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Ivairts gamtiniai ir rekombinantiniai baltymai vyra
naudingi medicinoje ir farmacijoje. Isgryninti
baltymai, kuriems surasta tinkama vaistiné forma, gali
biti taikomi parenteraliai esant ivairioms terapinéms

indikacijoms. Taciau parenteraliai taikomi baltymai

“gali bati imunogeniski, gali prastai tirpti vandenyje

bei turéti trumpg farmakologini gyvavimo puslaiki. Dél
to gali biti sunku pasiekti pacienty kraujyje terapine

baltymo koncentracijg.

Sias problemas galima iveikti baltymus konjuguojant su
polimerais, pavyzdZiui, polietilenglikoliu. Davis ir
kt. JAV patente Nr. 4,179,337 apradytas polietilen-
glikolio (PEG) konjugavimas su baltymais, pavyzdZiui,
su fermentais ir insulinu, siekiant gauti konjugatus,
kuriuose baltymas bity maZiau imunogenidkas, tadiau
islaikyty didZigja dali savo fiziologinio aktyvumo.
Nakagawa 1ir kt. apraso PEG konjugavimg su saleles

aktyvuojanc¢iu baltymu, siekiant sumaZinti 3alutinius jo

efektus ir imunogeniSkumg. Veronese ir kt. (Applied
Biochem. and Biotech., 11; 141-152 (1985) apraso
fenilchlorformiaty panaudojimg polietilenglikoliy

aktyvavimui, siekiant modifikuoti ribonukleaze ir
superoksiddismutaze. Katre ir kt. JAV patentuose Nr.
4,766,106 ir Nr. 4,917,888 taip pat apraso baltymy
soliubilizavimo bidg, konjuguojant juos su polimerais.
PEG ir kiti polimerai konjuguojami su rekombinantiniais
baltymais, siekiant sumaZinti jy imunogenidkuma ir
padidinti gyvavimo puslaiki. Zr. Nitecki ir kt., JAV
patentg Nr. 4,902,502, Enzon, Inc., PCT/US90/03133,
Nishimura ir kt., paraidkg Nr. 154,316 ir Tomasi,
PCT/US85/02572.

Zinomi konjugaty PEG-baltymas gamybos metodai bei
konjugatai, gaminami pagal $iuos metodus, pasiZymi kai
kuriais tridkumais. Vienas 1% jy yra tas, kad kai kurie

konjugaty gamybos bidai gali inaktyvuoti baltymg, todél
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gaunamas konjugatas turi menkg biologini aktyvumg. Be
to, kai kurie linkeriai, naudojami sintetinant PEG ir
baltymo konjugatus, gali Dblti jautriis hidrolizei in
vivo. Kai toks skilimas jvyksta panaudojus vaists,
konjugatai netenka savo pranasumy, kuriuos jiems

suteikia PEG.

Vienas $io i8radimo pavyzdZiy yra nauji interferono-PEG
konjugatai, turintys unikalius linkerius, kurie jungia
interferono (IFN) amino grupe su PEG. Sio idradimo
pagrindinis tikslas yra susintetinti fiziologiskai

aktyvius interferono konjugatus, turinc¢ius tokia bendrs

formule:
0
RO—(CHchO)x-(CHz(fHO)y-(CHz?HO)Z-CHZCIZH‘W)k NH interferonas |
X R R’ R*

kurioje R yra Zemesnysis alkilas; R', R’, R’ ir R® yra H

arba Zemesnysis alkilas;

m yra sveikas skaicius nuo 1 iki skaiciaus,
atitinkancio pasiekiamy amino grupiy skaiciy

interferone;

W yra O arba NH;

X yra sveikas skaic¢ius nuo 1 iki 1000, y ir z yra
sveiki skaic¢iai nuo 1 iki 1000, o x, y ir z suma yra

nuo 3 iki 1000;

su salyga, kad bent vienas i§ R’, R, R’ ir R® yra

Zemesnysis alkilas.

Akivaizdu, kad -NH grupé formuléje I yra i§ pasiekiamy

amino grupiy interferono molekuléje.

’
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Kalbant konkreciau, du skirtingi interferono konjugatai

turi tokias formules:

]
i
RO-(CHaCHO)x —(CH,CEO);= (CH,CHO),-CH,CH-NH NH — interferonas |A
I | | l
R! R2 R3 R4
— i
—
0
ROACH,CHO) _(CHZ(I;HO)Y— (CHZC‘:HO)"CW?H'O NH  _—_interferonas B8,
R! R2 ’ R3 R4

kuriose R yra Zemesnysis alkilas; Rl, RZ, R’ ir R* yra H

arba Zemesnysis alkilas;

m yra sveikas skaic¢ius, atitinkantis pasiekiamy amino
grupiy skaic¢iy interferone, ir x, y ir z yra parinkti
i§ 4vairiy skaiciy kombinacijy taip, kad konjugatas
islaikyty bent dali biologinio aktyvumo baltymo, kuris
ieina i konjugato sudéti, tadiau su saglyga, kad bent
vienas 1§ radikaly Rl, Rz, R ir R® yra Zemesnysis
alkilas.

Trumpas figlry aprasymas

Fig. 1.

Junginio 13 7 9pavyzdZio modifikavimo PEG'u eiga.
Interferonas (5 mg/ml) inkubuojamas su 10-, 20- ar 40-

kartiniu reagento pertekliumi baltymo atzZvilgiu

nurodytas laiko atkarpas tirpale, kuris sudarytas i§ 25
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mM Tricino (pH 10.0), 0.5 M KSCN ir 100 mM NaCl.
Ivairiais laiko tarpais imami méginiai, reakcija

[o)

sustabdoma glicinu ir analizuojama 15 % SDS-PAGE metodu

(poliaklrilamidinio gelio elektroforezés metodu,
dalyvaujant natrio dodecilsulfatui). Raide "T" Zymimas
interferonas.

Fig. 2.

Junginio i3 5 ©pavyzdZio modifikavimo PEG'u eiga.
Interferonas inkubuojamas su 3- ar 1l0-kartiniu reagento
pertekliumi laiko atkarpas, nurodytas fig. 1.

Nurodytomis laiko atkarpomis imami méginiai, reakcija

X

sustabdoma glicinu ir analizuojama 15 % SDS-PAGE
metodu. Raide "S" Zymimi baltymy molekulinés masés

standartai, o raide "I" Zymimams interferonas.
Fig. 3.

Junginio 18 1 pavyzdZio (kairéje) 1ir Jjunginio 1§ 3
pavyzdZio (deSineje) modifikavimo PEG'u palyginimas.
Interferonas inkubuojamas su 3-kartiniu reagento
pertekliumi 0.25, 1.5 ar 24 valandas. Imami méginiai,
reakcija sustabdoma glicinu ir analizuojama 15 % SDS-
PAGE metodul Raide " 8" Zymimi baltymy molekulinio

svorio standartai, o raide "I" Zymimas interferonas.

