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Aalilminy szerinti eljiras sorin HIV-ellenes aktivitdsi
heparint 4llitanak el6 oly médon, hogy a nyers heparint
affinitds kromatogrifidnak vetik ald gyantdhoz kitstt ()
képletd peptid (RP135) alkalmazésaval.

A leirds terjedelme: 9 oldal, S rajz

Eljaras HiV-ellenes aktivitassal rendelkezé heparin eléllitasara
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A taldlmany HIV-ellenes hatdssal rendelkez6 heparin
frakci6 elkiilonitésére és ebbdl a HIV-ellenes aktivitasi
heparin el¢4llitdsdra vonatkozik. Az igy kapott heparin
humén immunelégtelenséget okozé virus elleni aktivi-
tissal rendelkezik, igy az AIDS kezelésére alkalmazha-
t6.

Jelenleg nagyvolumeni kutatis folyik a virusfert6zé-
sek emberben &s 4llatban val6 kezel€sére €s gyOgyitasa-
ra irdnyulé mdédszerek kidolgozasira. Az AIDS és az
ARC gyakorisiga emberben ugyanis riaszt6 sebesség-
gel n6. Az AIDS-betegek esetében fenndll6 5 éves tilé-
1ési ardny lehangol6, ezenkiviil az AIDS-betegek, akik-
nek immunrendszerét a fert6zés komolyan kérositotta,
szdmos esetleges fertézésben szenvednek, amilyen a
Kaposi-szark6ma és a Pneumocystis carninii dltal oko-
zott pneumonia. Az AIDS gy6gyitdsra nem &ll rendel-
kezésre eljars, a jelenleg alkalmazott kezelési modsze-
rek pedig tbbnyire nem rendelkeznek megfelel6 bizo-
nyitékkal a hatékonysdgot illetden és szimos nem kivant
mellékhatissal jarnak. A betegségtol valo félelem térsa-
dalmi méretd elutasitdst és diszkriminaciot eredményez
azok irdnt, akik betegek vagy feltehetSen ebben a beteg-
ségben szenvednek.

A retrovirusok az RNS (ribonukleinsav) virusok
egyik osztilyst alkotjdk, amelyek reverz transzkriptiz
segitségével replikdlédnak. Ennek sordn egy komple-
menter DNS (cDNS) szl képz6dik és errdl allitja el6 a
virus a kétszlas provirdlis DNS-t. Ez a provirdlis DNS
statisztikus eloszldsban épiil be a gazdasejt kromosz6-
ma-DNS-ébe. Igy vilik lehet6vé a virus replikicidja, a
virus genomot tartalmazo integralt DNS tovabbi transz-
laci6ja révén.

Az ismert retrovirusok kozoit szimos olyan talilhato,
amely onkogén vagy tumorkeltS. Az els6 két felfedezett
humdén retrovirusr6l — ezeket ,humdn T-sejt leukémia
virus I"-nek vagy HTLV-I-nek és HTLV-II-nek nevezték
el - ténylegesen megallapitottik, hogy a T-limfocitdk
megfert6zése utdn szOrvinyosan leukémidt okoznak
emberben.

A harmadik ilyen felfedezett humén virusrl — a
HTLV-HI-r6l, amelyet ijabban HIV-nck neveznek - azt
taldltdk, hogy a T-limfocitik megfert6z€se utdn sejt-
pusztulist okoz. Ezt a virust (igy azonositottdk, mint a
szerzett immun-clégtelenségi szindroma (AIDS) és az
AIDS-szel Osszefiiggd komplex (ARC) kérokozéjat.

A HIV burok-fehérjéje egy 160 kDa molekulatdmegd
glikoprotein. Protedzzal ez a fehérje egy 120 kDa mole-
kulatdmeg kiils§ fehérjére — gp 120 — és egy transz-
membrén glikoproteinre — gp 41 —bonthatd fel. A gp 120
jeld fehérje tartalmazza azt az aminosav-szekvencidt,
amely felismeri a receptort a CD 4-pozitiv humén T-se-
gédsejteken.

Ujabb irodalmi kozlemények szerint egyes poliszul-
fatalt poliszacharidok, mint a dextranszulfét, a tengeri
algak karrageninjei, a pentozan-poliszulfat és a heparin
a HIV-1 replikicié specifikus in vitro inhibitorai; Id.
a kovetkez§ helyeket:

— M. Ito et al., Antiviral Res. 7, p. 361-367, 1987;
— Baba et al., Antiviral Res. 9, p. 335-343, 1988;
— O. Yoshida, Biochem. Pharmacol. 37, p. 2887-2581,

1988;

- R. Ueno és §. Kuno, Lancet 1, p. 1379, 1987.

Ennek az aktivitdsnak a mechanizmusit Baba et al.
vizsgdltdk (Proc. Nad. Acad. Sci. USA, 85, p. 6132~
6136, 1988).
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Tovibbi djabb kdzlemények arra mutatnak, hogy a gp
120 307-330 €s 303-321 aminosav-maradékénak meg-
felel6 szintetikus peptidek antiszérumai gatoljak a HIV
dltal indukalt szincitium-képz6dést:

— Rusche et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, p.

2898-3202, 1988 és
— Fkalker et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, p.

1932-1936, 1988.

A HIV gp 120-ban a 303-330 maradékokhoz vald
antitestk6t6dés nyilvanvaléan a virusnak a CD 4 recep-
torhoz valé kotGdését és a plazma-membrannal valé
egyesiilést befolydsolja.

Vizsgilataink sordn azt taldltuk, hogy a heparinbdl,
mely egy szulfatilt poliszachirid ,,HI V-ellenes heparin-
nak” nevezett frakci6 4llithat6 el6 oly médon, hogy a
heparint hozzikapcsoljuk egy peptidhez, amely a HIV
gp 120 protein 301-324 maradékanak felel meg. Megal-
lapitottuk, hogy a HIV-¢llenes heparin aktivitisa szigni-
fikdnsan magasabb — a nem frakciondlt szulfatlt poli-
szacharidéhoz képest — a szincitum-képz6dés és a P24
mag-virusantigén képz6dése, ill. megjelenése gatldsa
vonatkozasiban HIV-fert6zott CD 4 sejteket tartalmazd
tiptalajban €s lényegesen csokkenti a HIV fert6zoké-
pességét. A taldlmany szerinti eljdrassal elGallitott HIV-
ellenes heparin az AIDS és az ARC kezelésében hasz-
nélhat6.

A gp 120 peptid-fragmentumot a szokésos affinitis-
kromatografids eljaras keretében alkalmazzuk a HIV-el-
lenes heparin frakci6 elkiilonitésére.

