1. Konjugavimo būdas vandenyje tirpaus polimero su terapinio baltymo oksiduotu angliavandenių fragmentu, apimantis oksiduoto angliavandenio fragmento kontaktavimą su aktyvintu vandenyje tirpiu polimeru, esant konjugavimui tinkamoms sąlygoms;

minėtas vandenyje tirpus polimeras, turintis aktyvią aminooksi grupę, ir yra parinktas iš grupės, susidedančios iš polietileno glikolio (PEG), šakoto PEG, PolyPEG® (Warwick Effect Polymers; Koventris, JK), polisialo rūgšties (PSA), polisacharidų, pululano, chitozano, hialurono rūgšties, chondroitino sulfato, dermatano sulfato, dekstrano, karboksimetildekstrano, polialkileno oksido (PAO), polialkileno glikolio (PAG), polipropileno glikolio (PPG), polioksazolino, poliakriloilmorfolino, polivinilo alkoholio (PVA), polikarboksilato, polivinilpirolidono, polifosfazeno, polioksazolino, polietileno ir maleino rūgšties anhidrido kopolimero, polistireno ir maleino rūgšties anhidrido kopolimero ir poli(1-hidroksimetiletileno hidroksimetilformalino) (PHF); ir
minėtas angliavandenių fragmentas oksiduotas inkubuojant su buferiu, apimančiu oksiduojantį agentą, parinktą iš grupės, susidedančios iš natrio perjodato (NaIO4), švino tetraacetato (Pb(OAc)4) ir kalio perrutenato (KRuO4);

kur oksimo jungtis yra suformuota tarp oksiduoto angliavandenio fragmento ir aktyvios vandenyje tirpaus polimero aminooksi grupės;

ir kur minėtas oksimo jungties susidarymas yra katalizuojamas nukleofiliniu katalizatoriumi m-toluidinu.

