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Keksintd koskee polyeteeniglykolijohdosta, Uppfinningen avser ett polyetenglykolderi-
joka on aktivoitu sulfoniosalla, joka so- vat,

veltuu kytkettédviksi selektiivisesti mole-

som har aktiverats med en sulfondel

for =melektiv bindning vid tiolgrupper i

kyyleissd ja pinnoilla l&sni oleviin tio-
liryhmiin. Aktivoitu PEG on vesiliukoinen
ja stabiili hydrolyysii vastaan pitkia

aikoja ja muodostaa hydrolyysinkestavis

sidoksia tioliryhmien kanssa. Sidokset
eivdt yleensd ole reversiibeleits pelkis-
t&évissd ympéristdissd. PEG-johdos soveltuu
aineiden (biologisesti aktiiviset molekyy-
lit ja pinnat mukaan luettuina) ominai-
suuksien muuntamiseen niiden tekemiseksi
biosopiviksi.

telnii

Keksintd koskee myds mene-
aktiivisen PEG:n valmistamiseksi
sek8 aktiivisen PEG:n Jja muiden aineiden,
joibin kuuluvat bioclogisesti aktiiviset
aineet, vilisten konjugaattien valmistami-

seksi.

molekyler och pd ytor. Aktiverad PEG Ar
vattenlédslig och stabil mot hydrolys under
langa tider och bildar hydrolytiskt stabi-
la bindningar med tiolgrupper, Bindningar-
na &r i allm#nhet inte reversibla i redu-
cerande miljd. PEG-derivatet lémpar sig
fbr modifiering av egenskaperna hos sub-
stanser (biologiskt aktiva molekyler och
ytor medrdknade) f6r att forlina dem bio-
kompatibilitet. Uppfinningen avser &ven
férfaranden f8r framstillning av aktiv PEG
samt for framstdllning av konjugat av ak-
tiv PEG och andra substanser, bl.a. bio-

logiskt aktiva substanser.
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Vesiliukoisia aktiivisia polyeteeniglykolisulfoneija

Keksinnén alue ;

Tamd keksintd koskee polyeteeniglykolin Jja sitéa
ldhelld olevien hydrofiilisten polymeerien aktiivisia joh-
doksia sekd menetelmid niiden valmistamiseksi kaytettdviksi
pintojen ja molekyylien ominaisuuksien muuntamisessa.

Keksinnon tausta

Polyeteeniglykolia (PEG) on tutkittu laakkeisss,

tekoimplantaateissa Jja muissa sellaisissa sovelluksissa,

joissa bio(loginen yhteen)sopivuus -on tdrkeda, kdyttoa
ajatellen. On esitetty monenlaisia polyeteeniglykolin joh-
doksia (PEG-johdoksia), Jjotka sisdltavat aktiivisen osan,
jonka tarkoituksena on tehdd mahdolliseksi PEG:n liittami-
nen laakkeisiin ja implantaatteihin sekd molekyyleihin ja
pintoihin tavallisesti molekyylin tai pinnan fysikaalisten
tai kemiallisten ominaisuuksien muuntamiseksi.

' On esimerkiksi esitetty PEG-johdoksia PEG:n liitt&-
miseksi pintoihin kosteuden, sdhkostaattisten kerrostumien
ja muuntyyppisten molekyylien, mm, proteiinien tai proteii-
nitdhteiden, kiinnittymisen pintoihin torjumiseksi. Aivan
erityisesti PEG-johdoksia on ehdotettu liitettaviksi muo-
visten piilolinssien pintoihin proteiinien kerrostumisen
ja nasdn sumenemisen vdhentdmiseksi. PEG-johdoksia on ehdo-
tettu liitettdviksi tekoverisuoniin proteiinien kasaantu-
misen ja tukoksen vaaran pienentdmiseksi. PEG-johdoksia on
ehdotettu proteiinien kiinnittdmiseen (immobilisointiin)
pinnoille, esimerkiksi katalysoitaessa kemiallisia reak-
tiocita entsyymeilla. _

Lisdesimerkeissi PEG—johdoksia on vield ehdotettu
liitettdviksi molekyyleihin, mm. proteiineihin, molekyylin
suojaamiseksi kemialliselta vaikutukselta, molekyylin hai-
tallisten vaikutusten supistamiseksi tai molekyylin koon
kasvattamiseksi ja siten mahdollisesti kayttdkelpoisten
aineiden aikaansaamiseksi, joista on jotakin lddketieteel-
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listd hybtyd mutta jotka eividt muuten ole kayttékelpoisia
tai ovat jopa vahingollisia eldvdlle organismille. Pienet
molekyylit, jotka normaalisti erittyisivdt munuaisten
kautta, saadaan sdilymddn verenkierrossa, jos niiden kokoa
kasvatetaan liittdm&lld niihin biosopiva PEG-johdos. Pro-
teiinit ja muut aineet, jotka injektoituina aiheuttavat
immuunivasteen, voidaan k&tked jossakin m8&rin immuunijér-
jestelmaltd 1iitt8mdlld proteiiniin PEG-molekyyli.

On myds ehdotettu PEG-~johdoksia esimerkiksi entsyy-
mien erottamiseen affiniteetin perusteella solumassasta.
Affiniteettiin perustuvassa partitiossa PEG-johdos sisdl-
tdd funktionaalisen ryhmédn, joka soveltuu kytkettaviaksi
reversiibelisti solumassan sisdltdmddn entsyymiin., PEG-
entsyymikonjugaatti erotetaan solumassasta, ja haluttaessa
entsyymi erotetaan sitten PEG-johdoksesta.

PEG-johdosten kytkentd proteiineihin havainnollis-~
taa er8itd niistd ongelmista, joita on Kkohdattu PEG:n
liitté8misessd pintoihin ja molekyyleihin. Monien pintojen
ja molekyylien tapauksessa kytkentdreaktioihin PEG-johdok-
sen kanssa kdytettdvissd olevien asemien lukumdsrd on jos-
sakin m&8rin rajoitettu. Esimerkiksi proteiineissa kytken-
tddn on tyypillisesti kdytettdvissa rajoitettu m3&rs reak-
tiivisia asemia, jotka ovat aivan tiettyd tyyppid. Vield
ongelmallisempaa on se, ettd jotkut reaktiivisista asemis-
ta saattavat vastata proteiinin biologisesta aktiivisuu-
desta, kuten on asia entsyymin katalysoidessa tiettyjé
kemiallisia reaktioita. Riittdvdin maidriddn sellaisia ase-
mia sitoutunut PEG-johdos voisi vaikuttaa haitallisesti
proteiinin aktiivisuuteen. _

Reaktiiviset asemat, jotka muodostavat PEG-johdos-
ten kiinnittymisen proteiineihin mahdollistavat paikat,
ma&drdd proteiinin rakenne. Proteiinit, entsyymit mukaan
luettuina, koostuvat erilaisista alfa-aminohapposekvens-
seistd, joilla a-aminohapoilla on yleinen rakenne H,N-CHR-
COOH. Yhden aminohapon a-aminoryhm#& (H,N-) liittyy yhteen
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viereisen aminohapbn karboksyyliryhmidn (-COOH) kanssa,
jolloin muodostuu amidisidoksia, joita voidaan kuvata kaa-
valla - (NH-CHR-CO),—, jossa alaindeksi n voi olla satoja
tai tuhansia. R:n edustama osa voli sisdltda reaktiivisia
asemia, jotka vastaavat proteiinin biologisesta aktiivi-
suudesta ja soveltuvat PEG-johdosten liittamiseen.

Esimerkiksi 1lysiinissad, Joka aminohappo muodostaa
osan useimpien proteiinien rungosta, esiintyy sekd epsi
lon~ etta w-asemassa ryhmd -NH;. €-NH; on vapaa reagoimaan
emdksisissd olosuhteissa. Suuri osa alan tutkimustydsta on
kohdistunut proteiinin lysiiniosan e-NHy-ryhm&an liitetta-
viksi soveltuvien PEG-johdosten kehittamiseen. Kyseisille
PEG-johdoksille on kaikille yhteistd se, ettd proteiinin
lysiiniaminohappo-osa tavallisesti inaktivoituu, mika
saattaa olla negatiivinen seikka silloin, kun 1lysiini on
tdrked proteiinin aktiivisuuden kannalta.

‘ US-patenttijulkaisu 5 122 614 (Zalipsky) paljastaa,.
ettd funktionaalisella oksikarbonyyli-N~dikarboksimidiryh-
malld aktivoidut PEG-molekyylit voidaan liittda polypepti-
din aminoryhmédn uretaanisidoksella vesipitoisissa emaksi-
sissd olosuhteissa. Aktivoidun PEG-B-sukkiini-imidikarbo-
naatin mainitaan muodostavan stabiileja, hydrolyysinkestd-
vid uretaanisidoksia aminoryhmien kanssa. Aminoryhmd nayt-
tda olevan reaktiivisempi emdksisellda pH-alueella (noin
8,0 - 9,5), ja reaktiivisuus putoaa Jjyrkdsti pH:n laskies-
sa. Kytkemattomdn PEG-johdoksen hydrolysoituminen 1lisdin
tyy kuitenkin myds voimakkaasti pH-alueella 8,0 - 9,5.
Zalipsky on vidlttanyt kytkemdttémidn PEG-johdoksen ja veden
valisen reaktion nopeuden kasvuun liittyvian ongelman kdyt-
tamdlla proteiinien pintaan sitomisessa ylimddrin PEG-joh-
dosta. Ylimdarda kayttamalla PEG:hen saadaan sidotuksi
riittavd mdédrd reaktiivisia e-aminohapporyhmii proteiinin
muuntamiseksi, ennen kuin PEG-johdos pddsee hydrolysoitu-
maan ja muuttumaan reaktiokyvyttomiksi.
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Zalipskyn ménetelmé on riittiva proteiinin lysiini-
osan liittdmiseksi PEG-johdokseen yhteen aktiiviseen ase-
maan. Mik#dli PEG-johdoksen hydrolysoitumisnopeus kuitenkin
on merkittévi, voli olla ongelmallista saada aikaan liitty-
minen useampaan Kkuin yhteen PEG-molekyylin aktiiviseen
asemaan, koska pelkkd ylimddrd ei pienennd hydrolysoitu-
misnopeutta. _ _ .

Esimerkiksi lineaarinen PEG, joka sisdlt38 aktiivi-
sen aseman kummassakin pddssédén, liittyy proteiiniin toi-
sesta pddstdan mutta, jos hydrolysoitumisnopeus on merkit-
tédvd, reagoi toisesta pddstdan veden kanssa, jolloin siita
tulee suhteellisen reaktiokyvytttmdlld hydroksyylipddte~
ryhmdlla, jonka rakenne voidaan esittdd kaavalla =-OH, va-
rustettu sen sijaan, ettd se muodostaisi "koiranluu"-mole-
kyylirakenteen kumpaankin p&ddhdn sitoutuneiden proteiinien
tai muiden toivottujen ryhmien kanssa. Samankaltainen on-
gelma syntyy, jos pintaan halutaan liittd4 molekyyli PEG-
kytkentdaineen avulla, koska PEG liittyy ensin pintaan tai
kytkeytyy molekyyliin, ja PEG-johdoksen vastakkaisen pddn
tdytyy s8ilyd aktiivisena myShempad reagointia varten. Jos
ongelmana on hydrolysoituminen, vastakkainen pdd tyypilli-
sesti inaktivoituu. » _

Zalipskyn nimissd olevassa US-patenttijulkaisussa
5 122 614 on my®s tuotu esille useita muita PEG-johdoksia
aikaisemmista patenttijulkaisuista. PEG-sukkinoyyli-N-hyd-
roksisukkiini-imidiesterin mainitaan muodostavan esterisi-
doksia, joiden stabiilisuus on rajoitettu vettid sisdlta-
vissd v#liaineissa, mikda on osoitus ikdvdn lyhyestd puo-
liintumisajasta tamdn johdoksen tapauksessa. PEG-syanuuri-
happokloridista mainitaan, ettd silli on ik&dvén suuri myr-
kyllisyys ja ettd se ei kykene reagoimaan spesifisesti
madradttyjen proteiinissa ldsnd olevien funktionaalisten
ryhmien kanssa. PEG-syanuurihappokloridijohdoksella saat-
taa siksi olla epdtoivottavia sivuvaikutuksia ja se saat-

taa vidhentd8 proteiinin aktiivisuutta, koska se liittyy
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moniin erityyppisiin aminohappoihin erilaisiin reaktiivi-
siin asemiin. PEG-fenyylikarbonaatin mainitaan tuottavan
myrkyllisid hydrofobisia fenoliryhmid, joilla on affini-
teettia proteiineja kohtaan. Karbonyylidi-imidatsolilla
aktivoidun PEG:n mainitaan olevan liian hidas reagoimaan
proteiinien funktionaalisten ryhmien kanssa ja vaativan
pitkiad reakticaikoja, ennen kuin proteiini saadaan muunne-
tuksi riittdvassda madrin. , ,

Lisdksi on ehdotettu muita PEG-johdoksia liitetta-
viksi muihin aminohappojen funktionaalisiin ryhmiin kuin
lysiinin &-NHy-ryhmd&n. Histidiini sisdltda reaktiivisen
iminoryhmén, jonka rakenne voidaan esittdd kaavalla
-N(H)-, mutta monet johdokset, jotka reagoivat e-NH;-ryhman
kanssa, reagoivat my®s ryhmdn -N(H)- kanssa. Kysteiini
sisaltda reaktiivisen tioliryhmdn, jonka rakenne voidaan
esittdd kaavalla -SH, mutta PEG:n maleimidijohdoksella,
joka kykenee reagoimaan kyseisen ryhm&n kanssa, on taipu
mus hydrolysoitua.

Kuten edelld esitetystd pienestd otannasta voidaan
havaita, huomattavia ponnistuksia on uhrattu erilaisten
PEG-johdosten kehittamiseen 1liitettdviksi varsinkin eri-
laisten proteiinien lysiiniaminohappo~osan NHz-ryhmdan.
Monien ndiden johdosten valmistus ja kdyttd ovat osoittau-
tuneet ongelmallisiksi. Jotkut niistd muodostavat proteii-
nin kanssa epdstabiileja sidoksia, joilla on taipumus hyd-
rolysoitua ja jotka eivdt siksi ole pysyvid kovin pitkdin
vesipitoisissa ymparistoiss&d, kuten verenkierrossa. Toiset
muodostavat stabiilimpia sidoksia, mutta niilld on taipu
mus hydrolysoitua ennen sidoksen muodostumista, mikd mer-
kitsee sitd, ettd PEG-johdoksessa ldsnid oleva reaktiivinen
ryhma saattaa inaktivoitua, ennen kuin proteiini kyet&dédn
liittédmadn siihen. Er&at ovat jossakin madrin myrkyllisia
ja soveltuvat sen vuoksi melko huonosti kaytettdviksi in
vivo. Jotkut ovat liian hitaita reagoimaan ollakseen kidy-
tanndssa kayttokelpoisia. Jotkut Jjohtavat proteiinin ak-
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tiivisﬁuden héviamiseen sitoutumalla asemiin, jotka vas-
taavat proteiinin aktiivisuudesta. Jotkut eivdt ole spesi-
fisid niiden asemien suhteen, joihin ne liittyvdt, mistd
voi myds olla tuloksena toivotun aktiivisuuden menetys ja
se, ettd ei saavuteta toistettavissa olevia tuloksia.

