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A taldlmény tdrgya eljdrds a rdkellenes hatdsd, dj
(I) dltaldnos képletd konjugdtum elGallitdsdra. A kép-
letben

R? jelentése metilcsoport,

RS jelentése hidrogénatom,

R4 jelentése etilcsoport,

R3 jelentése hidroxilcsoport,

R jelentése -NHN= csopont,

R! jelentése hidrogénatom,

m egész szdm 5-t61 35-ig,

Ab valamely IgG osztdlyba tartoz$ antitest, amely
6-18% kaozti mennyiségben tartalmaz szénhidritot.

A leirds terjedelme: 8 oldal, 3 dbra
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A jelen taldlmdny tdrgya: eljirds vinblasztin (VLB)
és antitestek Uj konjugdtumai elddllitdsdra.

Az immunol6gusok és vegyészek az utébbi idékben
kozos munkdkat végeznek, hogy valamely immung-
lobulinb6l, amely egy meghatdrozott antigént céloz
meg, & egy gydgyszerbél, vagy mds, aktiv szerbdl
osszedllitott konjugdtumot fejlesszenek ki, amely
gy6gyszert vagy aktiv szert az immunglobulin viszi
el a kivént helyre. Az irodalomban tébb ilyen kon-
jugdtumot irtak le. Igy példdul a 2137202 és 2137210
szdmu brit szabadalmi bejelentések vinka alkaloidok,
amelyek rdkellenes szerek, konjugdtumait {rjdk le
immunglobulinokkal, amelyek tumor antigéneket cé-
loznak meg.

A tudomdnyos erdfeszitések ellenére, amelyeket
az ilyen konjugdtumokra szdntak, e teriileteken még
korai fejlédési stddiumban vannak. A problémak ko-
ziil, amelyet még nem értiink j6l, nem megoldott az
aktiv szer nagy mennyiségének terhelése az immung-
lobulinra tgy, hogy ez ne hasson kérosan az anti-
génhez valé koétGdési képességére. Ennek a problé-
ménak az egyik megolddsat nydjtja a jelen taldlmdny,
amely lehet6vé teszi olyan konjugdtumok szintézisét,
amelyben a hatéanyag ardnya az immunglobulinhoz
viszonyitva magas.

A jelen taldlmany olyan (I) dltaldnos képletid kon-
jugdtumokkal foglalkozik, ahol

- R? jelentése metilcsoport,

R3 jelentése hidrogénatom,

R4 jelentése etilcsoport, és

R3 jelentése hidroxilcsoport;

- R jelentése -NH-N= csoport,

- R! jelentése hidrogénatom,

m egész szam 5-t61 35-ig,

Ab valamely IgG osztdlyba tartozé ismert antitest,
amely 6-18% kozti mennyiségben tartalmaz szénhid-
rdtot.

A taldlmany eljaras az (I) dltaldnos képletdi kon-
jugdtumok el6dllitdsdra, melynek sordn egy IgG osz-
tdlyd, 6 és 18% kozti szénhidrat-tartalmd oxidélt
antitestet a (II) 4ltaldnos képletd vinka hidraziddal
reagdltatunk, ahol a képletben

- R7 jelentése hidrazinocsoport,

R8 jelentése hidrogénatom, és

a tobbi szubsztituens a fent megadott.

Az (I) 4ltaldnos képletd konjugdtumok rdkellenes
szerekként alkalmazhatdk, és injektdlhaté gy6gydszati
készitményeket dllithatunk el§ bel6lik, amelyek az
(I) Adltalinos képletd konjugdtumokat tartalmazzdk
valamely gydgydszatilag elfogadhat6 higitéval tdrsul-
va.

A taldlmany szerinti eljardsban a (I) daltaldnos
képletd kiinduldsi anyag, aho! R2, R3, R4, RS, R7
és RS a fenti, a 4-dezacetil-VLB-3-karboxi- hidrazid,
a 3,097,137 szimi amerikai egyesiilt dllamokbeli
szabadalmi lefrds ismerteti.