2. Būdas pagal 1 punktą, kur
minėtas terapinis baltymas yra parinktas iš grupės, susidedančios iš faktoriaus IX (FIX), faktoriaus VIII (FVIII), faktoriaus VIIa (FVIIa), Fon Vilebrando faktoriaus (VWF), faktoriaus V (FV), faktoriaus X (FX), faktoriaus XI (FXI), faktoriaus XII (FXII), trombino (FII), proteino C, proteino S, tPA, PAI-1, audinių faktoriaus (TF), ADAMTS 13 proteazės, IL-1 alfa, IL-1 beta, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-11, kolonijas stmuliuojančio faktoriaus-1 (CSF-1), M-CSF, SCF, GM-CSF, granuliocitų kolonijas stmuliuojančio faktoriaus (G-CSF), EPO, interferono-alfa (IFN-alfa), konsensuso interferono, IFN-beta, IFN-gama, IFN-omega, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-19, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-24, IL-31, IL-32 alfa, IL-33, trombopoietino (TPO), Ang-1, Ang-2, Ang-4, Ang-Y, angiopoietino tipo polipeptido 1 (ANGPTL1), angiopoietino tipo polipeptido 2 (ANGPTL2), angiopoietino tipo polipeptido 3 (ANGPTL3), angiopoietino tipo polipeptido 4 (ANGPTL4), angiopoietino tipo polipeptido 5 (ANGPTL5), angiopoietino tipo polipeptido 6 (ANGPTL6), angiopoietino tipo polipeptido 7 (ANGPTL7), vitronektino, kraujagyslių endotelio augimo faktoriaus (VEGF), angiogenino, aktivino A, aktivino B, aktivino C, kaulų morfogeninio baltymo-1, kaulų morfogeninio baltymo-2, kaulų morfogeninio baltymo-3, kaulų morfogeninio baltymo-4, kaulų morfogeninio baltymo-5, kaulų morfogeninio baltymo-6, kaulų morfogeninio baltymo-7, kaulų morfogeninio baltymo-8, kaulų morfogeninio baltymo-9, kaulų morfogeninio baltymo-10, kaulų morfogeninio baltymo-11, kaulų morfogeninio baltymo-12, kaulų morfogeninio baltymo-13, kaulų morfogeninio baltymo-14, kaulų morfogeninio baltymo-15, kaulų morfogeninio baltymo receptoriaus IA, kaulų morfogeninio baltymo receptoriaus IB, kaulų morfogeninio baltymo receptoriaus II, smegenų neutrotrofinio faktoriaus, kardiotrofino-1, kapiliarinio neutrofinio faktoriaus, kapiliarinio neutrofinio faktoriaus receptoriaus, kripto, kriptinio, citokinų sužadinamo neutrofilų chemotaktinio faktoriaus 1, citokinų sužadinamo neutrofilų chemotaktinio faktoriaus 2α, citokinų sužadinamo neutrofilų chemotaktinio faktoriaus 2β, β endotelio ląstelių augimo faktoriaus, endotelino 1, epidermio augimo faktoriaus, epigeno, epiregulino, epitelio neutrofilų atraktanto, fibroblastų augimo faktoriaus 4, fibroblastų augimo faktoriaus 5, fibroblastų augimo faktoriaus 6, fibroblastų augimo faktoriaus 7, fibroblastų augimo faktoriaus 8, fibroblastų augimo faktoriaus 8b, fibroblastų augimo faktoriaus 8c, fibroblastų augimo faktoriaus 9, fibroblastų augimo faktoriaus 10, fibroblastų augimo faktoriaus 11, fibroblastų augimo faktoriaus 12, fibroblastų augimo faktoriaus 13, fibroblastų augimo faktoriaus 16, fibroblastų augimo faktoriaus 17, fibroblastų augimo faktoriaus 19, fibroblastų augimo faktoriaus 20, fibroblastų augimo faktoriaus 21, rūgštinio fibroblastų augimo faktoriaus, bazinio fibroblastų augimo faktoriaus, glijos ląstelių linijos neutrofinio faktoriaus receptoriaus α1, glijos ląstelių linijos neutrofinio faktoriaus receptoriaus α2, su augimu susijusio baltymo, su augimu susijusio baltymo α, su augimu susijusio baltymo β, su augimu susijusio baltymo γ, hepariną surišančio epidermio augimo faktoriaus, hepatocitų augimo faktoriaus, hepatocitų augimo faktoriaus receptoriaus, hepatomos augimo faktoriaus, insulino tipo augimo faktoriaus I, insulino tipo augimo faktoriaus receptoriaus, insulino tipo augimo faktoriaus II, insulino tipo augimo faktoriaus surišimo baltymo, keratinocitų augimo faktoriaus, leukemijos inhibitorinio faktoriaus, leukemijos inhibitorinio faktoriaus receptoriaus α, nervų augimo faktoriaus, nervų augimo faktoriaus receptoriaus, neuropoietino, neurotrofino-3, neurotrofino-4, onkostatino M (OSM), placentos augimo faktoriaus, placentos augimo faktoriaus 2, trombocitų endotelio ląstelių augimo faktoriaus, trombocitų augimo faktoriaus, trombocitų augimo faktoriaus A grandinės, trombocitų augimo faktoriaus AA, trombocitų augimo faktoriaus AB, trombocitų augimo faktoriaus B grandinės, trombocitų augimo faktoriaus BB, trombocitų augimo faktoriaus receptoriaus α, trombocitų augimo faktoriaus receptoriaus β, pre-B ląstelių augimą stimuliuojančio faktoriaus, kamieninių ląstelių faktoriaus (SCF), kamieninių ląstelių faktoriaus receptoriaus, TNF, TNF0, TNF1, TNF2, transformuojančio augimo faktoriaus α, transformuojančio augimo faktoriaus β, transformuojančio augimo faktoriaus β1, transformuojančio augimo faktoriaus β1.2, transformuojančio augimo faktoriaus β2, transformuojančio augimo faktoriaus β3, transformuojančio augimo faktoriaus β5, latentinio transformuojančio augimo faktoriaus β1, transformuojančio augimo faktoriaus β surišimo baltymo I, transformuojančio augimo faktoriaus β surišimo baltymo II, transformuojančio augimo faktoriaus β surišimo baltymo III, skydliaukės stromos limfopoietino (TSLP), auglių nekrozės faktoriaus I tipo receptoriaus, auglių nekrozės faktoriaus II tipo receptoriaus, urokinazės tipo plazminogeno aktyvatoriaus receptoriaus, fosfolipazę aktyvinančio baltymo (PUP), insulino, lektino, ricino, prolaktino, chorioninio gonadotropino, folikulus stimuliuojančio hormono, skydliaukę stimuliuojančio hormono, audinių plazminogeno aktyvatoriaus, IgG, IgE, IgM, IgA, ir IgD, α-galaktozidazės, β-galaktozidazės, DNRazės, fetuino, liuteinizuojančio hormono, estrogeno, albumino, lipoproteinų, fetoproteino, transferino, trombopoietino, urokinazės, integrino, trombino, leptino, humiros (adalimumabo), prolia (denosumabo), enbrelo (etanercepto), baltymo iš 1 lentelės arba jo biologiškai aktyvaus fragmento, darinio arba varianto.

3. Būdas pagal 2 punktą, kur tirpalo, apimančio pradinę terapinio baltymo koncentraciją tarp maždaug 0,3 mg/ml ir maždaug 3,0 mg/ml, iki kontakto su aktyvintu vandenyje tirpiu polimeru pH vertė koreguojama tarp maždaug 5,0 ir maždaug 8,0; pavyzdžiui, kur pradinė terapinio baltymo koncentracija yra maždaug 1,0 mg/ml ir pH yra maždaug 6,0.

4. Būdas pagal 2 punktą, kur terapinis baltymas kontaktuoja su norimo aktyvuoto vandenyje tirpaus polimero pertekline koncentracija, kur perteklinė koncentracija yra tarp maždaug 1 molio ir maždaug 300 molių pertekliaus, pavyzdžiui, maždaug 50-kartinis molinis perteklius.

5. Būdas pagal 4 punktą, kur terapinis baltymas yra inkubuojamas su aktyvintu vandenyje tirpiu polimeru, esant sąlygoms, apimančioms laikotarpį tarp maždaug 0,5 valandos ir maždaug 24 valandų; temperatūrą tarp maždaug 2 °C ir maždaug 37 °C; esant šviesai arba jos nesant; ir maišant arba be maišymo; pavyzdžiui, kur sąlygos apima maždaug 120 minučių laikotarpį, maždaug 22 °C temperatūrą, nesant šviesos; ir su maišymu.