Keksinnén yhteenveto _

Keksintd tarjoaa Kk&dytettdviksi polyeteeniglykolih
(PEG) ja sit& 18helld olevien hydrofiilisten polymeerien
vesiliukoisia ja hydrolyysinkestédvid johdoksia, jotka si-
sdltdvat yhden tai useamman aktiivisen sulfoniosan. Kysei-
set aktiivisia sulfoniosia sisdltdviat polymeerijohdokset
kytkeytyvadt hyvin selektiivisesti molekyyleissd ja pin-
noilla 1l&snd oleviin tioliryhmiin aminoryhmien sijasta,
erityisesti noin pH:ssa 9 tai sen alapuolella. Sulfoniosa,
polymeerin ja sulfoniosan vdlinen sidos ja tioliryhmén ja
sulfoniosan vélinen sidos eivét yleenséd ole reversiibeleja
pelkistdvdssd ymparistdssd ja ovat stabiileja hydrolyysiéd
vastaan pitkid aikoja vesipitoisissa ympdristdissd noin
pH:ssa 11 tai sen alapuolella. Monien erilaisten aineiden
fysikaalisia ja kemiallisia ominaisuuksia voidaan siis
muuntaa vaativissa vesipitoisissa olosuhteissa polymeerien
aktiivisilla sulfonijohdoksilla. _

Biologisesti aktiivisten aineiden muuntamisessa
kdytettédvdt olosuhteet voidaan esimerkiksi optimoida kor-
kea-asteisen biologisen aktiivisuuden s&ilyttédmiseksi.
L&&kkeitd aspiriinista penisilliiniin voidaan muuntaa so-
pivasti liitt&m&118 niihin polymeerien aktiivisia sulfoni-
johdoksia, mikdli kyseiset l&adkkeet muunnetaan tioliryhmié
sisdltédviksi. Myds suurikokoisia proteiineja, jotka sisdl-
tdvat kysteiiniyksikk6ja, joissa esiintyy aktiivisia tio-
liryhmid, voidaan muuntaa hyddyllisella tavalla. Kysteii-
niryhmien liitté&miseen proteiiniin haluttuihin asemiin
voidaan kédyttdd yhdistelmd-DNA-tekniikan ("geeniteknii-
kan") menettelytapoja. Kysteiiniryhmid wvoidaan 1liitt&&

polymeerien aktiivisiin sulfonijohdoksiin hydrolyysinkes-
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tdvien sidosten aikaansaamiseksi erilaisiin proteiineihin,
jotka eivdt normaalisti sisdlld kysteiiniyksikkéja.

Keksinndén mukaisiin aktivoituihin polymeereihin
soveltuvia sulfoniosia ovat nimenomaan sellaiset, jotka
sisdltavat vahint&ddn kaksi sulfoniryhmdédn ~S0,- liittynyttéd
hiiliatomia ja toisessa hiiliatomissa sulfoniryhméstd las-
kettuna reaktiivisen aseman, joka soveltuu tiolispesifi-
siin kytkentdreaktioihin,

Tarkemmin mddriteltynd aktiivisia sulfoniosia ovat
vinyylisulfoni, aktiiviset etyylisulfonit, mukaan luettui-
na halogeenietyylisulfonit, sekd ndiden sulfonien tioli-
spesifiset aktiiviset johdokset. Vinyylisulfoniryhm#n ra-
kenne voidaan esittdd kaavalla -S0,-CH=CH,; aktiivisen
etyylisulfoniryhmén rakenne voidaan esittdd kaavalla -S0,-
CH,-CH,-2, jossa Z on halogeeni tai jokin muu poistuva ryh-
md, joka on korvattavissa tiolilla sulfoni-tiolisidoksen
-50,-CH,-CH,-S-W muodostamiseksi, jossa W tarkoittaa biolo-
gisesti aktiivista molekyyli&, pintaa tai jotakin muuta
ainetta. Vinyyli- ja etyylisulfonin johdokset voivat si-
sdltdd muita substituentteja, kunhan vesiliukoisuus ja
toisessa hiilessd esiintyvan reaktiivisen aseman tiolispe-
sifinen reaktiivisuus sdilyvat.

Keksinnon piiriin Kuuluvat tioliryhmia sisdltédvien
aineiden ja aktiivisia sulfoniosia sisdltédvien polymeeri-
johdosten vdliset hydrolyysinkest&vat konjugaatit. Esimer-
kiksi vesiliukoinen, sulfonilla aktivoitu PEG-polymeeri
voidaan kytked biologisesti aktiivisen molekyyliin reak-
tiiviseen tioliasemaan. Sidos, jolla PEG ja biologisesti
aktiivinen molekyyli kytket&dn yhteen, k#ésitt8d tioliryh-
maan Kkytkeytyneen sulfoniosan ja sen rakenne on PEG-S0,-
CH,-CH,-5-W, jossa W tarkoittaa biologisesti aktiivista
molekyylid, olipa sulfoniosa ennen PEG:n kytkent#i vinyy-
lisulfoni tai aktiivinen etyylisulfoni.

Keksinndn piiriin kuuluvat myds biomateriaalit,

jotka ké&sittdvat pinnan, joka sis&ltdd yhden tai useamman
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reaktiivisen tioliaseman, ja yhden tai useamman keksinn&n
mukaisen, vesiliukoisen, sulfonilla aktivoidun polymeerin
kytkettynd pintaan sulfoni-tiolisidoksella. Biomateriaalit
ja muut aineet voidaan my®s kytked sulfonilla aktivoitui-
hin polymeerijohdoksiin muulla sidoksella kuin sulfoni-
tiolisidoksella, esimerkiksi tavanomaisella amiinisidok-
sella, jolloin myochempiin reaktioihin j&& kdytettavaksi
hydrolyysid vastaan stabiilimpi aktivoiva ryhmd, sulfoni-
osa.

Keksinndn piiriin kuuluu menetelmd keksinndn mu=-
kaisten aktivoitujen polymeerien valmistamiseksi. Rikkid
sigdltidvd osa sidotaan suoraan polymeerin hiiliatomiin ja
muunnetaan sitten aktiiviseksi sulfoniosaksi. Vaihtoehtoi-
sesti sulfoniosa voidaan valmistaa liitt&dm&lld tavanomai-
seen aktivoituun polymeeriin kytkentdaine, joka sisaltaa
toisessa pddssadan sulfoniosan, silld tavalla, ettd tulok-
sena olevassa polymeerissa sulfoniosa sijaitsee pddtease-
massa.

Tarkemmin ilmaistuna vesiliukoinen polymeeri, joka
sigdltdd ainakin yhden aktiivisen hydroksyyliryhmén, rea-
goi ja muuttuu substituoiduksi polymeeriksi, joka sis#lt&da
vield reaktiivisemman ryhmédn. Tuloksena oleva substituoitu
polymeeri reagoi edelleen niin, ettd reaktiivisempi ryhm#
korvautuu rikkid sisdltévdlla osalla, joka sisdltdi vahin-
t#88n kaksi hiiliatomia, jolloin rikkiid sisdltdvidn osan
rikki sitoutuu suoraan polymeerin hiiliatomiin. Rikki&
sisdltdvd osa osallistuu sitten reaktioihin rikin (-S-)
hapettamiseksi sulfoniryhm&ksi (-S0,-) ja riittidvan reak-
tiivisen aseman aikaansaamiseksi sulfoniryhmin sisdltdvin
osan toiseen hiiliatomiin, jotta se kykenee muodostamaan
sidoksia tioliryhmén sisdltédvien osien kanssa.

Vielda tarkemmin m&&riteltynd menetelmd8 Keksinndn
mukaisten aktivoitujen polymeerien valmistamiseksi késit-
tdd polyeteeniglykolin reaktion yhdisteen kanssa, joka
aktivoi hydroksyyliryhm&n, esterin muodostamiseksi tai
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halogeenia”sisaltavan johdoksen kanssa halogeenisubstitu-
oidun PEG:n muodostamiseksi, Tuloksena olevan aktivoidun
PEG:n annetaan sitten reagoida merkaptoetanolin kanssa
esteriosan tai halogenidin korvaamiseksi merkaptoetanoli-
ryhm&lla. Merkaptoetanoliosan sisdltdmd8 rikki hapetetaan
sulfoniryhmédksi. Etanolisulfoni aktivoidaan joko aktivoi-
malla hydroksyyliryhm& tai korvaamalla hydroksyyliryhmé
aktiivisemmalla ryhm&ll&, kuten halogeenilla. Aktiivinen
PEG:n etyylisulfoni voidaan sitten muuntaa vinyylisulfo-
niksi, mik&dli niin halutaan, lohkaisemalla siitd aktivoitu
hydroksyyliryhmd& tai muu aktiivinen osa ja muodostamalla
sulfoniryhmén -80,- viereen hiili-hiilikaksoissidos.

Keksinnén piiriin Kuuluu myds menetelmd aineen ja
polymeerijohdoksen, joka sisdltdd aktiivisen sulfoniosan,
védlisen konjugaatin valmistamiseksi. Menetelmd ké&dsittaa
vaiheen, jossa polymeerijohdoksen ja kyseisen aineen véa-
lille muodostetaan sidos, joka voi olla sulfoniosan ja
tioliryhmd&n v&linen.

Keksinndn avulla saadaan siis aikaan aktivoituja
polymeereja, joilla on spesifinen reaktiivisuus, jotka
ovat stabiileja vesipitoisissa ymparistdissd ja jotka muo-
dostavat stabiilimpia sidoksia pintojen ja molekyylien
kanssa, biologisesti aktiiviset molekyylit mukaan luettui-
na, kuin t&hdn saakka on kyetty saavuttamaan. Aktivoitua
polymeeria voidaan kayttdd pintojen ja molekyylien ominai-
suuksien muuntamiseen silloin, kun biosopivuus on térke&i.
Koska aktivoitu polymeeri on stabiili vesipitoisissa olo-
suhteissa ja muodostaa stabiileja sidoksia tioliryhmien
kanssa, voidaan valita biologisesti aktiivisten aineiden
aktiivisuuden sdilyttamisen ja polymeerinkytkentdreaktion
nopeuden optimoinnin kannalta edullisimmat reaktio-olosuh-
teet.

Keksinnon yksityiskohtainen kuvaus

Polyeteeniglykolin ja sitd lahelld olevien polymee-
rien aktiivisten sulfonien valmistuksessa k#ytettdva syn-
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tetisointitie késittéé vidhintid&n nelj3 vaihetta, joissa
polymeerimolekyyliin 1liitetd&dn rikkid, joka muunnetaan
sitten sarjalla reaktioita aktiiviseksi funktionaaliseksi
sulfoniryhmédksi. Laht6-PEG-polymeerimolekyyli sisdltéa
ainakin vhden sellaisen hydroksyyliryhmdn (-OH), joka Kky-
kenee osallistumaan kemiallisiin reaktioihin ja jonka kat-
sotaan olevan "aktiivinen" hydroksyyliryhmd. PEG-molekyyli
voi sis&lt&8 useita aktiivisia hydroksyyliryhmi#, jotka
ovat kiytettdvissid kemiallisiin reaktioihin, niin kuin
jaljempand on selitetty. Kyseiset aktiiviset hydroksyyli-
ryhmdt ovat itse asiassa suhteellisen reaktiokyvyttomis,
ja synteesin ensimmdinen vaihe on valmistaa PEG, joka si-
sd1t88 reaktiivisemman ryhmé&n.

Reaktiivisempi ryhmd saadaan tyypillisesti aikaan
jommallakummalla kahdesta tavasta, aktivoimalla hydroksyy-
liryhmd tai substituutiolla. Muitakin kayttdkelpoisia me-
netelmid, joiden pitaisi olla ammattimiehelle selvid, on
olemassa, mutta hydroksyyliryhmédn aktivointi ja substituu-
tio ovat kaksi yleisimmin k&dytettyd. Aktivoitaessa hydrok-
syyliryhmd ryhmd&n -OH vetyatomi (-H) korvataan aktiivisem-
malla ryhm&lla. Tyypillisesti hapon tai happojohdoksen,
kuten happohalogenidin, annetaan reagoida PEG:n kanssa
reaktiivisen esterin muodostamiseksi, jossa PEG ja happo-
osa ovat liittyneet yhteen esterisidoksen valityksells.
Happoryhm& on yleensd reaktiivisempi kuin hydroksyyliryh-
md. Tyypillisid estereitd ovat sulfonaatti-, karboksylaat-
ti- ja fosfaattiesterit.

Sulfonyylihalogenideihin, jotka ovat sopivia ké&y-
tettéviksi keksinnOn kaytd&nndén sovelluksissa, KkKuuluvat
metaanisulfonyylikloridi ja p-tolueenisulfonyylikloridi.
Metaanisulfonyylikloridin rakennekaava on CH,S0,Cl, ja se
tunnetaan myds mesyylikloridina. Metaanisulfonyyliesterei-
td nimitetddn toisinaan mesylaateiksi. Tolueenisulfonyyli-
kloridin rakennekaava on H,CC,H,S0,Cl, ja se tunnetaan myds
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tosyylikloridina. ‘Tolueenisulfonyyliestereita nimitet&d4n
toisinaan tosylaateiksi. .

Substituutioreaktiossa koko PEG:n OH-ryhm# korva-
taan reaktiivisemmalla osalla, tyypillisesti halogeenilla.
Esimerkiksi tionyylikloridin, jonka rakennekaava on SOC1,,
voidaan antaa reagoida PEG:n kanssa reaktiivisemman kloo-
risubstituoidun PEG:n muodostamiseksi. Hydroksyyliryhman
korvaamista toisella ryhm&lld kutsutaan alalla toisinaan
hydroksyyliryhmé&n aktivoinniksi. Tdssd ilmaisu "hydroksyy-
liryhmédn aktivointi" tulisi kdsitt88 niin, ettd se tar-
koittaa sekd korvausta ettd esterdintid ja muita menetel-
mi8 hydroksyyliryhm@n aktivoimiseksi.

_ Termit "ryhma", "“funktionaalinen ryhm&", “osa",
"aktiivinen osa", "reaktiivinen asema" ja "radikaali" ovat
kemian alalla jossakin m8&arin synonyymisid, ja niita kdy-
tetddn alan kirjallisuudessa ja tdssd molekyylien erilli-
sistd, rajattavissa olevista osista tai yksikbista sekd
vksikdistd, joilla on tietty tehtdvd tai aktiivisuus ja
jotka kykenevédt reagoimaan muiden molekyylien tai molekyy-
lien osien kanssa. Tdssd mielessd proteiinin tai proteii-
nitdhteen voidaan katsoa olevan molekyyli tai funktionaa-
linen ryhmd tai osa, kun se on kytkeytyneend polymeeriin.

Termid "PEG" Kkdaytetddn alan kirjallisuudessa ja
tédssd kaikista niistd monista eteeniglykolin kondensaatio-
polymeereista, joiden rakennetta Kkuvaa yleinen kaava
H(OCH,CH;),OH, joka voidaan esittdd my®s muodossa HO-CH,CH,-
(OCH,CH,),-0OH. PEG tunnetaan myds polyoksietyleenind, poly-
eteenioksidina, polyglykolina ja polyeetteriglykolina. PEG
voidaan valmistaa eteenioksidin ja monien muiden monomee-
rien kopolymeereina.

Polyeteeniglykolia kdytetdan biologisissa sovelluk-
sigsa siksi, ettd silld on ominaisuuksia, joita ovat erit-
tdin toivottavia ja yleensd hyviksi todettuja biologisten
ja bioteknisten sovellusten kannalta. PEG on tyypillisesti
kirkas, varitdn, hajuton, veteen liukeneva, Kkuumennusta
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kestédvs, inertti monia kemiallisia aineita kohtaan ja myr-
kyton eikd hydrolysoidu tai hajoa. Polyeteeniglykolia pi-
detdsdn biosopivana, jolla tarkoitetaan sitd, ettd PEG voi
esiintyd yhdessd3 eldvien kudosten tail organismien kanssa
aiheuttamatta vahinkoa. Tarkemmin ilmaistuna PEG ei ole
immunogeeninen, ts. PEG:1l1l3 ei taipumusta aiheuttaa kehos-
sa immuunivastetta. Ollessaan sitoutuneena osaan, jolla on
jokin toivottu teht&vd kehossa, PEG yleensd peitt&d kysei-
sen osan ja pystyy pienent&m&dn tai eliminoimaan mahdolli-
sen immuunivasteen niin, ettd organismi voi sietd& kysei-
sen osan l&sndolon. Keksinndn mukaisten, sulfonilla akti-
voitujen PEG:ien pit8isi siis olla suurin piirtein myrkyt-
tomid eikd niilléd pitdisi olla taipumusta aiheuttaa immuu-
nivastetta tai koaguloimista tai muita ei-toivottuja vai-
kutuksia.