A taldlmény targya tehét a kovetkez6kben foglalhatd
Ossze: anyers heparint affinitAskromatografidnak vetjiik
al4 egy gyantihoz kotott (T) képletd

NNTRKSIRIQRGPGRAFVITGKIG

peptid (RP135) alkalmaz4saval,

Az a szulfatalt poliszacharid frakci6, amely a gyant4-
hoz kapcsolt RP135 peptidhez kot6dik, felhasznalhatd
a szincitium-képz6dés megeldzésére HIV-vel fert6zou
CD 4* sejtekben és csdkkenti a HIV fert6z6képességét.

Az 8brdk magyarazata a kvetkezd.

1. dbra. Kereskedelmi heparin készitmény (163 1i/mg,
USP) frakciondlisa RP135-AffiGel-10-en.

200 mg (szaraz tdmeg) kereskedelmi minSségd hepa-
rint (HEPAR Industries) visziink fel egy peptid-osziopra
(agytérfogat 1x 10cm), amelyet 10 mM Hepes pufferrel
(pH 7.4; 0,05 M NaCl) hoztunk egyensilyba.

Az oszlopot intenziven mossuk a meg nem kotott
vagy nem reakci6képes heparin (URH) eltdvolit4sira,
1 ml-es frakcitkat szediink.

Az oszlopot ezutdn a kiegyensilyozashoz hasznilt,
1 M NaCl-t artalmazé pufferrel eludljuk (nyil) az
RP135-héz kdtdtt magas reakciGképességld heparin
(HRH) el6allitasara.

A heparint turbidits-méréssel mutatjuk ki, a pro-
tamin-szulfdt vizsgalat (kitoltowt kor) segitségével (M.,
W. C. Hatton et al., Thromb. Res. 13, p. 655-657, 1978).
A vizsgilat menete réviden a kdvetkezs:

A kiilonboz6 frakciokbol 10 pl-t dsszekeveriink
100 ul, 1 mg/ml tdménységd vizes protamin-szulfat ol-
dattal, majd a mintdhoz hozzAadunk 240 wl puffert,
amelyet az oszlop kiegyensiilyozdsdhoz hasznaltunk.
Az 1 M NaCl-t tartalmaz6 pufferrel eludlt frakcidk vizs-
gélatdhoz 100 it mintit 250 pl, 1 mg/ml tdménységd
protamin-szulfit oldattal keveriink Ossze. A zavarossi-
got 420 nm-cn mérjiik.
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Az uronsavat (0) a karbazol-reakci6val hatdrozzuk
meg (T. Bitter et al., Anal. Biochem. 4, p. 330, 1967).

Betét-dbra: A HRH (frakcionalt heparin) hatisa az
RP135 tavoli UV-ban észlelhetd cirkuliris dikroizmusa-
ra (CD).

Az RP135 CD értékét (100 pg/nl toménységben)
60 ug/ml HRH tivolléicben (~.) és jelenlétében (-)
mérjitk 10 mM pH 7,4 Hepes pufferben, amely 0,05 M
NaCl-t tartalmaz. A heparin kifejezett minimumot in-
dukil 225 nm-en; ez annak tulajdonithaté, hogy a
peptid-konforméci6ban viltozas kovetkezik be. Magaa
heparin elhanyagolhaté mértékben befolyésolja a CD-t.

2. 4bra. JM-sejtek HIV-1 fert6zésének dozistol fiiggs
gatlisa HRH-val (kitdlistt kosr), URHg-tel (0) €s 500,000
molekulatdmegi dextrin-szulfaual (négyszog).

A meghatérozis alapjaul
A) a virus 4ltal indukalt szincitium-képz6dés és
B) a fermentlé feliilisz6jaban a P24 virion mag-antigén-

jének koncentricidja
szolgil.

A GBS torzs virusanyagit — amelyet akut mGdon
fert6zott JM sejtek sejtmentes téptalajibol nyeriink ki -
olyan tdptalajjal (RPMI 1640, 10% borjiiembri6-szé-
rum) higitjuk, amely a vizsgland6 vegyiiletet kiilon-
bdz6 koncentraciékban tartalmazza. 15 percen 4t szoba-
hémérsékleten vald 4llds utdn scjteket adagolunk és
ezen a hdmérsékleten végezziik a virus-adszorpeict, 2
6rdn 4t. Igy a fert6zést megsokszorozzuk; a fert6zés
multiplicitisa (MOI) 0,001 szincitium-képz6 egy-
ség/sejt.

© A fert6zdtt sejtekbdl pelleteket képziink és ezeket
hiromszor mossuk foszféatpufferes séoldattal, reszusz-
pendiljuk friss tiptalajban (amely megfeleld koncentrs-
ci6kban tartalmazza a vizsgilandé vegyiileteket) és
szétosztjuk egy 24 helyes szvettenyésztS lemez iiregei-
be. 3 napi inkubdlds utdn -37 °C-on Olympus CK2
inverz mikroszkGp felhaszndldsdval 4 pérhuzamos
szdml4l4dssal meghatdrozzuk a szincitiumok szamat.

Ugyanekkor mintét vesziink a tenyészI¢ feliiliszoja-
bl és ezt centrifugilissal (200 ford./perc 5 percen 4t)
deritjiik. 0,1% Triton X-100-zal val6 kezelés utin az
»Abbott core antigen” Elisa-tesztiel meghatirozzuk a
P24 antigén szintjét. D6zis-vilasz gorbéket vesziink fel
a gybgyszerkoncentracié log,, értékével szemben €s
linedris regresszids elemzEs utdn mindkét teszt alapjdn
kiszadmitjuk az 50%-os tényleges dézist (EDs).

3. fbra. AHIV-1GB8 trzsével fert6zot JM sejtekr6l
késziilt mikrofényképek; a sejteket 10 pg/ml HRH je-
lenlétében (B) vagy tivollétében (A) inkubaljuk, 3 na-
pon at.

A médszerek tekintetében a 2. dbrédra hivatkozunk.

A fenti periédus ut4n az indukalt szincitiumok szdma
linedris marad, ill. a higulas észlelhet6 (az 4brdn ez nem
lthat6). A HRH 10 pg/ml koncentrci6ban teljes védel-
met nydjt és a sejiek nem kiildnboztethet6k meg a kont-
rollsejtekt6l, amelyeket nem fertGztiink meg (ezeket az
4bra nem mutatja).

A fényképeket Olympus P7-10AK automatikus ex-
pondlasi rendszer segitségével vettiik fel. A végsS na-
gyitds a f64bra esetében 200-szoros, mig a betétdbra
esetében 550-szeres.

4. §bra. A HRH, URH; és egy misik szulfatdlt poli-
szacharid a dextrdn-szulfét (500,000) relativ hatékony-
sdga 10 ug/ml (arnyékolt) és 1 pg/ml (sraffolt) koncent-
ricitban.
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A mérésekhez kiilonboz6 HIV-trzseket vesziink.

A P24 antigén szinteket a kdvetkezs tenyészetek fe-
liilisz6 folyadékdban mérjiik:

(A) a GBS torzzsel fertdzou IM-sejiek,
(B) az RP torzzsel fert6zott C8166 sejtek és
(C) a HTLV-IIIB toirzzsel fert6zou C8166 sejtek.