6. Būdas pagal 2 punktą, kur nukleofilinis katalizatorius pridedamas tokiu kiekiu, kad galutinė nukleofilinio katalizatoriaus koncentracija būtų tarp maždaug 1,0 mM ir maždaug 50 mM, esant sąlygoms, apimančioms laikotarpį tarp maždaug 0,1 minutės ir maždaug 30 minučių; temperatūrą tarp maždaug 2 °C ir maždaug 37 °C; esant šviesai arba jos nesant; ir maišant arba be maišymo; pavyzdžiui, kur galutinė nukleofilinio katalizatoriaus koncentracija būtų maždaug 10 mM, ir sąlygos apima laikotarpį iki maždaug 15 minučių, maždaug 22 °C temperatūrą, nesant šviesos; ir su maišymu.

7. Būdas pagal 2 punktą, kur oksiduojantis agentas pridedamas tokiu kiekiu, kad galutinė oksiduojančio agento koncentracija būtų tarp maždaug 50 µM ir maždaug 1000 µM, esant sąlygoms, apimančioms laikotarpį tarp maždaug 0,1 minutės ir 120 minučių; temperatūrą tarp maždaug 2 °C ir maždaug 37 °C; esant šviesai arba jos nesant; ir maišant arba be maišymo; pavyzdžiui kur galutinė oksiduojančio agento koncentracija yra maždaug 400 µM, ir sąlygos apima laikotarpį, lygų maždaug 10 minučių, maždaug 22 °C temperatūrą, nesant šviesos ir su maišymu.

8. Būdas pagal 2 punktą, kur vandenyje tirpaus polimero konjugavimas su terapinio baltymo oksiduotu angliavandenio fragmentu yra sustabdomas pridedant gesinimo agentą, parinktą iš grupės, susidedančios iš L-cisteino, metionino, glutationo, glicerolio, natrio meta bisulfito (Na2S2O5), triptofano, tirozino, histidino arba jų darinių, krezolio, imidazolo ir jų derinių; 
kur gesinantis agentas pridedamas tokiu kiekiu, kad galutinė gesinančio agento koncentracija būtų tarp maždaug 1 mM ir maždaug 100 mM, esant sąlygoms, apimančioms laikotarpį tarp maždaug 5 minučių ir maždaug 120 minučių; temperatūrą tarp maždaug 2 °C ir maždaug 37 °C; esant šviesai arba jos nesant; ir maišant arba be maišymo.

9. Būdas pagal 8 punktą, kur gesinantis agentas yra L-cisteinas, ir, pageidautina, jo pridedama tiek, kad galutinė koncentracija būtų lygi maždaug 10 mM, ir sąlygos apima laiko tarpą lygų maždaug 60 minučių, temperaturą lygią maždaug 22 °C, nesant šviesos ir su maišymu.

10. Būdas pagal 2 punktą, apimantis:

a) pirmąjį etapą, apimantį tirpalo, apimančio terapinį baltymą, pH vertės reguliavimą iki pH vertės tarp maždaug 5,0 ir maždaug 8,0, kur terapinė baltymų koncentracija yra tarp maždaug 0,3 mg/ml ir maždaug 3,0 mg/ml;

b) antrąjį etapą, apimantį vieno arba daugiau angliavandenių oksidavimą terapiniame baltyme, kur oksiduojančio agento įdedama į tirpalą pirmame etape tiek, kad galutinė jo koncentracija būtų tarp maždaug 50 µM ir maždaug 1000 µM, esant sąlygoms, apimančioms laikotarpį tarp maždaug 0,1 minutės ir maždaug 120 minučių; temperatūrą tarp maždaug 2 °C ir maždaug 37 °C; esant šviesai arba jos nesant, ir maišant arba be maišymo;

c) trečiąjį etapą, apimantį terapinio baltymo kontaktavimą su pageidaujamo aktyvuoto vandenyje tirpaus polimero pertekline koncentracija, kur perteklinė koncentracija yra tarp maždaug 1 molio pertekliaus ir maždaug 300 molių pertekliaus, esant sąlygoms, apimančioms laikotarpį tarp maždaug 0,5 valandos ir maždaug 24 valandų, temperatūrą tarp maždaug 2 °C ir maždaug 37 °C; esant šviesai arba jos nesant; ir maišant arba be maišymo;

d) ketvirtąjį etapą, apimantį nukleofilinio katalizatoriaus pridėjimą į trečiojo etapo tirpalą, kur nukleofilinio katalizatoriaus pridedama tiek, kad galutinė jo koncentracija būtų tarp maždaug 1 mM ir maždaug 50 mM, esant sąlygoms, apimančioms laikotarpį tarp maždaug 0,1 minutės ir maždaug 30 minučių; temperatūrą tarp maždaug 2 °C ir maždaug 37 °C; esant šviesai arba jos nesant, ir maišant arba be maišymo;