Toinen vaihe synteesissd on rikin liittéminen suo-
raan polymeerin hiiliatomiin sellaisessa muodossa, ettd se
voidaan muuntaa etyylisulfoniksi tai etyylisulfonijohdok-
seksi, jolla on samanlaiset reaktio-ominaisuudet. Termi
"etyyli" tarkoittaa osaa, joka kdsitt&sa kahdesta toisiinsa
liittyneestd hiiliatomista koostuvan, identifioitavissa
olevan ryhmé&n. PEG:n aktiivinen sulfonijohdos edellyttas,
ettd ketjun toinen hiiliatomi sulfoniryhm&std laskettuna
tarjoaa reaktiivisen aseman tioliryhmien liitt&miseksi
sulfoniin. Tdhdn tulokseen voidaan pddstd antamalla edelléd
mainitussa ensimmdisessd vaiheessa muodostetun aktiivisen
osan, joka on tyypillisesti esteri- tai halogenidisubsti-
tuoitu PEG, reagoida (substituutioreaktio) alkoholin kans-
sa, joka sisdltdd myos reaktiivisen tioliryhmdn sitoutu-
neena etyyliryhmddn, tioetanoliosan Xkanssa. Tioliryhm#
hapetetaan sulfoniksi ja etyyliryhm#n toinen hiiliatomi
sulfoniryhmdstd laskettuna muunnetaan reaktiiviseksi ase-
maksi.

Tioliryhmi& (-SH) sis&ltdv&t yhdisteet ovat orgaa-
nisia yhdisteitd, jotka muistuttavat alkoholeja, jotka
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sisiltavat hydroksyyliryhman (-OH), paitsi ettd tioleissa
ainakin yhden hydroksyyliryhmi&n happi on korvautunut ri-
killd. Ensimmdisessd reaktiossa syntyneen PEG-johdoksen
aktivoiva osa, joka on tyypillisesti joko halogenidi tai
esterin happo-osa, lohkaistaan polymeerista ja korvataan
tiocetanoliyhdisteen alkoholiryhmdlld. Alkoholin tioliryh-
médn rikki kytketd&dn suoraan polymeerin hiiliatomiin.

Alkoholin tulisi olla sellainen alkoholi, josta
tarjoaa tioetanoliosan liitettdvdksi suoraan polymeeriket-
jun hiiliatomiin tai joka voidaan muuntaa helposti tioeta-
noliosaksi tai substituoiduksi osaksi, jolla on samanlai-
set reaktio-ominaisuudet. Esimerkki sellaisesta alkoholis-
ta on merkaptoetanoli, jonka rakennekaava on HSCH,CH,0H ja
jota nimitetd&n toisinaan myés tioetanoliksi.

Synteesin kolmannessa vaiheessa hiileen sitoutuneen
rikin muuntamiseen sulfoniryhmidksi (-S0,) kdytetddn hape-
tetta. Sellaisia hapetteita on monia; niihin kuuluvat ve-
typeroksidi ja natriumperboraatti. Katalyytti, kuten volf-
ramihappo, voi olla hyddyllinen. Muodostuva sulfoni ei
Kuitenkaan ole aktiivisessa muodossa tioliselektiivisia
reaktioita ajatellen, ja toisen vaiheen substituutioreak-
tiossa liitetyn alkoholin suhteellisen reaktiokyvytdn hyd-
roksyyliryhmd on valttédmatonta poistaa.

Nelj&nnessd vaiheessa toisessa vaiheessa liitetyn
alkoholin hydroksyyliryhmd& muunnetaan reaktiivisempaan
muotoon joko aktivoimalla kyseinen hydroksyyliryhmd tai
korvaamalla se reaktiivisemmalla ryhm&lld, joka on saman-
lainen kuin reaktiosarjan ensimmdisessd vaiheessa. Korvaus
tapahtuu tyypillisesti halogenidilla halogeenietyylisulfo-
nin tai sen sellaisen johdoksen muodostamiseksi, joka si-
sdltda reaktiivisen aseman toisessa hiiliatomissa sulfoni-
ryhmédstd laskettuna. Tyypillisesti etyyliryhm&n toinen
hiiliatomi aktivoidaan kloorilla tai bromilla. Hydroksyy-
liryhm&n aktivoinnin tulisi tuottaa tulokseksi reaktiivi-

suudeltaan samankaltainen asema, kuten sulfonaattiesteri.
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Sopivia reaktantteja ovat hapot, happohalogenidit ja muut
edelld reaktiosarjan ensimmdisen vaiheen yhteydessd maini-
tut yhdisteet, erityisesti tionyylikloridi hydroksyyliryh-
mdn korvaamiseksi klooriatomilla.

Tuloksena oleva polymeerin aktivoitu etyylisulfoni
on stabiili, eristettdvissd ja sopiva tioliselektiivisiin
kytkentidreaktioihin. Kuten esimerkeistd ilmenee, PEG-kloo-
rietyylisulfoni on stabiili vedessd noin pH:ssa 7 ja sen
alapuolella, mutta sitd voidaan silti kdyttd& hyvdksi tio-
liselektiivisisssd kytkentdreaktioissa emiéksisiss& olosuh-
teissa ainakin noin pH-arvoon 9 saakka.

Tiolikytkentdreaktiossa on mahdollista, ettd tioli-

osa korvaa kloorin, kuten seuraavssa reaktiossa:
PEG-S0,-CH,-CH,-C1 + W-S-H - PEG-80,-CH,-CH,-S-W,

jossa W tarkoittaa'osaa, johon tioliryhm& SH on liittynyt
ja joka voi olla biologisesti aktiivinen molekyyli, pinta
tai jokin muu aine. Havaitun reaktiokinetiikan perusteel-
la, joka ilmenee esimerkistd 3, arvellaan kuitenkin (halu-
amatta silti sitoutua teoriaan), ettd kloorietyyli- ja
muut aktivoidut etyylisulfonit ja reaktiiviset johdokset
muuttuvat PEG-vinyylisulfoniksi ja juuri PEG-vinyylisulfo-
ni tai sen johdos itse asiassa kytkeytyy tioliryhm&&n. Tu-
loksena olevasta sulfoni-tiolisidoksesta el kuitenkaan
kyetd erottamaan, onko se muodostunut aktiivisesta PEG-
etyylisulfonista vai PEG-vinyylisulfonista, ja niin aktii-
vista etyylisulfonia voidaan kayttdd pH-arvon 7 yldpuolel-
la tioliryhmiin kytKkenndssa. ‘
PEG-vinyylisulfoni on my®ds stabiili ja eristettd-
vissd ja kykenee muodostamaan tioliselektiivisid, hydro-
lyysinkestédvisd sidoksia, tavallisesti paljon lyhyemmdssd
ajassa kuin halogeenietyylisulfoni tai muu aktivoitu etyy-
lisulfoni, mitd selitetddn tarkemmin j&ljemp&na.
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viidennessd vaiheessa, joka voidaan 1iitt#i syntee-
siin, aktivoidun etyylisulfonin annetaan reagoida jonkin
monista eri em#ksista kanssa, kuten natriumhydroksidin tai
trietyyliamiinin kanssa, PEG-vinyylisulfonin tai sen ak-
tiivisen johdoksen muodostamiseksi kdytettdvdksi tiolise-
lektiivisissd kytkentdreaktioissa. o _

Kuten jdljempdnd esitetyistd esimerkeistd, varsin-
kin esimerkistd 3, ilmenee, PEG-vinyylisulfoni reagoi no-
peasti tioliryhmien kanssa ja s#dilyy hydrolysoitumattomana
vedessi noin pH-arvon 11 alapuolella ainakin useita vuoro-

kausia. Reaktio voidaan esittd3 seuraavasti:
PEG-50,-CH=CH, + W-S5-H - PEG-S0,-CH,-CH,-5-W.

Tioliosan liittymisen (addition) sanotaan tapahtuvan "yli
kaksoissidoksen". W-S-ryhmd liittyy kaksoissidoksen pdate-
CH,-ryhmdan, joka on toinen hiiliatomi sulfoniryhmdstd SO,
laskettuna. Vety H liittyy kaksoissidoksen CH-osaan. pH:n
ollessa korkeampi kuin noin 9 sulfoniosan tioliselektiivi-
syys Kuitenkin pienenee ja sulfoniosan reaktiivisuus ami-
noryhmien suhteen kasvaa jonkin verran.

Vaihtoehtona edelld kuvatulle synteesille sulfonil-
la aktivoituja PEG-johdoksia voidaan valmistaa lijttamalla
PEG:iin, joka on aktivoitu jollakin muulla funktionaali-
sella ryhmdlld, sulfoniryhmdn sisdlt&vad kytkent#aine. Esi-
merkiksi aminoryhmé&lld aktivoidun PEG:n (PEG-NH,) annetaan
reagoida suotuisissa olosuhteissa (pH noin 9 tai sitd pie-
nempi) pienikokoisen molekyylin kanssa, joka sis8ltdi toi-
sessa pddssddn aktiivisen sukkiini-imidyyliesteriryhmén
(NHS-0,C-) ja toisessa pddssdén sulfoniosan, vinyylisulfo-
niryhmén -80,-CH=CH,. Aminoryhm&lla aktivoitu PEG muodostaa
stabiilin sidoksen sukkiini-imidyyliesterin kanssa. Tulok-
sena oleva PEG on pddteasemassa sijaitsevalla vinyylisul-

foniryhmdlld aktivoitu ja hydrolyysinkest&dvd. Reaktio ja
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tuloksena olevan vinyylisulfonilla aktivoidun PEG:n raken-

ne voidaan esittdd seuraavasti:

PEG-NH-0C-CH,-CH,-S0,-CH,=CH,.

Samankaltainen aktivoitu PEG voitaisiin saada ai-
kaan antamalla amiiniaktivoidun PEG:n, Kuten aktiivisen
PEG-sukkiini-imidyyliesterin (PEG-CO,-NHS) reagoida pieni-
kokoisen molekyylin kanssa, joka sisdltdd toisessa p&ids-
sd8n aminoryhmdn ja toisessa péddss8dn vinyylisulfoniryh-
mén. Sukkiini-imidyyliesteri muodostaa stabiilin sidoksen

aminoryhmé&n kanssa seuraavalla tavalla:

PEG-CO-NH-CH,-CH,-$0,-CH,=CH,.

Keksinndn mukaiset aktiiviset PEG-sulfonit voivat
olla moolimassaltaan millaisia tahansa ja voivat olla suo-
raketjuisia tai haarautuneita sisdltden satoja haaroja.
PEG voi olla substituoitu tai substituoimaton, Kkunhan
substituointiin sulfoniosilla on kaytettdvissd ainakin
yksi reaktiivinen asema. PEG:n keskimd@drdinen moolimassa
on tyypillisesti 200 - 100 000 ja sen biologiset ominai-
suudet voivat vaihdella moolimassan sek& haarautumis- ja
substituutioasteen mukaan, joten kaikki kyseiset johdokset
eivadt ehk& ole sopivia biologisiin tai bioteknisiin sovel-
luksiin., Useimpiin biologisiin ja bioteknisiin sovelluk-
siin voidaan k&dyttdd olennaisilta osiltaan lineaarista,
suoraketjuista PEG:n vinyyli- tai bisvinyylisulfonia tai
aktiivista etyylisulfonia, joka on vinyylisulfoni- tai
etyylisulfoniryhmid ja lisdksi l&snd olevia muita funktio-
naalisia ryhmi&, mikdli sellaiset ovat toivottavia, lukuun
ottamatta suurin piirtein substituoimaton. Sopivia substi-

tuentteja moniin biologisiin ja bioteknisiin sovelluksiin

Ok gean miin,
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olisivat tyypillisesti reaktiokyvyttémédt ryhmdt, kuten
vedyt (H-) ja metyyliryhmdt (CH,-) ("m-PEG").

PEG:iin voi o0lla liittynyt useampia kuin yksi vi-
nyvlisulfoniosa tai sen esiaste, tai PEG:n toinen pdd voi
olla peitetty suhteellisen reaktiokyvyttdm8lld ryhmdlla,
kuten metyyliryhm&lld (-CH,). Peiteryhmdll8 varustettu muo-
to kayttdkelpoinen esimerkiksi silloin, kun halutaan yk-
sinkertaisesti liitt&d polymeeriketjuja eri tioliasemiin
pitkin proteiiniketjua. PEG-molekyylien liittémistd biolo-
gisesti aktiiviseen molekyyliin, kuten proteiiniin tai
muuhun l&&kkeeseen tai pintaan, nimitetd&n toisinaan
"PEGyloinniksi". : ,

Lineaarinen PEG, joka sis#lt&4 kummassakin pa&ss#&n
aktiivisen hydroksyyliryhmdn, voidaan aktivoida vinyyli-
sulfonilla tai sen esiasteella tai johdoksilla, joilla on
samanlainen reaktiivisuus, niin ettd niistd tulee bifunk-
tionaalisia. Bifunktionaalista rakennetta, esimerkiksi
PEG-bisvinyylisulfonia, nimitet&&n toisinaan koiranluura-
kenteeksi ja voidaan k&yttdd esimerkiksi Kkytkentiaineena
tai vélikkeend biologisesti aktiivisten aineiden liitté&mi-
sessd pintaan tai useamman kuin yhden sellaisen biologi-
sesti aktiivisen molekyylin liittdmisessd PEG-molekyyliin.
Sulfoniosan hydrolyysinkestédvyys tekee siitd erityisen
sopivan bifunktionaalisiin tai heterobifunktionaalisiin
sovelluksiin.

Toinen sovellus on PEG-vinyylisulfonin ja sen esi-
asteiden tapauksessa vield dendriittinen aktivoitu PEG,
jossa keskelld olevaan ydinrakenteeseen on liitetty useita
PEG-haaroja. Dendriittisilla PEG-rakenteilla voi olla kor-
kea haarautumisaste, ja ne tunnetaan yleisesti "tahti"-
molekyyleind. T&ahtimolekyylejd on kuvattu yleisesti US-
patenttijulkaisussa 5 171 264 (Merrill), jonka sis#8ltéon
tédssd viitataan. Sulfoniosia voidaan kd8yttdd aktiivisen

funktionaalisen ryhmdn aikaansaamiseksi ytimestd lahtevan
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PEG-ketjun pd&hédn ja kytkentéryhminé funktionaalisen ryh-
madn liitta&miseksi tahtimolekyylin haaroihin.

PEG-vinyylisulfoni ja sen esiasteet ja johdokset
voidaan liitta8 suoraan pintoihin ja molekyyleihin, jotka
sisdltévadt tioliryhmén. Tavallisemmin pintaan tai molekyy-
liin liitetd#n kuiltenkin heterobifunktionaalinen PEG-joh-
dos, joka sisdltad toisessa péddssddn sulfoniosan ja toi-
sessa padssasdn toisenlaisen funktionaalisen ryhmdn, kysei-
sen toisenlaisen ryhmén vdlitykselld. Jollakin muista ak-
tiivisista ryhmistd substituoituna heterobifunktionaalista
PEG-koiranluurakennetta voidaan kayttad esimerkiksi kul-
jettamaan proteiinia tai muuta biologisesti aktiivista mo-
lekyylid toisen p&dan sulfonisidoksen ja toisen p#dn toi-
senlaisen sidoksen, kuten amiinisidoksen, vdlitykselléa
sellaisen molekyylin aikaansaamiseksi, jolla kahdenlaista
aktiivisuutta. Heterobifunktionaalinen PEG, joka sis8ltad
toisessa pddssdédn sulfoniosan ja toisessa pé&ssdén amiini-
spesifisen osan, voitaisiin liittdd sekd proteiinien kys-
teiini- ettd lysiiniosaan. Voidaan saavuttaa stabiili
amiinisidos, ja silloin hydrolyysinkestdvd reagoimaton
sulfoniosa on haluttaessa kaytettédvissd seuraaviin tioli-
spesifisiin reaktioihin.

