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A taldlmany hidroxialkil-keményitot (HAS) és hatéanyagot tartalmazo

konjugatumokra vonatkozik, amelyekben a hidroxialkil-keményité kozvetleniil vagy

linkeren keresztiil kovalensen kapcsolédik a hatéanyaghoz. A talalmany tovabba ko-

valens HAS-hatoanyag-konjugatum eléallitisara alkalmas eljarasra vonatkozik,

amelynek soran hatéanyagot és hidroxialkil-keményitét reakciokozegben reagaltat-

nak. Az eljarasra jellemzd, hogy a reakcidkozeg viz vagy vizbdl és szerves olddszer-

bél 4llo, legalabb 10 témeg% vizet tartalmazéd elegy. A talalmany a konjugatumok

gyogyaszati alkalmazasara is vonatkozik .
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A talalmény hidroxialkil- keményit6t (HAS) és hatbdanyagot tartalmazod
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konjugatumokra vonatkozik, amelyekben a hidroxialkil-keményité kozvetleniil vagy
linkeren keresztiil kovalensen kapcsoladik a hatéanyaghoz. A talalmany tovabba ko-
valens HAS-hatéanyag-konjugatum eléallitisara alkalmas eljarasra vonatkozik,
amelynek soran hatoanyagot és hidroxialkil-keményitSt reakciokozegben reagalta-
tunk. Az eljarasra jellemzd, hogy a reakciokozeg viz vagy vizbdl és szerves olddszer-
bdl allo, legalabb 10 tomeg% vizet tartalmazé elegy. A talalmany a konjugatumok
gyogyaszati alkalmazéasara is vonatkozik.

Miiszaki hattér

Szamos farmakon klinikai alkalmazéasat probléméak egész sora neheziti (lasd
Delgano €s mtsai, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, Vol. 9 (3,
4), (1992), 249-304. old.). Parenteralisan beadott nativ proteinek példaul a retikulo-
endotélias rendszeren, a majon, vesén és lépen keresztiil kivalasztodnak. A kivalasz-
tas a szénhidrat-lancok toltésétdl, a proteint kotni képes sejtreceptorok jelenlététl és
a molekula formajatol és méretétdl fiigg. A vese glomular-sziirésének kizarasi hatara
példaul kb. 67 kD.

A proteolitikus lebontds kovetkezményeként tovabba a bioldgiai aktivitas
gyord csokkenése figyelhetd meg.

Baktériumban exorimalt proteinek, valamint mas rekombinans proteinek fo-
kozott immunigenitassal rendelkezhetnek és életveszélyes tulérzékenységi reakciokat
valthatnak ki. Az ilyen reakciok természetesen ezeknek a proteineknek a gyogyaszati
alkalmazasat megakadalyozzak.

A fenti okbol mar a hetvenes évek vége ota rendszeres kutatasok folytak
exogen proteinek tulajdonsagainak kémiai modositastol, féleg polimerizalastol vagy

makromolekulas polimerhez torténé kapcsolastol remélt javitasa igyében. Szamos
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konjugatumok elballitdsara 6sszpontositott (vo: US 4 179 337). A kapcsolasi reakci-
o0tol remélt elények: a proteinek javitott in vivo felezési ideje, csokkentett toxicitas,
Javitott stabilitas és a hatdanyagok jobb oldhatosaga (Abuchowski és Davis, Enzymes
as drugs, Holcenberg és Rubberts, kiadok, 367-383. old., John Wiley & Sons N.Y.
1981).

A hatdanyagok 6sszekapcsolasara szolgald eljaras azonban problémasnak bi-
zonyult, mert a protein aktiv csoportja, mihelyt PEGhez csatlakozott, elvesztette akti-
vitdsat, vagy a reakciok a terméket csekély hozammal szolgaltak. A hatdanyag akti-
vitasat nem csokkento, fajlagos kotés kialakitasa érdekében a PEG-be vagy a hat6-
anyagba aktiv csoportokat épitettek be, vagy linkerrel kotették Gssze a két kompo-
nenst. A PEG-et ltalabanaktii csoporttal latjak el, amely kovalensen a protein kap-
csolas kialakitasara képes csoportjahoz kotédik.

Leirtak, hogy antitestek és fragmenseik kotési aktivitasa a PEG-kapcsolas utan
csokkent (Kitamura és mtsai, Cancer Res., Vol. 51 (1991), 4310-4315. old.; Pedley és
mtsai, Br. J. Cancer, Vol. 79 (1994), 1126-1130. old.). Ennek a probléménak a meg-
oldasara Chapman és mtsai (Nature Biotech., Vol. 17 (1999), 780-783. old.) azt java-
soltak, hogy a PEG-et az antitest meghatarozott kétohelyeihez kellene kotni.