e) penktąjį etapą, kur terapinis baltymas yra inkubuojamas su aktyvintu vandenyje tirpiu polimeru ir nukleofiliniu katalizatoriumi, tokiomis sąlygomis, kurios leistų aktyvinto vandenyje tirpaus polimero konjugavimą su vienu arba daugiau terapinio baltymo oksiduotų angliavandenių, minėtos sąlygos apima laiko tarpą tarp maždaug 0,5 valandos ir maždaug 24 valandų, temperatūrą tarp maždaug 2 °C ir maždaug 37 °C; esant šviesai arba jos nesant, ir maišant arba be maišymo; ir
f) šeštąjį etapą, kur vandenyje tirpaus polimero konjugavimas su vienu arba daugiau terapinio baltymo oksiduotų angliavandenių penktame etape yra sustabdomas pridedant gesinimo agento, parinkto iš grupės, susidedančios iš L-cisteino, metionino, glutationo, glicerolio, Na2S2O5 (natrio meta bisulfito), triptofano, tirozino, histidino arba jo darinių, krezolio, imidazolo ir jų darinių; kur gesinimo agento pridedama tiek, kad galutinė koncentracija būtų lygi maždaug 1 mM ir maždaug 100 mM, esant sąlygoms, apimančioms laikotarpį tarp maždaug 5 minučių ir maždaug 120 minučių; temperatūrą tarp maždaug 2 °C ir maždaug 37 °C; esant šviesai arba jos nesant, ir maišant arba be maišymo.

11. Būdas pagal 10 punktą, kur pradinė terapinio baltymo koncentracija pirmame etape yra maždaug 1 mg/ml ir pH yra maždaug 6,0;

kur galutinė oksiduojančiosio agento koncentracija antrame etape yra maždaug 400 µM, ir sąlygos apima laiko tarpą, lygų maždaug 10 minučių, maždaug 22 °C temperatūrą, nesant šviesos ir su maišymu;

kur trečiojo etapo perteklinė koncentracija yra maždaug 50 molių perteklius; kur trečiojo etapo sąlygos apima laiko tarpą lygų maždaug 15 minučių, maždaug 22 °C temperatūrą, nesant šviesos ir su maišymu;

kur galutinė nukleofilinio katalizatoriaus koncentracija ketvirtame etape yra maždaug 10 mM, ir ketvirtojo etapo sąlygos apima laiko tarpą lygų maždaug 15 minučių, maždaug 22 °C temperatūrą, nesant šviesos ir su maišymu;

kur penktame etape terapinio baltymo inkubavimo su aktyvintu vandenyje tirpiu polimeru ir nukleofiliniu katalizatoriumi sąlygos apima laiko tarpą lygų maždaug 2 valandoms; maždaug 22 °C temperatūrą; nesant šviesos; ir su maišymu; ir
kur gesinimo agentas šeštame etape yra L-cisteinas; ir kur L-cisteino pridedama tiek, kad būtų gauta galutinė koncentracija lygi maždaug 10 mM, ir šeštojo etapo sąlygos apima laiko tarpą lygų maždaug 60 minučių, maždaug 22 °C temperatūrą, nesant šviesos ir su maišymu.

12. Būdas pagal 2 punktą, kur vandenyje tirpus polimeras yra PSA, ir jis apima maždaug 10 - 300 sialo rūgšties vienetų.

13. Būdas pagal 2 punktą, kur tuo atveju, kai terapinis baltymas yra kraujo krešėjimo baltymas, terapinio baltymo oksiduotas angliavandenių fragmentas yra lokalizuotas minėto kraujo krešėjimo baltymo aktyvinimo peptide.

14. Būdas pagal 2 punktą, kur vandenyje tirpus polimeras yra PSA, ir kur PSA yra gaunamas reaguojant aktyvintam aminooksi jungtukui su oksiduotu PSA;

kur aminooksi jungtukas yra parinktas iš grupės, susidedančios iš:

a) 3-oksa-pentan-1,5-dioksiamino jungtuko, kurio formulė:

[image: image1.emf]
b) 3,6,9-trioksa-undekano-1, 11-dioksiamino jungtuko, kurio formulė:

[image: image2.emf]
ir
c) 3,6,9,12,15-pentaoksa-heptadekano-1,17-dioksiamino jungtuko, kurio formulė:

[image: image3.emf]
kur PSA yra oksiduojamas inkubuojant su oksiduojančiu agentu tam, kad susidarytų galinė aldehidinė grupė nesiredukuojančiame PSA gale.

15. Būdas pagal bet kurį vieną iš 1 - 14 punktų, kur oksiduojantis agentas yra NaIO4.

16. Būdas pagal bet kurį vieną iš 1 - 15 punktų, kur nukleofilinio katalizatoriaus pateikiama koncentracija yra tarp maždaug 1 mM ir maždaug 50 mM; geriau, kai koncentracija yra maždaug 10 mM.

17. Būdas pagal bet kurį vieną iš 1 - 16 punktų, dar apimantis etapą oksimo jungties sumažinimo konjuguotame terapiniame baltyme, inkubuojant konjuguotą terapinį baltymą buferyje, apimančiame redukuojantį junginį, parinktą iš grupės, susidedančios iš natrio cianoborhidrido (NaCNBH3), askorbo rūgšties (vitamino C) ir NaBH3.