A médszerek megegyeznek a 2. példdval kapcsolat-
ban bemutatottakkal, azzal a kiildnbséggel, hogy a
HTLV-IIIB-vel fert6zdit sejtekbol a fertzés utdn 4 nap-
pal vesziink mintat.

A fertézés MOI értékét 0,01-0,001 feri6z6 egy-
ség/sejt intervallumban 1év6nek hatdroztuk meg a
végponti szincitiumszdmot megadé médszerrel. A HRH
fokozott viruscllenes hatdsa valamennyi esetben
nyilvanvalé az URH;-tel vagy a dextrdn-szulfittal szem-
ben.

A taldlményt részletesen a kbvetkezékben frjuk le.

A heparin egy egyenesléncii poliszulfatalt mukopoli-
szacharidokat tartalmaz6 heterogén vegyiiletcsoport,
amelynek dtlagos molekulatdmege 15,000 dalton. A he-
parin biolGgiai és gy6gydszati szempontb6l antikoagu-
l4ns aktivitisa miatt jelentSs szercpet jitszik. A keres-
kedelmi heparint szarvasmarha-tiid6bSl vagy sertésbél-
-nyélkahartydbdl allitjak el6 és ez killonbdz6 cukrok
polimerjeibdl 4ll, amilyenek a kdvetkez6k:

— els6sorban az alfa-L-iduronsav-2-szulfét,

— 2-dezoxi-2-szulfamino-alfa-D-glitk6z-6-szulfét,
~ beta-D-glukuronsav,

- 2-acetamido-2-dezoxi-alfa-D-glikk6z és

— alfa-L-iduronsav.

A cukrok glikozid-kttésekkel kapcsolédnak tissze és
az egyes cukrok véltoz6é mennyiségben vannak jelen.

A taldlmény szerinti eljardsban barmilyen, a kereske-
delemben kaphat6 heparin felhasznélhatd,

A szébanforgd eljardsban alkalmazott szulfatilt poli-
szacharid semleges vagy s6 (pl. nitrium-, kalcium- vagy
kalium-s6) alakban forduthat el6.

A taldlmény szerinti eljdrdssal elGdllitott HIV-gllenes
szulfatalt poliszacharid a teljes heparinnak azt a részét
vagy frakci6jat jelenti, amely a gyantbhoz kotott (I)
képletd RP135 peptidhez affinitdst mutat.

FeltételezhetS, hogy hasonlé eredények érhet6k el
mas, az RP135-hoz hasonl6 peptidek alkalmazasgval is.
Az alibbi tablazatban feltiintettiink bizonyos ismert va-
riancidkat méas HIV-izoldtumok RP135 tartoménydban
(A.D. Cardin és H. J. R. Weintraub, Arteriosclerosis, 9.
p. 21-32, 1989).

Az (I) dltaldnos képletben és a tiblazatban 16v6 rovi-

ditések jelentése a kdvetkezd:

Aminosav 3-betds rovidités 1-betds rovidités
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Aszparagin Asn N
Glutamin Gin Q
Glutaminsav Glu E
Glicin Gly G
Histidin His H
Izoleucin Ile I
Lizin Lys K
Fenilalanin Phe F
Prolin Pro P
Szerin Ser S
Treonin Thr T
Tirozin Tyr Y

3-
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Aminosav 3-betds rovidités 1-betds rovidités
Valin Val v
(Asn+Asp) Asx B
(Gln+Glu) Glx yA

m6don hasznaljuk fel, affinitdskromatografidval, a HIV-
ellenes heparin elkiilonitésére. Ezzel kapcsolatban pl.
a kovetkez6 kozimsert mdvekre hivatkozunk:

— C.R. Lowe és P. G. D. Dean: Affinity Chromatog-

5 raphy, J. Wiley and Sons, Inc., New York, 1974 és
Az () képletd RP135 peptid kovalensen kotddik, a — W. H. Southen: Affinity Chromatography, J. Wiley

szokott médon eljarva, egy kromatografids gyantihoz. and Sons, Inc., New York, 1981.
A gyantdhoz kotdet RP135 peptidet pedig a szok4sos
HIV izolitum RP135 szekvencia varians
IBHI)) [N NT R K ST RI QRGP GRAFUVTI GKI G
NBHY) |- - - = = K = = = = = = = = = = = = = = = = = =
RF - - - - -85 - TK- - - - VI YAT- QI -
MN Y - K - - - - HI - - - — - - Y -TKNTI -
SC - — - T R S - HI - - - - - —- YAT-DTI -
WMI-2 - — V- R S L §$I - - - - - -~ R - RE |
LAVWMAL [- - - - R G - HF - - - Q- L Y - T - I VvV
SF-2 - - - - -8 - Y] - - - - - -~ H-T-R1 -
NYS - - - K -G - Al - - - — TLYARE -1 -
Z3 SDKKI - Q S - R - - - KV-YAK-GI1I T

A gyantdnak oldhatatlannak kell lennie az alkalma-
zott oldészerekben és pufferckben; mechanikusan és
kémiailag stabilnak kell lennie; j6 dramldsi tulajdonsa-
gokkal kell rendelkeznie; knnyen kapcsothaténak kell
lennie az (I) képletd peptidhez; és nagy feliilettel kell
rendelkeznie, amely hozziférhet§ az abszorbedlandé
szubsztrit szdmdra. A megfelel6 gyantdkra példdk a ko-
vetkez6k:

- agar6z, liveg, cellul6z stb. és

— kétkomponensd keverékek vagy kémiailag médosi-
tott métrixok, pl. agar6zzal bevont poliakrilamid, po-
liakril-gyantdval bevont vas-részecskék, glicidoxi-
gyantival bevont iiveg stb.

Vizoldhatatlan gyantdk pl. azok, amelyek hidroxi-,
amino- vagy karboxil-csoportokat vagy halogénatomo-
kat tartaimaznak.

A hidroxi-csoportot tartalmazé vizoldhatatlan gyan-
tdkra példik a kovetkezdk:

— poliszacharidok (pl. cellul6z, agardz, térhalds dextran
sth.),

— hidroxi-alkil-polisztirol-gyantdk (pl. hidroxi-atkile-
zeit sztirol-divinil-benzol kopolimer stb.),

- polivinil-alkokolok stb.