Pagal 8i i8radimg IFN konjugatai, turintys formules IA
ir IB, gali biti susintetinti kondensuojant aktyvuotg
PEG'g, kurio galiné hidroksi- ar aminogrupe pakeista
aktyvuotu linkeriu. Tokie reagentai gali reaguoti su
viena arba keliomis IFN amino grupémis. Labiau tinkamas
Sio iSradimo igyvendinimas yra toks, kai kondensacija
vyksta tik su viena amino grupe ir susidaro
monoPEG'inis konjugatas. Todél iSradimas taip pat

apra$o naujus aktyvuotus junginius (reagentus), kurie
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gali blti panaudoti $io iSradimo interferono konjugaty

sintezei. Sie junginiai turi tokiag bendra formule:

0 =z
| o

Ao/
RO-(CHZCI:HO)X-(CHZCHO)y-(CHzcHO)Z-CH2CH-W o) N
I

|
&' Lk A3 R

kurioje R yra Zemesnysis alkilas; R, Rz, R3, R° ir R

yra H arba Zemesnysis alkilas;
W yra NH arba O;

x yra sveikas skaid¢ius nuo 1 iki 1000, y ir =z yra
sveiki skai&iai nuo 0 iki 1000, o x, y ir z suma yra
nuo 3 1iki 1000;

su salyga, kad jei W yra NH arba W yra O ir RS yra H,
bent vienas 18 Rl, R2, R® ir R’ yra Zemesnysis alkilas,

ir

RO-(CHZ(.;,HO)X-(CHZCl:HO)y-(CHszHO)Z—CHz(iHO C=0 111
R1 R2 R3 Rd
2

kurioje R yra Zemesnysis alkilas; R', R%, R3, R* yra H

arba metilas, x yra sveikas skaic¢ius nuo 1 iki 1000, y
ir z yra sveiki skai&iai nuo 1 iki 1000, o x, y ir z

suma yra nuo 3 iki 1000.

Kalbant konkre&iau, formulé II apima tokiy dviejy tipy

junginius:
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ROACHzCHO),-(CH2CHO)y~(CH,CHO),-CH2CH-NH

)
RS
)
IR .
0]

R! R? R3
RO-{CHZCHO)X-(CHZTHO)Y-(CHZCHO)Z-CHZCH-O

R‘ R2 RS R‘

Radikaly R, Ra R{ R% R' ir R’ reikdmés junginiuose

IIA, IIB ir III nurodytos auki&iau, o X, y 1ir z yra
parinkti i85 ijvairiy skaidiy kombinacijy taip, kad
konjugatas isSlaikyty bent dali laisvojo baltymo, kuris
ieina i konjugato sudéti, biologinio aktyvumo, ta&iau

su i3lyga, nurodyta po formule II.

Pagal  §j i8radimg konjugaty gaminimui naudojant
aktyvuotus PEG konjugatus, turin&ius formules IIA, IIB
ir III, grupé, jungianc¢ioji baltymo, pavyzdzZiui,
interferono (IFN), laisvas amino grupes 1ir PEG,
suformuojama taip, kad gaunamas konjugatas i$saugo bent
dali baltymo Dbiologinio aktyvumoe ir yra maZiau
imunogeniskas. Be to, jungian&ioji grupeé, kuri susidaro
Sio iSradimo konjugatuose naudojant aktyvuotus
polietilenglikolius, kuriy formulé IIA, IIB ir III,
suteikia baltymo konjugatui atsparumg hidrolizei 1in
vivo ir konjugatas neturi trGkumy, bidingy ankstesniems
PEG baltymams.
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Pagal &i isradimg R, R?, Rz, Ra, R ir R’ gali bGti bet

koks Zemesnysis alkilas, labiau tinka metilas. Terminas
" Zemesnysis alkilas" reiskia Zemesniasias alkilo
grupes, turindias nuo 1 iki 6 anglies atomy,

pavyzdziui, metilo, etilo, n-propilo, izopropilo ir kt.

‘grupes. Paprastai labiau tinka Zemesnioji alki'-~ --upe,
turinti nuo 1 iki 4 anglies atomu. '~ .sial
tinka metilas. R, R', R% R’ .. puti ir
vandenilis, tadiau R, Rl, R{ I .egall vienu metu

bGti vandenilis.

Pagal $i iSradimg x, y ir z gali bati bet kokia skaidiy
kombinacija, parinkta taip, kad gaunamas konjugatas
islaiko bent dali IFN, sudaranc¢io konjugata, biologinio
aktyvumo. Akivaizdu, kad x, y, z ir m suma atvirksdiai
proporcinga IFN biologinio aktyvumo dydziui, kuris
islieka konjugate. Skaic¢iai x, y ir z reiskia glikolio
subvienety, esanc¢iy konjugatg sudaranc¢iame poligli-
kolyje, skai¢iy. Skaic¢ius m reiskia laisvy arba
prieinamy amino grupiy, galindéiy reaguoti su PEG
misSiniu, skaic¢iy interferone. Kuo didesnes m, x, y ir z
reikSmés, tuo didesné konjugato molekuliné masé. Pagal
§i iSradimg x, y ir z yra tokie skaidiai, kad konjugato
molekuliné mase, atmetus baltymo molekuline mase, yra
nuo 300 iki 30000 daltony. Labiau tinkamos interferono
atveju m reikSmés yra nuo 1 1iki 3. Ypad tinkamas
pavyzdys yra monoPEG'o konjugatas, kai m 1lygus 1,
pagamintas taip, kad IFN konjugatas su didele iSeiga
gaunamas reaguojant vienintelei laisvai amino grupei su
PEG reagentu, turinc¢iu formule II-A, II-B arba III.
Siame ypa& tinkamame pavyzdyje, kai m lygus 1, x, y ir
z vyra tokie skaic¢iai, kad glikolis, kuris sudaro
konjugatg, turi vidutine molekuline mase nuo maZdaug
300 iki maZdaug 30000 daltonuy, labiau tinka molekulineé
maseé nuo maZdaug 1000 iki maZdaug 10000 daltony, ypad
nuo 1000 iki 5000 daltony. Tinkamiausias atvejis, kai

molekuliné masé yra maZdaug 2000 daltony.
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Skaic¢ius x yra sveikas skaidius nuo 1 iki 1000, y ir =z
yra sveiki skaicdiai nuo 0 iki 1000, o x6 y ir 2z suma

yra skaic¢ius nuo 3 iki 1000.

Labai tinkamas konjugato, turin&io formules IA ir IB,
pavyzdys, kai x ir y yra nuo 5 iki 500 ir z yra nuo 0
iki 4.