A kapcsolasi partner aktivitasveszteségét a WO 95/13090 sz. kozzétett nem-
zetkozi bejelentésben is leirjak. Megoldasként ott azt javasoljak, hogy a PEG-et reak-
cioképes csoporttal aktivalni, majd ezen a reakcioképes csoporton keresztiil tenzid
jelenlétében ov-interferonhoz kétni kell. Elényds reakcioképes csoportként az N-
szukcinimid-karbonatot nevezik meg, amely az emlitett koriilmények kozott a lizin -
-aminocsoportjaval uretan-kotést létesitene.

Polimer-polipeptid-konjugatum el6allitasira a WO 96/41813 is ismertet elja-

rast, amelynek soran a polimer (kiilonosen PEG) fajlagos helyen derivaljak, majd
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és az igy kapott vegyiiletet utana polipeptidhez, kiiléndsen IL-8, hG-CSF és IL-1
polipeptidhez kapcsoljak.

Az irodalomban tehat megfeleld konjugatumok egész sora talalhatd; vo. az US
4 179 337 szerinti PEG-inzulin-konjugatumok, az US 4 412 989 szerinti bovine PEG-
-hemoglobin-konjugatumok; PEG-ribonukledz-konjugatumok és PEG-szuperoxid-
dizmutéz-konjugatumok (Veronese és mtsai, Applied Biochem. Biotech., Vol. 11,
141-152 (1995)), az US 4 766 106 szerinti PEG-IL-2-konjugatumok és PEG-IFN-B-
konjugatumok, a WO 90/15628 szerinti PEG-polimixin-konjugatumok és a WO
90/07939 szerinti PEG-IL-2-konjugatumok. Néhany konjugitum ezéta klinikai al-
kalmazast nyert. Példaul az aszparaginiz enzim tulajdonsagait a PEG-gel torténd
konjugatumképzéssel lehetett javitani, és egy PEG-aszparaginaz-konjugitum az
Oncaspar® markanéven rakterapeutikumként a kereskedelmi forgalomban kaphato.
Az US Food and Drug adminisztracié nemrég PEG-hez kapcsolt G-CSF-et engedé-
lyezett (Pegfilgastim). Szamos tovabbi PEGilezett termék a klinikai fejlesztés kilon-
b6z fazisaiban van, példaul PEG-CDP870, PEG-dronabinol stb (vo.: PEG-pipeline a

WWww.enzon.com vagy www.inhale.com cimen).

Nemcsak proteineket, hanem mas vegyiiletek is a fenti vazlat szerint PEG-hez
és mas polimerekhez kapcsoltak. WO 97/33552 és WO 97/38727 szerint példaul
Paclitaxelt PEG-hez kapcsoltak, a kapott konjugatum tumorok kezelésére alkalmas.
Egy PEG-Camptothecin-konjugatum tumorok kezelésére valo alkalmazasat az Enzon
cég az L. klinikai fazisban vizsgalja.

Antibiotikumokat is kapcsoltak mar PEG-hez. igy példaul Dowling és Russell
egy ortotetraciklin-PEG-konjugatum farmakologiai kinetikajardl irnak (J. Vet.
Pharmacol. Ther., Vol. 23 (2000), 107-110). Ujabb funkciok kialakitisa céljabdl a

technika allasa szerint antibiotikumokat mas modon is atalakitottak. Késleltetett hato-
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prokain-bazissal alkotott séjat allitottak el6. Ez a szarmazék hosszabb hatasiddvel
rendelkezik és példaul a szifilisz kezelésére alkalmazzak

Ket vegyiiletnél tobb kapcsolasi partnerrel végzett kapcsolasi reakciokat szin-
tén mar leirtak. A WO 93/23062 sz. nemzetkozi kozzétételi iratban példaul olyan
kapcsolasi ztermék elballitasat irjak le, amely B-sejt-limfom elleni antitestbdl, akti-
valt GEG-bél és toxinbol all.

A PEG-hatéanyag-konjugatumok azonban nem rendelkeznek olyan termé-
szetes szerkezettel, amelyrdl az in vivo lebontas menete ismert volna. Egyebek kozott
ez az oka annak, hogy a PEG-konjugatumok mellett a fent emlitett problémak megol-
dasara mas konjugatumokkal és protein-polimerizatumokkal is kisérleteztek. fgy kii-
16nboz6 proteinek térhaldsitasara, proteinek makromolekulikhoz torténd kotésére
szamos eljaras létezik (6sszefoglalo attekintést ad S.S. Wong, ,,Chemitry of protein
conjugation and cross linking”, CRCS, Inc. (1993)).

