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Sposéb wytwarzania biologicznie czynnych komplekséw dwusktadnikowych

Przedmiotem wynalazku jest sposdb wytwarzania nowych biologicznie czynnych komplekséw dwusktadni-
kowych, sktadajacych sie z kwasu poliryboinozynowego (sktadnik A), o wzorze 1, w ktérym k oznacza liczbe
catkowita 1—3, a symbol b oznacza liczbe catkowita 1—2000 lub tez jego soli amonowych lub soli metali
i z kwasu polirybo-2-tiocytydylowego (sktadnik B), o wzorze 2, w ktorym m oznacza liczbe catkowita 1-3,
a n oznacza liczbe catkowita 1—2000, lub tez jego soli amonowych lub soli metali.

WyZej wymienione zwigzki kompleksowe moga by¢ stosowane do ochrony lub do leczenia zwierzat
kregowych przeciw zakazeniom spowodowanym przez wirusy, bakterie i pierwotniaki, przy czym zwiazki te
wykazuja réwniez zdolnosci hamowania wzrostu tkanki nowotworowej jak icharakteryzuja sie zdolnoscia
wzmacniania immunologicznych mechanizmdéw obronnych. Kompleksy dwusktadnikowe (A + B) lub ich sole
amonowe wzglednie sole metali dziatajg na zwierzeta kregowe wzglednie na kultury tkankowe zwierzat krego-
wych antymikrobowo, a zwtaszcza antywirusowo, jak réwniez onkostatycznie.

~ Kompleksy dwusktadnikowe wedtug wynalazku moga by¢ wigc stosowane jako $rodki lecznicze lub
stuzy¢ do otrzymywania srodkéw leczniczych. ]

Kompleksy dwusktadnikowe wedtug wynalazku sktadaja sie z kwasu poliryboinozynowego o wzorze 1,
lub jego soli amonowej wzglednie soli metali i z kwasu polirybo-2-tiocytydylowego o wzorze 2, lub jego soli
amonowej wzglednie soli metali.

Korzystne s3 przede wszystkim kompleksy dwusktadnikowe, w ktérych symbol k oznacza warto$é
liczbowa 1 ikompleksy dwusktadnikowe, w ktérych symbol m oznacza warto§é liczcbowg 1, azwtaszcza
kompleksy dwusktadnikowe, w ktérych k = m = 1.

Celowe jest aby w tych wyrézniajacych sie kompleksach dwusktadnikowych warto$é liczbowa oznaczona

] symbolem b byta wigksza od 2, korzystnie wigksza od 10, a zwtaszcza wigksza od 100. Réwnie korzystne jest,
gdy symbol n oznacza warto$é liczbowa wiekszg od 2, a zwtaszcza wigkszg od 10, a przede wszystkim wieksza od
100. Szczegdlnie preferowane sa wiec kompleksy dwusktadnikowe,y ktérych k = m = 1, a b oznacza wartos¢
liczbowg wigksza od 10, a zwtaszcza wigkszg od 100, jak réwniez ]es‘.ll n oznacza warto$é liczbowa wigksza od
10, a zw+taszcza wigksza od 100.
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Stwierdzono, ze mozna wytworzyé kompleksy dwusktadnikowe, sktadajace sie z oznaczonego symbolem
A kwasu poliryboinozynowego o wzorze 1, lub jego soli amonowej lub soli metali izoz'naczonego symbolem
B kwasu polirybo-2-tiocytydylowego o wzorze 2, lub jego soli amonowej lub soli metali, jesli miesza sig roztwory,
przede wszystkim roztwory wodne o okreslonym stezeniu jonowym homopolinukieotydéw o wzorze 1 i o wzo-
rze 2, lub tez jeden ze sktadnikéw wytwarza si¢ w roztworze innego sktadnika. Sposobem wedtug wynalazku
mogq byé przede wszystkim wytwarzane szczeg6lnie cenne kompleksy dwusktadnikowe.

Kompleksy dwusktadnikowe wedtug wynalazku moga byé stosowane w postaci preparatéow farmaceutycz-
nych zawierajacych sktadniki czynne ewentualnie w postaci ich soli amonowych lub soli metali razem z co
najmniej jednym statym, ciektym, pétciektym i/lub gazowym $rodkiem pomocniczym, no$nym lub pednym jak
i ewentualnie réwniez z co najmniej jednym innym zwiazkiern czynnym,

Zalecane preparaty farmaceutyczne zawierafq 0,001 do 200 mg substancji czynnej wytwarzanej sposobem
wedtug wynalazku ico najmniej jeden staty, ptynny, pétptynny i/lub gazowy Srodek pomocniczy nosny lub
pedny.