Labiau tinkamas pavyzdys, kai naudojamas glikolis vyra
glikoliy miSinys, kai x yra nuo 10 iki 100, y yra nuo 1
iki 10 ir z yra lygus 0. Tinkamiausias yra interferono
konjugatas, turintis formule IA, kai m lygus 1, R, R
ir R* yra CHy; R' yra H; x yra mazdaug 19, y - mazZzdaug 2
ir z 1lygus 0. Tai atitinka PEG subvieneto vidutine

molekuline mase 1000 daltony.

Siekiant iSvengti neaiskumy, nustatant subvienety
skai¢iy PEG molekuleje, polietilenglikolio polimeras
charakterizuojamas pagal molekuline mase, o ne pagal
pasikartojand¢iy subvienety (PS) skaidius, Zymimus X, vy
ir z. Siuos dydZius gali bati keblu ivertinti dél
galimo pradiniy PEG junginiy nehomogeni$kumo, paprastai
apibidinamy vidutine molekuline mase, o ne pasikarto-
janc¢iy subvienety skaidiumi. Pradiniai PEG junginiai,
turintys ijvairig molekuline mase, gali biti susintetin-
ti pagal Zinomus metodus arba gauti komerciniais

keliais.

Tuo atveju, kai X, y ir v reiksSmes, gautos
apskai¢iuojant molekuline mase arba nurodytos
gamintojo, néra sveiki skaic¢iai (paprastai taip ir
blna), jas reikia standartiniu bidu suapvalinti iki
didesnio arba maZesnio skaic¢iaus tam, kad polimero
molekuleje, kuri sudaro didZigja polimery miSinio dali,

bity sveiki skaiciai.
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Kai reagentas, turintis formule IIA, IIB arba III,
reaguoja su IFN, kuriame yra daugiau nei viena laisva
amino grupe, gaunamas konjugatas yra ivairiy IFN ir
PEG'c reakcijos produkty misinys. Sie reakcijos
produktai susidaro reaguojant PEG'ui su viena ar
‘keliomis laisvomis amino grupémis. Tg parodo m reik3me
formulése IA ir IB. PavyzdZiui, tuo atveju, kai IFN
turi tris laisvas amino grupes, aktyvuotas PEG'as gali
reaguoti su viena, dviem arba trim amino grupémis. Siuo
atveju misinyje yra konjugatai, atitinkantys visus tris
variantus. Kadangi jivairiy konjugaty molekulinés masés
gerokai skiriasi priklausomai nuo m reikSmeés, kuri gali
bati 1lygi 1, 2 arba 3, &ie reakcijos produktai
atskiriami standartiniais metodais, pavyzdZiui, chro-
matografiskai. Norint nustatyti, ar m, x, y 1ir z
reik3més tinkamai parinktos, izoliuoty konjugavimo
reakcijos produkty biologinis aktyvumas tiriamas tais
padiais metodais, kaip ir ©pradinio IFN - taip
nustatoma, ar konjugate dar i8lieka IFN, naudoto
konjugatui gaminti, biologinis aktyvumas. Sitokiu badu
m, X, y ir z reikSmés gali biGti taip suderintos, kad

bty gautas norimas aktyvumas.

Pagal tinkamiausig pavyzdi m yra lygus 1. Kai m lygus
1, konjugata galima gauti ir esant dviems ar daugiau
amino grupiy. Aktyvuoto PEG'o reagentas 13§ pradZiy
reaguoja su viena 1§ laisvy amino grupiy, esancéiy IFN.
Reaguliuojant reagenty koncentracija, pavyzdziui, IFN
koncentracijg, bei reakcijos salygas, atsiZvelgiant j
standartinius aminy kondensavimo metodus, galima
reguliuoti laisvy amino grupiy, esanc¢iy baltyme,
reagavimo su PEG'u laipsni. Kai baltymuose, turinéiuose
vieng ar kelias laisvas amino grupes, viena amino grupé
yra aktyvesné uZ kitas, galima taip parinkti reakcijos
salygas, kad baltymui reaguojant su PEG junginiu,
gaunami reakcijos produktai, kuriy formulé yra IA arba

IB ir m yra lygus 1. Kitos laisvos amino rlgstys,
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esandios baltymo molekuléje, gali taip pat reaguoti su
PEG'u, jei kondensacijos reakcija vykdoma ilgiau arba

esant grieZtesnéms sglygoms.

Terminai "interferonas" ir "IFN", naudojami Siame
aprad$yme bei i3radimo apibréZtyje, reiskia visy tipy
interferonus (t.y. molekules, pasiZyminc¢ias interfero-
niniu aktyvumu), pavyzdZiui, o, B, y ir ® interferonai
bei jy subtipai, pavyzdZiui, al, o2, a2A, o2B arba a2C,
arba ivairiy tipuy ir/arba subtipy hibridai arba
chimeros. Interferonas gali bati bet kokios kilmes,
gaunamas 18 gamtiniy $altiniy, audiniy kultiry arba
susintetintas, naudojantis rekombinantineés DNR
metodais. NatlGraliy ar rekombinantiniy interferony
gamybos ir skyrimo budai yra gerai Zinomi specialistams
ir yra apras$yti, pavyzdZiui, patentuose EP Nr. 43 980,
EP Nr. 211 148, EP Nr. 140 127, DE Nr. 3 028 919, US
Nr. 4,503,035 ir US Nr. 4,414,150.

Naudojant reagentus, turinc¢ius formules IIA, IIB ir
III, kai bent wvienas 138 R, Rl, Rz, R ir R’ yra
Zemesnysis alkilas, ypadé metilas (reagentai, pakeisti
alkilo grupe) , pranasSumai pasireiskia tuo, kad
netikétai padidéja konjugato 1iSeiga, t.y. naudojant
reakcijoje alkilpakeistus reagentus padidéja, lyginant
su nepakeistais reagentais, PEG'o ir baltymo junginio
iSeiga. Naudojant alkilpakeistus reagentus per tg patj
laikg gaunama dvigubai daugiau konjugato, negu

naudojant nepakeistus reagentus.