Muina aktiivisina ryhmind, jotka soveltuvat hete-
robifunktionaalisiin, sulfonilla aktivoituihin PEG:ihin,
tulevat kysymykseen monet erilaiset yhdisteet. Biologisiin
ja bioteknisiin sovelluksiin sopivina substituentteina
tulisivat tyypillisesti kysymykseen reaktiiviset osat,
joita PEG-kemiassa tyypillisesti kdytetdsdn PEG:n aktivoin-
tiin, kuten aldehydit, trifluorietyylisulfonaatti, jota
nimitetddn +toisinaan tresylaatiksi, N-hydroksisukkiini-
imidi, syanuurihappokloridi, syanuurihappofluoridi, asyy-
liatsidi, sukkinaatti, p-diatsobentsyyliryhm&, 3-(p-diat-
sofenyylioksi)-2-hydroksipropyylioksiryhmd ja muut.

Esimerkkejd aktiivisista osista, jotka ovat muita

kuin sulfoneja, on esitetty US-patenttijulkaisussa
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4 179 337 (Davis et al.), US-patenttijulkaisuissa

4 296 097 ja 4 430 260 (Lee et al.), US-patenttijulkaisus-
sa 4 670 417 (Iwasaki et al.), US-patenttijulkaisuissa
4 766 106, 4 917 888 ja 4 931 544 (Katre et al.), US-
patenttijulkaisussa 4 791 192 (Nakagawa et al.), US-
patenttijulkaisuissa 4 902 502 ja 5 089 261 (Nitecki et
al.), US-patenttijulkaisussa 5 080 891 (Saifer), US-
patenttijulkaisussa 5 122 614 (Zalipsky), US-patenttijul-
kaisussa 5 153 265 (Shadle et al.), US-patenttijulkaisussa
5 162 430 (Rhee et al.), EP-hakemusjulkaisussa 0 247 860
sekd kansainvdlisissd PCT-hakemusjulkaisuissa US86/01 252,
GB89/01 261, GB89/01 262, GB89/01 263, Us90/03 252,
US90/06 843, US91/06 103, US92/00 432 ja US92/02 047, joi-
den sis&ltodn tédssé viitataan.

Ammattimiehelle lienee selvad, ettd edelld kuvattu-
ja koiranluurakenteita voitaisiin k&ayttdd monia erilaisia
substituentteja ja substituenttien yhdistelmid sisdltavi-
nd. Voidaan muuntaa l&dkkeitd, kuten aspiriinia, vitamii-
neja, penisilliini& ja muita, jotka ovat liian monilukui-
sia mainittaviksi; polypeptidejd tai proteiineja ja prote-
iinjifragmentteja, jotka sis&ltédvat erilaisia funktionaali-
sia ryhmi& ja wvoivat olla moolimassaltaan monenlaisia;
erityyppisid soluja; biomateriaaleihin soveltuvia pintoja:
melkeinpd mitd aineita tahansa. Tulisi k&dsittdd, ettd ter-
mi "proteiini" sulkee tdssd kaytettynd siséénsi peptidit
ja polypeptidit, jotka ovat aminohappojen polymeereja.
Termi "biomateriaali" tarkoittaa materiaalia, tyypillises-
ti synteettistd ja joskus muovista valmistettua, joka so-
veltuu istutettavaksi el&vdan ruumiiseen vahingoittuneen
tai sairaan osan korjaamiseksi. Yhden esimerkin biomateri-
aaleista muodostavat tekoverisuonet.

Yhdell& keksinndn mukaisella suoraketjuisella PEG-
johdoksella, joka on sopiva biologisiin ja bioteknisiin
sovelluksiin, on perusrakenne R-CH,CH,-(OCH,CH,).-Y. PEG:n

monomeeriyksikké OCH,CH, on edullisesti suurin piirtein
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substituoimaton ja'haarautumaton polymeerin rungossa. Ala-
indeksi n voi olla noin 5 - 3 000. Sen tyypillisempi vaih-
teluvdli on noin 5 - 2 200, joka vastaa suunnilleen mooli-
massa-aluetta 220 -~ 100 000. Vield tyypillisempi vaihtelu-
vdli on noin 34 - 1 100, joka vastaa suunnilleen moolimas-
sa-aluetta 1 500 -~ 50 000. Useimmissa sovelluksissa mooli-
massa on noin 2 000 - 5 000, joka vastaa suunnilleen n:n
arvoa 45 - 110.

Edelli esitetyssd rakennekaavassa Y tarkoittaa ryh-
m&& -SO,-CH=CH, tai -S0,-CH,-CH,-X, jossa X on halogeeni. R
tarkoittaa samaa tai eri ryhmdd kuin Y. R voi olla ryhméa
HO-, H,CO-, CH,=CH-S0,-, Cl-CH,-CH,-S0,- tai jokin muu poly-
meerin aktivoiva ryhmd kuin CH,=CH-S0,- tai Cl-CH,-CH,-S0,-,
esimerkiksi sellainen, johon on viitattu edelld mainituis-
sa patenttijulkaisuissa ja hakemusjulkaisuissa.

Namd aktiiviset polymeerijohdokset ovat vesiliukoi-
sia ja hydrolyysinkestdvid ja muodostavat vesiliukoisia
konjugaatteja ja hydrolyysinkestdvi&d sidoksia tioliryhmien
kanssa. Johdosten katsotaan olevan rajattomasti tai l&hes
rajattomasti veteen liukenevia ja ne voivat saada muuten
liukenemattomat molekyylit liukenemaan, kun viimeksi mai-
nitut liitet&dn sellaiseen johdokseen.

Johdosten hydrolyysinkestdvyys tarkoittaa siti,
ettd polymeerin ja sulfoniosan vdlinen sidos on stabiili
vedessd ja ettd vinyylisulfoniosa on veden kanssa reagoi-
maton noin pH-arvon 11 alapuolella pitk&dn, ainakin useita
vuorokausia ja mahdollisesti rajattomasti, kuten j&ljemp&d-
nd esitetysti esimerkistd 3 kdy ilmi. Aktivoitu etyylisul-
foni voidaan muuntaa vinyylisulfoniksi em&ksisissd olosuh-
teigssa niin, ettd saavutetaan sama stabiilisuus. Tiolisi-
doksen hydrolyysinkestévyys tarkoittaa sitd, ettd aktivoi-
dun polymeerin ja tioliryhmdn sisdltdvan aineen muodosta-
man Kkonjugaatin sulfoni-tiolisidos on stabiili pitk&din
vesipitoisissa ymparisttissd pH:n ollessa alempi Kuin noin

1l. Useimpien proteiinien voidaan odottaa menettdvdn ak-
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tiivisuutensa pH:n olleséa 11 tai sitd korkeampi, joten
ammattimiehelle lienee selvdia, ettd monet PEG:n aktiivis-
ten sulfonijohdosten sovellukset tapahtuvat pH-arvon 11
alapuolella riippumatta sulfoniosan stabiilisuudesta kor-
keammassa pH:ssa.

Soveltuakseen proteiinien ja muiden aineiden muun-

'tamiseen sulfonin on ainoastaan oltava stabiili riitt3vién

pitkdsdn, jotta sulfoni ehtii reagoida proteiinissa tai
muussa aineessa 1ld8snd olevan reaktiivisen tioliryhmdn
kanssa. Sulfoniosan ja tiolin vdlisen reaktion nopeus voi
vaihdella pH:n mukaan, kuten jdljempdns esitetystd esimer-
kistd 2 ilmenee, noin 2 minuutista 30 minuuttiin, joka
nopeus on paljon suurempi kuin mahdollisen hydrolyysin
nopeus. Vinyylisulfonin voisi sallia reagoida tiolin kans-
sa paljon hitaamminkin, koska se on stabiili pitk&&n. Ku-
ten jdljempdnd esitetystd esimerkistd 3 ilmenee, kloori-
etyylisulfoni ei hydrolysoidu emdksisissd olosuhteissa
vaan muuttuu vinyylisulfoniksi, joka s&dilyy stabiilina
useita pdivid ja on jopa reaktiivisempi tioliryhmien suh-
teen. Niinpd, kun tarkoituksena on muuntaa aineiden omi-
naisuuksia, myts aktiivisten etyylisulfonien voidaan kat-
soa sdilyvé@n hydrolysoitumattomina pitk&dn laajalla pH-
alueella. : .
Muidenkin vesiliukoisten polymeerien kuin PEG:n
uskotaan soveltuvan samankaltaiseen muuntamiseen ja akti-
vointiin aktiivisella sulfoniosalla. Sellaisia muita poly-
meereja ovat polyvinyylialkoholi (PVA); muut polyalkeeni-
oksidit, kuten polypropeeniglykoli (PPG) ja vastaavat; ja
poly(oksietyloidut polyolit), kuten poly(oksietyloitu gly-
seroli), poly(oksietyloitu sorbitoli) ja poly(oksietyloitu
glukoosi); seka vastaavat. Kyseiset polymeerit voivat olla
homopolymeereja tai satunnais- tai lohkokopolymeereja tai
~terpolymeereja, jotka perustuvat edelld mainittujen poly-
meerien monomeereihin, suoraketjuisia tai haarautuneita ja

substituoituja tai substituoimattomia samalla tavalla kuin

Sl - en
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PEG mutta sellaisié, etts niiss3 on ainakin yksi aktiivi-
nen asema kidytettdvissd reaktioon sulfoniosan muodostami-
seksi.

Seuraava esimerkki 1 kuvaa polyeteeniglykolikloori-
etyylisulfonin valmistusta, eristystd ja karakterisointia
ja polyeteeniglykolivinyylisulfonin valmistamista sen j&l-
keen polyeteeniglykolikloorietyylisulfonista. Muita poly-
meerisulfoneja, jotka sisdltdvat reaktiivisen aseman toi-
sessa hiiliatomissa sulfoniryhmdastd laskettuna, valmiste-
taan samalla tavalla ja valmistusvaiheiden pitédisi olla
selviid ammattimiehelle alla olevan esimerkin 1 ja edella
lueteltujen polymeerien perusteella.

Esimerkki 1: Synteesi _

Reaktiovaiheita voidaan kuvata seuraavilla rakenne-
kaavoilla:

(1) PEG-OH + CH,S0,Cl1 -» PEG-0SO0,CH,

(2) PEG-0SO,CH, + HSCH,CH,0OH - PEG-SCH,CH,OH

(3) PEG-SCH,CH,0H + H,0, - PEG-SO0O,CH,CH,OH

(4) PEG-SO,CH,CH,OH + SOCl, - PEG-SO,CH,CH,Cl

(5) PEG-SO,CH,CH,Cl + NaOH -~ PEG-S0,-CH=CH, + HCl

Kutakin edelld esitetyistd reaktioista Kkuvataan
alla vksityiskohtaisesti.

Reaktio 1 _ , : :

Reaktio 1 kuvaa polyeteeniglykolin metaanisulfonyy-
liesterin valmistusta, jota esterid voidaan nimittda myds
polyeteeniglykolimetaanisulfonaatiksi tai -mesylaatiksi.
Tosylaatti ja halogenidit voidaan valmistaa samoilla me-
nettelytavoilla, joiden uskotaan olevan ammattimiehelle
selvia.

Mesylaatin valmistusta varten PEG (25 g), ‘jonka
moolimassa o0li 3 400, kuivattiin tislaamalla se atseo-
trooppisesti tolueenissa (150 ml). Noin puolet tolueenista
tislautuli pois PEG:n kuivauksessa. Tolueenia ja PEG:a si-
sdltdvddn liuokseen lis#dttiin kuivaa dikloorimetaania
(40 ml), mink& jalkeen liuos jashdytettiin jadhauteessa.
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Jaahdytéttyyn liuokseen lis#ttiin tislattua metaanisulfo-
nyylikloridia (1,230 ml, 1,06 kertaa ekvivalenttimassa
suhteessa PEG:n hydroksyyliryhmiin) ja kuivaa trietyyli-
amiinia (2,664 ml, 1,3 kertaa ekvivalenttimassa suhteessa
PEG:n hydroksyyliryhmiin). "Ekvivalenttimassa", sellaisena
kuin sitd on kdytetty edelld, voidaan ajatella "kokonais-
massaksi" ja tarkoittaa sitd yhdisteen m&drdad massayksi-
kéind, joka reagoi ekvivalenttimassaa vastaavan md&ran
kanssa PEG:n hydroksyyliryhmid.

Reaktioseoksen annettiin seistd yon yli, jonka ai-
kana se lampeni huoneenlémpdtilaan. Saostui trietyyliamii-
nihydrokloridia ja sakka poistettiin suodattamalla. Tila-
vuus pienennettiin sitten pydrdhaihduttamalla 20 ml:ksi.
Mesylaatti saostettiin lisd&m&lld liuos Kylm&d&n Kkuivaan
etyylieetteriin (100 ml). Ydinmagneettiseen resonanssiin
(NMR) perustuva analyysi osoitti, ettd hydroksyyliryhmien
konversio mesylaattiryhmiksi oli 100 %.

Reaktio 2 . ’ .

Reaktio 2 kuvaa polyeteeniglykolimerkaptoetanolin
muodostusta antamalla mesylaatin reagoida merkaptoetanolin
kanssa. Reaktio saa aikaan PEG:n metaanisulfonaattiryhmén
korvautumisen. Merkaptoetanoliryhmdn rikki sitoutuu suo-
raan PEG:n hiili-hiilirungon hiiliatomiin.

Reaktiolla 1 valmistettu mesylaatti (20 g) liuvotet-
tiin tislattuun veteen (150 ml). Mesylaattia ja vettd si-
sdltdva liuos jddhdytettiin upottamalla se ja&dhauteeseen.
Jadhdytettyyn liuokseen lisdttiin merkaptoetanolia
(2,366 ml, 3 kertaa ekvivalenttimassa suhteessa PEG:n hyd-
roksyyliryhmiin). Lisdttiin myos 2N NaOH-emdstd
(16,86 ml). Reaktioseosta palautusjddhdytettiin 3 tuntia,
mikd tarkoittaa sitd, ettd reaktioseoksesta kohonneita
héyryjd jdadhdytettiin jatkuvasti ja niiden annettiin valua
takaisin reaktioseokseen.

Tuotteeksi saatu polyeteeniglykolimerkaptoetanoli
uutéttiin kolmesti dikloorimetaanilla kayttdmdlld Kullakin
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kerralla noin 25 ml dikloorimetaania. Orgaaniset jakeet
kerdttiin yhteen ja kuivattiin vedetttmdlld magnesiumsul-
faatilla. Tilavuus pienennettiin 20 ml:ksi, ja tuote saos-
tettiin lisd&mdlld 1liuos kylmd8in kuivaan eetteriin
(150 ml).

NMR-analyysi dimetyylisulfoksidissa (DMSO-d,) antoi
PEG-SCH,CH,OH:1le seuraavat piikit: 2,57 ppm, tripletti,
-CH,-8-; 2,65 ppm, tripletti, -S-CH,-; 3,5 ppm, runkosing-
letti; ja 4,76 ppm, tripletti, -OH. Hydroksyylipiikki koh-
dassa 4,76 ppm osoitti substituutioksi 81 %. On havaittu,
ettd hydroksyylihuiput antavat monesti prosentuaaliseksi
substituutioksi alhaisia lukuja, ja siksi kohdassa
2,65 ppm esiintyvdn piikin, joka vastaa ryhmdd -S-CH,-,
katsotaan olevan luotettavampi ja vahvistavan substituu-
tioksi 100 %.