Mozna réwniez osiggnac¢ dziatanie antymikrobowe i/lub onkostatyczne u zwierzat kreggowych, za pomoca

_ podania czynnej dawki kompleksu dwusktadnikowego, sktadajacego si¢ ze sktadnika oznaczonego wyzej
" «symboiem A okrelonego wzorem 1 i ze sktadnika okreslonego symbolem B o wzorze 2 lub ich soli amonowych
lub soli metali. ‘
- Kompleks dwusktadnikowy, sktadajacy si¢ ze sktadnika A o wzorze 1 iB owzorze 2 lub ich soli
amonowych lub soli metali mozna stosowaé jako $rodek inicjujacy interferon. Mozna réwniez otrzymac
interferon, jezeli kultury komérkowe poddaje sie dziataniu komplekséw dwusktadnikowych, sktadajacych sie
z kwasu poliryboinozynowego o wzorze 1 i kwasu polirybo-2-tiocytydylowego o wzorze 2 lub ich soli amono-
wych ub soli metali, po czym z kultur komérkowych izoluje sie interferon.

Pod nazwg kompleksu dwusktadnikowego nalezy rozumiec¢ agregaty utworzone ze zwigzku okreslonego
wyzej symbolem A o wzorze 1 i ze zwigzku okreslonego symbolem B o wzorze 2, ktére okresla sie jako kompleks
A + B, przy czym w kompleksie tym sktadniki mogg wystepowaé w réznych proporcjach molowych, a same
kompleksy moga charakteryzowaé sie r6zng budowa. Kompleks moze na przyktad istnie¢ w formie podwaéjnego
sacucha, z ktérych kazdy sktada si¢ z jedrnego homoplinukleotydu a oba sg jednakowej dtugosci, to znaczy
posiadajg te sama liczbe zasad a poniewaz homopolinukleotydy te majq charakter polimeru o nieujedncliconym
ciezarze czasteczkowym, tj. liczba zasad w polimerze o tej samej dfugosci taricucha moze by¢ wartosciq zmienna,
polimery te mogg wystepowac wigc réwniez w postaci zespotow o innym sktadzie. '

Liczba zasad dopetniajacych si¢ wewnatrz jednego kompleksu przy tym moze nie by¢ réwna. Ze wzgledu
na niejednolity ciezar molowy, jeden taricuch zwigzku oznaczonego symbolem A moze wigzac¢ sie z dwoma lub
kilkoma zbyt dtugimi lub zbyt krétkimi taricuchami B albo tez moze by¢ odwrotnie. MozZe to zachodzi¢ réwnie2
i wtym przypadku, gdy stezenia ogélne kwasu inozynowego i 2-tiocytydylowego sq réwne. Sq réwniez mozliwe
struktury, ktére moga by¢ najlepiej przedstawione za pomocg potrdjnego taricucha.

We wszystkich wiec przypadkach ze wzgledu na stechiometrie czynnego kompleksu ktéra w obecnej chwili
nie jest jeszcze doktadnie znana, obok kompleksu wroztworze reakcyjnym moze ewentualnie wystepowad
w nadmiarze wolny homopolinukleotyd i w wielu przypadkach nie bedzie mégt byé od niego oddzielony, co
jednak w zasadzie nie wptywa na czynno$é kompleksu. Szczegéinie waznym aspektem wynalazku jest to, Ze
zwigzki -wytwarzane sposobem wedtug wynalazku powoduja indukowanie tworzenia substancji w szczeg6lnosci
interferondw, ktére powstrzymuja wzrost wiruséw w zwierzat kregowych wzglednie w kulturach komérkowych
zZwierzat kregowych.

Znaczenie interferondw, ktére sa okreslone rowniez innymi nazwami, jak ,,czynnik hamujacy wzrost
wiruséw’’ i ,,substancje hamujace dziatanie wiruséw’’, jest dyskutowane w literaturze i polega na tym, Ze sg one
do dzi$ jedynym znanym czynnikiem antywirusowym o szerokim spektrum dziatania.

¢ Wedlug dzisiejszego stanu wiedzy interferony s okreslane jako biatka pochodzenia komoérkowego

o réznych ciezarach molekularnych. Hamujg one rozmnazanie wirusdw, ktéry wymaga mechanizmu syntezy
kwasu rybonukleinowego i biatka, za pomocg wewnatrzkomédrkowego. Interferony sg specyficzne rodzajowo, to
znaczy dziataja tylko w komoérkach tego samego lub blisko spokrewnionego rodzaju 'zwierzqt, z ktérych
pochodza. Sa jednak wiruso- niespecyficzne, to znaczy dziataja przeciw roznym nie spokrewnionym rodzajom
wiruséw. Nie posiadajg zadnego bezposredniego dziatania dezaktywujacego wirus. Jako biatka moga by¢ one
rozktadane przez trypsyne, a wiec pozbawione czynnosci.

Ochrona wzglednie leczenie zwierzecia kregowego zaatakowanego przez infekcje wirusowa, moze nastaplé
przez bezposrednie podanie kompleksu A + B lub jego soli metali lub soli amonowych, na przyktad doustnie,
w formie kapsutek lub za pomoca zastrzykéw (dozylnie, domiesniowo lub doodbytniczo) ich sterylnego



83667 : 3
roztworu lub przez zastosowanie domiejscowe, np. w formie kropli, masci, czy aerozoli. Mozna tez wzbudzaé
wytwarzanie interferonéw w kulturach komérkowych za pomoca kompleksu A + B zwtaszcza w danym rodzaju
2wierzat leczonych i ewentualnie podawac¢ interferony otrzymane z tych kultur komérkowych. ‘