A jelen taldlmdny Konjugdtumainak képzésére al-
kalmas (II) dltaldnos képletd hidrazidot példdul a
4,203,898 szami amerikai egyesiilt dllamokbeli sza-
badalmi leirds eljdrasa szerint (12. oszlop, 65. sort6l
és 3. példa, 18. oszlop) készitjiik el. Ebben az eljdrés-
ban vizmentes hidrazint reagdltatunk a (III) dltaldnos
képlet szerinti vinka alkaloiddal etanolban, lezdrt csé-
ben mintegy 60 "C hémérsékleten. Ennek a reakciénak
a terméke 4- dezacetil-3-karboxi-hidrazid, mivel az
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acetoxicsoport a C-4-nél bazikus reakciékoriilmények
kozott hidrolizdl. A jelen konjugdtumok mdsik kom-
ponense az IgG osztdly valamely oxidélt antitestje, el-
6nydsen valamely oxidalt monoklondlis antitest (Mo-
ADb), amely antitest 6~18% szénhidrétot tartalmaz. Igy
a jelen taldlmdnyban alkalmazott antitest egészen szo-
katlan, mivel a tipikus IgG immunglobulinok csak 2-5
% szénhidratot tartalmaznak. [A szakérték kiilonb6zé
szdmokat becsiilnek az IgG szénhidréttartalmdra. fgy
pl. Goding 2-3 %-r61 szdmol be a Monoclonal Anti-
bodies: Principles and Practice cimi kényvében (Aca-
demic Press, 1983, 9. oldal), mig Ghose és munkatdrsai
3 %- 161 beszélnek a J. Immunol. Methods 59, 130
(1983) irodalmi helyen].

Az ,antitest” fogalmét ebben a bejelentésben dgy
alkalmazzuk, hogy magdban foglalja a fentebb leirt
osztdly antitestjeinek Fab, Fab’ és F(ab’)2 fragmen-
tumait is.

Az antitest lehet olyan antitest, ahol a szénhidrét
szokatlan mennyisége a konnyd lancokban helyezke-
dik el. A nehéz lancok is tartaimazhatnak azonban
szokatlan mennyiségd szénhidrdtot, vagy teljes egé-
szében az antitest Fab része tartalmazhatja a szénhidrat
szokatlan mennyiségét. Masrészt a szénhidrét szokat-
lan mennyiségét tartalmazhatja, vagy részben tartal-
mazhatja az antitest Fc része.

Mikézben a jelen taldlminyban alkalmazott anti-
testek 6-18 % szénhidrétot tartalmaznak, az antitestek
elényds osztilyai killonb6z6 més tartomédnyokon beliil
tartalmaznak szénhidritot, az aldbbiak szerint:

1) 6-15 %

2) 612 %

3) 8-15 %

4.) 8-12 %

5.) 6-10 %

6.) 10~15 %

Az antitestek elddllitdsanak technikdi immunizalt
dllatok szérumdbol, vagy monoklondlis termeékeket
kivélaszté hibriddmdk tenyészetébdl jél ismertek. A
hibridémdkat lehet genetikai manipuldciés technikak-
kal médositani is gy, hogy meghatdrozott tulajdon-
sdgokkal biré antitesteket termeljenek, mint pl. az
itt alkalmazott antitesteket szokatlan szénhidrdttarta-
lommal. A tisztitott antitesteket lehet kémiai tton is
modositani, hogy noveljik szénhidrittartalmukat. A
jelen tartomdnyban alkalmazott reprezentativ antites-
tek kozt taldlunk pl. mono- és poliklondlis antitesteket

(i) emberi vagy dllati tumorral tdrsult antigének
ellen;

(ii) emberi B- és T-sejt antigének ellen;

(iii) emberi Ia antigének ellen;

(iv) virus, gomba és baktérium antigének ellen;
és

(v) emberi gyulladdsos vagy allergids reakciéban
érintett sejtek ellen.