Reaktio 3

Reaktio 3 kuvaa valmistetun polyeteeniglykolimer-
kaptoetanolin hapetusta peroksidilla rikin (8) muuntami-
seksli sulfoniryhméaksi (S0,). Saadaan aikaan PEG-etanolisul-
foni.

PEG-SCH,CH,0H (20 g) liuotettiin 0,123 M volframi-
happoliuvokseen (30 ml) ja j&8hdytettiin j#shauteessa.
Volframihappoliuos valmistettiin liuottamalla happo nat-
riumhydroksidiliuckseen, jonka pH oli 11,5, ja s#a&atamalla
pH sitten jddetikalla arvoon 5,6. Volframihappoa ja poly-
eteeniglykolimerkaptoetanolia sisidltévaidn liuokseen lisdt-
tiin tislattua vetta (20 ml) ja 30%:ista vetyperoksidia
(2,876 ml, 2,5 kertaa ekvivalenttimassa suhteessa hydrok-
syyliryhmiin), ja reaktioseoksen annettiin ldmmetd yén
aikana huoneenlampédtilaan.

Hapetettu tuote uutettiin kolmesti dikloorimetaa-
nilla k&yttém&llad Kullakin kerralla noin 25 ml dikloorime-
taania. Yhteen kerdtyt orgaaniset jakeet pestiin natrium-
vetykarbonaatin laimealla vesiliuoksella ja Kkuivattiin

vedettdémdllad magnesiumsulfaatilla. Tilavuus pienennettiin
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20 ml:ksi: PEG-etanolisulfonituote saostettiin lis##m#l114
liuvos kylmédn kuivaan eetteriin. ‘ _

NMR-analyysi dimetyylisulfoksidissa (DMSO-d,) antodi
PEG-SO,CH,CH,0H:1le seuraavat piikit: 3,25 ppm, tripletti,
-CH,-80,~; 3,37 ppm, tripletti, -S0,-CH,-; 3,50 ppm, runko;
3,77 ppm, tripletti, -CH,-OH; 5,04 ppm, tripletti, -OH.
Hydroksyylipiikki kohdassa 5,04 ppm osoitti substituutiok-
si 85 %. Kohdassa 3,37 ppm esiintyvd8 piikki, joka vastaa
ryhmd8 -S0,-CH,-, osoitti kuitenkin substituutioksi 100 %
ja sitd pidetdidn luotettavampana.

Reaktio 4

Reaktio 4 kuvaa synteesin viimeist# vaihetta ja
polyeteeniglykolikloorietyylisulfonin eristyst& ja karak-
terisointia.

Tuoteen syntetisoimiseksi polyeteeniglykolietanoli-
sulfoni PEG-SO,CH,CH,0H (20 g) liuotettiin wvastatislattuun
tionyylikloridiin (100 ml) ja liuosta palautusjddhdytet-
tiin y6n yli. Tionyylikloridi oli tislattu Kinoliinista.
Ylimdd8rdinen tionyylikloridi poistettiin tislaamalla. Li-
sdttiin tolueenia (50 ml) ja dikloorimetaania (50 ml) ja
ne poistettiin tislaamalla.

Tuotteen eristédmiseksi PEG-kloorietyylisulfoni liu-
otettiin dikloorimetaaniin (20 ml) ja saostettiin lis&&-
mdlla liuos kylmddn kuivaan etyylieetteriin (100 ml). Sak-
ka kiteytettiin uudelleen etyyliasetaatista (50 ml) tuot-
teen eristdmiseksi.

Tuotteen karakterisointiin kdytettiin ydinmagneet-
tista resonanssia. PEG-SO,CH,CH,Cl:n NMR-analyysi dimetyy-
lisulfoksidissa (DMSO-d,) antoi tulokseksi seuraavat pii-
kit: 3,50 ppm, runko; 3,64 ppm, tripletti, -CH,-S0,-;
3,80 ppm, tripletti, -S0,-CH,-. Kohdassa 3,94 ppm esiintyi
pieni hydroksyyliepédpuhtaustripletti. Prosentuaalisen
substituution laskeminen tastd spektristd oli wvaikeata,
koska tarkeadt piikit sijaitsevat ldhelld hyvin voimakasta
runkopiikkii.

P
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Reaktio 5 } : _

Reaktio 5 kuvaa feaktiovaiheessa 4 aikaansaadun
polyeteeniglykolikloorietyylisulfonin muuntamista poly-
eteeniglykolivinyylisulfoniksi ja wvinyylisulfonituotteen
eristystada ja karakterisointia. _

PEG-vinyylisulfoni valmistettiin helposti liuotta-
malla kiinted PEG-kloorietyylisulfoni dikloorimetaaniliu-
otteeseen ja lisdamilla sen jadlkeen 2 ekvivalenttia NaOH-
emdstd. Liuos suodatettiin emdksen poistamiseksi ja liuote
haihdutettiin lopputuotteen PEG-S0,-CH=CH,, PEG~vinyylisul-

fonin, eristamiseksi.

PEG—vinyylisulfonikarakterisoitiinNMR—analyysilla'

dimetyylisulfoksidissa (DMSO-d.), NMR-analyysi paljasti
seuraavat piikit: 3,50 ppm, runko; 3,73 ppm, tripletti,
~CH,-S50,~; 6,21 ppm, tripletti, =CH,; 6,97 ppm, kaksoisdub-
letti, -50,-CH-. Kohdassa 6,97 ppm esiintyva piikki, joka
vastaa ryhmda -S0,-CH-, osoitti substituutioksi 84 %. Koh-
dassa 6,21 ppm esiintyvd piikki, joka vastaa ryhmd& =CH,,
osoitti substituutioksi 94 %. Titraus merkaptoetanolilla
ja 2,2'-ditiopyridiinillad osoitti substituutioksi 95 %.
Esimerkki 2: Tioliselektiivinen reaktiivisuus

Esimerkki osoittaa, ettd PEG-vinyylisulfoni ja sen

esiaste PEG-kloorietyylisulfoni ovat oleellisesti reaktii-

visempia tioryhmien (-SH) suhteen kuin aminoryhmien (-NH,)
tai iminoryhmien (-NH-) suhteen. Tioliryhmii sis&dltdvat
vyhdisteet ovat orgaanisia yhdisteitd, jotka muistuttavat
alkoholeja, jotka sisdltdvdt hydroksyyliryhmdn (-H), pait-
si ettd tioleissa hydroksyyliryhmdn happi on korvautunut
rikilld. Tioleja nimitet&ddn toisinaan myds sulfhydryyleik-
si tai merkaptaaneiksi. PEG-vinyylisulfoni sig#dlt&dd vinyy-
lisulfoniryhmdn ~S0,-CH=CH,. PEG-kloorietyylisulfoni sisdl-
tdd kloorietyylisulfoniryhmén -SO,CH,CH,C1.

Selektiivisyys tiolien suhteen on tidrkedd proteii-
neja muunnettaessa, koska se merkitsee sitd, ettid muunta-

minen voidaan kohdistaa ensisijaisesti kysteiiniyksikkéi-
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" hin (jotka sis#lt&vét ryhman -SH) lysiiniyksikk&jen (jotka

sisdltdvat ryhmén -NH,) ja histidiiniyksikkdjen (jotka si-
sdltavat ryhmdn -NH-) sijasta. PEG-vinyylisulfonin selek-
tiivisyys tiolien suhteen merkitsee sitd, ettd PEG voidaan
1iittds selektiivisesti kysteiiniyksikkdéihin ja siten kye-
t48n sdilyttdmddn proteiinin aktiivisuus tiettyjen prote-
iinien tapauksessa ja sdidtelemdsdn proteiiniin liitettdvien
PEG-molekyylien m3&rai.

PEG-vinyylisulfonin suhteellinen reaktiivisuus tio-
1li- ja aminoryhmien suhteen m#dritettiin mittaamalla no-
peudet, joilla PEG-vinyylisulfoni reagoi N-a-asetyylily-
siinin metyyliesterin ja merkaptoetanolin kanssa. N-a-ase-
tyylilysiinin metyyliesteri on lysiinin malli, joka sisdl-
tdd aminoryhmén ja josta kaytetddn lyhennettd Lys-NH,. Mer-
kaptoetanoli toimii kysteiinin mallina, joka sis&ltaa tio-
liryhm8n ja josta kdytetdidn lyhennettd Cys-SH. PEG-~kloori-
etyylisulfonin suhteellinen reaktiivisuus madritettiin
samalla tavalla. Viimeksi mainittu molekyyli voi toimia
vinyylisulfonin "suojattuna" muotona, koska se on stabiili
hapossa mutta muuttuu emédstd lisdttdessd PEG-vinyylisulfo-
niksi.

PEG-vinyylisulfonin ja PEG-kloorietyylisulfonin
reaktiivisuutta tutkittiin pH:ssa 8,0, pH:ssa 9,0 ja
pH:ssa 9,5. Puskurit pH:n kontrolloimiseksi olivat O,1 M
fosfaatti pH:ssa 8,0 ja 0,1 M boraatti pH:ssa 9,0 ja
pH:ssa 9,5. Reaktiivisuuden merkaptoetanolin suhteen mit-
tausta varten molempiin puskureihin lisdttiin etyleenidi-
amiinitetraetikkahappoa (EDTA, 5 mmol/l) tiolin muuttumi-
sen disulfidiksi hidastamiseksi.

Keksinnon mukaisten PEG-johdosten ja Lys—NHz:nAvé—
listd reaktiota varten liuokseen, joka sisdlsi Lys-NH,:ta
(0,3 mmol/l) asianmukaisessa puskurissa, lis&ttiin kulla-
kin kolmella emdksiselld pH-tasolla PEG-johdoksen 3 mM
liuosta samalla sekoittaen. Reaktiota seurattiin lisddmial-
14 reaktioliuokseen fluoresamiinia fluoresoivan johdoksen
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aikaansaamiseksi reaktiolla jidljelld olevien aminoryhmiéh
kanssa. Seurantavaihe toteutettiin lisd&m&ll&d reaktioseos-
ta (50 pl) fosfaattipuskuriin (1,950 ml), jonka pH oli
8,0, Jja 1lis&&8m&lld sen jalkeen fluoresamiiniliuosta
(1,0 ml) samalla voimakkaasti sekoittaen. Fluoresamiini-
liuos sisdlsi 0,3 mg fluoresamiinia/ml asetonia. _

Fluoresenssi mitattiin 10 minuuttia sekoituksen
jalkeen. Eksitaatio ilmeni aallonpituudella 390 nm. Valon
emissio tapahtui aallonpituudella 475 nm, Mit88n reaktiota
ei havaittu 24 tunnin kuluessa PEG-vinyylisulfonin eikd
PEG-kloorietyylisulfonin tapauksessa pH:ssa 8,0. pH:ssa
9,5 reaktio o0li hidas, mutta kaikki aminoryhmé&t olivat
reagoineet muutaman vuorokauden kuluttua.

PEG-vinyylisulfonin ja sen PEG-kloorietyylisulfoni-
esiasteen reaktiota Cys-SH:n kanssa varten liuokseen, joka
sisdlsi Cys-SH:ta (0,2 mmol/l) asianmukaisessa puskurissa,
lisattiin kullakin kolmella em3ksiselld pH-tasolla PEG-
johdoksen 2 mM liuosta. Reaktiota seurattiin lis&&malléa
reaktioliuokseen 4-ditiopyridiinid, 4-ditiopyridiiniyhdis-
te reagoi Cys-SH:n kanssa tuottaen tulokseksi 4-tiopyrido-
nia, joka absorboi ultraviolettivaloa.

Seurantavaihe toteutettiin lisd&m#dll4 reaktioseosta
(50 pl1) 0,1 M fosfaattipuskuriin (0,950 ml), jonka pH oli
8,0 ja joka sisdlsi EDTAa (5 mmol/l), ja lisd&m#lld sen
jdlkeen liuosta (1,0 ml), joka sisdlsi 4-ditiopyridiinié
(2 mmol/l) samassa puskurissa.

4-tiopyridonin absorbanssi mitattiin aallonpituu-
della 324 nm. Sekd PEG-vinyylisulfoni ettd PEG-kloorietyy-
lisulfoni osoittautui reaktiiviseksi Cys-SH:n suhteen;
PEG-vinyylisulfonin reaktiivisuus osoittautui suuremmaksi.
pH:ss& 9,0 reaktio on ohi 2 minuutissa kaytettdessid vinyy-
lisulfonia ja 15 minuutissa kdytettdessd kloorietyylisul-
fonia. N8m& reaktiot olivat kuitenkin liian nopeita tark-
kojen nopeusvakioiden mi&rittdmiseksi. pH:ssa 8,0 reaktiot
olivat hitaampia mutta menivdt silti loppuun tunnissa vi-
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' nyylisulfonin tapauksessa ja 3 tunnissa kloorietyylisulfo-

nin tapauksessa. Kloorietyylisulfonin muuttuminen vinyyli-
sulfoniksi on oleellisesti hitaampaa kuin vinyylisulfonin
reaktio Cys-SH:n kanssa. Kloorietyylisulfonin ja Cys-SH:n
vidlisen reaktion nopeus ndyttdd siten olevan riippuvainen
nopeudesta, jolla kloorietyylisulfoni muuttuu vinyylisul-
foniksi. N3&md reaktiot ovat joka tapauksessa vield paljon
nopeampia kuin reaktio Lys-NH,:n kanssa.

Edelld kuvatut kinetiikkatutkimukset todistavat
seuraavat seikat. PEG-vinyylisulfoni on paljon reaktiivi-
sempi tioliryhmien suhteen kuin aminoryhmien suhteen, mika
on osoitus siitd, ettd PEG-vinyylisulfonin liittyminen
proteiinin, joka sis&ltdd sekd kysteiini- ettd lysiiniryh-
mid, tapahtuu ensisijaisesti reaktiolla kysteiinin kanssa.
Koska reaktiivisuus aminoryhmien suhteen on samanlainen
kuin iminoryhmien suhteen, niin myds reaktiivisuus histi-
diinialayksikk6jen suhteen on paljon pienempi kuin reak-
tiivisuus kysteiinialayksikk&jen suhteen. Selektiivisyys
tioliryhmien suhteen myds korostuu alemmilla pH-arvoilla
PEG-kloorietyylisulfonin ja PEG-vinyylisulfonin tapaukses-
sa, joskin PEG-kloorietyylisulfonin reaktiot ovat hiukan
hitaampia.

Monien PEG-johdosten kdyttbkelpoisuus on rajoitet-
tu, koska ne reagoivat nopeasti veden kanssa, mik3 estdi
pyrkimykset liittdd johdos molekyyleihin ja pintoihin ve-
sipitoisissa olosuhteissa. Seuraava esimerkki 3 osoittaa,
ettd PEG-vinyylisulfoni ja PEG-kloorietyylisulfoni ovat
stabiileja vedess4.

Esimerkki 3: Hydrolyysinkestivyys

PEG-vinyylisulfoni 1liuotettiin raskaaseen véteen,

deuteriumoksidiin (D,0), ja sitd seurattiin NMR:n avulla.

- Reaktiota ei ilmennyt. PEG-kloorietyylisulfonista, joka

livotettiin raskaaseen veteen, joka oli puskuroitu boraa-
tilla pH-arvoon 9,0, syntyi PEG-vinyylisulfonia. NMR-seu-
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" ranta osoitti, ettd PEG-vinyylisulfoni oli muodostuttuaan

stabiili 3 vuorokautta raskaassa vedessd.

