullamhosszon
miikédé detektor-berendezésen at nyomjuk. Ez az oszlop képes
frakcionalis tartomanya és méretkizaré6 hatara alapjan

1 000 000-nal nagyobb molekulatomegek kilénbségeinek a fel-
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oldasara (megkilénboztetésére). E koriimények kézott a nagy
molekulatomegli anyag a kis molekulatomeg(i anyagok (sok és
kis molekulatémegli komponensek) elétt elualédik. A detektort
szamitoghéphez kapcsoljuk, amelyet igy programozunk, hogy a
szamos paraméterre alapozott cslicsokat integralja, és a csu-
csok mennyiségét szazalékos alapon mennyiségileg megadja.

A 75. példaban talalt és bemutatott, magas molekulatomegi
anyagok szazalékos mennyisége a polipeptid tarolasa soran
végbemend aggregéaciéjanak a mértéke. A 75. példaban megmu-
tatiuk a ,szabad PEG” aranyat (amely jelzi a szukcinat-
-észterkdtés hidrolizisének mértékét), valamint az enzimaktivi-

tas szazalékos értékét is.
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75. példa

Stabilitasi vizsgalatok kilonb6zd hémérsékleteken' 2,
illetve 10 hénapon at tarolt, 10 % szacharézt vagy 10 %
(B-hidroxi-propil)-ciklodextrint (HPB CD)-t tartalmazé,
liofilizalt PEG-SOD készitményeken

Készitmény Hémérséklet HMW? Szabad PEG® |Aktivitas %*
(75000 E/mg) (°C) (%) (mg/ml)
2mo {10 mo| 2mo |10 mo| 2 mo |10 mo
10 % szacharoz 4 0,3 0,2 0,35 0,1 99 --
22 0,4 0,6 | 0,36 0 100 --
30 0,7 0,9 | 0,44 0 g8 | 100
50 20 >50 | 3,45 |=10 71 .-
10 % HPBCD 4 0,3 -- 0,12 -- 100 --
22 0.4 .- 0,08 -- 99 --
30 0,4 0,7 | 0,14 0,9 | 100 100
50 0,6 48 | 0,87 3,23| 95 92

A liofilizalt termékek vizualis vizsgalata rekonstitualas el&tt
azt mutatta, hogy a szacharéztartalmu készitmény 50 °C-on
elszinezdédott.

A HMW (magas molekulatomegil) szennyezések polipeptid-
aggregéaciora vallanak; ezt a kontrollkérilményektdl
(id6tartalmtol) eltéré kilonbség szazalékaban fejezzuk Kki.

A szabad PEG a szukcinil-észter-kdtés hidrolizisének meérté-
ke, amelyet a kontrollkériulmeényektél (id8) elterd kulonbség
szazalékaban fejezunk ki.

A kezdeti érték szazalékaban fejezzik ki.
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A 75. példa adataibdl lathaté, hogy a HPBCD-t tartalmazé
készitmény 30 °C-on végzett tarolas soran kivalo stabilitast
mutat. Az enzimaktivitasban még 10 héonapos tarolas soran sem
figyeltik meg az enzimaktivitas jelent6s valtozasat; ez arra utal,
hogy az enzim kielégité stabilitdésa megmarad. A HPBCD kifeje-
zetten kedvezdbb stabilizaléoszer; ez kitlinik akkor, ha a HMW
anyagok szazalékos értékét a szacharézos készitmény és a
HPBCD készitmények 50 °C-on végzett taroldsa utan désszeha-
sonlitjuk: a HPBCD készitmény esetén a HMW értéke a
héstressz - 50 °C 10 hénapon at - utan mindéssze 4,8 %, mig
azonos kérulmények kozott a szacharézt tartalmazd készitmény
esetén ez az érték 50 %-nal nagyobb. A HPBCD-nek még magas
hémérsékleten végzett tarolasa soran is megfigyelheté dramai
stabilizaléo képessége egy kilonleges stabilizalé mechanizmus
jele - amelyet ez a stabilizalé anyag nyujt - amely minimaliss§
teszi a fehérje kolcsonhatasat, s igy csokkenti HMW anyagok
kialakulasat. Elméletileg feltételezheté, hogy - mivel a
ciklodextrin szerkezeti Giregeket tartalmaz - a védémechanizmus
kapcsolatban all bizonyos reakcidoképes centrumok
betokolédasaval [ami magas molekulatémegli (HMW) aggrega-
tumok kialakulasaval jar egyitt], és ez a betokolédas a kdlcsén-
hatast, igy az aggregaciot minimalisra csékkenti.

A jelen talalmany utjan megvaldsitott, fokozott stabilitas le-
hetévé teszi a termék tarolasat szobahémérsékleten, és taro-
lasi élettartamat (,polc-élettartamat”) noveli. A liofilizalt termék
alkalmas akar kézonséges uvegfiolakba, akéar eldre toltétt in-
jekcios tlikbe valdo csomagolasra. Az elére toltott injekcios ti a

terméknek ,felhasznalasra kész” jelleget biztosit, amely csupan
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minimalis kezelést igényel, és szukséghelyzeti alkalmazasra
igen hasznos. A készitmények hasznalhatésaga az eddig ismert
megoldasoknal mind klinikai, mind kdérhazi és szukséghelyzeti

(vészhelyzeti) korilmények ko6zo6tt kedvezébb.
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Szabadalmi igénypontok

1. Vizes, fiziolégiailag hatasos, fehérje jellegli, liofilizalasra
alkalmas készitmény, amely

korulbelil 150 és kérulbelil 150 000 egység/ml kozotti
mennyiségben csekély-diol tipusd, poli(alkilén-oxid)-dal kova-
lensen kapcsolt fehérjét,

koriilbelil 0,1 és korulbelll 20 tomeg/térf.% koézotti mennyi-
ségben ciklodextrint, és

kéralbelul 0,01-t61 korualbelil 50 mM koncentraciéban puf-
fert tartalmaz, s amely készitmény pH-értéke koralbelldl 5,7 és'
koralbelul 6,5 k6zo6tt van.

2. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemez-
ve, hogy a ciklodextrint kériilbelill 1,0 tomeg/térf.%-t61 korulbe-
il 15 témeg/térf.%-ig terjedd mennyiségben alkalmazzuk.

3. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemez-
ve, hogy csekély-diol tipusu poli(alkilén-oxid)-ként legfeljebb
koruilbeliil 10 tdmeg% nem-monoalkoxilezett poli(alkilén-oxid)-ot
tartalmazo, linearis poli(alkilén-oxid)-ot tartalmaz.

4. A 3. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemez-
ve, hogy nem-monoalkoxilezett poli(alkilén-oxid)-ként nem-
-monometoxilezett polietilénglikolt tartalmaz.

5. A 4. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemez-
ve, hogy korilbelal 1000 daltontél koéralbelil 15000 daltonig
terjedé atlagos molekulatémegi polietilénglikolt tartalmaz.

6. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemez-
ve, hogy ciklodextrinként B-ciklodextrin valamilyen szarmazékat

tartalmazza.
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7. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemez-
ve, hogy fehérjeként rekombinans emberi interleukin-4-et
(rhulL-4), Carlsberg-féle szubtilizin-proteazt, oxidoreduktazt,
katalazt, koleszterin, redukalt-NADP: (20-B-hidroxilez8) oxigén-
-oxidoreduktazt (1.14.1.9 katalégusszamu ,koleszterin-20-
-hidroxilazt”), transzferazt, UDP glikézt, hidrolazt, tripszint
(katalégusszama 3.4.44), L-aszparagin-aminohidrolazt
(katalégusszama 3.5.1.1. ,aszparaginaz’), lidzt, izomerazt, illet-
ve ligazt tartalmaz.

8. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemez-
ve, hogy fehérjeként inzulint, ACTH-t, glukagont,
szomatotropint, szomatosztatint, timozint, paratiroid hormont,
pigmenthormont, szomatomedint, eritropoietint, illetve
luteinizalé hormont tartalmaz.

9. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemez-
ve, hogy fehérjeként korion-gonadotropint, hipotalamuszbdl
szarmazo felszabadité faktort, antidiuretikus hormont, pajzsmi-
rigy-stimulalé hormont, kalcitonint, prolektint, alfa-, béta- vagy
gamma-interferont, antitesteket (1gG, IgE, IgM, IgD, interleukin-
-1-, -2-, -3-, -4- vagy -7-et, granulocita-kolénia-stimulalo faktort
(GCSF) vagy granulocita-makrofag-kolénia stimulalé faktort
(GM-CSF) tartalmaz.

10. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jelle-
mezve, hogy fehérjeként daganat-elhalasi faktort
(tumornekrézis-faktor, roviden: TNF), trombocitabdl
(vérlemezkebdl) szarmazé novekedési faktort (PDGF),
epidermis-névekedési faktort (EGF), idegnovekedési faktort

(NGF), csontndvekedési faktort (BGF), novekedési hormont fel-
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szabadité faktort (GHRF), papaint, kimotripszint, termolizint,
sztreptokinazt vagy aktivazt tartalmaz.

11. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jelle-
mezve, hogy fehérjeként szuperoxid-diszmutazt tartaimaz.

12. A 11. igénypont szerinti készitmény, azzal jelle-
mezve, hogy szuperoxid-diszmutazként rekombinans emberi
szuperoxid-diszmutazt tartalmaz.

13. Eljaras liofilizalt, biologiailag hatasos, fehérje jellegl
készitmény el6allitasara, azzal jellemezve, hogy

a) 10 tomeg%-nal kevesebb nem-monoalkoxilezett
poli(alkilén-oxid)-ot tartalmazo poli(alkilén-oxid)-ot
karboxilezunk;

b) a karboxilezett poli(alkilén-oxid)-ot aktivalva aktiv
poli(alkilén-oxid)-észtert allitunk eld;

c) az igy kapott, aktiv poli(alkilén-oxid)-észtert kovalensen
kapcsoljuk a biolégiailag hatasos fehérjéhez;

d) az igy kapott, poli(alkilén-oxid)-észtert a bioldgiailag
hatasos fehérjével kovalensen kapcsolva viztartalma kdézegben
szolubilizaljuk;

e) az igy létrehozott vizes kézegen ciklodextrint oldva ho-
mogén oldatot képezunk;

f) az igy kapott oldat pH-értékét korilbelll 5,7 és koérulbelul
6,5 kozotti értékre allitjuk; és

g) az oldatot liofilizaljuk.

14. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti készitmény el6-

allitasara alkalmazzuk.
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15. Az 1-14. igénypontok barmelyike szerinti készitmény al-

kalmazasa eml6s6k szoveteiben a szuperoxid-anionok altal

eldidézett kdoros allapot kezelésére alkalmazhaté gyogyszer

eléallitasara.
A meghatalmazott:

Danubia Szabadalmi és

Védje Iroda Kft.

Sze yoérgyné

szabadalmi agyvivé
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