Az emberi és dllati tumorral tdrsult antigének
elleni elényds antitestek koziil megemlithetjiik:

(i) karcino-embriondlis antigénnel immunizdlt kecs-
kékbdl vagy birkdkbdl szdrmazé IgG;

(ii) IgG nyiil akut limfoblasztos leukémia elleni
szérumabol;

(ii1) IgG kiilonbozé féemldsok akut limfoblasztos
leukémia, akut mieloblasztos leukémia, krénikus lim-
foblasztos leukémia és krénikus granulocitds leukémia
ellen keletkezett antiszérumabol;
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(iv) tiidékarcinéma sejtekkel vagy sejtfrakcidkkal
immunizélt kecskékbdl vagy birkdkbdl szdrmazé IgG;

(v) humdn végbélkarcinéma elleni antitesteket ki-
vélaszté egér hibridémédkbél szdrmazé monoklondlis
IgG;

(vi) humin melanéma elleni antitesteket kivalaszté
egér hibridémakbél szarmazé monoklondlis IgG;

(vii) olyan egér hibridémdkb6l szdrmazé monok-
londlis IgG, amely hibridéma humién leukémia sej-
tekkel reagdlé antitesteket vdlaszt ki;

(viii) emberi neuroblasztéma sejtekkel reagilé an-
titesteket kivdlaszté egér hibridémakbél szarmazé mo-
noklondlis IgG;

(ix) emberi mellrak antigénekkel reagdlé antites-
teket kivdlaszté egér hibridémédkbél szdrmazé mo-
noklondlis IgG; .

(x) emberi petefészek sejtekkel reagdlé antitesteket
kivGélaszté egér hibridémakbdl szirmazé monoklondlis
IgG;

(xi) emberi csont-szarkéma sejtekkel, emberi has-
nydlmirigy karcinéma sejtekkel, emberi prosztata kar-
cinéma sejtekkel, stb. reagdlé antitesteket kivdlaszté
egér hibridémdkbdl szdrmazé monoklondlis IgG;

(xii) adenokarcinémdk (ideértve a tiidé-, vese-,
mell-, és hasnydlmirigy karcinémdkat) elleni antites-
teket kivdlaszté egér hibridémédkbél szdrmazé mo-
noklonilis IgG;

(xiii) emberi pikkelyes karcinéma sejtekkel reagdlé
antitesteket kivalaszté egér hibriddmdkbél szdrmazé
monoklondlis IgG;

(xiv) emberi hibridémdkbdl szdrmazé monoklonalis
IgG (ezek olyan hibridémdk, amelyek emberi tumorral
tarsult antigén elleni antitesteket vélasztanak ki, be-
leértve a fentebb emlitett monoklondlis antitesteket,
de nemcsak azokra korldtozva).

Az elényds konjugdtumok azok, amelyeket mo-
noklondlis antitestekbél dllitunk eld, elénySsen azok-
bol, amelyek emberi rdksejteket ismernek fel, ilyenek
pl. az adenokarcinéma, pikkelyes sejt karcinéma,
dtmeneti sejt karcinéma, melanéma, neuroblasztéma,
kissejtes karcin6ma, leukémia, limféma, és szarkéma.

Az antitestet a vinka hidraziddal valé reakciéhoz
Ugy készitjiik el6, hogy perjodittal vagy mds meg-
felelé oxidal6szerrel oxiddljuk tgy, hogy a feliileti
szénhidratokban levé vicindlis diolok kozti kétések
felhasadnak, és eziltal az eredeti kotés mindkét ol-
daldn aldehidcsoportok alakulnak ki. A vegyészek jol
tudjdk, hogy az aldehidcsoport, amikor oldatban van
mds mikodoképes reagensek jelenlétében, valéjaban
lehet acetdl, hemiacetdl, amindl, hemiamindl, stb.
formdjdban. Az aldehid képzGdés kialakuldt az 1.
folyamatdbra vazolja fel.

Az oxiddléd6 szénhidrit egységek ardnya és a
termelt dialdehid egységek szdma az aldbbi tényezék
eredménye, amelyet ismernek azok, akik a szakterii-
leten jdrtasak: az alkalmazott perjoddt mennyisége,
az oxiddlds dltalanos reakcidkorilményei (pl. az idS,
hémérséklet, oldészer, koncentricid, stb.), az antites-
ten jelen levé vicindlis diol szénhidrdt egységek
szdma, és hozzdférhetSségikk az oxidilé reagens sz4-
madra.