Poza tym podawanie kompleksu A + B lub ich soli amonowych lub soli metali powoduje réwniez ochrone
przeciw infekcjom, np. wywotanym przez bakterie lub pierwotniaki. Mozna przy tyrh przyjaé, ze swoiste
i nieswoiste mechanizmy obronne organizmu przeciw infekcjom sa réwniez wzmocnione. Wzmocnienie swoistych
tzn. immunologicznych mechanizméw obronnych opiera si¢ np. na wzmozonym wytwarzaniu przeciwciat. Efekt
ten moze byé wykorzystany rOwniez do polepszania efektu szczepienia przy szczepieniach szczepionkami nie
zawierajacymi zarazkéw zdolnych do rozmnazania. , ' '

Wywotane przez szczepionke wytwarzanie przeciwciat moze by¢ wzmozone przez rownolegte podawanie
komplekséw A + B lub ich soli metali lub soli amonowych. .

W ten sposob mozna osiggnagé ten sam efekt przy mniejszej ilosci szczepionki, atym samym przy
zmniejszonym ryzyku — lub tez przy tej ilosci szczepionki moze by¢ osiagniete lepsze dziatanie szczepionki.

Homopolinukleotydy stosowane do otrzymywania komplekséw A + B lub ich soli amonowych lub soli
metali posiadajgq szkielet pantozanofosforanowy, w ktérym pentoza jest ryboza. Jako zasady zawiei'ajq one
hypoksantyne lub 2-tiocytozyne. Sa one otrzymywane znanymi metodami np. przez poddawanie dwu-
i tréjfosforandéw nukleozydowych dziataniu enzymu polimeryzujacego.

Wytwarzanie komplekséw A + B lub ich soli metali lub soli amonowych ze sktadnika oznaczonego
symbolem A o wzorze 1 i ze sktadnika oznaczonego symbolem B o wzorze 2 odbywa sie wedtug znanych metod,
np. przez zmieszanie wodnych roztworéw obu homopolinukleotydéw w temperaturze 10°—95°.

Na ogét ustawia sie przy tym odpowiednie stezenie jondéw przez dodanie nieorganicznych “i/lub organicz- -
nych soli, przede wszystkim halogenkéw metali alkalicznych, w szczeg6lnosci NaCl, a ktt'S're to stgzenie
korzystnie jest utrzymaé¢ miedzy 0,001 a 1,0. Wielkosci pH roztworéw mogq leze¢ miedzy 5,0 a 11,5;
najkorzystniej jest pracowac przy wielkosciach pH miedzy 6,5a 11.

Aby osiagnaé utrzymanie odpowiedniej wartosci pH pracuje si¢ przewaznie ze zbuforowanymi roztworami
homopolinukleotydéw. Jako substancje buforujace stosuje sie np. organiczne lub nieorganiczne sole metali
alkalicznych, przede wszystkim sole sodowe, w szczegdlnosci kakodylan sodu. Obok tego mozna stosowaé jako
substancji buforujacych wzgl. w mieszankach buforujacych ogdlnie uzywanych soli, jak np. octanu sodu,
KH,PO,, Na, HPO,, kwasnego winianu potasu lub cytrynianu sodu; i np. réwniez chlorowodorku tréj-(hydro-
ksymetylo)-aminometanu. Ewentualnie mozna réwniez dodawaé rozpuszczalnikéw organicznych, mieszajacych
sie zwodg np. jedno- lub wielowodorotlenowych alkoholi, jak metanolu, propanolu, glikolu etylenowecq lub
gliceryny, lub np. aprotycznych rozpuszczalnikéw dwupolarnych jak dwumetylosulfotlenku, formamidc® lub
dwumetyloformamidu.

Aby osiaggnaé¢ pozadane i korzystne dla wytworzenia kompoleksu steZenie jonowe, moizna zmieszaé
jednakowe objetosci roztworéw, ktore przede wszystkim zawierajg jednakowe stezenia sktadnikéw (w przelicze-
niu na zasady) i w kazdym przypadku posiadaja pozadane stezenie jonowe. Mozna jednak réwniez miesza¢ rézne
objetosci roztworéw o réznej koncentracji i roznym stezeniu jondw w taki sposéb by mieszanina reakcyjna
posiadata w koricu odpowiednie stgzenie jonowe. Przede wszystkim nalezy wtedy zwaza¢ na to, by iw tym
przypadku istniaty w mieszaninie reakcyjnej rownomolowe ilosci (w przeliczeniu na zasady) obu sktadnikéw.

Kompleksy mozna jednak réwniez wytwarzaé przy stosowaniu niejednakowych ilosci molowych obu
sktadnikéw, przy tworzeniu komplekséw, poniewaz rodzaj tworzacych si¢ kompleksow dwusktadnikowych
w zasadzie jest niezalezny od stosunku molowego sktadnikdw, a gtdwnie jest okreslony przez stezenie jonowe
i wartosé¢ PH $rodowiska reakcyiﬁego.