PEG-kloorietyylisulfoni on stabiili vedessd, kunnes
liuos tulee emdksiseksi, jossa vaiheessa se muuttuu vinyy-
lisulfoniksi. Muuttuminen vinyylisulfoniksi on todistettu
liuottamalla PEG-kloorietyylisulfoni veteen pH:ssa 7 ja
boraattipuskuriin pH:ssa 9. PEG-johdos uutetaan dikloori-
metaaniin. Dikloorimetaanin poisto ja sitd8 seurannut NMR-
analyysi osoittivat, ettd PEG-kloorietyylisulfoni on sta-
biili neutraalissa pH:ssa 7,0 ja reagoi emdksen kanssa,
jolloin syntyy PEG-vinyylisulfonia.

Vinyylisulfoni on stabiili vedessd useita vuorokau-
sia, jopa emdksisessd pH:ssa. PEG-vinyylisulfonin suuri
hydrolyysinkestédvyys ja tiolispesifinen reaktiivisuus mer-
kitsevat sitd, ettd PEG-vinyylisulfoni ja sen esiaste so-
veltuvat molekyylien ja pintojen muuntamiseen vesipitoi-
sissa olosuhteissa, kuten seuraavasta esimerkistd 4 ilme-
nee. _ .
Esimerkki 4: Liittdminen proteiiniin
Proteiinien muuntamista havainnollistetaan liitt&-
mdlla PEG-johdos naudan seerumialbumiiniin (BSA) kahdella
eri menetelmdlld. Muuntamaton luonnon BSA sisdltdd kystii-
niryhmid, jotka eivdt sisdlld tioliryhmid. Kystiiniyksik6t
ovat sitoutuneina disulfidisidoksiksi (§-S).

Ensimmdisessd menetelmdssd m-PEG-vinyylisulfonin,
jonka moolimassa oli 5000, annettiin reagoida muuntamatto-
man BSA:n kanssa 0,1 M boraattipuskurissa pH:ssa 9,5 ja
huoneenl&mpétilassa 24 tuntia. Liuos sisédlsi 1 mg BSA:ta
ja 1 mg m-PEG-vinyylisulfonia, jonka moolimassa oli 5000,
millilitraa kohden liuosta. Esimerkin 2 malliyhdisteilld
saadut tulokset olivat osoittaneet, ettd lysiinialayksikdt
(ja mahdollisesti histidiinialayksikét) muuntuisivat ndis-
sd suhteellisen em8ksisiss8 olosuhteissa ja reaktioon kdy-
tettdvissd olevien vapaiden tioliryhmien puuttuessa.
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Liittyminen lysiinialayksikkdihin osoitettiin kah-
della tavalla. Ensinndkin Kkokoekskluusiokromatografia
osoitti proteiinin moolimassan kasvaneen noin 50 % ja siis
noin 20 PEG-molekyylin liittyneen proteiiniin. Toiseksi
fluoresenssianalyysi osoitti 1lysiiniryhmien lukumd&ran
BSA-molekyylissd pienentyneen noin kymmenelld.

Toisessa menetelmdssd BSA Kdsiteltiin tributyyli-
fosfiinilla disulfidisidosten (S-S) pelkistamiseksi reak-
tioon kdytettdvissi oleviksi tioliryhmiksi (-$H). Muunnet-
tua BSA:ta kasiteltiin sitten PEG-kloorietyylisulfonilla
0,1 M boraattipuskurissa pH:ssa 8,0 ja huoneenld@mpdtilassa
1 tunnin ajan. Liuos sisdlsi 1 mg BSA:ta ja 1 mg m-PEG-
kloorietyylisulfonia, jonka moolimassa oli 5000, millilit-
raa kohden liuosta. Tulokset osoittivat, ettd lysiiniryh-
mét olivat reaktiokyvyttdmid ndisséd olosuhteissa. Tioli-
ryhm&t olivat kuitenkin reaktiivisia.

PEG:n liittyminen proteiiniin osoitettiin kokoeks-
kluusiokromatografialla, joka osoitti proteiinin moolimas-
san Kasvaneen noin 25 %. Fluoresamiinianalyysi ei osoitta-
nut mit&d3dn muutosta proteiinin lysiinialayksikkdjen ma&d-
rdssd ja vahvisti siten, ettd PEG:n liittyminen ei tapah-
tunut lysiinialayksikkoihin. T&ma& wvahvisti substituution
tapahtuneen tioliryhmissa.

Tdss8 esitettyjen patenttivaatimusten kohteena ole-

vaa keksintdd on kuvattu kdsittelemdlld tiettyjd esimerk-

keind esitettyjd suoritusmuotoja. Edellsd esitetyn Kuvauk-
sen ei ole kuitenkaan tarkoitus rajoittaa keksintd& kysei-
siin esimerkKkisuoritusmuotoihin ja ammattimiehen pitédisi
kdsittdd, ettd voidaan tehdd muutoksia, jotka ovat edelld
esitetysséd selityksessd kuvatun keksinntn hengen mukaisia
ja kuuluvat sen piiriin. P&invastoin keksint®é kattaa kaik-
ki wvaihtoehdot, muunnelmat ja vastineet, joiden voidaan
katsoa olevan keksinnén todellisen hengen mukaisia ja kuu-
luvan sen suoja-alan piiriin, jonka méidrittelevdt oheiset
patenttivaatimukset.
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Patenttivaatimukset

1. Vesiliukoinen ja eristettdvissa oleva aktivoitu
polymeeri, joka on hydrolyysinkestava, tunnettu siitd,
ettd polymeeri on polyalkeenioksidi, poly(oksietyloitu po-
lyoli) tai poly(olefiininen alkoholi) ja sisaltdd ainakin
yhden aktiivisen sulfoniosan, Jjossa on vahintdan kaksi
hiiliatomia liittyneend sulfoniryhmdan -S0,~ ja reaktiivi-
nen kohta tiolille spesifiseen kytkent&dn, joka reaktiivi-
nen kohta sijaitsee toisessa hiiliatomissa sulfoniryhmdsta
laskettuna.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd mainittuna ainakin yhteni
aktiivisena sulfoniosana tulevat kysymykseen vinyylisulfo-
ni, aktiivinen etyylisulfoni, vinyylisulfonin ja etyylisul-
fonin aktiiviset Jjohdokset sekd niiden yhdistelmat.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen aktivoitu poly-

‘meeri, tunnettu siitd, ettid polymeeri on polyeteenigly-

koli ja mainittu ainakin yksi aktiivinen sulfoniosa on vi-
nyylisulfoni tai halogeenietyylisulfoni.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd polymeeri on polyeteenigly-
kolivinyylisulfoni.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd polymeerina tulevat kysy-
mykseen polyeteeniglykoli, polypropeeniglykoli, poly(oksi-
etyloitu glyseroli), poly(oksietyloitu sorbitoli), poly-
(oksietyloitu glukoosi) Jja polyvinyylialkoholi.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd polymeeri on polyetee-
niglykoli. :

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd polymeeri on sucraketjuinen

polymeeri.
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8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen aktivoitu poly-

meeri, tunnettu siitd, ettd suoraketjuinen polymeeri ei
sisdlld muita substituentteja kuin aktiivisia sulfoniosia.

9, Patenttivaatimuksen 1 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd polymeeri on satunnais- tai
blokkikopolymeeri tai -terpolymeeri. _

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd polymeeri on koiranluura-
kenne, joka sis&dltdd ainakin polymeerirungon toisessa pads-
sd4 mainitun aktiivisen osan ja polymeerirungon vastakkai-
sessa piadssd aktiivisen osan, joka voi olla sama tai eri
kuin ensin mainittu aktiivinen osa.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd se sisdltasd polymeerirungon
vastakkaisessa paassa erilaisen aktiivisen osan, Jjoka on
reaktiivinen aminoryhmien suhteen.

12. Patenttivaatimuksen 1 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd polymeeri k&sittda haarau-
tuneen molekyylirakenteen ainakin yhden haaran.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd haarautunut molekyyliraken-
ne on dendriittinen.

14. Patenttivaatimuksen 1 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd mainittu ainakin vyksi ak-
tiivinen sulfoniosa muodostaa sidoksen pinnalla tai mole-
kyylissa l&snd olevan reaktiivisen ryhmdn kanssa. _

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd reaktiivinen ryhmd on tio-
liryhmi. ‘

16. Patenttivaatimuksen 1 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitid, ettid mainittu aktiivinen sul-
foniosa on liittynyt polymeeriin sidoksella, joka sisaltai
kytkentdosan, Jja ettd polymeeri sisdltdid toisen aktiivisen
osan, Jjoka on erilainen kuin mainittu aktiivinen sulfoniosa

ja soveltuu liitettdvdksi mainittuun kytkentdosaan.
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17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd mainittu toinen aktiivinen
osa on amiinispesifinen ja kytkentdosa sisdltda aktiivisen
aminoryhman.

18. Patenttivaatimuksen 16 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, etta aktivoitu polymeeri on po-
lyeteeniglykoli, mainittu toinen aktiivinen osa on amino-
ryhmd, kytkentdosan rakenne on NHS-0,C-CH,-CH;-S0,-CH=CH;,
jolloin NHS-0,C tarkoittaa sukkiini-imidyyliesteriryhmas,
ja aktivoidun polymeerin rakenne on
PEG-NH-CO-CH,-CH»~S50,-CH=CH,.

19. Patenttivaatimuksen 1 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd aktivoitu polymeeri on sta-
biili vesipitoisissa ympdristdissd pH:n ollessa 11 tai
alempi. ' .
20. Patenttivaatimuksen 1 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd aktivoitu polymeeri kykenee
reagoimaan selektiivisesti tioliryhmien kanssa olosuhteis-
sa, Jjoissa pH on noin 9 tai alempi. _

_ 21. Patenttivaatimuksen 1 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd aktivoitu polymeeri on sta-
biili useimmissa pelkistdvissd ympdristoissd.

22. Patenttivaatimuksen 1 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd aktivoitu polymeeri liuke-
nee rajattomasti veteen.

23. Patenttivaatimuksen 1 mukainen aktivoitu poly-

meeri, Jjolla on rakenne
R-CH,CH,- (OCH,CH5) oY,

jossa n on 5 -3000, Y on ryhmd -S0,~-CH=CH, tai
—-50,-CH2-CH2-X, Jossa X on halogeeni, tai niiden johdos ja R
on sama tai eri ryhm& kuin Y.

24. Patenttivaatimuksen 23 mukainen aktivoitu poly-

meeri, tunnettu siitd, ettd n on noin 5 - 2 200.

R T
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25. Patenttivaatimuksen 23 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd n on noin 34 - 1 100.

26. Patenttivaatimuksen 23 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd n on noin 45 - 110.

27. Patenttivaatimuksen 23 mukainen aktivoitu poly-
meeri, tunnettu siitd, ettd R on ryhmda HO-, H;CO-,
CH,=CH-50,-, X-CH,-CH,-S0,- tai niiden johdos tai jokin muu
polyeteeniglykolin aktivoiva ryhm& kuin CHp;=CH-S0,- tai X-
CH,—-CH,~-S0,- tai niiden johdos.

28. Patenttivaatimuksen 1 mukainen aktivoitu poly-
eteeniglykolijohdos, jonka rakenne on

CHs— (OCH2CH3) n—~S0,—-CH=CH,,

jossa n on 5 - 3 000. |
29. Patenttivaatimuksen 1 mukainen aktivoitu poly-

eteeniglykolijohdos, jonka rakenne on
CH2=CH—SOQ"‘CH2—CH2— (OCHQCHQ ) n-SOZ—CH=CH2 ’

jossa n on 5 -~ 3 000.

30. Ei-terapeuttinen Dbiomateriaali, tunnettu
siitd, ettd se kdsittdd pinnan ja ainakin yhden vesiliukoi-
sen polymeerijohdoksen kytkettynd mainittuun pintaan, joka
polymeerijohdos on polyalkeenioksidi, poly{oksietyloitu po-
lyoli) tai poly(olefiininen alkoholi) Jja sis&ltid3 ainakin
yhden aktiivisen sulfoniosan, 7jossa on vahintdan kaksi
hiiliatomia liittyneend sulfoniryhmiddn -S0,~ ja reaktiivi-
nen kohta tiolille spesifiseen kytkentdian, joka reaktiivi-
nen kohta sijaitsee toisessa hiiliatomissa sulfoniryhmésti
laskettuna. : A

31. Patenttivaatimuksen 30 mukainen ei-terapeut-
tinen biomateriaali, tunnettu siitd, ettd mainitulla
pinnalla esiintyy ainakin yksi reaktiivinen ryhmid Jja poly-
meerijohdos on heterobifunktionaalinen koiranluurakenne,

joka sisdltds toisessa p&d&dssdin osan, Jjoka on liittynyt
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mainitulla pinnalla l&snd olevaan reaktiiviseen ryhmiin, ja
vastakkaisessa pdassaan aktiivisen sulfoniosan.

32. Patenttivaatimuksen 31 mukainen ei-terapeut-
tinen biomateriaali, tunnettu siitd, ettd reaktiivinen
ryhmd on aminoryhmi Jja polymeerijohdoksen osa, 3joka on
liittyneend mainittuun aminoryhmiidn, on amiiniselektiivinen
osa. o
33. Patenttivaatimuksen 30 mukainen ei-terapeut-
tinen biomateriaali, tunnettu siitd, ettd aktiivinen
sulfoniosa on vinyylisulfoni, aktiivinen etyylisulfoni tai
niiden johdos.

34, Patenttivaatimuksen 30 mukainen ei-terapeut-
tinen biomateriaali, tunnettu siitd, ettd polymeerijoh-
dos sisdlt&da PEG-polymeerin.

35. Menetelmd eristettdvissd olevan, vesiliukoisen,

aktivoidun, orgaanisen polymeerin valmistamiseksi, joka si-

saltasa aktiivisen sulfoniosan ja Jjossa polymeerin ja sul-
foniosan vdlinen sidos on hydrolyysinkest&vd, tunnettu
siitd, ettd menetelmd kdsittdid rikkid sisdltavian osan liit-
tdmisen polymeerin hiiliatomiin ja t&m&n osan muuntamisen
sitten aktiiviseksi sulfoniosaksi, jossa on vahintdan kak-
si hiiliatomia liittyneend sulfoniryhmididn -S0,- Jja reak-
tiivinen kohta tiolille spesifiseen kytkentdin, Jjoka reak-
tiivinen kohta sijaitsee toisessa hiiliatomissa sul-
foniryhmdstd laskettuna.

36. Patenttivaatimuksen 35 mukainen menetelmsi,
tunnettu siitd, ettd se kasittdd lisdksi mainitun akti-
voidun polymeerin, joka sisdltaid aktiivisen sulfoni-osan,
eristdamisen. ‘

37. Patenttivaatimukéen 35 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd mainittu rikkiid sisdltidvin osan
liittdminen suoraan polymeerin hiiliatomiin k&sittdid aina-
kin yhden polymeerissa esiintyvian, aktivoitavissa olevan
hydroksyyliryhmidn aktivoinnin ja tuloksena olevan yhdisteen

saattamisen reagoimaan alkoholin kanssa, joka sisdltidid tio-
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liryhmdn, jotta rikki saadaan kytketyksi suoraan polymeerin
hiili-hiiliketjuun. _

38. Patenttivaétimukéén 37 mukainen menetelms,
tunnettu siitid, ettd mainittu ainakin yhden polymeeris-
sa lisnda olevan, aktivoitavissa olevan hydroksyyliryhmin
aktivointi k&sittdid hydroksyyliryhmdn substituution tai
hydroksyyliryhmdan vedyn korvaamisen reaktiivisemmalla ryh-
malla. ‘

39. Patenttivaatimuksen 37 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd tioliryhmdn sisaltava alkoholi on
merkaptoetanoli.