Egy mésik médszer szerint, vagy a fenti perjodétos
oxidaciéval kombindlva, lehet alkalmazni enzimes
oxiddldst is, példdul galaktéz oxiddzzal. Ez szelek-
tivebb és korldtozottabb reagens, amely a galaktéz
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gydk 6-CH20H helyének 4talakitdsat katalizdlja a
szénhidrat egységen aldehid funkciSkkd. Ennck a 6-
CH20H csoportnak helyettesitetlennek kell lenni,
hogy a sikeres oxid4cié lehetségessé vdljék, és egy
blokkolt csoport, pl. olyan csoport, ahovd szidlsav
gyok van kotve, gatlds- mentesitését a neuramidiniz
enzimmel lehet elvégezni. Akdrcsak fentebb, az igy
létrejétt aldehid-maradékok szdma sokféle viltozé
fiiggvénye.

Az oxiddlt antitestet azutdn valamely (I) altaldnos
képletd vinka hidraziddal konjugdljuk nukleofil re-
akciéban, ahol a magédnyos elektronpdr a hidrazid
csoport termindlis nitrogénjén megkeresi az oxiddlt
antitest aldehid csoportjat.

Altaldban minden mél antitest egy bizonyos szdmii
mol vinka hidraziddal konjugdlédik. A jelen talilmény
elényeinek egyike a gyégyszernek az a nagy szdma,
amelyet az egyes antitest molekuldkra r4 lehet terhelni.
A ,konjugédcids ardny” kifejezést a vinka hidrazidok
moljainak 4tlagos szdmdra alkalmazzuk egy mél an-
titestre. A konjugdciés ardny a jelen taldlmdnyban
dltaldban 5 és 35 kozott van, €s az 5 és 25 kozotti
tartomédnyban lev§ konjugécids ardnyok az el6nydsek.

Tovéabbi el6nyds konjugiciés ardny tartorndnyok
a 10 és 20, a 15 & 25, és az 5 &s 15 kozottiek.

A vinka hidrazidok konjugdldsit oxidilt antites-
tekkel a szakteriileten ismert standard médszerekkel
végezhetjiik el. Altaldban valamely (II) dltaldnos kép-
letd vinka vizzel elegyed6 oldészerrel, pl. dimetil-
formamiddal képzett oldatdt az oxiddlt antitest lehd-
tott, pufferolt vizes oldatdhoz adjuk. A vinkdt lehet
alkalmazni szulfit-séként, amely esetben szerves ol-
dészerre nincs sziikség. Eldnyosek a 0-8 °C kozti
hémérsékletek, és dltaldban 0,1 n ndtrium-acetdt puf-
fert alkalmazunk. A reakciét sotétben &s inert at-
moszfériban a legjobb elvégezni. A reakcié dltaldban
mintegy 10-24 dra alant vdlik teljessé, és az igy
létrejétt konjugdtumot standard médszerekkel, pl. Sep-
hadexen végzett kromatografidval lehet tisztitani.

Az aldbbi példdkban alkalmazott MoAb (monok-
londlis antitest) a ZCE-025, IgG) alosztdlyi rdgcsélé
antitest, amely karcinoembriondlis antigénnel reagdl.
Ezt a Hybritech Incorporated fejlesztette ki [Abdel-
Nahi és munkatédrsai: Radiology, 164, 617-21 (1987)).
Ezt az antitestet bizonyos ideje mdr tanulményozzik
Mach J. P. és munkatérsai els§sorban rdkdiagnosztikai
szerként, 35. morioklondlis antitest néven [lisd még:
Delaloye és munkatdrsai: J. Clin. Invest. 77, 301-11
(1986); Haskell és munkatirsai: Cancer Res. 43,
3857-64 (1983); Sutherland és munkatédrsai: Cancer
Res. 47, 1627-33 (1987)].