Inny sposdb otrzymywania komplekséw A + B lub ich soli metali lub ich soli amonowych polega na tym,
ze jeden ze sktadnikdw otrzymuje w mieszaninie reakcyjnej w obecno$ci drugiego. Przyktadowo moina
w wodnym roztworze sktadnika oznaczonego symbholem A i kwasu polirybo-2,4-dwutiourydylowego ten ostatni
homopolinukleotyd przeksztatci¢ za pomocy dziatania jonami siarczynowymi i/lub dwusiarczynowymi w obec-
nosci srodka utleniajagcego najkorzystniej przy wartosciach pH miedzy 4, 5 a 9, w szczeg6Ilnosci przy pH 7 w kwas
polirybo-4-sulfo-tiourydylowy, a ten przeksztatci¢ dziataniem amoniaku i/lub jonéw amonowych przy wartos-
ciach pH miedzy 7 a 10,a szczegblinie przy pH 8,5 w sktadnik B, ktéry albo natychmiast lub tez po ustawieniu
odpowiedniego steZenia jondw, wzglednie pozadanej wartosci pH stworzy z drugim juz istniejagcym w mieszaninie
reakcyjnej czynnikiern kompleks dwusktadnikowy wedtug wynalazku.

Jako zrédio jondw siarczynowych wzglednie dwusiarczynowych stosuje si¢ przede wzystkim siarczyny
metaii alkalicznych i/lub kwasne siarczyny, a zwtaszcza siarczyn sodu. Jako 2rédto jonéw amonowych mozna
stosowac sole amonowe, korzystnie halogenki amonowe, a zwtaszcza chlorek amonu.
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Dalszy spos6p polega na tym, ze roztwér wodny, zawierajacy juz jeden sktadnik w formie homopolinu- -
kleocytydu, natomiast drugi sktadnik jako monomeryczny dwu- lub tr6jfosforan nukleozydu zadaje si¢ enzymem
polumeryzulqcym Takze tutaj drugi sktadnik wytwarzany jest im situ, przy czym nie jest bez znaczenia, czy
monomeryczne fosforany nuklezydowe sa zasocjowane z juz |stn|e1acym| sktadnikami polimerycznymi, np.
wodorowymi wigzaniami mostkowymi, czy tez nie.

Uktad fizjologiczny zwierzat kregowych charakteryzuje sie jak wiadomo szeroka zdolnoécla buforowania
jak i regulowania zawartosci soli, a tym samym utrzymywania okreslonej wartosci pH jak i okreslonego stezenia
jonéw i dlatego tez jest w szerokich granicach obojetne w jakich warunkach otrzymany zostat kompleks A + B.
Dziatanie i tak zostanie na 0og6t wywotane przez kompleks najbardziej stabilny w warunkach fizjologicznych.
Réwniez inne kompleksy otrzymane ewentualnie w warunkach niefizjologicznych przeksztatcaja si¢ dopiero
w organizmie zwierzecym lub w kulturze komérkowej w kompleks czynny.

Mozliwe jest nawet osiagnigcie dziatania ochronnego przy osobnym podawaniu obu homopolinukleotydéw
i w ten sposdb tworzenie kompleksu nastepuje dopiero w organizmie, wzglednie w kulturze komérkowe;j.

Kompleks A + B mozZe byé charakteryzowany albo za pomoca metod fizycznych, jak oznaczenie
przesunigcia hyperchromowego w widmie absorpcyjnym w nadfiolecie, widma ORD, statej Svedberga, T,
frakcjonowanie gradientu stezeri sacharozy, chromatografii lub takze za pomoca metod biologicznych takich jak
zdolnoé¢ indukowania wytwarzania interferonu. W warunkach préb opisanych nizej zaden z pojedynczych
taricuchéw polinukleotydéw nie wykazuje tej czynnosci. Wytwarzanie interferonu jest najwazniejsza mozliwosciq
dla scharakteryzowania komplekséw dwusktadnikowych wytwarzanych sposobem wedfug wynalazku poniewaz
czutosé metod fizycznych czgsto nie wystarcza do charakteryzacji.

Poniewaz widmo kompleksu w nadfiolecie wykazuje przesuniecie hyperchromowe w stosunku do widma
sumarycznego obu sktadnikéw (na przyktad otrzymane przez graficzne sumowanie widm roztwordéw, ktére
w kazdym przypadku posiadajg jednakowe stezenia wynoszace jednak tylko 50% stezenia kompleksu obu
sktadnikdéw), mozna tworzenie A + B stW|erdZ|é przez pomiar hyperchromii (w procentach) przy szczegélnle
wielu dtugosciach fal. :

Szczegblnie dobrg mozliwosé charaktelyzowanla takiego dwusktadnikowego kompleksu jest stwierdzenie
jego dziatania biologicznego, ktére moze byé najprosciej stwierdzone przez pomiary jego dziatania ochronnego
przeciw infekcji wirusowej, mierzonego w kulturze komdrkowej. Przygotowuje sie na przyktad szereg rozciericze-
niowy kompleksu w medium podtrzymujacym kulture komdrkowsa i tymi przygotowanymi o réznych rozcier-
czeniach roztworami pokrywa sie na przyktad scistg warstwe komoérek, drugorzedowych komérek z nerek
krélika i poddaje sie je dojrzewaniu w ciggu okoto 18—24 godzin w temperaturze 35°—37°C. Nastepnie usuwa
sie ciecz z naczyrn z kultura komoérkowa, a komorki zakaza odpowiednim wirusem, na przyktad wirusem
Herpes — simplex ipokrywa agarem itak difugo poddaje dojrzewaniu az wskutek zakazenia wirusowego
wystepujace zniszczenie komorek w nietraktowanych pitytkach kontrolnych nie doprowadzi do widocznych
dziur w scistej warstwie komoérek tzw. ,,plaques’”. Po zabarwieniu komédrek dziury liczy sie i ustala to stezenie
kompleksu, ktére prowadzi do 50% zmniejszenia ilosci ,,dziur’’ w stosunku do kultur kontrolnych, niepoddanych
dziataniu kompleksu.