Az amino-csoportot tartalmazg vizoldhatatlan gyan-
tdkra példik a kovetkez6k:

— amino-alkil-poliszacharidok (pl. amino-alkil-cellu-
16z, igy amino-etil-celluléz vagy amino-hexil-cellu-
16z; amino-alkil-agar6z, igy amino-hexil-agar6z
sth.),

- p-amino-benzil-poliszacharidok (pl. p-amino-benzil-
-celluléz, p-amino-benzil-agar6z stb.),
kitozan,

- amino-alkil-polisztirol gyantdk (pl. amino-alkilezett
stirol-divinil-benzol-kopolimer),

— poliakril-amidok és amino-alkil-poliakril-amidok (pl.
amino-etil-poliakrilamid stb.) és

— por6zus amino-alkil-iivegek (pl. pordzus amino-pro-
pil-iiveg stb.).
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Példik a karboxil-csoportot tartalmazé vizoldhatat-
lan gyantikra a kovetkezok: i
— karboxi-alkil-poliszacharidok (pl. karboxi-alkil-aga-

16z, igy karboxi-hexil-agaréz vagy karboxi-pentil-

-agar6z; Kkarboxi-alkil-celluléz, igy karboxi-metil-

-celluléz, karboxi-alkil-térhal6s dextrén, igy karboxi-

metil-térhal6s dextrdn sib.),

~ karboxi-alkil-poliakril-amidok (pl. karboxi-metil-po-

liakril-amid stb.) és

~ karbonsav-gyantdk (pl. akrilsav-divinil-benzol kopo-

limer stb.).

Példdk a halogénatomot tartalmaz6 vizoldhatatlan
gyantdkra a kovetkezck:

— halogén-alkil-polistirol-gyantdk (pl. klérmetilezent

stirol-divinil-benzol kopolimer).

Ha halogén-alkil-polistirolt alkalmazunk, ez kivént
esetben egy aktivabb alakk4 alakithat6 at. Egy halogén-
-alkil-polistirol gyanta pl. dialkil-szulfiddal végzett rea-
galtatissal dialkil-tio-alkil-polistirol gyantdv4 alakitha-
t6 4t, amelynek aktivitdsa magasabb a halogén-alkil-po-
listirol gyantdénal.

Ha a gyanta egy hidroxil-csoportot tartalmaz, aktival-
hat6 pl. a kovetkez6kkel:

— cianogén halogeniddel (pl. bromcian),

— monoepoxiddal (pl. epikl6r-hidrin),

— bioxirdnnal (pl. 1,4-bisz(2,3-epoxi-propoxi)-butan),

— halogén-acetil-halogeniddel (pl. kl6r-acetil-klorid),

majd a kapott aktivalt gyantét az (I) képletd peptiddel

reagdliatjuk, vagy az (1) képleud peptidben jelenléve
szerint vagy treonin maradék szabad hidroxi-csoportja-
val reagaltatjuk.

Ha a gyant4ban egy amino-csoport van jelen, a kbvet-
kez6képpen aktivalhatd:

(1) egy alifis dialdehiddel (pl. glutir-aldehiddel); az
aktivalt gyantit ezutdn az (I) képletd peptiddel rea-
galtatjuk, majd a kapott Schiff-bazist egy redukalé-
szerrel (pl. natrium-bérhidriddel) redukaljuk, vagy

4.
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~ halogénidnnal (pl. brdmcidnnal); az aktivilt gyantét
ezutdn reagiltatjuk az () képletd peptiddel, vagy
(3) egy mono-epoxiddal vagy egy bisz(epoxiddal), majd
a kapott aktivalt gyanta reagdltathai6 az (I) képleud
peptiddel, vagy
(4) diazotél4ssal, majd a gyantit az (I) képletd peptiddel
reagéltatjuk.

Ha a gyanta karboxil-csoportot tartalmaz, kdzvete-
niil reagdltathat6 az (I) képletd peptiddel, savamid kép-
z6dése kdzben vagy a szabad karboxil-csoport karbodi-
imiddel reagéltatva egy primer aminhoz kapcsolhaté.

Ha a gyanta egy halogénatomot tartalmaz, kézvetle-
niil reagéltathaté az (T) képletd peptiddel; ennek sordn a
halogénatomot egy szabad amino-, karboxil- vagy hid-
roxi-csoport kiszoritja a gyantabol.

A taldlmény szerinti eljirds végrehajtisiban felhasz-
nilhatd gyantik kdzé tartozik szamos, a kereskedelem-
ben hozziférhetd, szirmazékképzéssel dtalakitott gyan-
ta, amely egyszerden alkalmazhat6, a leirdsban ismerte-
tett technikdk szerint vagy a szakember szidmara egyéb-
ként dnmagukban ismert eljardsok szerint, a taldlmény
tdrgyét képez6 eljarissal kinyerhetS, gyantdhoz kotott
peptidek elallitasdra,

Az emlitett métrixokra példik a kovetkez6k: Speha-
rose® (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Svédor-
szdg); Affi-Gel® 202, Affi-Gel-10 és -11 (Bio-Rad Inc.,
AEA), Eupergit (Rbhm Pharma, Weiterstadt, NSZK)
stb.

Ezek a funkciondlis szdrmazékok képesck arra, hogy
kozvetleniil kdt6djenek az (T) képletd peptidhez.

Egy, a taldlmany szerinti, gyantihoz kostt peptidben
a peptid mennyisége kb. el6nyodsen kb, 2-300 umél/1 g
(a gyantdhoz kdedtt peptid nedves alakja esetében), de
lehet ennél kevesebb vagy ttibb, a kapcsolis hatdsfok4-
16l fiiggden. A "nedves alak” kifejezés a gyantdhoz ko-
tott peptid nedves tdmegére utal, amint azt a vizes szusz-
penzi6 szdrése utdn mérjiik.

A frakcioniland6 heparin oldat pH értéke el6nydsen
kb. 7-8,5. A 7-nél alacsonyabb pH-jii heparin oldatok
azonban ugyancsak alkalmazhatdk, legaldbbis egyes
esetekben, pl. epoxidok alkalmazisa esetén, vagy ha a
kotéseket vizoldhatd, karbodiimid gyantdval val6 rea-
galtatissal alakitjuk ki. Ha a heparin-oldatot a gyantihoz
kowtt peptidde! frakciondljuk, alkalmazhatunk folya-
matos eljarast (pl. oszlopot) vagy szakaszos eljarist,
amikor a gyantdhoz kotott peptidet ,,sarzsokban” hasz-
néljuk fel.