A ZCE-025-161 tigy taldltdk, hogy szokatlanul nagy
a molekulatomege (28000), SDS-PAGE vizsgdlattal
(gélelektroforézis) végzett elemzéssel redukdlé koril-
mények kozott. Ezt a vizsgdlati médszert Laemmli
irja le [Nature (London) 227, 680~85 (1970)]. A
ZCE-025 kezelése endoglikoziddz F-fel [Elder és
munkatdrsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 70, 4540-44
(1982)] azt idézi el6S, hogy a konnyd ldnc nagy része
az SDS-PAGE-on azonos teriileten vdndorol, mint a
kontroll, azt jelezve, hogy a konnyd lidnc nagy mo-
lekulatomegét szénhidrdt okozza.

1. példa
10 mg ZCE-025-6t feloldunk 1 ml 0,1 mél/literes
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nétrium-acetit pufferban (pH 5,6) (29,3 g nétrium-
acetdt, 2,44 ml ecetsav, és annyi sterilezett viz, hogy
4 liter puffer keletkezzék.). Az igy készitett oldathoz
0-2 °C hémérsékleten 2,1 mg nétrium-perjodétot
adunk élénk keverés mellett.

A keveréket 10 percen 4t keverjik 0-2 °C hé-
mérsékleten sotétben, majd a reakcidt ledllitjuk eti-
lénglikol 12,5 mél/literes steril vizes oldata 0,004
ml-ének hozzdaddsdval. Az dj keveréket 0-2 °C
hémérsékleten 5 percen 4t keverjikk s6tétben, majd
centrifugdljuk, hogy tiszta feliildsz6t és fehér iledéket
kapjunk. A feliilisz6t Sephadex G25 gél oszlopra
(kdzepes szemcseméret) terheljiik, &s a terméket azo-
nos natrium-acetdt pufferral eludljuk. Az eludtumot
UV fénnyel (280 nm) kovetjiik. Az oxidélt termék
koncentracidjit minden eludtum frakciéban felbecsiil-
jiik 280 nm-en.

Az oxiddlt termék fenti eludtum oldatdnak végsé
fehérje koncentriciéja 2,5 mg/ml és teljes térfogata
3,1 ml Az oldatot mintegy 4 °C hémérsékletre
lehiitjiik.

4-dezacetili VLB 3-karboxi-hidrazid-szulfdt 13,4
mg-os adagjdt hozzdadjuk a lehdtott, pufferolt MoAb
oldathoz. A reakciéedényt nitrogéngdzzal 4dtoblitjik,
majd lezdrjuk. A reakcidkeveréket hidegben és so-
tétben keverjiik 16 6rdn 4t. A reakcidedényt ezutdn
kinyitjuk, és a tiszta, halvdnysdrga reakcidkeveréket
kromatografdljuk Sephadex G25 gélen, amelyet el-
6z6leg foszfaral pufferolt fiziologids séoldattal egyen-
stlyoztunk ki (pH 7,4; 0,01 mél/ foszfét, 0,15 mél/1
NaCl); ugyanilyen oldatot haszndlunk eludls szerként
is. A konjugdtum elsének eludlédik, ezt koveti az el
nem reagalt 4-dezacetil VLB 3-karboxi-hidrazid. A
kapott konjugdtum kitermelése 5,7 mg, 4,8 mi-ben.
A konjugdciés aridny mintegy 5,2 mdl 4-dezacetil-
VLB-3-karboxi-hidrazid egy mél ZCE- 025-re (a
tovdbbiakban: MoAb) szdmitva, amint ezt kettGs hul-
ldmhosszd UV spektroszkdpids méréssel (280 és 270
nm-nél) meghatdrozzuk.