W analogicznym szeregu prob mozna udowodnié przez zastosowanie réznych rodzajéw komoérek i réznych
rodzajow wirusow, ze dziatanie ochronne kompleksu nie jest zwigzane ani z okreslonym rodzajem komoérek, ani
z okreslonym rodzajem wiruséw. Dla udowodnienia indukcji interferonu za pomoca kompleksu A + B pokrywa
si¢ Scistg warstwe komorek, na przyktad z nerek krdlika lub z komérek embrionalnych myszy, roztworem
kompleksu A + B w medium podtrzymujacym.

W ten sposéb komorki s pobudzone do wydzielania interferonu. Ten interferon mozna znanymi sposobami
izolowac z wierzchniej warstwy cieczy i scharakteryzowac go.

Dla stwierdzenia hamujacego dziatania interferonu na wirusy poddaje sie np. dojrzewaniu warstwy
komorek z komdrek nerkowych krolika z interferonem kréliczym przez noc, a nastepnie zakaza wirusem. Dalszy
przebieg préby jest identyczny z opisanym uprzednio testem redukcyjnym ,,plagues’”’. Tym sposobem mozna
zmierzy¢ zawarto$¢ interferonu. Przez stosowanie réznych rodzajéw wiruséw np. Herpes-simplex, Vaccinia,
Vesicular-Stomatitis ustala sie brak swoistosci wirusa. ‘

Specyficznosé rodzajowa jest udowodniona gdy np. komoérki embrionalne myszy poddaje sie dziataniu
inerferonu krdliczego. W tej prébie nie jest hamowane rozmnazanie wirusa. Mozna réwniez wykazaé ze
interferon, potraktowany trypsyng przestaje dziata¢ ochronnie. '

Zaleznosc¢ dziatania interferonu od syntezy RNA i protein komorkowych mozna udowodnié¢ np. w ten
spos6b, ze poddaje si¢ dziataniu interferonu komérki, w ktorych aparat syntezy zostat zablokowany aktynomy-
cyna D. W komérkach tych na przyktad rozmnazanie wirusa Vesicular-Stomatitis nie jest hamowane.
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Uwalnianie interferonu u zwierzat kregowych wzglednie u cztowieka po podamu kompleksu A + B mozna _
np “udowodni¢ przez dozylne wstrzykniecie krdlikowi lub myszy roztworu kompleksu w rozpuszczalniku
fizjologicznym np. roztworze buforowym Hanks'a, nastepne pobranie krwi u zwierzecia np. po uptywie 2—6
godzin i scharakteryzowaniu interferonu w surowicy krwi wedtug metod wyzej podanych. Dowdéd dziatania
ochronnego kompleksu A + B przeciw wirusom mozna przeprowadzi¢ réwniez bezposrednio w prébie na
zwierzetach, gdy np. myszy podaje si¢ dootrzewnowo roztwér kompleksu A + B w rozpuszczalniku fizjologicz-
nym, a nastgpnego dnia zakaza np. wirusem Herpes-simplex. W zaleznosci od dawki leczenie prowadzi do
przedtuzenia czasu przezycia, podczas gdy nie leczenie myszy kontrolne ging na skutek zakaZenia. Podobnie
moZna wykazaé dziatanie ochronne kompleksu w stosunku do znacznej liczby wuruséw jak Vaccmla Veslcular
Stomatitis, czy wirus grypy.

Analogicznie mozna stwierdzi¢ dziatanie ochronne przeciw innym infekcjom np. spowodowanym przez
drozdze jak Cryptococcus neoformans, przeciw bakteriom, jak penumokoki lub przeciw pierwotniakom jak
Plasmodium berghei lub Eperythrozoon coccoides.

Szczegbing whasnoécia kompleksu A + B jest podwyzszenie specyficznych proceséw obronnych. Stwierdzo-
no np. przy zaszczepianiu morskich s$winek szczepionka wirusa grypy, Ze jesli cze$¢ zwierzat leczy sie
kompleksem A + B, wlwczas w surowicy krwi zwierzat leczonych przeciwciata s3 wykrywane wcze$niej
i osiggajg wyzsze miano niz u zwierzat kontrolnych. Przeciwciata mierzy sie znanym sposobem za pomocy reakcji
hamowania hemaglutynacji lub reakcji wigzania dopetniacza.