40. Patenttivaatimuksen 37 mukainen menetelms,

tunnettu siita, ettd tioliryhmdn sisaltdva alkoholi

muunnetaan aktiiviseksi sulfoniosaksi hapettamalla rikkia

sisdltdvan osan rikki sulfoniksi ja antamalla tuotteen rea-
goida hydroksyyliryhmdn aktivoivan tai korvaavan ryhmén
kanssa. _

41. Patenttivaatimuksen 37 mukainen menetelms,

tunnettu siita, ettd sulfoni on aktiivinen etyylisulfo-

ni Jja menetelmd kdsittad lisdksi vinyylisulfoniryhmidn muo-

dostamisen polymeeriin antamalla aktiivisen etyylisulfonin
reagoida vahvan emdksen kanssa.

42, Patenttivaatimuksen 35 mukainen menetelmé,
tunnettu siitd, etta

(a) polyeteeniglykolin, joka sisaltdi ainakin yvhden
aktiivisen hydroksyyliryhmdn, annetaan reagoida yhdisteen
kanssa joko esterilld tai halogenidilla substituoidun poly-
eteeniglykolin muodostamiseksi;

(b) vaiheessa (a) aikaansaadun esterilld tai halo-
genidilla substituoidun polyeteeniglykolin annetaan reagoi-
da merkaptoetanolin kanssa esteri- tai halogenidiosan kor-
vaamiseksi merkaptoetanoliryhmdlla; _

(c) wvaiheessa (b) aikaansaadun merkaptoetanolilla
substituoidun polyeteeniglykolin annetaan reagoida hapetus-
aineen kanssa merkaptoetanoliosan sis&dltimin rikin hapetta-

miseksi sulfoniksi;

o
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(d) vaiheessa (c) aikaansaadun sulfonin annetaan
reagoida yhdisteen kanssa merkaptoetanoliosan hydroksyyli-
ryhmédn muuntamiseksi esteri- tai halogenidiosaksi; _

(e) vailheessa (d) saadun etyylisulfonin annetaan
reagoida emdksen kanssa polyeteeniglykolivinyylisulfonin
muodostamiseksi.

43, Patenttivaatimuksen 42 mukaineﬁ ménetelmé,
tunnettu siitd, ettd se kdsittdd lisdksi polyeteenigly-
kolivinyylisulfonin eristyksen.

44. Patenttivaatimuksen 42 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd vaiheessa (d) halogeeni on kloori
ja vaiheen (d) tuote on polyeteeniglykolikloorietyylisulfo-
ni ja ettd menetelmd kasittda lisdksi polyeteeniglykoli-
kloorietyylisulfonin eristdmisen liuottamalla kloorietyyli-
sulfoni dikloorimetaaniin, saostamalla kloorietyylisulfoni
lisgdamalla liuos etyylieetteriin ja kiteyttamdlld sakka uu-
delleen etyyliasetaatista.

45. Patenttivaatimuksen 43 mukainen menetelm,
tunnettu siitd, ettd se kdsittidad lisdksi polyeteenigly-
kolikloorietyylisulfonikiteiden 1liuottamisen orgaaniseen
liuotteeseen ennen reaktiota emdksen kanssa polyeteenigly-
kolivinyylisulfonin muodostamiseksi Jja polyeteeniglykoli-
vinyylisulfonituotteen eristamisen suodattamalla emdksen
poistamiseksi ja haihduttamalla liuote. _

46. Menetelmd eristettivissia olevan, vesiliukoisen,
aktivoidun, orgaanisen polymeerin valmistamiseksi, joka si-
sdltdd aktiivisen sulfoniosan ja jossa polymeerin ja sul-
foniosan vdlinen sidos on hydrolyysinkestdvd, tunnettu
5iitd, ettd menetelmd k&asittda kytkentdosan, Jjoka sisialtai
aktiivisen sulfoniosan ja toisen aktiivisen osan, liittami-
sen polymeerijohdokseen, Jjoka on polyalkeenioksidi, poly-
(oksietyloitu polyoli) tai poly(olefiininen alkoholi), joka
sisdltdd muun funktionaalisen ryhman kuin sulfoniryhman ja
jossa funktionaalinen ryhm& on selektiivinen mainitun kyt-
kentdosan toisen aktiivisen osan suhteen, jolloin edelli
mainittu aktiivinen sulfoniosa k&sittidd vahintddn kaksi
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hiiliatomia liittyneenid sulfoniryhmddn -SO,- ja reaktiivi-
nen kohta tiolille spesifiseen kytkentddn, 7joka reaktiivi-
nen kohta sijaitsee toisessa hiiliatomissa sulfoniryhmdsta
laskettuna.:

47, Patenttivaatimuksen 46 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd polymeerijohdoksen sisdlitdmd funk-
tionaalinen ryhmd kykenee reagoimaan selektiivisesti amino-
ryhmien kanssa ja kytkentdosan toinen aktiivinen osa sisdl-
td8 aktiivisen aminoryhmén.

48. Patenttivaatimuksen 46 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd polymeerijohdos on aktiivinen PEG-
sukkiini-imidyyliesteri ja kytkentdosan rakenne on
NH,-CH>-CH»—-S0,-CH=CH>.

49, Patenttivaatimuksen 46 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd se kasittad lisaksi polymeerijoh-
doksen valmistamisen, Jjoka on polyeteeniglykoli, polypro-
peeniglykoli, poly(oksietyloitu glyseroli), poly(oksiety-
loitu sorbitoli), poly(oksietyloitu glukoosi) tai polyvi-
nyylialkoholi, joka sisidltdda aminoryhmien suhteen selektii-
visen funktionaalisen ryhmdn; kytkentdosan valmistamisen,
joka sisdltda aminoryhmdn ja sulfoniosan; Jja kytkentdosan
aminoryhmédn liittadmisen polymeerijohdoksen sisaltamdan ami-
noselektiiviseen osaan.

50. Menetelm& aineen Jja vesiliukoisen aktivoidun

polymeerin, Jjoka on polyalkeenioksidi, poly(oksietyloitu

polyoli) tail poly(olefiininen alkoholi), joka polymeeri si-
sdltdd ainakin yhden sulfoniosan, muodostaman konjugaatin
valmistamiseksi, tunnettu siitd, ettd menetelmd kasit-
tdda mainitun aineen saattamisen reagoimaan aktivoidun poly-
meerin kanssa, joka sis&ltdd aktiivisen sulfoniosan, ja si-
doksen muodostamisen mainitun aineen ja polymeerijohdoksen
valille.

51. Patenttivaatimuksen 50 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd mainittu aine sisdltidi aktiivisen

tioliryhm&n ja sidos on tioliryhmin ja sulfoniosan vidlinen.
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52. Patenttivaatimuksen 50 mukainen menetelmd,
tunnettu siitid, ettd mainittu aine sisalt&did aktiivisen
aminoryhmin, polymeerijohdos sisdltda aminoselektiivisen
osan ja sidos muodostetaan aminoryhmdn ja aminoselektiivi-
sen osan valille.

53. Patenttivaatimuksen 50 mukainen menetelmd,
tilnrleizttl siitd, ettd aktivoitu polymeeri on polyeteeni-
glykoli, polypropeeniglykoli, poly(oksietyloitu glyseroli),
poly(oksietyloitu sorbitoli), poly(oksietyloitu glukoosi)
tai polyvinyylialkoholi.

- 54. Patenttivaatimuksen 50 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd mainittuna aineena tulevat kysy-
mykseen biomateriaaleiksi soveltuvat synteettiset aineet,
proteiinit, lddkkeet, solut ja vitamiinit.

55. Menetelmd biologisesti aktiivisen molekyylin ja
polyeteeniglykolin aktiivisen Jjohdoksen muodostaman konju-
gaatin valmistamiseksi, tunnettu siitd, ettd menetelma
kdsittda biologisesti aktiivisen molekyylin, joka sis&ltaa
reaktiivisen tioliryhmé&n, saattamisen reagoimaan polyetee-
niglykolijohdoksen kanssa, Jjoka sisdlt&a aktiivisen sulfo-
niosan, ja sidoksen muodostamisen tioliryhmdn ja aktiivisen
sulfoniosan vdlille.

56, Patenttivaatimuksen 55 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd biologisesti aktiivisen molekyylin
reaktio polyeteeniglykolijohdoksen kanssa toteutetaan olo-
suhteissa, joissa pH on alempi kuin noin 11.

57. Patenttivaatimuksen 55 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd biologisesti aktiivisen molekyylin
reaktio polyeteeniglykolijohdoksen kanssa toteutetaan noin
PH:ssa 9 tal sen alapuolella.

58. Patenttivaatimuksen 55 mukainen menetelmi,

tunnettu siitd, ettd aktiivinen sulfoniosa on vinyyli-

sulfoni, aktiivinen etyylisulfoni tai niiden aktiivinen

johdos.,
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59. Menetelmid ainakin vhden biologisesti aktiivisen
molekyylin, jonka rakenne on W-SH, jossa W- on biologisesti
aktiivinen osa ja -SH on reaktiivinen tioliryhmd, ja akti-
voidun polyeteeniglykolijohdoksen, Jjoka sisdltdd ainakin
yvhden aktiivisen sulfoniosan ja jonka rakenne on
R~CH,~CHp=~ (OCH,CH) =Y, Jjossa n on 5 - 3 000, Y on ryhma
-S0,-CH=CH,; ja R on ryhm& HO-, H3CO-, X-CH,-CH,-S0,-, jossa X
on halogeeni, tai CH,=CH-S0;; muodostaman biologisesti ak-
tiivisen konjugaatin valmistamiseksi, tunnettu siits,
ettd menetelma kasittdd biologisesti aktiivisen molekyylin
saattamisen reagoimaan aktivoidun polyeteeniglykolijohdok-
sen kanssa ja sidoksen muodostamisen aktiivisen tioliryhmédn
ja polyeteeniglykolijohdoksen ainakin yhden aktiivisen sul-
foniosan vialille.

60. Patenttivaatimuksen 59 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd W on proteiini.

61. Patenttivaatimuksen 60 mukainen menetelms, jol-

loin biologisesti aktiivisella konjugaatilla on rakenne

proteiini-S—CH,~CH,-80,-CHy~CHy~ (OCH,CH, ) n=S505~CH,~CH,-S—prote—

iini,

jossa n on 5 - 3 000, tunnettu siitid, ettd menetelmi
kdsittdd (1) ainakin yhden proteiinin, joka sisdltdd aktii-
visen tioliryhmén, saattamisen reagoimaan sulfonilla akti-
voidun polyeteeniglykolijohdoksen kanssa, jonka rakenne on

R-CH,-CHz- (OCH;CH;) ,—S0>~CH=CH,,

jossa R on ryhmd CH,=CH-SO0,- tai X-CHp-CH,-S0,-, jossa X on
halogeeni, ja (2) sidoksen muodostamisen proteiinin aktii-
visen tioliryhmdn ja aktivoidun polymeerin aktiivisten sul-

foniosien valille.
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62. Patenttivaatimuksen 60 mukainen menetelmid, Jjol-

loin biologisesti aktiivisella konjugaatilla on rakenne
'H3CO-CH,—CHa— (OCH,CH, ) n=SO,~CHy—CHy-S-proteiini,

jossa‘ n on 5 -3 OOO, tunnettu siitd, ettid menetelmd
kdsittda (1) proteiinin, joka sisdltda aktiivisen tioliryh-
mdn, saattamisen reagoimaan aktivoidun polyeteeniglykoli-

johdoksen kanssa, Jjonka rakenne on
H5CO-CH,-CH,- (OCH,CH; ) n=S0,=CH=CH,,

ja (2) sidoksen muodostamisen proteiinin aktiivisen tioli-

ryhmén ja aktivoidun polymeerin aktiivisen sulfoniosan vi-

lille.
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Patentkrav

1. Vattenléslig och isoleringsbar aktiverad poly—
mer som ar stabil mot hydrolysering, kannetecknad av, att
polymeren &r polyalkenoxid, poly(oxietylerad polyol) eller
poly(olefinisk alkohol) och innehdller atminstone en aktiv
sulfondel med A&tminstone tva kolatomer kopplade till sul-
fongruppen -S0,- och en reaktiv del for specifik koppling
111l en tiol, didr den reaktiva delen finns p& den andra
kolatomen raknat fran sulfongruppen.

2. Aktiverad polymer enligt patentkrav 1, kédn-
netecknad av att ndmnda atminstone en aktiv sulfondel
ar vinylsulfonaktiv etylsulfon, aktiva derivat av vinyl-
sulfon och etylsulfon eller en kombination av dessa.

3. Aktiverad polymer enligt patentkrav 2, kan-
netecknad av att polymeren dr polyetenglykol och namn-
da atminstone en aktiv sulfondel dr wvinylsulfon eller ha-
logenetylsulfon. :

4. Aktiverad polymer enligt patentkrav 1, k&n-
netecknad av att polymeren &dr polyetenglykolvinylsul-
fon. :
5. Aktiverad polymer enligt patentkrav 1, k&n-
netecknad av att polymeren &r polyetenglykol, polypro-
penglykol, poly(oxietylerad glycerol), poly(oxietylerad
sorbitol), poly(oxietylerad glukos) eller polyvinylalko-
hol. ' Do '

' 6. Aktiverad polymer enligt patentkrav 1, ké&an-
netecknad av att polymeren ar polyetenglykol.

7. Aktiverad polymer enligt patentkrav 1, kan-
netfec]<nacj av att polymeren dr en linedrkedjad polymer,

8. Aktiverad polymer enligt patentkrav 7, kidn-
netecknad av att den linedrkedjade polymeren ej inne-
haller andra substituenter &n aktiva sulfoner.

9. Aktiverad polymer enligt patentkrav 1, kinne-
tecknad av, att polymeren dr slumpartad- eller segmentsam-

polymer eller -terpolymer,
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10. Aktiverad polymer enligt patentkrav 1, kdn-
netecknad av att polymeren dr en hundbenspolymer, som
innehaller atminstone 1 polymerstammens ena enda ndmnda
aktiva del och i polymerstammens motsatta enda en aktiv
del, som kan vara lik eller olik den forst ndmnda aktiva
delen. _ _

11. Aktiverad polymer enligt patentkrav 10, k&n-
netecknad av att den innehdller i1 namnda polymerstam-
mens motsatta enda en olik aktiv del, som &r reaktiv mot
aminogrupper.

12. Aktiverad polymer enligt patentkrav 1, kan-
netecknad av att polymeren omfattar atminstone en for-
grening av en forgrenad molekylstruktur.

13. Aktiverad polymer enligt patentkrav 12, kan-
netecknad av att den forgrenade molekylstrukturen ar
dendritisk.

14. Aktiverad polymer enligt patentkrav 1, kdn-
netecknad av att ndmnda atminstone en aktiv sulfondel
bildar en bindning med en reaktiv grupp som finns pa en
yta eller i en molekyl. . ;

15. Aktiverad polymer enligt patentkrav 14, k&n-
netecknad av att nadmnda reaktiva grupp &r en tiol-
grupp.

16. Aktiverad polymer enligt patentkrav 1, k&n-

netecknad av att namnda aktiva sulfondel &r bunden

till polymeren med en bindning, som innehdller en bind-

ningsdel, och att polymeren innehdller en annan aktiv del,
som dr olik nédmnda aktiva sulfondel f6r bindning till
bindningsdelen. . ,
17. Aktiverad polymer enligt patentkrav 16, k&n-
netecknad av att den ndmnda andra aktiva delen ar ami-
nospecifik och bindningsdelen innehdller en aktiv amino-
grupp.
_ 18. Aktiverad polymer enligt patentkrav 16, kan-
netecknad av att den aktiva polymeren &r polyetengly-

kol, den namnda andra aktiva delen &r en aminogrupp, bind-
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ningsdelens struktur &r NHS-0,C-CH,-CH,-S0,~CH,=CH,, varvid
NHS-0,C anger en suckin-imidylestergrupp, och den aktive-
rade polymerens struktur &r PEG-NH-CO-CH,-CH;-S0,-CH=CH,.