2. példa

10 mg mintdt ugyanabbél a MoAb-bél 1 ml acetdt
pufferben oxiddlunk 21 percen 4t 0 °C hémérsékleten
34 mg nitrium- perjoddttal. A reakci6t azutdn ledllitjuk
0,064 ml 12,5 mélliteres etilénglikollal, és a terméket
ugyandgy tisztitjuk, mint az 1. példdban; igy 9,7 mg
oxiddlt MoAb-ot kapunk 4 ml oldatban. Ehhez az
oldathoz 0 °C hémérsékleten hozzdadunk 17 mg
4-dezacetil-VLB-3-karboxi-hidrazid-szulfatot, és a ke-
veréket 4 °C hémérsékleten s6tétben 4llni hagyjuk
16 6rdn 4t. A reakcidkeveréket azutdn 20 percen 4t
centrifugdljuk, és a feliiliszét feldolgozzuk olyan
médon, ahogyan az 1. példdban lefrtuk; igy 0,6 mg
terméket kapunk, amelynek konjugéciés ardnya 27,2.

3. példa

Az 1. példa eljardsdhoz hasonld eljirdst végziink.
A nitrium- metaperjoddt mennyisége 2,1 mg, és az
oxiddcié 21 percig tart. Oxiddlt MoAb-bél 8,8 mg-os
kitermelést kapunk, €s ezt reagdltatjuk 19 mg 4-de-
zacetil-VLB-3-karboxi-hidraziddal, és gy dolgozzuk
fel, ahogyan ezt a 2. példdban leirtuk. Ilyen médon
6,9 mg konjugdtumot kapunk 8,6 konjugdcids
ardnnyal.
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4. példa

A 3. példa eljards4t ismételjik meg, azzal a ki-
vétellel, hogy a ndtrium-perjoddt mennyisége 8,6 mg
és az etilénglikol mennyisége 0,016 ml. Az oxidélt
MoAb kitermelése 8,6 mg, amelyet 18 mg 4- deza-
cetil-VLB-3-karboxi-hidraziddal reagdltatunk. 5 mg
kivadnt konjugdtumot kapunk, amelynek konjugdciés
aranya 13,8.

5. példa

A 3. példa eljdrdsdt ismételjiik meg djbdl, azzal
a kivétellel, hogy a ndtrium-perjoddt mennyisége 8,6
mg és az etilénglikol mennyisége 0,016 ml, és az
oxidiciés id6 10 perc. Az oxiddlt MoAb-bél 8,1 mg
kitermelést kapunk. Ennek reagéltatdsa 19 mg 4-
dezacetil-VLB-3-hidroxi-hidraziddal 6,5 mg konjugé-
tumot termel, amelynek konjugdciés ardnya 10,3.

A fenti példdkban készitett konjugdtumokndl ra-
dioimmunassay-val és immunfluoreszcencidval hatd-
rozzuk meg, hogy legaldbb olyan j6l k&tSdnek az
antigén-pozitiv LS174T humén végbél adenokarciné-
ma sejtekhez, mint a nem konjugdlt ZCE-025 sejtek.

Az immunfluoreszcencidval végzett elemzés meg-
mutatja, hogy a konjugdtumok nem kétddnek az
antigén-negativ M14 humén melanéma sejtekhez.

6. példa

ZCE-025 antitest 374 mg-os adagjit dializdljuk
28,8 ml nétrium- acetét pufferral (pH 5,6) szemben,
majd ezt 0,53 ml vizes nitrium-perjoddt oldattal (150
mg/ml) egyesitjiikk. A keveréket 10 percen it sitétben.
keverjiik, majd a reakciét ledllitjuk etilénglikol hoz-
zdaddsdval. A reakcidkeveréket azutdn centrifugdljuk,
€s a feliiliszét kromatograféljuk Sephadex G25-6n,
és ndtrium-acetdt pufferral eludlunk. Az antitest-tar-
talmq frakcidkat egyesitjikk, és UV spektroszképidval
elemezzik 280 nm- nél, amely azt mutatja, hogy
355 mg oxiddlt antitestet nyertiink ki. Ezt 2,8 mg/ml
koncentriciéra higitjuk ndtrium-acetdt pufferban, és
ehhez hozzdadunk 554 mg 4-dezacetil-VLB-3-karbo-
xi- hidrazidot. A reakci6keveréket egy éjszakdn at
dllni hagyjuk 4 °C hémérsékleten, és a keveréket
Sephadex G25-6n végzett kromatograifidval tisztitjuk
dgy, hogy pufferolt fiziolégids sdoldattal (pH 7.4)
eludlunk. A terméket tartalmazé frakcidkat egyesitjik,
és 0,2 u-os membranon itszdrjiik. Osszesen 304 mg
konjugatumot kapunk, 13,5 mg/ml koncentricidban,
a VLB 50 mél konjugiciés aranydval egy mél
antitesthez viszonyitva.