Ha pl. oszlopot atkalmazunk, gy jarunk el, hogy a
gyantdhoz kotoit peptidet betsltjiik az oszlopba, majd
etanol-amin tartalmg oldattal mossuk a folosleges vagy
maradék gyanta (a peptidhez nem kotott funkcids cso-
portok) blokkol4sdra. Ezt kbvetSen vizes mosast vég-
ziink a sék eltdvolitdsara, és puffer-oldatot adagolunk az
oszlop kiegyensilyozdsira, a heparin vagy mis szulfa-
talt poliszacharid peptidhez val6 ktése szempontjabol
optimdlis korillmények kozott. A heparint vagy més
szulfatélt poliszacharidot tartalmazd oldatot atvezetjiikk
az oszlopon és a rendszert a fent emlitett puffer-oldattal
oblitjiik 4t. Végil az adszorbedlt heparint vagy més
szulfatdlt poliszacharid frakci6t eludlassal eltdvolitjuk a
gyantdrdl. Ez pl. ndvekvé sé-gridienssel torténhet.
Az igy kapott szulfatdlt poliszacharid frakcié tisztitott
alakban van jelen és Iényegében mentes sok eredeti
szennyezéstol,

Ha viszont a szakaszos eljirds szerint jarunk el, a
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heparint tartalmaz6 oldatot hozzdadjuk az adszorbenst
tartalmaz6 szuszpenzidhoz. A kapott keverék pH-jat
2,5-8,5 kiszé (elénydsen 6,5-8,5-re) dllitjuk be éskever-
tetjiik, a szulfatdlt poliszacharidoknak az adszorbensre
valé szelektiv adszorbedltatisira. A szulfatilt polisza-
charidokat hordozé adszorbenst kinyerjikk, mossuk,
majd a szulfatalt poliszacharidot tiszta formaban kinyer-
jiik. A poliszacharidot a gyantar6l egy magas sékon-
centrici6ji pufferrel — amilyen pl. a 0,2-1,0 M NaCl-ol-
dat — valasztjuk le, vagy 10-nél magasabb — el6nydsen
10-11,5 kdzotti — pH bedllitisdval, vagy a pH cstkken-
tésével.

Az egymdssal érintkezésbe hozott szulfatalt polisza-
charid-tartalmi oldat és az adszorbens ardnya kiilénbd-
26 paramétercktdl fiigg, amilyenek a kovetkezok:

- az oldatban lev§ szulfatdlt poliszacharid 8sszmeny-
nyisége,

- az alkalmazott konkrét adszorbens,

- akivélasztott munkafeltételek, kiilondsen a szulfatalt
poliszacharid oldat koncentrici6ja és

— a szennyezések mindsége és mennyisége.

Ezek az intervallumot meghatiroz6 miveletek azon-
ban a szakember tevékenységi korébe tartoznak, a le-
irdsban ismertetettek alapjan.

A HIV-ellenes szulfatlt poliszacharid a szincitium-
képz6dés megakaddlyozdsdra haszndlhatd fel a HIV-1
virussal vagy mds hasonl6 — gp120 feliileti fehérjét
tartalmaz( — virussal fert6zott sejtekben. A HIV-ellenes
szulfatélt poliszacharidok felhasznélhatSk az AIDS, az
ARC és mds betegségek kezelésére, amelyeket a HIV-1
retrovirus vagy mds hasonl6, gp120 feliileti fehérjével
rendelkez§ virus okoz.

A szincitium képz68désének a HIV-vel fert6zott sej-
tekben val6 megakadilyozisara sziikséges mennyiség,
amelyet a HIV-ellenes szulfatdlt poliszacharidbél ve-
sziink, barmilyen hatdsos mennyiség lehet. Kisérleteink
sordn megdllapitotiuk, hogy a HIV-cllenes szulfatdlc
poliszacharid 10 pg/ml koncentraciéban alkalmazva a
szincitium-képz6dés teljes gatlisit eredményezi, ezen
kiviil a P24 antigén szintjét (ez a virus-replikéci6 indi-
kétora) 3,0 x 107 al4 csokkenti.

Az AIDS, ARC vagy mads, a HIV-fert6zés 4ltal oko-
zott betégség kezelésére bevitt HIV-ellenes szulfatalt
poliszacharid-mennyiség tig hatdrok kdzbtt valtozhat az
alkalmazott konkrét dozisegység, a kezelés idGtartama,
a kezelend6 beteg kora és neme, a kezelt betegség mi-
nGsége és elérehaladottsdga és més tényezdk fiiggvé-
nyében, amelyek a vonatkoz$ szakteriiletek szakem-
berei szimdra ismertek.

A HIV-llenes szulfatdlt poliszacharid ezen kiviil al-
kalmazhat6 més szerekkel egyiitt is, amelyekrél ismert,
hogy felhasznélhat6k a retrovirdlis betegségek kezelé-
sére, ill. a retrovirusok éltal okozott betegségekkel, dlla-
potokkal dsszefliggd komplikicick és tiinetek kezelésére.

A HIV-ellenes szulfatalt poliszacharidnak a HIV el-
len hatdsos mennyisége, amelyet be kell adagolnunk,
4ltaldban a kb. 15 mg/kg — 500 mg/kg tartomanyba esik.
Egy egységdézis 25-500 mg szulfatilt poliszacharidot
tartalmazhat és naponta egy vagy tobb alkalommal ve-
het6 be. A HIV-ellenes szulfatalt poliszacharid egy gyd-
gyaszati szempontbdl elfogadhaté vivSanyaggal egyiitt
adagolhatd be, a szokasos adagol4si formak alkalmazai-
sdval, ordlisan vagy parenterdlisan.

Orilis bevitelhez a HIV-ellenes szulfatalt poliszacha-
ridot szilard vagy folyékony készitményekké alakithat-
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juk 4t, amilyen a kapszula, pirula, tabletta, ostya, cukor-

ka, dmledék, por, oldat, szuszpenzié vagy emulzi6.

A szilard egységadagolisi alak lehet egy kapszula,
mégpedig a szokdsos kemény vagy l4gy héji zselatin-
kapszula tipus, amely pl. a feliiletaktiv anyagot, ken§-
anyagot, és kzombds tolt6anyagot, igy laktozt, szacha-
rézt, kalcium-foszfitot és kukoricakeményitSt tartal-
maz.

Egy miésik foganatositdsi m6d szerint a taldlmény

szerinti vegyiilet tablettdzhatd, a szok4sos tabletta-alap-

anyagok segitségével, amilyenek a laktdz, szacharbz és
kukoricakeményitS, a kivetkez6 anyagok hozziad4sa-
val:

— kitbanyagok, mint akdcmézga, kukoricakemény{t§
vagy zselatin;

— szétesést elGsegité anyagok, amelyek rendeltetése,
hogy a tabletta szétesését és oldodasat segitsék el6 a
bevitel utdn; ilyen pl. a burgonyakeményit6, alginsav,
kukoricakeményit6 és a guargumi;

~ kenGanyagok, amelyek rendeltetése a tablettagranu-
litumok dramlési tulajdonsdgainak javitisa és annak
megakadilyozésa, hogy a tabletta anyaga hozzaita-
padjon a tablettdz6 szerszim feliiletéhez; ilyen pl.
a talkum, sztearinsav, a magnézium-, kalcium- vagy
cink-sztearat,

— festékek, szinezékek és izanyagok, amelyek rendelte-
tése a tablettdk esztétikai tulajdonsagainak javitisa és
a beteg szdmara eflogadhat6bba téicle.

Az ordlis folyékony adagolisi alakokban val6 fel-
haszn4lis szempontjab6l megfelel§ adalékanyagok k-
z¢ tartoznak a higiték, pl. a viz és az alkoholok, pl.
az etanol, benzil-alkohol &s a polietilén-alkoholok, adott
esetben gy6gy4szati szempontbdl elfogadhatd feliiletak-
tiv anyagok, szuszpendalGszerek vagy emulgedldszerek
hozziad4sdval.