A hidroxietil-keményitét (HES) egy természetesen eléforduld amilopektin
szarmazékaként az o-amilaz a testben lebontja. A HES-protein-konjugatumok el6al-
litasat is leirtdk mar a technika allasaban (v6.: DE 26 16 086 vagy DE 26 46 854 sze-
rinti HES-hemoglobin-konjugéatumok).

A hemoglobin olyan protein, amelynek vérpotloként és oxigén-transzportal6
szerként (un. ,Hamoglobin-Based-Oxygen Carrier”’, HBOC) nagy klinikai jelent6sé-
ge lehetne. Bar az ilyen termékek iranti keresletet mar koran felismerték (vo.
Rabiner, J. Exp. Med. 126, (1967), 1127), mindezideig az ismert HBOC-termékek
egyike sem érte el az engedélyezett gydgyszer statuszat.

A természetes hemoglobin két a- és B-peptidlancbol all, amelyek prostetikus
csoportként egy-egy hemet kotnek meg. Az izolalt hemoglobin-molekulak azonban

nagyon instabilak, gyorsan a stabilabb o,f-dimerré bomlanak (moéltomeg 32 kDa).
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Vérkeringésben az izolalt hemoglobin felezési ideje kb. 1 Ora, mert a .dx‘.rhe:r;ak és i/eé'e’.n'"
keresztiil gyorsan kitiriilnek. Ennek soran a dimerek toxikus mellékhatasokat fejtenek
ki a vesére (v6.: Bunn & Jandl, J. Exp. Med. 129, ( 1967), 925-934). Ezért atalakitott
hemoglobin-molekulékkal foglalkozé kutatasok elsdsorban a hemoglobin intramole-
kularis térhalositasara, polimer HBOC-formak létrehozasara intramolekularis és/vagy
polimerekkel val6 6sszekapcsolasara koncentréaltak.

Az ismert hemoglobin-konjugatumokat példaul Xue és Wong (Meth. in
Enzymol, 231 (1994), 308-322. old.) és DE 26 16 086, valamint DE 26 46 854 irja
le. A DE 26 46 854 eljarast is ismertet, amellyel hemoglobin HES-hez kapcsolhaté.
Ezzel szemben a DE 26 16 086 szerinti eljarasban el6szor HES-hez térhalositoszert
(példaul brémciant), majd az igy kapott kozbensd termékhez a hemoglobint kapcsol-
jak.

HES a kukoricakeményité 95 %-at kitevd amilopektin szénhidrat-polimer
szubsztitualt szirmazéka. HES elényos reologiai tulajdonsagokkal rendelkezik és
jelenleg térfogatpotloként és a hemodilucids terapiaban klinikailag alkalmazzak
(Sommermeyer és mtsai, Krankenhauspharmazie, Vol. 8(8), (1987), 271-278. old.;
Weidler és mtsai, Arzneim.-Forschung/Drug Res., 41 , (1991) 494-498 old.).

Az amilopektin gliikoz-egységekbdl all, és a £6 lancokban o-1,4-glikozid ko-
tések vannak, mig az elagazasi helyeken a-1,6-glikozid kétések vannak jelen. A mo-
lekula tulajdonsagait 1ényegében a glikozidos koétések milyensége hatirozza meg. A
lehajlott a-1,4-glikozidos kotés miatt spiral jellegii szerkezet jon létre, egy fordulat-
ban kb. 6 gliikkoz-monomerrel.

A polimer fizikai-kémiai tulajdonsagai, de a biokémiai tulajdonsagai is
szubsztitualassal megvaltoztathatd. A hidroxietil-csoport ligos hidroxietilezéssel ér-

het6 el A reakciokorilményeken keresztiil ki lehet hasznalni, hogy a
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szubsztituilatlan glikdzmonomer hidroxilcsoportjainak a hidroxietiléié.sséi sZémbeni ™
reaktivitasa kiillonb6z6, igy korlatozottan lehet befolyasolni a szubsztitualasi mintat,

A fentiek miatt HES jellemzésére lényegében a moltomegeloszlas és a
szubsztituciés fok szolgal. A szubsztitucids fokot vagy DS-ként (degree of
substitution”) hatarozzak meg, ez a szubsztitualt glikozmonomerek részaranyat adja
meg az Osszes glilkoz-egységre vonatkoztatva, vagy MS-ként ('molar substitution”
definialjak, azzal az egy gliikoz-egységben 1évé hidroxietil-csoportok szamat adjak
meg.