18. Būdas pagal bet kurį vieną iš 1 - 17 punktų, dar apimantis konjuguoto terapinio baltymo gryninimo etapą; pavyzdžiui, kur konjuguotas terapinis baltymas yra išvalytas būdu, parinktu iš grupės, susidedančios iš chromatografijos, filtravimo ir nusodinimo.

19. Būdas pagal 18 punktą, kur chromatografija yra parinkta iš grupės, susidedančios iš hidrofobinės sąveikos chromatografijos (HIC), jonų mainų chromatografijos (IEC), gel-filtravimo chromatografijos (SEC), giminingumo chromatografijos ir atvirkštinės fazės chromatografijos, pasirinktinai, kur antichaotropinė druska yra naudojama chromatografijos medžiagos užnešimo ant kolonėlės etape ir chromatografijos plovimo etape; pasirinktinai, kur chromatografija atliekama kolonėlėje, pavyzdžiui, kolonėlėje, apimančioje chromatografijos dervą, parinktą iš grupės, susidedančios iš Phenyl-Sepharose FF ir Butyl-Sepharose FF; ir kur dervos, esančios kolonėlėje, sluoksnio aukštis, pageidautina, yra tarp maždaug 5 cm ir maždaug 20 cm, pageidautina, maždaug 10 cm.

20. Būdas pagal 19 punktą, apimantis vieną arba daugiau plovimo etapų, kur tekėjimo kryptis nustatoma į viršų, ir kur tekėjimo greitis yra tarp maždaug 0,2 cm/min. ir maždaug 6,7 cm/min., pasirinktinai, kur tekėjimo greitis yra maždaug 2 cm/min.

21. Būdas pagal bet kurį vieną iš 19 - 20 punktų, apimantis vieną arba daugiau eliucijos etapų, kur tekėjimo kryptis nustatoma žemyn, ir kur tekėjimo greitis yra tarp maždaug 0,1 cm/min. ir maždaug 6,7 cm/min., pasirinktinai, kur tekėjimo greitis yra maždaug 1 cm/min.

22. Būdas pagal bet kurį vieną iš 18 - 21 punktų, dar apimantis konjuguoto terapinio baltymo koncentravimą ultra-/diafiltracijos (UF/DF) metodu; pasirinktinai, kur galutinė terapinio baltymo koncentracija yra tarp maždaug 0,5 ir maždaug 3 mg/ml.

23. Būdas pagal bet kurį vieną iš 18 - 22 punktų, kur terapinis baltymas apima tarp 5 ir 11 vandenyje tirpių polimerų fragmentų.

24. Būdas pagal 2 punktą, kur konjuguotas terapinis baltymas yra išvalytas panaudojant chromatografiją; kur antichaotropinė druska yra panaudota medžiagos užnešimo ant kolonėlės etape ir plovimo etape; būdas, apimantis vieną arba daugiau plovimo etapų, kur tekėjimo kryptis nustatoma į viršų, ir kur tekėjimo greitis yra tarp maždaug 0,2 cm/min. ir maždaug 6,7 cm/min., ir vieną arba daugiau eliucijos etapų, kur tekėjimo kryptis nustatoma žemyn, ir kur tekėjimo greitis yra tarp maždaug 0,2 cm/min. ir maždaug 6,7 cm/min.; dar apimantis konjuguoto terapinio baltymo koncentravimą ultra-/diafiltracijos (UF/DF) metodu; pasirinktinai, kur chromatografija yra hidrofobinės sąveikos chromatografija (HIC); kur vieno arba daugiau plovimo etapo tekėjimo greitis yra maždaug 2 cm/min.; ir kur vieno arba daugiau eliucijos etapų tekėjimo greitis yra maždaug 1 cm/min.

25. Oksimo jungties tarp terapinio baltymo oksiduoto angliavandenio fragmento ir aktyvuoto vandenyje tirpaus polimero, turinčio aktyvią aminooksi grupę, suformavimo būdas, apimantis šias pakopas:

a) terapinio baltymo angliavandenio fragmento oksidavimas, inkubuojant minėtą baltymą su oksiduojančiu agentu, parinktu iš grupės, susidedančios iš natrio perjodato (NaIO4), švino tetraacetato (Pb(OAc)4) ir kalio perrutenato (KRuO4); ir
b) oksimo jungties tarp terapinio baltymo oksiduoto angliavandenio fragmento ir aktyvuoto vandenyje tirpaus polimero, turinčio aktyvią aminooksi grupę, suformavimas, esant nukleofilinio katalizatoriaus tokiomis sąlygomis, kurios leistų susiformuoti minėtai oksimo jungčiai;

kur minėtas vandenyje tirpus polimeras, turintis aktyvią aminooksi grupę, yra parinktas iš grupės, susidedančios iš polietileno glikolio (PEG), šakoto PEG, PolyPEG® (Warwick Effect Polymers; Koventris, JK), polisialo rūgšties (PSA), polisacharidų, pululano, chitozano, hialurono rūgšties, chondroitino sulfato, dermatano sulfato, dekstrano, karboksimetil-dekstrano, polialkileno oksido (PAO), polialkileno glikolio (PAG), polipropileno glikolio (PPG), polioksazolino, poliakriloilmorfolino, polivinilo alkoholio (PVA), polikarboksilato, polivinilpirolidono, polifosfazeno, polioksazolino, polietileno ir maleino rūgšties anhidrido kopolimero, polistireno ir maleino rūgšties anhidrido kopolimero, ir poli(1-hidroksimetiletileno hidroksimetilformalino) (PHF);

kur nukleofilinis katalizatorius yra m-toluidinas.