A taldlmény szerinti HIV-ellenes szulfatlt polisza-
charid bevihet6 parenterélisan is, azaz szubkutin, intra-
véndsan, intramuszkulrisan vagy intraperitonedlisan.
A készitmények a vegyiilet injektdlhaté dézisit tartal-
mazzék egy fizioldgiai szempontbél elfogadhat6 higitd-
ban, egy gy6gydszati szempontbdl elfogadhaté vivs-
anyaggal egyiitt, amely a kdvetkezd lehet:

— steril folyadék vagy folyadékelegy, mint viz, soldat,
vizes dextréz és hasonld cukoroldatok,

— egy alkohol, mint etanol, izopropanol vagy hexade-
cil-alkohol,

— glikolok, pl. propilén-glikol vagy polietilén-glikol,

— glicerin-ketalok, pl. 2,2-dimetil-1,3-dioxol4n-4-me-
tanol,

— éterek, pl. polietilén-glikol 400,

— olajok,

— zsirsav, zsirsav-észter vagy -glicerid, acetilezett zsir-
sav-glicerid,

adott esetben gyégyaszati szempontbdl elfogadhat6 fe-
liletaktiv anyagok, pl. szappanok vagy detergensek,
szuszpendalészerek pl. pektin, karbomerek, metil-cel-
luléz, hidroxi-propil-metil-cellul6z, vagy karboxi-me-
til-cellul6z-, vagy emulgealészerek és mas, a gyogy-
szerkészitésben szokdsos hatdsfokoz6k mellett.

A taldlminy szerinti gyégyszerkészitményekben
hasznilhato olajokra jellegzetes példik a kovetkezdk:

petrSleum; allati, ndvényi vagy szintetikus olajok, pl.
mogyordolaj, sz6jaolaj, szezimolaj, gyapotmagolaj, ku-
koricaolaj, olivaolaj, petroldtum &s dsvanyolaj.
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Megfelel§ zsirsav pl. az olajsav, sztearinsav és az
izosztearinsav.

Megfelel6 zsirsav-észter pl. az etil-oledt és az izopro-
pil-mirisztat.

Megfelel6 szappan pl. A zsirsav-alkalifém-, ammoni-
um- és trietanolamin-s6.

Mirefelel detergensek pl. a kdvetkezok:

— kationos detergensek, pl. a dimetil-dialkil-amméni-
um-halogenidek, alkil-piridinium-halogenidek, és az
alkil-amin-acetatok,

— anionos detergensek, pl. az alkil-, aril- és olefin-
szulfonatok,

— alkil-, olefin- éter- é&s monoglicerid-szulfétok és -szul-
foszukcindtok,

— nemionos detergensek, pl. a zsiramin-oxidok, zsirsa-
vak alkanol-amidjai,

— polioxi-etilén-polipropilén-kopolimerek,

— amfoter detergensek, pl. az alkil-beta-amino-pro-
piondtok és 2-alkil-imidazolin-kvaterner amm&ni-
um-sdk,

valamint az el6bbiek keverékei.

A taldlmany szerinti parenterélis készitmények 4lta-
14ban kb. 0,5 - kb. 25 tdmeg% mennyiségben tartalmaz-
zék az oldatban a HIV-ellenes anyagot. El6nydsen al-
kalmazhatunk tart6sitészereket és puffereket is. Az in-
jekcié helyén fellép6 gyulladds minimdlisra csok-
kentése vagy kikiiszbolése érdekében ezek a készitmé-
nyek tartalmazhatnak egy nemionos feliiletaktiv anya-
got, amelynek hidrofil/lipofil mérlege (HLB) kb. 12- kb.
17.

A feliiletaktiv anyag mennyisége ezekben a készitmé-
nyekben kb. 5 — kb. 15 tdmeg%. A feliiletaktiv anyag
lehet egyetlen komponens, amelynck HLB-ért€ke az
el6bbi, vagy 4llhat 2 vagy tdbb komponensbdl, amelyek
a keresett HLB-t eredményezik.

Jellegzetes példdja a parenterlis készitményekben
haszndlt felilletaktiv anyagoknak a polietilén-szorbitédn-
zsirsav-észterek, pl. a szorbitdn-monooleét és az etilén-
-oxid nagy molekulatdmegi, egy hidroféb bazissal ké-
pezett adduktjai, amely hidrof6b bazis a propilén-oxid
és a propilén-glikol kondenzicidjaval allithatd el6.

Példak
A kovetkez$ példak a taldlmany kiilonboz6 jellegze-
tességeit mutatjak be.

1. példa
Az RP135 peptid elGllitdsa

Az RP135 peptidet (1. PNAS 85, p. 3198-3202, 1988)
szilard fazisi médszerekkel dllitjuk el6, egy Applied
Biosystems 430A  szintetizdtor alkalmazdsdval,
0,5 mmél BocGly(PAM) gyantin (0,8 mmol/g; Applied
Biosystems). Az N"%-terc.Boc-védett aminosavakat
kétszeresen kapcsoljuk, elére képzett szimmetrikus an-
hidridjeik alakjdban, el6szor N,N-dimetil-formamid-
ban, majd dikiér-metinban, a gyart6 4ltal rendelkezésre
bocsdtott eljardsok szerint. Az Asn, Arg és Gln kettGs
kapcsoldsat 1-hidroxi-benzotriazol-észter alakban vé-
gezzilk. Minden egyes aminosav kozott egy ecetsavan-
hidrides zar6lépést iktatunk be.

Az oldalldnc-védelem a kdvetkez6:

Lys(2-CIZ), Arg(Tos), Ser(Bzl), Thr(Bzl).

A peptidet védbesoport-mentesitjiik és levalasztjuk a
gyantitdl (0,25 mmol). Ez tigy torténik, hogy 40 percen

B-
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it s6s-jeges fiird6ben -5 *C-on 5% anizolt tartalmazd
folyékony hidrogén-fluoriddal (HF) kezeljikk. A HF-t
vikuumban eltavolitjuk, &s a peptidet 30%-o0s ecetsav-
val, majd 30%-os acetonitrillel extrahiljuk a gyantir6l.

A sziirleteket liofilizéljuk és a maradékot 6M karba-
mid oldatban oldjuk. A peptidet Beckman C18 oszlopon
(5 cm x 150 mm) tisztitjuk, 80 mi/perc dramlasi sebesség
mellett, 15 percen 4t, 20-25%-os line4ris acetonitril-gra-
dienssel 0,1%-os trifluor-ecetsavban. A f6 csiicsot elkii-
Ionitjiik és liofilizdljuk. 137,9 mg keresett terméket ka-
punk.