7. példa

Lényegében a 6. példit ismételjiik meg azzal a
médositdssal, hogy nagyobb konjugécids ardnyd ter-
méket dllitunk eld. A natrium- perjoddt oldat
mennyisége 6,4 m! 150 mg/ml koncentrici6ndl, és
az oxidé4cids reakciét 21 percig hagyjuk végbemenni.
Ugyanolyan mennyiségd 4-dezacetil-VLB-3-kaiboxi-
hidrazidot alkalmazunk, és a termék 187 mg konju-
gdtumot tesz ki 8,9 mg/ml koncentréciéndl 9,7 mél
VLB/m6! fehérje konjugdcids ardnnyal.

A 6. és 7. példa konjugdtumait néstény Charles
River meztelen egereken novekvé LS174T tumor
xenograftjai ellen vizsgédljuk. Az LS174T emberi vég-
bél tumor, amely karcinoembriondlis antigént termel.
A vizsgdlat gy kezdddik, hogy az egerekbe szubkutdn
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107 tumorsejtet iiltetiink be. A beiiltetés utdni 7., 10.,
14., és 17. napokon egyes egerekbe olyan adag
konjugdtumot injektdlunk, hogy a vinka gyogyszerbdl
3 mg/kg-ot szolgdltassunk. A beiiltetéssel indukalt
umorok méretét kiilonbozS idSpontokban mérjik,
egészen a beiiltetés utdni 42. napig. Az egyes kezelt
csoportok 5 egérbdl dlinak, kivéve a kezeletlen kont-
roll csoportot, amely 10 egérbél 4ll. Egy olyan csoport
is szerepel a vizsgdlatban, amely nem konjugdlt
4-dezacetil-VLB-3-karboxi- hidrazidot kap.

42 nap utdn a kontroll egereknek nagyon nagy
tumorja van, 4tlagosan 23,5 g tomegd. Az Osszes
egér, amely a 6. példa konjugdtumat kapja, elpusztul.
Egy 4llat pusztul el azok kozil, amelyek a 7. példa
konjugdtumat kaptdk, a tobbi négy dtlagos tumormé-
rete 4,5 g. A nem konjugdlt gydgyszert kapott ege-
rekb6l harom pusztul el, a tovdbbi ketts dtlagos
tumor-mérete 4,5 g.

Egy masik vizsgdlatban, amelyet azonos médon
hajtunk végre, a tumor sokkal lassabban ng. A be-
iiltetés utin 34 nappal a kontroll egerek tumorja 3,7
g 4tlagos méretd. Az sszes olyan egér, amely nem
konjugdlt gy6gyszert kapott, elpusztul. Azoknak az
egereknek, amelyek a 6. és 7. példdk konjugdtumait
kaptdk, atlagosan csak 0,1 g tomegd tumorjuk van,
4m a 6. példa konjugdtumdt kapott egerek koziil
négy elpusztul, viszont a 7. példa konjugdtumat kapott
egerek koziil egyik sem pusztul el.

Hasonlé vizsgdlatban a konjugdtumokat olyan
ardnyban adjuk be, hogy csak 2 mg/kg vinka gyogy-
szert adunk. Itt a kontroll egerek tumarjainak étlagos
mérete 23,5 g, akdrcsak az elsé vizsgdlatban. A
szabad vinka gyogyszert vagy a 7. példa konjugdtumat
kapott egerek egyike sem pusztul el a 42. napi mérési
pontig; a 6. példa konjugdtumat kapott egerek koziil
is csak egy pusztul el. A szabad vinka gyégyszert
kapott dllatok tumorjainak dtlagos mérete 8 g a 42.
napon, a 6. és 7. példa konjugdtumait kapott allatok
tumorjainak dtlagos mérete egyardnt 5 g.