26. Hidrazono jungties tarp terapinio baltymo oksiduoto angliavandenio fragmento ir aktyvuoto vandenyje tirpaus polimero, turinčio aktyvią hidrazido grupę, suformavimo būdas, apimantis šias pakopas:

a) terapinio baltymo angliavandenio fragmento oksidavimas, inkubuojant minėtą baltymą su oksiduojančiu agentu, parinktu iš grupės, susidedančios iš natrio perjodato (NaIO4), švino tetraacetato (Pb(OAc)4) ir kalio perrutenato (KRuO4); ir
b) hidrazono jungties tarp terapinio baltymo oksiduoto angliavandenio fragmento ir aktyvuoto vandenyje tirpaus polimero, turinčio aktyvią hidrazido grupę, suformavimas, esant nukleofilinio katalizatoriaus tokiomis sąlygomis, kurios leistų susiformuoti minėtai hidrazono jungčiai;

kur minėtas vandenyje tirpus polimeras, turintis aktyvią hidrazido grupę, yra parinktas iš grupės, susidedančios iš polietileno glikolio (PEG), šakoto PEG, PolyPEG® (Warwick Effect Polymers; Koventris, JK), polisialo rūgšties (PSA), polisacharidų, pululano, chitozano, hialurono rūgšties, chondroitino sulfato, dermatano sulfato, dekstrano, karboksimetil-dekstrano, polialkileno oksido (PAO), polialkileno glikolio (PAG), polipropileno glikolio (PPG), polioksazolino, poliakriloilmorfolino, polivinilo alkoholio (PVA), polikarboksilato, polivinilpirolidono, polifosfazeno, polioksazolino, polietileno ir maleino rūgšties anhidrido kopolimero, polistireno ir maleino rūgšties anhidrido kopolimero, ir poli(1-hidroksimetiletileno hidroksimetilformalino) (PHF);

kur nukleofilinis katalizatorius yra m-toluidinas.