Az aminosav-elemzés eredménye (6 N HCl, 48 6ra,
106 *C): Asx 1,79(2), Thr 1,98(2), Ser 0,81(1), Gix
0,98(1), Pro 0,94(1), Gly 4,14(4), Ala 1,01(1), Val
1,09(1), Ile 3,85(4), Phe 098(1), Lys 2,07(2), Arg
3,75(4);

FAB-MS (M+M)*: 2640,1 + 1 m.u. (sz4mitoit MT =
=2638,5).

2. példa
Az AffiGel-10-hez kotott RP13S peptid elG4llitdsa

10 ml AffiGel-10-hez (BioRad) 0,1 M pH 6,0-
10,0 MOPS kapcsolé pufferben hozzdadunk 100-
300 mg RP135-6t, kapcsol6 pufferben oldva. A kapcso-
lasi reakci6t 4 “C-on végezziik, enyhe rdzatds kozben, 4
6rdn it. A gyantin maradé aktiv észtereket oly médon
blokkoljuk, hoy 1 ml gélre szimitva 0,1 ml 1 M pH 8
glicin-etil-észter oldatot vagy 0,1 ml 1 M pH 8 etanol-
-amin-klérhidrét oldatot adagolunk, majd a rendszert 1
6rdn 4t inkubéljuk. A gyantit ezutdn egy oszlopba tolt-
jiik és alaposan mossuk 0,01 M Hepes pufferrel (pH 7,4;
0,05 M NaCl).

3. példa

A HIV-ellenes heparin elkiildnitése affinitdskromatog-
rafidval, AffiGel-10-hez kotott RP135 peptid felhaszna-
lasdval

A kereskedelemben kaphat6 heparin-készitmény
RP135-Affi-Gel-10-z¢l végzett frakcionalsat az 1. 4bra
mutatja be. A peptidoszlop a teljes heparin-mennyiség-
nek kb. 2%-4t (az uronsav &s a szdraz tomeg alapjan
meghatdrozva) tartja vissza. Az eludlist 1 M NaCl ol-
dattal végezziik. Az igy kapott HIV-elleni aktivitdsi he-
parin, fizikai-kémiai adatai megegyeznek a kiinduldsi
heparin megfelel§ azonositési adataival.

A meg nem kotitt heparin (URH;) 6t egymas utdni
Aterésztése a megkotodtt vagy magas reakcioképességd
heparin (HRH) mennyiségének cstkkentését eredmé-
nyezi ugy, hogy az ttodik stengedés utdin HRH nem
mutathaté ki.

Egy kontrolloszlopon, amelyet dgy készitettiink el,
hogy etanol-amint kapcsoltunk AffiGel-10-hez, nem
volt megfigyelhetS a heparin megkotése.

Az 1. ibrin szerepl6 betétibra azt mutatja be, hogy a
CD-¢clemzés eredményei alapjsn a HRH ndveli a
PR 135 rendezett szerkezetét (17% alfa-helix, 43% be-
ta-helix, 40% statisztikus elrendez6désq csavar).

Az oldatban 1év6 RP135 tilnyomGan véletlenszerd
szerkezetd (17% alfa-helix, 13% beta-helix, 70% sta-
tisztikus elrendez6désd csavar). Igy megéllapithatd,
hogy a heparinhoz kotGdve az RP135 peptid-konform4-
cibja viltozison megy 4t, amely a specifikus kdlcsdnha-
tisra jellemz6.

Ezek az észleletek arra mutatnak, hogy az RP135
irdnt legmagasabb affinitist mutaté heparinfrakcié elki-
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16niilt a nyers kereskedelmi heparinkészitménybdl. Az a
koriilmény,hogy a nyers heparin nem kotddik az etanol-
amin-AffiGel-10-hez és a peptid-oszlopon végzett egy-
mis utdni kromatografélis sordn elveszti a HRH-t, arra
mutat, hogy szelektiv kdlcstnhatds megy végbe: az
RP135 specifikusan frakciondlja a heparint.

{gy levonhat6 az akivetkeztetés, hogy az RP135 dltal
képviselt szekvencia a gp120-ban megkoti a glik6z-ami-
no-glikdnokat.

1. tblizat
A gp120 feltétclezett heparinkdit§ szakaszai

gpl20-'8] ST S KRGK VQKE YAFFYK

gp120-**NNNTRKS I RIQRGPGRAF
(RP-135)
gp120-4"S ELY KYKV VK IE PLGVAP

gp120-“*P TKA KRRV VQRE KRAVGI
A gp41 feltételezett heparinktd szakaszai

g4l -ZGERD RDRSI RLV NG SLAL

g4l -"VELLGRRG WEAL KYWWNL

g4l -*BAYRAIRHI P RRI RQGLER

Az 1. tdbldzat a gp120 és a gp41 tovébbi feltételezhe-
t6 heparinktt§ szakaszait mutatja be, amelyek a glik6-
zamino-glikdnok és mis szulfatilt poliszacharidek meg-
kotésekor funkciondlnak. Fzek a teriiletek nagy pozitiv
toltéssirdséget mutatmak; ez a heparinkités esetében
aktudlis két egyezményes szekvencia-tipusnak;

X-BX~-B-X és X-Bs~X~-B-X, ahol

B és X bizisos, ill. wltés nélkiili c

felel meg. Ezt kordbban A. D. Cardin és H. J. R.
Weintraub hatirozta meg (Arteriosclerosis, Vol. 9, p.
21-22,, 1989).

Az ezeknek a teriileteknek megfelel6 szintetikus pep-
tidek valészindleg — az RP135-htz hasonl6an - alkal-
mazhat6k a szulfatdlt poliszacharidok frakciondldsdra.
fgy fokozott g4tl6 hatds érhetd el a HIV-vel szemben.

A2. tablézat a vitronektin heparink$tS tartomdanyat és
e vegyiilet szekvencidjinak az RP135-&hez valé hason-
16s4gat mutatja be. Kovetkezésképp az AffiGel-hez kap-
csolt vitronektin szintén felhaszndlhaté heparin vagy
mis szulfatalt poliszacharid frakcidk elGallitis4ra, ame-
lyek magas affinitist mutatnak a gp120/gp41 irant és
amelyek HIV-ellenes aktivitdsa magasabb.

4. példa
A HIV-ellenes heparin szincitium-képzSdést megel6z6
képessége &s a P24 virus-mag antigén kifejez6dése M
sejtek és GBS virustrzs alkalmazdsa esetén

Annak kimutatdsdra, hogy az RP135-htz kdt6d6 he-
parin blokkolja a HIV-fert6zést, CD4* T-sejteket JM) a
HIV-1 egy klinikailag izolilt torzse — GBS (24) - hat4-
sdnak tesziink ki. A virust el6szdr HRH-val inkubdljuk
15 percen 4t, majd hozziadjuk a sejteket. 2 6rds adszorp-
¢i6 utdn a virus-inokulumot eltvolitjuk &s a sejteket
haromszor mossuk, a beviit virus nyomainak eltivolits-
sdra. A virusellenes hatdst 3 napi inkubdlds utdn hatéroz-

7

7-



13 HU 203373 B 14
2. tdblazat
RP135; a gp120 heparinktS tartomdny4nak feltételezhetd, a vitronektin heparinkdit§ tartoményshoz hasonlé
szekvencidja
[X-B-B-B-X-X-B-X]*
RP-135 307NN TRIK ST |R QIR GPIGIR AFI[VTI GKTI G
VITRO- 3533HR N RI|IK G Y R QIR G HISIR GRINQNSIRRYP
NEKTIN® .