Skiriant pacienty gydymui konjugatus, turinéius formule
IA ir IB, bei pagamintus naudojant aukS$c¢iau aprasytus
pakeistus reagentus, pastebéta, kad $iuy konjugaty in
vivo gyvavimo paciento kraujo apytakoje puslaikis
Zymiai didesnis lyginant su konjugatais, susintetintais
i85 nepakeisty reagenty. Nors gyvavimo puslaikis in vivo

tiesiog proporcingas konjugato molekuliniam svoriui,
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konjugatas, susintetintas is pakeisto reagento,
netiketai pasirode turis toki pati gyvavimo puslaiki,
kaip ir didesneés molekulinés maseés konjugatas,
paganintas 13 nepakeisto reagento. Ilgesnis terapinio

agento gyvavimo puslaikis paciento kraujyje reidkia

*didesni agento efektyvumg paciento organizme. Pavyz-

dziui, konjugatai, pagaminti i$ alkilpakeisty reagentuy,
gali biati skiriami reciau ir/arba maZesnémis dozémis,
negu konjugatai, pagaminti 1§ atitinkamo nepakeisto
reagento. Siekiant padidinti skiriamo biologidkai
aktyvaus baltymo konjugato su polietilenglikoliu
efektyvumg, konjugaty sintezei buvo naudojami didesnio
molekulinio svorio polietilenglikoliai. Tacdiau konju-
guoto IFN biologinis efektyvumas maZéja didinant
molekuline mase. Nepaisant to, naudojant $io i3radimo
konjugatus, pagamintus vartojant pakeistus reagentus,
terapinis efektyvumas didesnis, negu naudojant
atitinkamus nepakeistus konjugatus, o molekuliné masé

padidéja maZiau.

Kitame $io i3radimo pavyzdyje aprafomas naujy konjugaty

sintezes procesas.

Konjugatas, turintis formule IA, gali blati

susintetintas tokiu btdu:
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RO-(CHzCHO), —(CH,CHO);—~ (CH2?HO)Z-CHZCHNH2 (\/[ /L j\/j
‘Iqi ;lqz R3

PEG- aminas

RO-(CH,CHO), —(CH,CHO);—~ (CHZCHO)ZoCHZCHNH

P YI)

NH»- baltymas

o

RO(CHzclHO)x —(CHZ?HO),— (CH?_CI:HO)Z-CHZCHNH n

I Itymas
R! R2 R3 R palymas,

m
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2 3

kai R, R', R%, R’, R®

. 5 . . v v
ir R, m, x, y ir z turi auki&iau
2

nurodytas reiksSmes su salyga, kad bet kuris i8 Rl, RY,

R’, R® arba keli i5 jy gali biti Zemesnysis alkilas.

Sioje reakcijoje PEG-aminas maifomas su junginiu,
turindiu formule Iv, angliavandeniliniame arba
chlorinto angliavandenilio tirpiklyje ir gaunamas
junginys, turintis formule IIA. Junginys, turintis
formule IIA, gali bGti kondensuojamas vandeninéje
terpéje su viena arba keliomis laisvomis baltymo amino
grupémis - taip gaunamas konjugatas, turintis formule
IA. S8i reakcija atliekama pagal Zinomas metodikas,
skirtas aminy kondensacijai vandenineéje terpéje.
Sintetinant konjugatg, turinti formule IA, reakcija
paprastai vykdoma standartiniame vandeniniame buferio
tirpale, kurio pH yra nuo 7 iki 10. Reakcijos metu,
priklausomai nuo laisvy amino grupiy skai&iaus baltyme
ir nuo reakcijos trukmés, susidaro PEG'o ir baltymo
konjugatuy, turinégiy ivairias molekulines mases,
misSinys. PEG-baltymo konjugaty miSinys gali Dbati
isfrakcionuotas iki individualiy komponenty, naudojant
standartinius metodus, pavyzdZiui, didelio efektyvumo
skystine chromatografijg (HPLC) arba gel-elektroforeze.
Junginiy atskyrimui pagal molekuline mase, naudojant
HPLC arba gel-elektroforeze, tinka bet kokios
standartinés salygos. Mi8inys frakcionuojamas pagal

susidarané¢iy produkty molekuline mase.

IFN konjugatas, turintis formule 1IB, gali Dbiati

pagamintas pagal tokig reakcijos schema:
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kai R, R, R?), R’, R

sglyga apibreézti auk3ciau.

c S . R .
ir R m, X, y ir z reikSmes beil

Junginys, turintis formule IV, gaminamas kondensuojant
fosgeng su 2-hidroksipiridinu (kuris pakeistas, jei R’
‘yra zemesnysis alkilas), naudojant bet kuri standartinj
riag8ties chloranhidrido ir alkoholio kondensacijos
biidsg.

PEG-alkoholio ir Jjunginio, turincio formule IV,
kondensacija, norint gauti junginius, turinc¢ius formule
IIB, vykdoma esant standartinéms salygoms, kurios
naudojamos kondensuojant alkoholius su karbonatais.
Junginys, turintis formule IIB, kondensuojamas su
baltymu per jo vieng ar kelias laisvas amino grupes ir
gaunamas Jjunginys, turintis formule IB. 3i reakcija
vykdoma tomis paciomis saglygomis, kaip ir auks3diau
apra8yta junginio, turinc¢io formule IIA, kondensacija
gaminant konjugatus, kuriy formulé IA. Priklausomai nuo
laisvy amino grupiy skaiciaus baltyme, kuris reaguoja
su junginiu, turincéiu formule IIB, konjugatas, turintis
formule IB, gali biti sudarytas i§ ivairios molekulinés
maseés konjugaty. Toks midinys gali biti isSfrakcionuotas

auks$ciau aprasytu budu.

Junginys, turintis formule 1IB, taip pat gali bGti

susintetintas pagal tokig schema:



\ R® Re AN
RO-(CH,CHO),-(CH,CHO\{CH,CHO),-CH,CHOH l 0 ’
LooL AN A
Rt N o~ o N
v
Ro-(CHz?HO)x-(cHZ(':HO)Y-(CHZ(':HO)Z-CHZ?HO C=0
R’ R? R R*
2
1
NHz- interferonas
r— O —
RO-(CH,CHO),-(CH,CHQ),-(CH,CHO),-CH, CH- O NH-—interferonas
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kai R, Rl, R?, R3, R ir R’ m, X ir y reik3més apibréZtos

auksciau.

Sioje reakcijos schemoje PEG-alkoholis kondensuojamas
su junginiu, turinc¢iu formule IV, ir gaunamas junginys,
turintis formule III. Sioje reakcijoje Jjunginys,
turintis formule IIB, susidaro kaip tarpinis junginys,
kuris po to reaguoja su antru PEG-alkoholio moliu ir
gaunamas Jjunginys, turintis formule III. Vykdant &ig
reakcijg, vienam moliui junginio, turindio formule IV,
tenka maZiausiai 2 moliai  PEG-alkoholio. Siai
procedirai galima panaudoti bet kuri standartini
alkoholio ir karbonato kondensacijos bida. Junginys,
turintis formule III, reaguodamas su interferonu tuo
paciu budu, kaip tai apraSyta paver&iant jungini IIA i
jungini IA, sudaro konjugatg, turinti formule IB.
Priklausomai nuo laisvy amino grupiy skaidiaus baltyme,
kondensuojant jungini, turinti formule III, su baltymu,
gaunamas mi3inys, sudarytas i3 ivairios molekulinés
masés konjugaty. Toks miSinys gali biti idfrakcionuotas
i atskirus komponentus badu, aprasSytu auksciau

konjugatams, turintiems formule IA.