27. Būdas pagal 26 punktą,
kur terapinis baltymas yra parinktas iš grupės, susidedančios iš faktoriaus IX (FIX), faktoriaus VIII (FVIII), faktoriaus VIIa (FVIIa), Fon Vilebrando faktoriaus (VWF), faktoriaus V (FV), faktoriaus X (FX), faktoriaus XI (FXI), faktoriaus XII (FXII), trombino (FII), proteino C, proteino S, tPA, PAI-1, audinių faktoriaus (TF), ADAMTS 13 proteazės, IL-1 alfa, IL-1 beta, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-11, kolonijas stmuliuojančio faktoriaus-1 (CSF-1), M-CSF, SCF, GM-CSF, granuliocitų kolonijas stmuliuojančio faktoriaus (G-CSF), EPO, interferono-alfa (IFN-alfa), konsensuso interferono, IFN-beta, IFN-gama, IFN-omega, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-19, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-24, IL-31, IL-32 alfa, IL-33, trombopoietino (TPO), Ang-1, Ang-2, Ang-4, Ang-Y, angiopoietino tipo polipeptido 1 (ANGPTL1), angiopoietino tipo polipeptido 2 (ANGPTL2), angiopoietino tipo polipeptido 3 (ANGPTL3), angiopoietino tipo polipeptido 4 (ANGPTL4), angiopoietino tipo polipeptido 5 (ANGPTL5), angiopoietino tipo polipeptido 6 (ANGPTL6), angiopoietino tipo polipeptido 7 (ANGPTL 7), vitronektino, kraujagyslių endotelio augimo faktoriaus (VEGF), angiogenino, aktivino A, aktivino B, aktivino C, kaulų morfogeninio baltymo- 1, kaulų morfogeninio baltymo-2, kaulų morfogeninio baltymo-3, kaulų morfogeninio baltymo-4, kaulų morfogeninio baltymo-5, kaulų morfogeninio baltymo-6, kaulų morfogeninio baltymo-7, kaulų morfogeninio baltymo-8, kaulų morfogeninio baltymo-9, kaulų morfogeninio baltymo-10, kaulų morfogeninio baltymo-11, kaulų morfogeninio baltymo-12, kaulų morfogeninio baltymo-13, kaulų morfogeninio baltymo-14, kaulų morfogeninio baltymo-15, kaulų morfogeninio baltymo receptoriaus IA, kaulų morfogeninio baltymo receptoriaus IB, kaulų morfogeninio baltymo receptoriaus II, smegenų neutrotrofinio faktoriaus, kardiotrofino-1, kapiliarinio neutrofinio faktoriaus, kapiliarinio neutrofinio faktoriaus receptoriaus, kripto, kriptinio, citokinų sužadinamo neutrofilų chemotaktinio faktoriaus 1, citokinų sužadinamo neutrofilų chemotaktinio faktoriaus 2α, citokinų sužadinamo neutrofilų chemotaktinio faktoriaus 2β, β endotelio ląstelių augimo faktoriaus, endotelino 1, epidermio augimo faktoriaus, epigeno, epiregulino, epitelio neutrofilų atraktanto, fibroblastų augimo faktoriaus 4, fibroblastų augimo faktoriaus 5, fibroblastų augimo faktoriaus 6, fibroblastų augimo faktoriaus 7, fibroblastų augimo faktoriaus 8, fibroblastų augimo faktoriaus 8b, fibroblastų augimo faktoriaus 8c, fibroblastų augimo faktoriaus 9, fibroblastų augimo faktoriaus 10, fibroblastų augimo faktoriaus 11, fibroblastų augimo faktoriaus 12, fibroblastų augimo faktoriaus 13, fibroblastų augimo faktoriaus 16, fibroblastų augimo faktoriaus 17, fibroblastų augimo faktoriaus 19, fibroblastų augimo faktoriaus 20, fibroblastų augimo faktoriaus 21, rūgštinio fibroblastų augimo faktoriaus, bazinio fibroblastų augimo faktoriaus, glijos ląstelių linijos neutrofinio faktoriaus receptoriaus α1, glijos ląstelių linijos neutrofinio faktoriaus receptoriaus α2, su augimu susijusio baltymo, su augimu susijusio baltymo α, su augimu susijusio baltymo β, su augimu susijusio baltymo γ, hepariną surišančio epidermio augimo faktoriaus, hepatocitų augimo faktoriaus, hepatocitų augimo faktoriaus receptoriaus, hepatomos augimo faktoriaus, insulino tipo augimo faktoriaus I, insulino tipo augimo faktoriaus receptoriaus, insulino tipo augimo faktoriaus II, insulino tipo augimo faktoriaus surišimo baltymo, keratinocitų augimo faktoriaus, leukemijos inhibitorinio faktoriaus, leukemijos inhibitorinio faktoriaus receptoriaus α, nervų augimo faktoriaus, nervų augimo faktoriaus receptoriaus, neuropoietino, neurotrofino-3, neurotrofino-4, onkostatino M (OSM), placentos augimo faktoriaus, placentos augimo faktoriaus 2, trombocitų endotelio ląstelių augimo faktoriaus, trombocitų augimo faktoriaus, trombocitų augimo faktoriaus A grandinės, trombocitų augimo faktoriaus AA, trombocitų augimo faktoriaus AB, trombocitų augimo faktoriaus B grandinės, trombocitų augimo faktoriaus BB, trombocitų augimo faktoriaus receptoriaus α, trombocitų augimo faktoriaus receptoriaus β, pre-B ląstelių augimą stimuliuojančio faktoriaus, kamieninių ląstelių faktoriaus (SCF), kamieninių ląstelių faktoriaus receptoriaus, TNF, TNF0, TNF1, TNF2, transformuojančio augimo faktoriaus α, transformuojančio augimo faktoriaus β, transformuojančio augimo faktoriaus β1, transformuojančio augimo faktoriaus β1.2, transformuojančio augimo faktoriaus β2, transformuojančio augimo faktoriaus β3, transformuojančio augimo faktoriaus β5, latentinio transformuojančio augimo faktoriaus β1, transformuojančio augimo faktoriaus β surišimo baltymo I, transformuojančio augimo faktoriaus β surišimo baltymo II, transformuojančio augimo faktoriaus β surišimo baltymo III, skydliaukės stromos limfopoietino (TSLP), auglių nekrozės faktoriaus receptoriaus tipo I, auglių nekrozės faktoriaus receptoriaus tipo II, urokinazės-tipo plazminogeno aktyvatoriaus receptoriaus, fosfolipazę aktyvinančio baltymo (PUP), insulino, lektino, ricino, prolaktino, chorioninio gonadotropino, folikulus stimuliuojančio hormono, skydliaukę stimuliuojančio hormono, audinių plazminogeno aktyvatoriaus, IgG, IgE, IgM, IgA, ir IgD, α-galaktozidazės, β-galaktozidazės, DNRazės, fetuino, liuteinizuojančio hormono, estrogeno, albumino, lipoproteinų, fetoproteino, transferino, trombopoietino, urokinazės, integrino, trombino, leptino, humiros (adalimumabo), prolia (denosumabo), enbrelio (etanercepto), baltymo iš 1 lentelės arba biologiškai aktyvaus fragmento, darinio arba jo varianto.

28. Būdas pagal bet kurį vieną iš 1 - 24 punktų, kur vandenyje tirpus polimeras, turintis aktyvią aminooksi grupę, paruošiamas metodu, apimančiu:

a) inkubavimą tirpalo, apimančio oksiduotą vandenyje tirpų polimerą su aktyvintu aminooksi jungtuku, apimančiu aktyvią aminooksi grupę tokiomis sąlygomis, kurios leistų susiformuoti stabiliai oksimo jungčiai tarp oksiduoto vandenyje tirpaus polimero ir aktyvinto aminooksi jungtuko, minėtos sąlygos, apimančios laiko tarpą tarp maždaug 1 minutės ir maždaug 24 valandų; temperatūrą tarp maždaug 2 °C ir maždaug 37 °C; esant šviesai arba jos nesant, ir maišant arba be maišymo; tokiu būdu sudarant vandenyje tirpų polimerą, turintį aktyvią aminooksi grupę; ir
b) vandenyje tirpaus polimero, turinčio aktyvią aminooksi grupę, valymo metodą, parinktą iš grupės, susidedančios iš chromatografijos, filtravimo ir nusodinimo.