19. Aktiverad polymer enligt patentkrav 1, kan-
netecknad av att den aktiverade polymeren &r stabil i
en vattenhaltig miljd med pH som &r 11 eller l&gre.

20. Aktiverad polymer enligt patentkrav 1, kdn=
netecknad av att den aktiverade polymeren férmar rea-
gera selektivt med tiolgrupper 1 forhallanden med ungefar
pH 9 eller l&gre.

21. Aktiverad polymer enligt patentkrav 1, kdn-
netecknad av att den aktiverade polymeren &r stabil i
de flesta reducerande miljder.

22. Aktiverad polymer enligt patentkrav 1, kan-
netecknad av att den aktiverade polymeren 10ser sig
odndligt i wvatten.

23. Aktiverad polymer enligt patentkrav 1, som har
féljande struktur

R-CH,CH,- (OCH>CH») 4—Y,

i vilken n ar 5 - 3 000, Y &r en grupp -S0,-CH=CH; eller
-S0,-CH2-CH»-X, 1 vilken X &r halogen eller derivat d&arav
och R &4r samma eller annan grupp som Y. ‘

24, Aktiverad polymer enligt patentkrav 23, kan-
netecknad av att n ar ungefdar 5 - 2 200.

25. Aktiverad polymer enligt patentkrav 23, kan-
netecknad av att n dr ungefdr 34 - 1 100.

; 26. Aktiverad polymer enligt patentkrav 23, k&dn-
netecknad av att n d4r ungefar 45 - 110.

27. Aktiverad polymer enligt patentkrav 23, kidn-
netecknad av att R dr gruppen HO-, H3CO-, CH,=CH-SO0,;-,
X~CH,;-CH2-80,- eller ett derivat av dessa eller nagon annan
polyetenglykol aktiverande grupp 4n CH,=CH-S0, eller
X-CH,-CH,;-80, eller derivat av dessa.
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28, Aktiverad polymer enligt patentkrav 1, som har

f51jande struktur

CH3" (OCHQCHZ ) n—SOZ—CH:CHz,

i vilken n &r 5 - 3 000. _ ,
29, Aktiverad polymer enligt patentkrav 1, som har

foljande struktur
CH;;:CH—SOZ—CHZ—CHz“ (OCHZCHZ ) n'SOz—CH=CH2 ’

i vilken n & 5 - 3 000. \ _

30. Icke-terapeutiskt biomaterial, k&nneteck-
nat av att det omfattar en yta och atminstone en wvatten-
16slig polymerderivat som dar kopplad till namnda yta, dar
polymerderivatet &r polyalkenoxid, poly(oxietylerad poly-
ol) eller poly(olefinisk alkohol) och innehadller atminsto-
ne en aktiv sulfondel med atminstone tva kolatomer koppla-
de till sulfongruppen -80;—- och en reaktiv del for speci-
fik koppling till en tiol, d&r den reaktiva delen finns pa
den andra kolatomen rdknat fran sulfongruppen.

31. Icke-terapeutiskt biomaterial enligt patent-
krav 30, kdnnetecknat av att det forekommer Atminsto-
ne en reaktiv grupp pa den ndmnda ytan och polymerderiva-
tet dr heterobfunktionalisk hundbensstruktur, som innehdl-
ler i sin ena enda en del, till vilken har kopplats en
grupp som &r ndrvarande pd namnda yta, och 1 sin motsatta
enda har en aktiv sulfondel.

32. Icke-terapeutiskt biomaterial enligt patent-
krav 31, kdnnetecknat av att den reaktiva gruppen &r
en aminogrupp och polymerdelen som kopplas till namnda re-
aktiva aminogrupp dr en aminselektiv del.

33. Icke-terapeutiskt biomaterial enligt patent-
krav 30, kadnnetecknat av att aktiva sulfondelen &r
vinylsulfon, aktiv etylsulfon eller derivat av dessa.

R AR
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34, Icke-terapeutiskt biomaterial enligt patent-
krav 30, kd&nnetecknat av att polymerderivatet inne-
hadller PEG-polymer. ‘

35. Forfarande foér framstidllning av en isolerings-
bar, vattenléslig, aktiverad, organisk polymer som inne-
haller en aktiv sulfondel och ddr bindningen mellan poly-
meren och sulfondelen &r hydrolysbestandig, kdnneteck-
nad av att forfarandet omfattar kopplandet av en svavel-
innehdllande del till polymerens kolatom och sedan foérand-
ring av denna del till en aktiv sulfondel, i vilken &tmin-
stone tva kolatomer &dr kopplade till sulfongruppen -SOz-
och en reaktiv del £f6r specifik koppling till en tiol, dar
den reaktiva delen finns pa den andra kolatomen raknat
fran sulfongruppen.

36. Forfarande enligt patentkrav 35, ké&nne-
tecknat av att det ytterligare omfattar isolering av
namnda aktiverade polymer som innehdller en aktiv sulfon-
del,

37. Forfarande enligt patentkrav 35, kdnne-
tecknat av att kopplandet av namnda svavelinnehallande
del direkt till polymerens kolatom omfattar atminstone en
i polymeren befinnande aktiverbar hydroxylgrupps aktive-
ring och reagerande av den resulterande féreningen med en
alkohol, som innehdller en tiolgrupp, s& att svavel kan
kopplas direkt till polymerens kol-kolkedja.

38. Forfarande enligt patentkrav 37, k&nne-
tecknat av att ndmnda atminstone en aktiverbar hydrox-
ylgrupps aktivering omfattar substituering av hydroxyl-
gruppen eller ersattning av hydroxylgruppens vidte med en
reaktivare grupp. :

39. Forfarande enligt. patentkrav 37, kdnne-
tecknat av att alkoholen som innehaller en tiolgrupp &r
merkaptoetanol.

40. Forfarande enligt patentkrav 37, kadnne-
tecknat av att alkoholen som innehdller en tiolgrupp
forédndras till en aktiv sulfondel genom att oxidera den
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svavelinnehallande éruppens svavel till sulfon och genom
att lata produkten reagera med en grupp som aktiverar hyd-
roxylgruppen eller en ersattande grupp.

41, Forfarande enligt patentkrav 37, ké&nne-
tecknat av att sulfonen &dr aktiv etylsulfon och foérfa-

randet omfattar ytterligare bildande av en vinylsulfon-

grupp 1 polymeren genom att lata aktiv etylsulfon reagera

med en stark bas. ‘ _
42. Forfarande enligt patentkrav 35, ké&nne-

tecknat av att

(a) polyetenglykol som innehaller atminstone en

aktiv hydroxylgrupp omsidtts med en férening fér att bilda
en med endera ester eller halogenid substituerad polyeten-
glykol; . .

(b) i skede a) erhdllna med ester eller halogenid
substituerade polyetenglykol omsdatts med merkaptoetanol
fér att ersdtta ester- eller halogenidgruppen med en mer-
kaptoetanolgrupp; ‘

(c) i skede b) erh&llna med merkaptoetanol substi-
tuerade polyetenglykol omsidtts med oxideringsmedel for att

oxidera merkaptoetanoldelens svavel till sulfon;

(d) i skede ¢) erhdllna sulfon omsidtts med en foé-

rening foér att foéradndra merkaptoetanoldelens hydroxyldel
till en ester- eller halogeniddel;

(e) 1 skede d) erhdllna etylsulfon omsétts med en

bas for att bilda polyetenglykolvinylsulfon.

43. Foérfarande enligt patentkrav 42, kédnne-
tecknat av att det ytterligare omfattar isolering av
polyetenglykolvinylsulfonet. _ _

44, Fdrfarande enligt patentkrav' 42, kdnne-
tecknat av att i skede d) 4r halogenen klor och i skede
d) é&r produkten polyetenglykolkloretylsulfon och att for-
farandet omfattar ytterligare isolering av polyetengly-
kolkloretylsulfon genom att 16sa upp kloretylsulfon i di-
klormetan, falla ut kloretylsulfon genom att tilligga 1&s~

117441
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ningen 1 etyleter och kristallisera féllningeﬁ ur etylace-
tat. _

45. Forfarande enligt patentkrav 43, kédnne-
tecknat av att det omfattar ytterligare upplésning av
polyetenglykolkloretylsulfonkristallerna 1 organiskt 1los-
ningsmedel fore reaktionen med en bas for att bilda polye-
tenglykolvinylsulfon och att polyetenglykolvinylsulfonpro-
dukten isoleras genom filtrering f6r att avldgsna basen
och avdunstning av l&sningsmedlet. _

46. Forfarande for framstallning av en isolerbar,
vattenldslig, aktiverad, organisk polymer som innehaller
en aktiv sulfondel och vars bindning mellan polymeren och
sulfondelen &dr hydrolysbestdndig, kdnnetecknat av att
férfarandet omfattar kopplandet av en bindningsdel, som
innehd&ller en aktiv sulfondel och en annan aktiv del, med
polymerderivatet, som &r polyalkenoxid, poly(oxietylerad
polyol) eller poly(olefiinisk alkohol), som innehadller en
annan funktionell grupp é&n en sulfongrupp och d&r den
funktionella gruppen &r selektiv vad betrdffar kopplingen
till den andra aktiva delen, varvid tidigare namnda aktiva
sulfondel omfattar atminstone tvad kolatomer som ar koppla-
de till sulfongruppen -50,- och en reaktiv del for speci-
fik koppling till en tiol, d&r den reaktiva delen finns pa
den andra kolatomen rdknat fran sulfongruppen.

- 47, Forfarande enligt patentkrav 46, kdnne-
tecknat av att polymerderivatets funktionella grupp kan
reagera selektivt med aminogrupper och kopplingsdelens
andra aktiva del innehadller en aktiv aminogrupp.

48, Forfarande enligt patentkrav 46, k&nne~
tecknat av att polymerderivatet &dr en aktiv PEG-suckin-
imidylester och kopplinsdelens struktur &ar
NH;-CH,~CH,~-S0,-CH=CH-. .

49, Forfarande enligt patentkrav 46, kidnne-
tecknat av att det ytterligare omfattar framstdllning
av ett polymerderivat, som &r polyetenglykol, polypropen-
glykol, poly(oxietylerad glycerol), poly (oxietylerad sor-



LE XY

10

15

20

25

30

35

117441

50

bitol), poly(oxietylerad glukos) eller polyvinylalkohol,
som innehdller en funktionell grupp som &r selektiv mot
aminogrupper; framstdllning av en kopplingsdel, som inne-
h&ller en aminogrupp och en sulfondel; och koppling av
kopplingsdelens aminogrupp med den aktiva delen av poly-
merderivatets aminoselektiva del. _

50 Férfarande fér framstdllning av ett konjugat av
ett dmne och en vattenldslig aktiverad polymer, som Er po-
lyalkenoxid, poly(oxietylerad polyol) eller poly(olefinisk
alkohol), vars polymer innehéller Atminstone en sulfondel,
kdannetecknat av att forfarandet omfattar omsattning
av ndmnda dmne med den aktiverade polymeren som innehaller
en sulfondel, och bildande av en bindning mellan ndmnda
damne och polymerderivatet.

51. Forfarande enligt patentkrav 50, k&nne-
tecknat av att ndmnda dmne innehadller en aktiv tiol-
grupp och bindningen &dr mellan tiolgruppen och sulfonde-
len. ‘ ‘

52. Forfarande enligtb paténtkrav 50, kédnne-
tecknat av att namnda &dmne innehédller en aktiv amino-
grupp, polymerderivatet innehd&ller en aminoselektivgrupp,
och att bindning bildas mellan aminogruppen och aminose-
lektivagruppen. _ o ,

53. Forfarande enligt patentkrav 50, k&nne-

tecknat av att den aktiverade polymeren dar polyetengly-
kol, polypropenglykol, poly(oxietylerad glycerol), poly-
(oxietylerad sorbitol), poly(oxietylerad glukos) eller po-
lyvinylalkohol.
_ 54, Forfarande enligt patentkrav 50, kdnne-
tecknat av att nédmnda damne 4r syntetiska &mnen som l&m-
par sig for biomaterial, proteiner, ldkemedel, celler el-
ler vitaminer. .

55. Forfarande for framstdllning av ett konjugat
av en biologiskt aktiv molekyl och ett aktivt derivat av
polyetenglykol, kdnnetecknat av att fdrfarandet om-
fattar omsattande av den biologiskt aktiva molekylen, som
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innehdller en reaktiv tiolgrupp, med polyetenglykolderiva-
tet, som innehdller en aktiv sulfondel, £f6r att bilda en
bindning mellan tiolgruppen och den aktiva sulfondelen.

56, Forfarande enligt patentkrav 55, kédnne-
tecknat av att reaktionen mellan den biologiskt aktiva
molekylen och polyetenglykolderivatet sker i forhallanden
dar pH dr ldgre &n ungefar 11.

57. Forfarande enligt patentkrav 55, ké&dnne-
tecknat av att reaktionen mellan den biologiskt aktiva
molekylen och polyetenglykolderivatet utférs i ungefdr pH
9 eller under det.

58, Forfarande enligt patentkrav 55, kdnne-=-
tecknat av att den aktiva sulfondelen dr vinylsulfon,
aktiv etylsulfon eller ett aktivt derivat av dessa. _

59, Forfarande for framstdllning av ett biologiskt
aktivt konjugat av atminstone en biologiskt aktiv molekyl,
vars struktur d&r W-SH, i vilken W- &r den biologiskt akti-
va delen och -SH &r en reaktiv tiolgrupp, och ett aktive-
rat polyetenglykolderivat som innehaller atminstone en ak-
tiv sulfonddel och vars struktur &r R-CH,-CH,~ (OCH>CH,) ,-Y,
i vilken n &r 5 - 3 000, Y dr gruppen -S0,-CH=CH, och R &r
gruppen HO-, Hs3CO-, X-CHy-CH,-50,-, i wvilken X &r halogen,
eller CHy=CH-S0,, kd&nnetecknat av att foérfarandet om-
fattar omsdttning av den biologiskt aktiva molekylen med
det aktiverade polyetenglykolderivatet och bildande av en
bindning mellan den aktiva tiolgruppen och &tminstone en
av polyetenglykolderivatets aktiva sulfondelar.

60, Forfarande enligt patentkrav 59, k&adnne-
tecknat av att W ar protein. _

61. Forfarande enligt patentkrav 60, varvid det
biologiskt aktiva konjugatet har strukturen

protein—S—CHz “CHZ—SOZ—CHZ“CHQ— (OCH2CH2 ) n—SOz—CHz—CHg-S—protein

i vilken, n &r 5 - 3 000, k&nnetecknat av, att férfarandet

omfattar (1) omsdttande av Atminstone ett protein, som in-
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nehaller en aktiv tiolgrupp med ett med sulfon aktiverat

polyetenglykolderivat, vars struktur ar

R"CHQ—CHQ" (OCHQCHZ ) n“SOz—CH:CHZ ’

i vilken R &r gruppen CH,=CH-S0,- eller X-CHp;~CH;-S50,, 1
vilken X &r halogen, och (2) bildande av en bindning mel-
lan proteinets aktiva tiolgrupp och den aktiverade polyme-

rens aktiva sulfondel. _
62. Forfarande enligt patentkrav 60, varvid det

biologiskt aktiva konjugatet har strukturen
H3CO~CHp—CHa— (OCH,CH, ) n-S0,-CHp~CHy—S-protein,

i vilken n &ar 5 - 3 000, k&nnetecknat av att forfa-
randet omfattar (1) oms&dttning av ett protein som innehal-
ler en aktiv tiolgrupp, med ett aktiverat polyetenglykol-

derivat, wvars struktur ar
H3CO-CH,—-CH>- (OCH2CH3) ,—50,—-CH=CH,,

och (2) bildandet av en bindning mellan proteinets aktiva
tiolgrupp och den aktiverade polymerens aktiva sulfondel.

o gy
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