Podwyzszenie ochrony przy szczepieniu moze by¢ udowodnione réwniez bezposrednio, np. za pomoca
zaszczepienid. myszy szczepionkg wirusa grypy i nastepnie poddanie leczeniu czeéci zwierzat za pomocg kom-
plekséw A + B i np. po 14 dniach od szczepienia zakazenie wszystkich zwierzat wirusem grypy. Spoéréd zwie-
rzat leczonych kompleksem A + B przezywa zakazenie wigkszy procent niz sposréd zwierzat nie leczonych.

Kompleks A + B wykazuje dziatanie nie tylko przy zakazeniach lecz réwniez i przy nowotworach. Mozna
to wykaza¢ np. na myszach, ktérym wszczepiono komérki nowotworowe Ehrlich-Ascites. Zwierz¢ta leczone”
kompleksami A + B 2yjq w tej probie dtuzej niz nie leczone. Kompleks A + B lub jego sole metali lub amonowe
mozna podawaé¢ drogg pozajelitowag lub domiejscowo, szczegdlnie na $luzéwke, jak donosowo, dospojéwkowo
i na drogi oddechowe. Dawka czynna zalezy od rodzaju zwierzecia i w pewnyrm stopniu od wirusa, w stosunku do
ktérego ma dawacé ochrone. U myszy dawka progowa wynosi okoto 0,5 mg/kg, podczas gdy u krélika okoto
0,05 ug/kg.

Ponizej podany jest sposob otrzymywania komplekséw dwusktadnikowych wytwarzanych sposobem
wedtug wynalazku jak réwniez ich zastosowanie. Podane ponizej stezenia dla polinukleotydéw odnoszg sie
zawsze do nukleotyddw monomerycznych, z ktérych buduje si¢ polimery, adla ktérych ciezar czasteczkowy
(molowy) przyjety jest obliczony ciezar molowy (nukleozydomonofosforan.minus woda). Powstajacy przy tym
btgd, pochodzacy z nieuwzgledniania grup koricowych moze by¢ pominiety.

W miejsca nizej wymienionych mediow podtrzymujacych kultury komoérkowe moga byé oczywiscie
stosowane réwniez inne media, poniewaz nie majg one wptywu na dziatanie kompleksu dwusktadnikowego,
a istotne znaczenie majg jedynie dla samych kultur komérkowych. Stosowany w nizej podanych przyktadach
kwas poliryboinozynowy oznaczany symbolem A jest zwyktym produktem handlowym iposiada wartosé
S20w = 5,3.

Kwas polirybo-2-tiocytydylowy oznaczany symbolem B, ktory zostat zastosowany w ponizszych przykta-
dach, mozna otrzymaé¢ wedfug znanych metod, opisanych w niemieckim wyfoZzeniowym opisie patentowym
(Deutsche Offenlegungsschrift) nr 2041735, zwtaszcza w przyktadzie | tego opisu. | tak 4 ml wodnej mieszaniny
(pH 8,3) zawierajgcej 0,4 mM chlorowodorku tréj-(hydroksymetylo)-aminometanu (Tris.HCI), 0,008 mM MgCl,
0,04 mM soli dwusodowej 2-tiocytydyno-5-dwufosforanu 0,04 mM dwutiotreitolu i 10 jednostek enzymatycz-
nych polinukleotydofosforylazy (aktywnosé swoista 0,165 mM UDP/godz. X mg biatka w temperaturze 37°)
inkubowano 4 godziny w temperaturze 37°. Po oddzieleniu biatka i 48 godzinnej dializie w temperaturze 3°
zatezonej do 1,5 ml wodnej fazy w stosunku do 0,01 M (Tris.HCI) (pH 7,0) otrzymano sktadnik B, ktéry
wykazat warto$é sogw = 8,3 ibyt zastosowany w ponizszych przyktadach. (Oczywiscie mozna zastosowac
réwniez preparaty A wzglednie B z innymi wartosciami S2gw)-

Przyk+tad I. Do 0,63 ml 0,01 M roztworu buforowego chlorowodoru tréj-(hydroksymetylo)-aminome-
tanu {pH = 7) ktéry zawiera 0,19 uM/ml sktadnika B, dodaje si¢ 1,37 ml roztworu soli Hanks’a (patrz np.: J.M.
Hoskins, Virological Procedures, London 1967, strona 313) i miesza nastepnie z 0,10 ml roztworu soli Hanks’a
(pH 7,0), ktory zawiera 1 uM/ml sktadnika A. Mieszaning, ktéra zawiera po 0,1 uM/mi sktadnika A iB,
pozostawia sie na 1 godzine w temperaturze pokojowej i otrzymuje si¢ w ten sposéb roztwér kompleksu A + B.
Hyperchromia w stosunku do widma sumarycznego sktadnika przy 250 nm wynosi 18%, przy 260 nm 18,2%
przy 270 nm 20,8%, przy 280 nm 17%. A max=247,6 nm; Ao = 226 nm; (M)344 = 1,2+ 10° (M)3,4 = 0;
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(Ml305 = 1,4+ 10°, (M)3947 = 0; (M)y4, = 21,8+ 10, (M)54, = 0; (M),3, = 18,8 - 10°, pozorna pK = 11,5;
punkt izozbestyczny = 230 nm w temperaturze 0° — 100° kompleks A + B nie wykazuie w wodzie 2adnego
Tm' s w wodnej mieszaninie zawierajacej 30% glikolu etylerowego i 0,05 M jonéw Na* pojawia sie ostre przejscie
przy Ty =77°. Srednia warto$¢ spgw kompleksu A + B wynosi 12,4; integralny rozdzial wartosci s20w
A + B podano w tablicy 1 {(pomiar w 0,1 molarnym buforze fosforanowym, pH 7, po 97 minutach przy 20 000
obr/min.). W przeciwieristwie do wolnego kwasu polirybo-2-tiocytydylowego, kwas ten w kompleksie dwusktad-
nikowym nie jest atakowany przez polinukleotydofosforylazy.