29. Būdas pagal 28 punktą, dar apimantis etapą
a’) inkubavimą tirpalo, apimančio vandenyje tirpų polimerą, kurio sudėtyje yra aktyvinta aminooksi grupė iš etapo a), su redukuojančiu agentu, esant sąlygoms, kurios leistų susiformuoti stabiliai alkoksamino jungčiai tarp oksiduoto vandenyje tirpaus polimero ir aktyvinto aminooksi jungtuko, minėtos sąlygos, apimančios laiko tarpą tarp maždaug 1 minutės ir maždaug 24 valandų; temperatūrą tarp maždaug 2 °C ir maždaug 37 °C; esant šviesai arba jos nesant; ir maišant arba be maišymo; tokiu būdu, kad etapas (a’) būtų atliekamas po etapo (a) ir prieš (b).

30. Būdas pagal 28 punktą, dar apimantis etapą
a’) inkubavimą tirpalo, apimančio vandenyje tirpų polimerą, kurio sudėtyje yra aktyvinta aminooksi grupė iš etapo a), su nukleofiliniu katalizatoriumi, esant salygoms, apimančioms laiko tarpą tarp 1 minutės ir 24 valandų; temperatūrą tarp 2 °C ir 37 °C; esant šviesai arba jos nesant; ir maišant arba be maišymo; tokiu būdu, kad etapas(a’) būtų atliekamas po etapo (a) ir prieš etapą (b); pasirinktinai, dar apimantis etapą 

a") inkubavimą tirpalo, apimančio vandenyje tirpų polimerą, kurio sudėtyje yra aktyvinta aminooksi grupė iš etapo b), su redukuojančiu agentu, esant sąlygoms, kurios leistų susiformuoti aktyvintai alkoksamino jungčiai tarp oksiduoto vandenyje tirpaus polimero ir aktyvinto aminooksi jungtuko, minėtos sąlygos, apimančios laiko tarpą tarp maždaug 1 minutės ir maždaug 24 valandų; temperatūrą tarp maždaug 2 °C ir maždaug 37 °C; esant šviesai arba jos nesant; ir maišant arba be maišymo; tokiu būdu, kad etapas (a") būtų atliekamas po etapo (a’) ir prieš etapą (b).

31. Būdas pagal bet kurį vieną iš 28 - 30 punktų, kur oksiduotas vandenyje tirpus polimeras yra parinktas iš grupės, susidedančios iš polietileno glikolio (PEG), šakoto PEG, PolyPEG® (Warwick Effect Polymers; Koventris, JK), polisialo rūgšties (PSA), polisacharidų, pululano, chitozano, hialurono rūgšties, chondroitino sulfato, dermatano sulfato, dekstrano, karboksimetil-dekstrano, polialkileno oksido (PAO), polialkileno glikolio (PAG), polipropileno glikolio (PPG), polioksazolino, poliakriloilmorfolino, polivinilo alkoholio (PVA), polikarboksilato, polivinilpirolidono, polifosfazeno, polioksazolino, polietileno ir maleino rūgšties anhidrido kopolimero, polistireno ir maleino rūgšties anhidrido kopolimero, ir poli(1-hidroksimetiletileno hidroksimetilformalino) (PHF), ir kur minėtas vandenyje tirpus polimeras yra oksiduotas inkubuojant su oksiduojančiu agentu tam, kad susidarytų galinė aldehidinė grupė nesiredukuojančiame vandenyje tirpaus polimero gale.

32. Būdas pagal 31 punktą, kur oksiduojantis agentas yra NaIO4.

33. Būdas pagal bet kurį vieną iš 28 - 32 punktų, kur aminooksi jungtukas yra parinktas iš grupės, susidedančios iš:

a) 3-oksa-pentan-1,5-dioksiamino jungtuko, kurio formulė:

[image: image4.emf]
b) 3,6,9-trioksa-undekano-1, 11-dioksiamino jungtuko, kurio formulė:

[image: image5.emf]
ir
c) 3,6,9,12,15-pentaoksa-heptadekano-1,17-dioksiamino jungtuko, kurio formulė:

[image: image6.emf]
34. Būdas pagal bet kurį vieną iš 29 ir 30 punktų, kur redukuojantis agentas yra parinktas iš grupės, susidedančios iš natrio cianoborhidrido (NaCNBH3), askorbo rūgšties (vitamino C) ir NaBH3.

35. Būdas pagal 30 punktą, kur nukleofilinis katalizatorius yra m-toluidinas, ir kur pasirinktinai, nukleofilinio katalizatoriaus pridedamas toks kiekis, kad būtų gauta galutinė nukleofilinio katalizatoriaus koncentracija tarp maždaug 1,0 mM ir maždaug 50 mM.

36. Būdas pagal bet kurį vieną iš 28 - 35 punktų, dar apimantis konjuguoto terapinio baltymo koncentravimą ultra-/diafiltracijos (UF/DF) metodu.