Ugy taldljuk, hogy a jelen taldlmany konjugétumai
teljesen biztonségosak, és egydltaldn nem vart médon,
azok a konjugdtumok, amelyeknek a konjugdci6s
ardnya magas, még biztonsdgosabbak, mint azok,
amelyeknek vinka gyégyszer tartalmuk kisebb. Ko-
vetkezésképpen ezek a konjugdtumok nyijtjdk a le-
gelénydsebb utat a neoplazma-ellenes vinka gyoégy-
szerek viszonylag nagy adagjdnak bevezetéséhez,
meglepden nagy biztonsdggal a beteg szempontjabol.

A jelen taldlmédny szerinti 0] konjugdtumok hasz-
ndlhaték a rdk kezelésében és mint ilyeneket, el-
6aydsen injekciohoz alkalmas kiszerelések formdjéban
allitjuk elS. fgy a jelen taldlmany magdban foglal
egy gyégyiszati kiszerelést is, pl. egy olyan injek-
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talhaté készitmény elGallitisét, amely a jelen taldl-
mény szerinti konjugdtumot egy gybgyészatilag el-
fogadhaté hordozéval, vagy higit6val egyiitt tartal-
mazza, az ilyen segédanyagok a szakteriileten jol
ismertek. A kiszerelés egységnyi adagok formdjaban
elényds, ahol egy-egy adag pl. 0,01-10 mg aktiv
alkotérészt tartalmaz (az aktiv alkot6részen a vinka
gyégyszer részt értve).

Az Gj konjugétumok széles adagoldsi tartomdnyon
beliil, &s heti osszdézison beliil hatékonyak, igy pl
rdkban szenvedd felnStt ember kezeléséhez ez a
tartomény 0,01-10 mg/kg tartoményban van (a vinka
gybgyszer részre szdmitva), 4ltaldban inkdbb a 0,03-9
mg/kg tartomédnyban. Meg lehet érteni azonban, hogy
a ténylegesen beadott konjugdtum mennyiségét csak
az orvos hatdrozhatja meg az adott korilmények
figyelembevételével, ide értve a kezelend6 beteg 4l-
lapotat €s a beadds kivalasztott utjdt.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljarés (1) 4ltaldnos képletd konjugdtum elddllita-
séra, ahol
R2 jelentése metilcsoport,

RS jelentése hidrogénatom,

R4 jelentése etilcsoport,

R3 jelentése hidroxilcsoport,

R jelentése -NHN= csoport,

R} jelentése hidrogénatom,

m egész szdm 5-t61 35-ig,

Ab valamely IgG osztélyba tartozé ismert antitest,
amely 6-18 % kozti mennyiségben tartalmaz szén-
hidrétot,

azzal jellemezve, hogy egy 1gG osztilyba tartozo,
perjoddttal vagy enzimatikusan oxidalt antitestet,
amely 6-18 % szénhidrétot tartalmaz, egy () éalta-
l4nos képletd vinka hidraziddal reagéltatunk, ahol

R7 jelentése hidrazinocsoport,

R® jelentése hidrogénatom, és

R2,R3, R* és R a fenti.

2. Az 1. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,
hogy a reakci6t hdtou vizes, pufferolt oldatban
végezziikk 0 °C - 8 °C kozti hémérsékleten.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljdrds, azzal
jellemezve, hogy 1gG antitestként monoklondlis
antitestet alkalmazunk.

4. Eljérés injektdlhat6 gyégydszati készitmények el-
Gallitdsara, azzal jellemezve, hogy az 1. igénypont
szerinti eljdrdssal elddllitott (I) dltaldnos képletd
konjugétumot — a képletben R, R, R?, R3, R4,
R5, m és Ab az l. igénypontban megadott — egy
vagy tobb, gyogydszatilag elfogadhatd hordozéval
vagy higitéval Gsszekeveriink, és injektdlhat6 gyé-
gydszati készitménnyé alakitunk.
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