Nustatyta, kad Sio iSradimo interferono konjugatai
tinka tam pac¢iam tikslui, kaip ir baltymas, kuris buvo
panaudotas, gaminant konjugata. Todél Sie konjugatai
pasiZymi tokiu paciu terapiniu aktyvumu, kaip baltymas
i8 kurio jie pagaminti, ir gali bidti naudojami taip
pat, kaip ir pats baltymas, nesukeldami nepageidaujamo
imuninio atsako, kuris gali bati susijes su paties
baltymo vartojimu. Todél $is iSradimas taip pat apima
farmacines kompozicijas, sudarytas ig junginiy,
turinCiy formule I, arba jy drusky pagrindu, bei kokiy
kompozicijy gamybos bidus.

I 8io iSradimo farmaciniy kompoziciiy, naudojamy

susirgimy gydymui arba profilaktikai, sudéti ieina
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interferono konjugatai, turintys formule I, ir
terapiniu pozZilriu priimtinas, inertiskas ir

netoksiskas ne8iklis. Vartojimui skirtos farmacinés
kompozicijos sudaromos ir dozuojamos pagal procedlras,
atitinkandias GMP (gera medicinine praktika)
reikalavimus, atsiZvelgiant i gydomg ligg, paciento
bikle, baltymo konjugato taikymo vietg, taikymo bidag

bei kitus Zinomus specialistams faktorius.

Toliau pateikiami pavyzdZiai iliustruoja 8i i8radima,

ta¢iau jo neapriboja.

Siuose pavyzdiiuose minimas Jeffamine M-2070 vyra
monometoksipolioksialkileno propilamino polimeras,
kurio vidutineé molekuliné maseé yra 2070, susintetintas
i85 propileno ir etileno ©oksido ir sudarytas i3
polietilenglikolinés pagrindinés grandineés, kurioje yra
mazdaug 30 % atsitiktiniu badu iterpty propilencksido
grupiy.

Jeffaminas M-1000 yra monometoksipolialkileno propil-
amino polimeras, kurio vidutiné molekuliné mase vyra
1000, susintetintas 18 propileno ir etileno oksido ir
sudarytas 18 polietilenglikolinés pagrindines gran-
dinés, kurioje yra 14 % specifidkai iterpty propileno
oksido grupiy, kai x vidurkis yra 18.6, y vidurkis yra
1,6 ir =z yra 0 (X, y 1ir =z reikSmés apibréZtos

auksc¢iau) .

Visi Siuose pavyzdZiuose apraSyti reagentai, iki
vartojimo saugomi sausai tamsios spalvos uZdarytuose
. 0 . . . . . . .

induose esant 4 C. Kiekvienam modifikavimui naudojamos

SvieZios reagenty porcijos.
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1 pavyzdys

o, o-oksometilen-bis [ ®w-metoksipoli (oksi-1,2-etandiil)]
PS 111 sintezeé

15 suspensijos, kurioje yra 1.5 g MPEG (metoksipoli-
etilenglikolio) (mol.sv. 5000) ir 80 ml sauso toluolo,
nudistiliuojama 50 ml tirpiklio. Tirpalas atSaldomas ir
pridedama 30.5 mg di-2-piridilkarbonato. Gautas miSinys
virinamas su griZtamu Saldytuvu 24 valandas. Po to
tirpalas at%aldomas, iSkritusios nuosédos nufiltruo-

jamos ir perplaunamos maZu kiekiu toluolo bei dietilo

eteriu. Kieta medzZiaga dZiovinama, esant geram
vakuumui, ir gaunama 0.6 g balty milteliy - o, o-
oksometilen-bis [ o-metoksipoli (oksi-1,2-etandiil)] PS

111. PEG'u modifikuotas interferonas buvo pagamintas

pagal blda, kuris aprasytas Zemiau.
a~INTERFERONO, MODIFIKUOTO PEG'u, SINTEZE.

1 budas: Rekombinantinis oa-interferonas (5 mg/ml)
dializuojamas pries buferi, kuris sudarytas i§ 5 mM
natrio acetato, pH 5.0, 120 mM NaCl. Pridedama kalio
tiocianato iki galutinés koncentracijos 0.5 M ir pH
koreguojamas 1iki galutinés reiksmés 10.0, pridedant
vieng de8imtaja tiirio 1 M tricino-natrio S$Sarmo tidrio,
pH 11.9. Kieto pavidalo arba iStirpintas DMSO (DMSO
tidris sudaro maZiau nei 10 % bendro tdrio) PEG-
reagentas pridedamas i baltymg moliniu santykiu 3:1.
Modifikacija vykdoma kambario temperatiGroje nuo 30
minu¢iy iki 4 valandy, po to, siekiant sustabdyti
tolesne modifikacija, pridedamas 1 M L-glicinas (pH
6.3) iki galutinés  koncentracijos 20 mM. PEG-
modifikuotas baltymas buvo i3sodintas pridedant 3.5 M
amonio sulfato, 50 mM natrio fosfato, pH 7.0, kol

pasiekiama galutiné 1.1 M amonio sulfato koncentracija
(L.0 M amonio sulfato koncentracija PEG-10000 atveju),
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nuosédos atskiriamos centrifuguojant, plaunamos ir veél
tirpinamos 25 mM amonio acetato tirpale, pH 5.0. PEG'u
modifikuoti baltymai buvo gryninami chromatografiniu
bidu per hidrofobinés saveikos kolonéle (pavyzdziui,
75x7.5 mm), tokia, kaip BioRad TSK Phenyl-5-PW arba
Toyopearl Phenyl-650M, naudojant kaip eliuentg
mazéjanti amonio sulfato gradientg 50 mM natrio
fosfate, pH 7.0. Arba: PEG-IFN gryninimas gel-
filtracijos bidu per Sephacryl S-200 kolonéle
(pavyzdziui, 90 cm x 3.2 cm) (Pharmacia), kuri
nupusiausvirinama 25 mM natrio acetatu (pH 5.0), 200 mM
NaCl. PEG'u modifikuotas baltymas identifikuojamas SDS-
PAGE metodu. Buvo surinktos 13 kolonélés i&tekandio
baltymo frakcijos, atitinkanc¢ios interferona, sujungta
su vVviena (PEG1-IFN) arba dviem (PEG2-IFN) PEG'o
molekuleéemis. Apjungtos frakcijos sukoncentruotos, Jjose
pagal absorbcijg prie 280 nm arba kolorimetriskai
(Pierce) nustatytas baltymo kiekis. PEG-IFN laikomas
esant 4°C buferyje, sudarytame i35 50 mM natrio fosfato

ir 0.3 M amonio sulfato, pH 7.0.