~ Tablica 1

S20,w Clc
55 0,02
6,5 0,04
7,5 0,08
8,5 0,13
9,7 0,20
10,5 0,28
1,5 0,39
: 12,5 0,50
13,5 0,83
14,5 0,93
15,5 1,00

Przyktad ll. Rozpuszcza sie¢ 0,32 mg sktadnika A w 10 ml 0,001 M roztworu kakodylanu sodu
(pH = 7} zawierajacego 59 mg NaCl, po czym dodaje sie 1 ml 0,001 M roztworu sktadnika B i cato$¢ pozostawia
w temperaturze pokojowej. Tworzenie kompieksu obserwuje sie spektrometrycznie. Otrzymuje sie roztwor
kompleksu A + B, ktérego wtasnosci sa identyczne z podanymi dla kompleksu A + B w przyktadzie I.

Przyktad Ill. 5ml wodnej mieszaniny (pH = 8,3) zawierajacej 0,5 mM buforu chlorowodorku
tréj-(hydroksy metylo)-aminometanu, 0,01 mM MgCl,, 0,05 mM sktadnika B i 0,16 mg 2-tiocytydyno-5-dwufos-
foranu dwusodowego zadaje-sie¢ 5 jednostkami enzymatycznymi polinukleotydofosforylazy (aktywnosé swoista
0,165 mM UDP/godz. mg biatka w temperaturze 37°) i cato$é pozostawia na 4 godziny w temperaturze 37°. Po
usunieciu biatka za pomoca wielokrotnej ekstrakcji za pomocg CHCL,) alkohol izoamylowy zateza si¢ faze
wodng w temperaturze 15° do objetosci 2 ml i dializuje 48 godzin w temperaturze 3° w stosunku do 0,01 M
buforu chlorowodorku tréj-(hydroksymetylo)-aminometanu. Otrzymuije sie roztwér kompleksu A + B, ktéry ma
te same wtasnosci jak kompleks otrzymany wedtug przyktadu I.

Przyktad IV. Do 4 ml 0,001 M roztworu kakodylanu sodu, zawierajagcego 24 mg NaCl, 0,1 mM kwasu
polirybo-2,4-dwutiourydylowego i 0,1 mM sktadnika B, dodaje sie 20 um odczynnika siarczynowego, sktadajg-
cego si¢ z 3 czesci objetosciowych 1 M roztworu Na, SO, i 1 czesci objetosciowej 1 M roztworu NaHSO; i po
1 godzinie dodaje sie ponownie 20ul odczynnika siarczynowego. Po uptywie 1 godziny reakcje przerywa sie,
dodaje sie¢ 0,5 ml 0,2 M roztworu NH,Cl, odczyn mieszaniny doprowadza sie do wartosci pH 8,5 za pomoca
wodnego roztworu amoniaku i pozostawia catosé na okres 1 godziny w temperaturze pokojowej po czym zateza
do objetosci 2 ml, a nastepnie dializuje w ciagu 60 godzin w temperaturze 3° w stosunku do 0,01 M bufora
chlorowodorku tréj-(hydroksymetylo)-aminometanu. Otrzymuje sig¢ roztwor kompleksu A + B, ktory wykazuje
identyczne wtasnosci jak kompleks otrzymany wedtug przyktadu !.

Przyktad V. Zroztworu kompleksu A + B, wytworzonego wedfug przyktadu | przygotowuje sig
roztw6r podstawowy przez dodanie 18 ml medium podtrzymujacego kultury komoérkowe, a sktadajacego sie
z handlowego Tissue culture medium (TCM) 199 z dodatkami 0,168% NaHCO; jak réwniez 100 |E penicyliny
i 100 ug streptomycyny na 1 ml. Po czym przez wielokrotne rozciericzenie roztworu w stosunku 1 :10 za po-
moca wyzej wymienionego medium podtrzymujacego kulture otrzymuje sie szereg rozciericzeniowy. Kazdymi
10 mi rozciericzonych roztworow zalewa sie 7-mio dniowe $ciste kultury komdrkowe pierwszorzedowych
komdrek nerkowych krélika w czworokatnych butelkach. Dla kazdego stopnia rozciericzenia uzywa si¢ 3 butelek
oraz 3 butelek kontrolnych, ktére zalane s jedynie medium podtrzymujgcym-bez kompleksu A + B. Butelki
poddaje si¢ dojrzewaniu w temperaturze 35°C przez noc w termostacie, zakaza nastepnie wirusem Herpes-Sim-
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plex wedtug znanego sposobu zalewa agarem, po czym poddaje dojrzewaniu w ciagu nastgpnych 48 godzin
w temperaturze 35° i otrzymuje si¢ drugq warstwe agarowa do wybarwiania komérek. Po dalszych 24 godzinach -
dojrzewania widoczne juz gotym okiem ,dziury wirusowe”’ (Virusplaques) sq liczone pod lupa. Z trzech
pojedynczych wartosci dla kazdego stopnia rozciericzenia oblicza sie wartos$é $rednig i ustawia w stosunku do
wartosci $redniej kontrolnej. Na drodze graficznej uzyskuije sig z tych wartosci PRD;, tzn 50% dawke reakcyjna
»dziury”’ (60% Plagie-Reduktions-Dosis), ktéra dawataby zredukowanie liczby dziur o 50%. W dalszych prébach
z tym samym roztworem kompleksu A + B wytworzono szeregi rozciericzeniowe w stosunku 1:2 i 1 : 4. Poza
tym z péZniejszych prébach byty stosowane drugorzedowe zamiast pierwszorzgdowych komdrek nerkowych
krélika, a w jednym przypadku wirus Vaccinia zamiast Herpes-simplex. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabli-
cy 2.