* A heparinkités egyezményes szekvencidja, amelyben

B egy
X egy wltés nélkiili maradék.

bézisos maradék el6forduldsinak valészindsége és

b A vitronektin heparink®t6 szekvencidja, Suzuki et al. szerint (Embo J. 4, p. 2519, 1985).
A korillrajzolt terilletek szerkezeti hasonlésdgokra mutatnak. A tulajdonsigok meg6rzése mellett végbemend
helyetesitéseket maradékpdrokkal jelezzilk, amelyek a kovetkez6 csoportokba sorolhatok:

S,TAGP; NDEQ; RKH; MLV, FY,W.

zuk meg oly mé&don, hogy a négy parhuzamos kisérlet-
ben taldlt szincitiumok szdmdnak 4tlagét felvessziik a
szulfatélt poliszacharid koncentricidjinak log, értéké-
vel szemben.

Azt taldltuk (2A. 4bra), hogy a HRH 50%-0s hatdsos -

dézisa (EDy) a szicitium-képz6dés gitldsa vonatkozi-
sdban 0,3 u/ml. Ez az érték 6sszehasonlithaté az URH;
2.2 ng/ml-es és a dextran-szulfat (M,.so0,000) 1,5 pg/ml-es
értékével (2A. 4bra).

A HRH, az URH; és a dextrin-szulfit potencidjit oly
médon is mérjilkk, hogy meghatirozzuk a virus-mag
antigén (P24, Abbott teszt) mennyiségét a feliilliszé
folyadékban (2B. 4dbra). A HRH, URH; és a dextréan-
-szulfét kapott EDs, értékei: 0,4; 3,0 és 2,0 w/ml; ez a
sorrend azonos azzal, amelyet a szincitium-képz6dési
vizsgélattal hatdroztunk meg.

Tovéabbi kisérletek arra mutatnak, hogy az RP135
irdnt affinitdst mutatd heparin antivirdlis aktivitisa ko-
vetkezetesen tizszerese a nem kotwtt frakciokénak és
minden esetben nagyobb, mint a nagy molekulatbmegd
dextran-szulfittal elérhetd.

5. példa
A HIV-ellenes heparin képessége a szincitium-képz6-
dés teljes blokkoldsdra 10 pg/ml koncentriciéban, JM
sejtek és GBS virustdrzs alkalmazisa mellett

A 3A és a 3B abra fertGzott sejtek fényképfelvéieleit
mutatja be, amelyeket 10 ug/ml heparin tavollétében, ill.
jelenlétében tenyésztiink. ez a koncentricio teljes védel-
met nyiijt a szincitium-képz6dés ellen,

6. példa

A HIV-¢llenes heparin képessége a P24 virus-mag anti-
gén kifejez6désének megakadalyozisira kiilénboz6 vi-
rustdrzsek (GB8, RF és IIIB) &s sejtek (JM és C8166)
alkalmazisa mellett

A HIV-¢llenes heparin (HRH) véd6 hatds4t més ki-
sérletekben is igazoltuk, amelyeket a C8166 T-sejtvonal
alkalmazdsdval végeztiink; ezt a HIV-1 prototipus
orzzsel, az RF torzzsel vagy HTLV-IIIB-vel fert6ztiik
meg.

A legmagasabb HIV-ellenes hatast a HRH mutatja
(4A-C. dbra). A HRH, az URH; és a dextrdn-szulfat
ezekre a sejtekre nézve 100 pg/ml koncentriciéban még
nem toxikus, amint ez a tetrazélium-redukciGs vizsga-
lattal meghatérozhat6. A HRH azonban magasabb anti-
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koaguldns hat4st mutat, mint az URH; és a dextrén-szul-
fat. .

10 pg/ml koncentraciéban a HRH, URH; és a nem-
frakciondlt heparin 4ltal kivaltott alvaddsi id6k 2,4-sze-
resre, 1,5-szeresre, ill. 1,9-szeresre névekedtek ahhoz a
plazmihoz képest, amelyet a HIV-aktivitds meghatiro-

z4séhoz kontroliként hasznéltunk.
3. tablazat
Kiilon®z6 heparin frakcidk antikoagulins
tulajdonsagai
Minta Heparin tdmeg*  Alvadisi id6 (szek.)
kontroll - 15,8+ 0,3 (n=8)
HRH® 920 37,1 £2,7 (n=10)
460 20,0+ 0,4 (n=8)
180 17,3 +0,3 (n=8)
URH; 920 23,510,7 (n=10)
920 29,41 0,9 (n=10)

nyers heparin

* ng heparin (szdrazanyag) / 100 ul plazma dimen-
ziGban

® nyers heparin RP135-AffiGel-10-en végzett frak-
cionildssal tisztitva

0,4 ng/ml koncentriciéban fazaz az EDs, értéken) a -
HRH kismértékd kimutathaté alvaddsgitlé aktivitdst
mutat (nem tiintetjiik fel). A HRH HIV-1 ellenes poten-
cidjat tekintve (EDsq 0,35 png/ml-nél kisebb vagy azzal
egyenl6) lehetséges lenne a heparin in vivo olyan kon-
centricidkban val6 bevitele, amelyek minimdlis alva-
d4asgitlé hatdst eredményeznek jelent§s HIV-1 ellenes
aktivitds mellett.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljiras HIV-ellenes aktivitist heparin elGallitasara,

azzal jellemezve, hogy

i) a heparint gyantin rogzitett RP13S peptidhez kap-
csoljuk,

ii) a gyantdhoz kotoit RP135 peptidet a hozz4 kap-
csolédott HIV-ellenes aktivitdsi heparinnal egyiitt
elvélasztjuk a heparintdl,

8-
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iif) a megkdttt HIV-ellenes aktivitdsi heparint elkij- 2. Eljéras gy6gyszerkészitmény el6éllitdsdra, azzal
Ionitjiik a gyantidhoz kotstt RP135 peptididl oly Jellemezve, hogy az 1. igénypont szerinti eljdrdssal el6-
modon, hogy a gyantét egy s6oldattal mossuk, és 4llitott HIV-ellenes heparint a gyogyszerkészitésben

iv) a s6oldatbél kinyerjikk a HIV-ellenes aktivitdsi he- szokdsos vivSanyaggal €s kivant esetben adalékanyag-
parint. 5 gal bsszekeverve gyOgyszerkészitménnyé alakitjuk.

-9-
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