2 biudas: Interferonas oa-2a (koncentracija maZdaug 6
mg/ml) dializuojamas prie$ tirpala, sudarytg i3 5 mM
natrio acetato, pH 5.0 bei 0.12 M natrio chlorido.
Baltymo koncentracija nustatoma pagal absorbcija prie
280 nm, naudojant ekstinkcijos koeficientg 1.0 mgﬂml.
Baltymo tirpalas sumaiSomas su modifikuojandiu reagentu
moliniu santykiu 1:3. Modifikacijos reakcija
inicijuojama koreguojant pH reikSme iki 10.0, naudojant
vieng deSimtadalj tdGrio 1.0 M Na,B,0; - NaOH, pH 10.7.
Po to 1 valandg reakcijos misSinys inkubuojamas kambario
temperatiroje ir reakcija sustabdoma, pridedant vieng
dvide8imtgja tfirio dali 1 M glicino, pH 7.5. Po 3-5
minu¢iy, pH sumaZinamas iki 5.0-6.0, pridedant vieng

dvideSimtgja tlrio dali 1 M natrio acetato, pH 4.0.
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Tirpalas, kuriame yra PEG-interferonas, neutralizuotas
reagentas ir nemodifikuotas interferonas, praskiedZia-
mas keturiais tGriais 40 mM amonio acetato, pH 4.5, ir
leidZiamas per CM-celiuliozés kolonéle (Whatman CM-52,

mazdaug 0.5 ml sorbento 1 mg baltymo). Perplovus

‘koloneéle 5 tiriais 40 mM amonio acetato, pH 4.5, PEG-

interferonas ir nemodifikuotas interferonas eliuojami,
naudojant tiesini natrio chlorido gradienta (0-0.5 M)
40 mM amonio acetate, pH 4.5. Frakcijos, kuriose vyra
baltymo, identifikuojamos pagal absorbcijag prie 280 nm,
PEG-interferong turinéios frakcijos identifikuojamos
SDS-PAGE metodu.

Toliau PEG-interferonas gryninamas gel-filtracinés
chromatografijos metodu per kolonéle, kuri uZpildyta
Sephacryl $-200 sorbentu (Pharmacia-LKB). Frakcijos,
surinktos iStekant i8 kolonélés, analizuojamos SDS-PAGE
metodu, surenkamas piko eliuatas, atitinkantis PEG-

interferong.
2 pavyzdys

o, o-Oksometilen-bis [ o-metoksipoli (oksi-1,2-etandiil)]
PS 28.3 sintezeé

Pagal metodika, aprasytg 1 pavyzdyje, i§ MPEG
(molekulinis svoris 1300) buvo susintetintas o, o-
oksometilen-bis [ @-metoksipoli (oksi-1,2-etandiil)] PS
28.3 ir, panaudojus $§j reagenta, pagal 1 biida, aprasyta
1 pavyzdyje, buvo pagamintas PEG'u modifikuotas
interferonas.

3 pavyzdys

o-Metil-o-{ 2-{[ (2-piridiniloksi)karbonil] oksi] ~etoksi] -
poli-(oksi-1,2-etandiil) PS 111.7 sintezé
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I$ tirpalo, kuriame yra 1 g MPEG (mol. svoris 5000) ir
30 ml sauso metileno chlorido, nudistiliuojama 10 ml
tirpiklio. Tirpalas atSaldomas iki kambario
temperatiros ir i ji pridedama 132 mg (0.6 mM) di-2-
piridilkarbonato ir 4 mg DMAP. Tirpalas maiSomas 14
valandy, po to tirpiklis ©paSalinamas sumaZintame
slegyje. Liekana i8trinama dietilo eteryje ir gautos
nuosédos nufiltruojamos. Produktas iStirpinamas 7 ml
sauso glimo, pasildoma, kol wviskas iStirpsta, ir
tirpalas atvésinamas ir paliekamas kambario tempera-
tiroje keletg wvalandy. ISkritusios nuosédos filtruo-
jamos 1ir perplaunamos sausu glimu (2x5 ml). Kieta
medZiaga dZiovinama vakuumineéje krosnyje azoto srovéje
ir gaunama 0.7 g o- (2-piridiniloksi)karbonil] -o-
metoksipoli-(oksi-1,2-etandiil) PS 111.7

Analizé: CoH,,NO, (CH,CH,0) 111.7]

Apskaiciuota; %: C, 54.57; H, 9.02; N, 0.28.

Rasta; %: C, 54.51; H, 92.19; N, 0.28.

PEG'u modifikuotas interferonas buvo pagamintas

naudojant 3i reagentg pagal 1 Dbudsa, aprasSytg 1
pavyzdyje.

4 pavyzdys

o-[ (2-piridiniloksi)karbonil] -@-metoksipoli (oksi-1,2-
etandiil) PS 225 sintezeée

Pagal metodiksg, aprasyta 3 pavyzdyje, i§ MPEG
(molekuliné masé 10000) buvo susintetintas o~ (2-
piridiniloksi)karbonil] ~o-metoksipoli (oksi-1,2-
etandiil) PS 225.

Analizé: CoH,4NO4 (CH,CH,0) 255
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Apskaidiuota; %: 54.54; H, 9.08; N, 0.14.
Raste; %: C, 54.54; H, 9.12; N,0.11.

"PEG'u modifikuotas interferonas buvo pagamintas naudo-

jant 31 reagenta pagal 1 bida, apradyta 1 pavyzdyje.
5 pavyzdys

a—metil—m-[2—[2—[[2——piridiniloksi)karbonil]oksi]—pro—

poksi] propoksi] poli (oksi-1,2-etandiil) PS 64.7 sintezeé

I8 tirpalo, kuriame yra 0.5 g «-2-[ 2-(hidroksipro-
poksi)propil] -®-metoksipoli (oksi-1,2-etandiil) PS 64.7
ir 40 ml sauso metileno chlorido, nudistiliuojama 15 ml
tirpiklio. Po to i tirpalg pridedama 108 mg di-2-
piridilkarbonato, 4 mg DMAP ir keli grideliai 4A
molekulinio sieto. MiSinys maisSomas per nakti,
filtruojamas ir tirpiklis nudistiliuojamas sumaZintame
slégyje. Liekana gryninama gel-filtracinés chromatogra-

fijos metodu.

Sis reagentas atitinka junginiui, kurio formulé yra

0
/"\ @ IIB-1
CH3—O-(CH2CH20)nCH2C|)HOCH2(|3H =07 "0y I

CH, CH,
kurioje n yra maZdaug 64.

Tali atitinka polimero molekuline mase apie 3000

daltony.
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PEG'u modifikuotas interferonas buvo pagamintas
naudojant 3i reagentg pagal 1 bida, aprasytg 1
pavyzdyje.