Tablica 2
Préba Komérki Wirus PRDs¢ ug/ml -
1 Pierwszorzed. nerkowe krélika Herpes simpl. 0,0035
2 ’ ”» » 0,0065
3 Drugorzedowe v Vaccinia 0,0030
4 Drugorzedowe . Herpes-simpl. 0,0061

Zostaty réwniez sprawdzone osobno sktadniki A i B; nie zaobserwowano przy tym zadnej reakcji liczby
,dziur”, a2 do stezert 0,61 ug/ml. '

Przyktad VI. Przeprowadzono badania aktywnosci biologicznej kompleksu otrzymanego wedtug
przyktadu |l, za pomocy testu obnizania ilosci- ,dziur’’. Badania prowadzono wedtug sposobu opisanego
w przyktadzie V, z ta réznicg, ze uzyto wytacznie komoérki drugorzedowe nerek kréliczych. Medium podtrzy-
mujace kultury komérkowe zastosowane w do$wiadczeniach 3 i 4 nie zawierato streptomycyny. Uzyskane
wyniki ilustruje tablica 3.

Tablica 3
Préba Komérki Wirus PRDg o ug/ml
1 Drugorzed. nerkowe krélika Horpes-simpl. 0,013
2 " v " Vaccinia 0,00067
3 v " Herpes simpl. 0,0015
4 " v ” Herpes simpl. 0,0057

ZastrzeZzenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania biologicznie czynnych komplekséw dwusktadnikowych, sktadajacych sie z kwasu
poliryboinezynowego oznaczonego symbolem A, o wzorze 1, w ktérym k oznacza liczbe catkowitag 1-3, a sym-
bol b oznacza liczbe catkowita 1—2000, oraz z kwasu polirybo-2-tiocytydylowego oznaczonego symbolem B
o wzorze 2, w ktérym m oznacza liczbe catkowita 1—3, a n oznacza liczbe catkowita 1—2000, oraz ich soli
z metalami lub soli amonowych. znamienny tym, ze miesza si¢ roztwory zwtaszcza wodne o réznym
steZeniu jonowym hemopolinukleotydu o wzorze 1, w ktérym k i b majg wyZej podane znaczenie i nukleotydu
o wzorze 2, w ktérym m i n maja wyZzej podane znaczenie lub ich soli z metalami lub soli amonowych.

2. Sposéb wytwarzania biologicznie czynnych komplekséw dwusktadnikowych, sktadajacych sie z kwasu
poliryboinozynowego oznaczonego symbolem A, o wzorze 1, w ktérym K oznacza liczbe catkowita 1—3, a sym-
bol b oznacza liczbe catkowity 1-2000, oraz z kwasu polirybo-2-tiocytydylowego oznaczonego symbolem B,
o wzorze 2, w ktérym m oznacza liczbe catkowita 1—3, an oznacza liczbe catkowitg 1—2000, oraz ich soli
z metalami iub soli amonowych, znamienny tym, ze miesza sie wodny roztwér homopolinukleotydu
oznaczonego wyZej symbolem A, o wzorze 1, w ktérym symbol K i b maja wyzej podane znaczenie z kwasem
polirybo-2,4-tiourydylowym, po czym roztwdr poddaije sie dziataniu jonéw siarczynowych i/lub jonéw kwasnego
siarczynu w obecnosci srodka utleniajacego, korzystnie przy wartosci pH 4,5-9,0, a zwtaszcza pH 7 i kwas
polirybo-2,4-tiourydylowy przeksztatca w kwas polirybo-4-sulfotiourydylowy, nastgpnie wprowadza do roztwo-
ru wod¢ amoniakowa lub jony amonowe do uzyskania roztworu o wartosci pH 7—10, a zwilaszcza 8,5 i otrzy-
many wyZej kwas polirybo-4-sulfotiourydylowy przeksztatca w sktadnik B i ewentualnie doprowadza roztwér do
odpowiedniej wartosci pH i/lub odpowiedniego stezenia jonowego.
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