6 pavyzdys

a-metil-w-[ 2-[ 2-[[ 2-piridiniloksi) karbonil] oksi] ~pro-
poksi] propoksi] poli (oksi-1,2-etandiil)PS 110 sinteze

a-2-] 2~ (hidroksipropoksi)propil] -0-metoksipoli (oksi-

1,2-etandiil)PS 110 buvo paverstas a-metil-o-[ 2-[ 2-{[ 2-
piridiniloksi)karbonil]oksi]—propoksi]propoksi]poli(ok—
si-1,2-etandiil)PS 110, naudojantis metodika, apraSyta

5 pavyzdyje.

8is reagentas (IIB-2) atitinka Jjungini, aprasytg 35
pavyzdyje, i$skyrus tai, kad n reik3mé yra maZdaug 110,

kas atitinka apytikriai 5000 daltony.

PEG'u modifikuotas interferonas buvo pagamintas
naudojant $i reagentg pagal 1 bida, aprasytg 1
pavyzdyje.

7 pavyzdys

Metiloksirano, polimero su oksiranu, [2-{[ (2-piri-
diniloksi)-karbonil] amino] propilmetilo eterio (MO/0=10/

32) sinteze.

I5 tirpalo, kuriame yra 1 g Jeffamine M-2070 (Texaco
Chemical Co.) ir 40 ml sauso metileno chlorido,
nugarinama 15 ml tirpiklio. Tirpalas at3aldomas iki 0°c
ir pridedama 215 mg di-2-piridinilkarbonato. Tirpalas
maisomas dar 4 valandas, esant OOC, po to tirpiklis
padalinamas sumaZintame slégyje. Liekana gryninama

sujungus i3 eilés dvi Phenomenex gel-filtracines
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kolonéles (500 A ir 1000 A). Produktas turi dvi UV

absorbcijos juostas: 232 nm ir 310 nm.

Sis reagentas atitinka jungini, turinti tokia formule:

5

R
)
CH3OCH20H20(CHZCHO)n-CHZ?H—NH —C—0-l, J 1mA-1,
I
2 CH, 0

kurioje R’ yra H, R yra H arba metilas ir, skaidiuojant
pagal vidutini pasiskirstyma, n yra lygus 32, kai R’

yvra H ir n yra lygus 10, kai R yra metilas.

PEG'u modifikuotas interferonas buvo pagamintas
naudojant $i reagentg pagal 1 bida, aparsytg 1
pavyzdyje.

8 pavyzdys

Metiloksirano, polimero su oksiranu, [2-[[ (3-metil-2-
piridiniloksi)-karbonil] amino] propilmetilo eterio
(MO/0=10/32) sinteze.

Pagal metodika, pateikta 7 pavyzdyje, 0.1 g Jeffamine
M-2070 reaguoja su bis (3-metil-2-piridinil) karbonatu
ir gaunamas metiloksiranas, polimeras su oksiranu, [ 2-
[[ (3-metil] -2-piridiniloksi)-karbonil] amino] propilmeti~
lo eteris (MO/0=10/32).

Sis reagentas (IIA-2) atitinka Jjungini, aprasytg 7
pavyzdyje (IIA-1), i8skyrus tai, kad R’ yra CHj.

PEG'u modifikuotas interferonas buvo pagamintas
naudojant 3i reagentg pagal 1 buda, apradyta 1
pavyzdyje.
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9 pavyzdys

Metiloksirano, blokpolimero su oksiranu, [2-[ (2-
piridiniloksi)-karbonil] amino] propilmetilo eterio

(MO/0=1.6/18.6) sintezé.

Pagal metodika, pateikta 7 pavyzdyje, 0.6 g Jeffamine
M-1000 (Texaco Chemical Co.) reaguoja su 155.6 mg di-2-
piridinilkarbonatu ir gaunamas metiloksiranas,
blokpolimeras su oksiranu, [ 2-]] (2-piridiniloksi) -
karbonil] amino] propilmetilo eteris (MO/0=1.6/18.6).

Sis reagentas atitinka jungini, kurio formulé tokia:

0
|
C m 11A-3
(CHQCIJHO)L()CHz(I)H——”/ No—k ) -3,
CH, CHj,

CH40(CH,CH,0) ,

kurioje skai¢iais nurodytas  vidutinis subvienety

pasiskirstymas polimerinéje grandinéje.

PEG'u modifikuotas interferonas buvo pagamintas
naudojant S§i reagenta pagal 1 buda, aprasyta 1
pavyzdyje.

Antivirusinis interferono aktyvumas.

Interferono ir PEG'u modifikuoto interferono
antivirusinis aktyvumas nustatytas pagal Rubenstein, et
al., (1981) J.Virol. 37:755-758; Familletti, et al.,
(1981) Methods Enzymol. 78:387-394. Visi bandymai buvo
palyginami su kontrole. Naujojo bandymuose interferono
standarto specifinis aktyvumas buvo 2x10° vienety/mg

baltymo.
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Interferono modifikavimui naudotos auk#&iau apradytos
optimizuotos metodikos. Siekiant nustatyti interferono
konversijos i PEG-interferona laispni priklausomai nuo
inkuravimo laiko (cheminis reaktingumas) ir ivairiy

PEG-interferono konjugatuy pasiskirstyma (selektyvumas),

"PEG'u modifikuoti produktai buvo analizuoti SDS-PAGE

metodu. SDS-PAGE gélyje PEG'u modifikuoti Jjunginiai
atitinka leéc¢iau judancias juostas. Tiek monoPEG, tiek
diPEG-interferonas buvo susintetinti su pakankamai
didele isSeiga, todél Siuos Jjunginius buvo galima
isskirti 18 reakcijos miSinio naudojant hidrofobinés
sgveikos chromatografijg. Buvo tiriamas iSgryninty PEG-
interferony antivirusinis aktyvumas ir lyginamas su
nemodifikuoto interferono-o2a standartu. Tirty polimery

molekuliné masée ir kai kuriy PEG'o dariniy

antivirusinis aktyvumas pateikti lenteléje.

Lentele

Fizikines PEG-reagenty savybés ir Jju konjugaty su

baltymais biologinis aktyvumas

Antivirusinis aktyvumas (% nuo

kontrolés)
Junginys 18 Polimero
pavyzdZio mol. mase mono PEG diPEG
4 10000 25 2
3 5000 40 4
1 5000 40 nematuota
6 5000 40 nematuota
5 3000 60 nematuota
7 2070 45 nematuota
2 1300 70 nematuota
9 1000 100 40
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Interferono konjugatas, turintis formule:

O

RO-(CH,CHO) -(CHZCHO)Y-(CHZ(I:HO)Z-CHZCH-w NH— interferonas
|

I, * 3 [
R' R? R R
m

kurioje R yra Zemesnysis alkilas; R', R’°, R’ ir R’ yra H

arba Zemesnysis alkilas;

m yra sveikas skaicius 1, nevirsijantis pasiekiamy

amino grupiu interferone skaiciaus;
W yra O arba NH;

X yra sveikas skai¢ius nuo 1 iki 1000, y ir z yra
sveiki skaiciai nuo 0 iki 1000, o x, y ir z suma yra
nuo 3 iki 1000;

1 2

su salyga, kad bent vienas 1§ R’, R7, R’

ir RrR* yra

Zemesnysis alkilas.

2. Interferono konjugatas pagal 1 punkta, b e s i s -
k i r i ant i s tuo, kad x, y ir z yra taip
parinkti, kad konjugato polimerinio subvieneto
molekuliné masé yra nuo mazZdaug 300 daltony iki maZdaug
30000 daltony.

3. Interferono konjugatas pagal 1 punktg, b e s i s -

kiriantis tuo, kad m lygus 1.

4. Interferono konjugatas pagal 1 punkta, b e s i s k -

iriantis tuo, kad R yra metilas.
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5. Interferono konjugatas pagal 2 punkta, b e s i s -
ki r i an t 1 s tuo, kad x, y ir =z yra taip
parinkti, kad konjugato polimerinio subvieneto

molekuliné masé yra nuo maZdaug 1000 daltony iki

mazdaug 5000 daltony.

6. Interferono konjugatas pagal 2 punkta, b e s 1 s -
k i r i an t i s tuo, kad x, y ir z yra taip
parinkti, kad konjugato polimerinio subvieneto mole-
kuline mase yra maZdaug 1000 daltony iki maZdaug 2200
daltonuy.

7. Interferono konjugatas pagal 1 punktg, b e s i s -
kiriantis tuo, kad x ir y yra nuo 5.0 iki

500.0 ir z yra nuo 0.0 iki 4.0.

8. Interferono konjugatas pagal 1 punkta, b e s i s k i
riantis tuo, kad x yra nuo 10.0 iki 100.0, y yra

nuo 1.0 iki 10.0 ir z yra O.

9. Interferono konjugatas pagal 1 punktg, b e s i s k i

r 1i a n t i s tuo, kad interferonu naudojamas

interferonas 2a.

10. Interferono konjugatas pagal 9 punkta, b e s i s -
kiriantdis tuo, kad W yra NH; m yra 1; R, R? ir
R’ yra metilas; R’ yra H; x yra 18.6, y yra 1.6 ir z yra
0.

11. Junginys, turintis formule:

//'\\
RO-(CHz('l:HO)X-(CHzCHO)y-(CHZCHO)ZCHZCH-W 0 N
|

R1 Rz Ra R4
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kurioje R yra Zemesnysis alkilas, R, R2, R3, R ir R
yra H arba Zemesnysis alkilas;

W yra NH arba O;

X yra sveikas skaic¢ius nuo 1 iki 1000, y ir =z yra
sveiki skaic¢iai nuo 0 iki 1000, o x, y ir z suma yra
nuo 3 iki 1000,

su salyga, kad jei W yra NH arba jei W yra O ir R’ yra

H, tai bent vienas i8S Rl, Rz, R’

alkilas.

i 4 -~ .
1r R° yra Zemesnysis

12. Junginys pagal 11 punktg, b e s i s ki rian-
t i s tuo, kad x, y ir z yra parinkti taip, kad $§io
junginio molekuliné mase yra maZdaug nuo 300 daltony
iki mazZdaug 30000 daltony.

13. Junginys pagal 11 punkta, b e s i s ki r ian -

t i s tuo, kad R yra metilas.

14. Junginys pagal 13 punktg, b e s i s ki rian -
t i s tuo, kad x yra nuo 10.0 iki 100.0, y yra nuo 1.0
iki 10.0 ir z yra nuo 0.0 iki 4.0.

15. Junginys, turintis formule:

RO-(CHZCIZHO)X-(CHZ?HO));(CHZ?HO)Z-CH2C|3HO =0 111
R' R R’ R*

kurioje R yra Zemesnysis alkilas, R', R%, R’ ir R* yra H

arba metilas, x yra sveikas skaicius nuo 1 iki 1000, y
ir z yra sveiki skaiciai nuo 0 iki 1000, o x, y ir =z

suma yra nuo 3 iki 1000.
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16. Junginys pagal 15 punktg, b e s i s ki r ian -
t 1 s tuo, kad x, y ir z parinkti taip, kad $io
junginio molekuliné masé yra nuo mazZdaug 300 daltony
iki maZdaug 30000 daltony.

17. Junginys pagal 15 punkta, b e s i s k i r i a n -

2 3

t i s tuo, kad bent vienas 18 R}, R, R 1ir R* yra

Zemesnysis alkilas.

18. Junginys pagal 15 punkta, b e s i s k i r i a n -

t 1 s tuo, kad R yra metilas.

19. Interferono konjugaty pagal bet kuri i$ 1-10 punkty
panaudojimas kaip terapiskai aktyviy Junginiy ligy

gydymui ir profilaktikai.

20. Interferono konjugaty pagal bet kuri is$ 1-10 punkty
gaminimo bidas, b e s i s ki r iantis tuo, kad
bet kuri Jjungini pagal 11-18 punktus konjuguoja su
interferonu arba jo druska ir interferono konjugata

iSskiria i3 reakcijos miSinio.

21. Farmacinés kompozicijos, turincios terapiniu
poZziliriu inertisko nes$iklio, b e s i s ki r i an -

¢ 1 o s tuo, kad i Jjuy sudeéti ieina interferono

konjugatas pagal bet kuri i$§ 1-10 punkty.

22. Farmacinés kompozicijos, turincios terapiniu
poZitriu inertisko nediklio, skirtos ‘tokiy imunomodu-
liatoriniy sutrikimy, kaip neoplastinés arba infekcinés
ligos gydymui arba profilaktikai, b e s i1 s k 1 -
riancios tuo, kad i jy sudéti ieina interferono

konjugatas pagal bet kuri i§ 1-10 punkty.

23. Interferono konjugaty pagal bet kuxri is 1-10 punkty
panaudojimas gyviny susirgimy gydymui arba profilak-

tikai.



LT 3174 B
32
24. Interferono konjugaty pagal bet kuri i$ 1-10 punkty

panaudojimas vaisty, skirty ligy gydymui arba profi-
laktikai, gamybai.
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10:1 20:1 40:1

diPEG-IFN
MONOPEG-IFN —— “ . .

Interferonas

» e o .
' .

«

10 25 40 10 25 40 1.0 25 40 |

Laikas (val)
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3:1 10:1

_ ' ! E iPEG-IFN
oo - ' —diPEG-IFN
- - - aal e --.

\ “Nl Interferonas
A

N
S5 30 9 150 5 30 90 15 |

Laikas (min)
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Interferonas e ~ - m
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R
1025 125 50 240 025 125 50 240 s

Laikas (val)
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