HES-oldatok polidiszperz rendszerek, amelyekben az egyes molekulak a po-
limerizacios fokban, az elagazasi helyek szamaban és elhelyezkedésében, valamint a
szubsztitualasi mintaban kiilonboznek. HES tehat kiilonbozd moltomegli vegyiiletek
elegye. Ennek megfelelden egy HES-oldatra jellemz6 egy atlagos moltomeg, statisz-
tikai mennyiségek alapjan. M, az egyszerii szamtani kozépérték a molekulak szama-
nak fuggvényében, mig M,, a stlyatlag a tomegtdl fiiggd mennyiség.

Proteinek és HES kozott eddig azért nem sikeriilt szelektiv kémiai kotést ki-
alakitani, mert a HES aktivalasa nem szelektiv lefolyasu. Ezért a technika allasabol
ismert protein-HES-konjugatumok bromciannal aktivalt HES és hemoglobin nem-
szelektiv kapcsolasabol jonnek létre (vo.: DE 26 16 086). Az ilyen eljarasok
egyenletlen tulajdonsagu, polidiszperz termékekhez vezethetnek, amelyeknek poten-
cidlisan toxikus mellékhatésai is lehetnek.

Hashimoto (Hashimoto és mtsai, Kunststoffe, Kautschuk, Fasern, Vol. 9
(1992), 1271-1279. old.) els6nek irt le olyan eljarast, amellyel egy szacharid termina-
lis, redukalo aldehid-csoportjat szelektiv moédon oxidalni sikertilt, reakcioképes észter
(lakton) keletkezése kdzben.

Ennek az eljarisnak az alapjan a WO 98/01158 kitanitasa, hogy olyan he-

moglobin-hidroxietil-keményité-konjugatumok allithatok eld, amelyekben a hemog-
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lobin szabad aminocsoportjai és a HES oxidalt formaban jelen 1év6 ‘te.r'mi;uiHS‘re‘d\.:-
kalo csoportja kozott kialakitott amidkotésen keresztiil hemoglobin és HES szelektiv
modon van Gsszekapcsolva. Mind a Hashimoto €s mtsai eljarasa, mind a WO
98/01158 szerinti eljaras szacharid (HES) és protein (hemoglobin) szerves oldészer-
ben végzett reagaltatasan alapul. Konkrétan dimetil-szulfoxid ot alkalmaztak.

Szakember azonban tudja, hogy szamos protein szerves oldszerben szerkezet-
valtozast szenves, amely vizes oldatban nem all helyre. Altalaban a szerkezetvaltozas
aktivitasveszteséggel is jar. Mindenképpen a szerves olddszert bonyolult médon el
kell tavolitani, mert a tervbe vett gyogyaszati alkalmazas szempontjabol lehet, hogy
oldoszernyomok sem elfogadhatok. A tervbevett alkalmazasra val6 tekintettel mar a
protein szennyezddésének és szerkezetvaltozasanak potenciélis lehetdségét ki kell
zarni.

A talalminy feladata tehat javitott hidroxialkil-keményit3-hatéanyag-
konjugatumok és elballitasukra szolgal6 eljaras kifejlesztése, amely eljaras biologiai-
lag aktiv konjugatumokhoz vezet, amelyek a klinikai hétkéznapokon alkalmazhatok.
A talalmany egy tovabbi feladata a hidroxialkil-keményité-hat(’)anyag-konjugétumok
el6allitasara alkalmas olyan eljaras kifejlesztése volt, amelynek soran melléktermékek
csak lényegtelen mértékben keletkeznek, mert a melléktermékek a termék tisztitasat
tetemesen nehezitik.

A fenti feladatot meglepd modon olyan vegyiletekkel oldottuk meg, amelyek
hidroxialkil-keményitobsl és hatéanyagbol allo konjugatumot tartalmaznak, és a
hidroxialkil-keményitd vagy kozvetleniil, vagy linkeren keresztiil kovalensen kap-
csolodik a hatdanyaghoz. Az ilyen HAS-hatéanyag-konjugatumokat példaul ugy al-
lithatjuk el6, hogy HAS-t és hatdanyagot reakciokozegben reagaltatunk egymassal, és

a reakciokozeg viz vagy viz és szerves oldoszer legalabb 10 tomeg% vizet tartalmazo

elegye.
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A talalmany tovabba kovalens HAS-hatoanyag-konjugitum 'e-ki)’élfi'tész’iia al- ="
kalmas eljarasra vonatkozik, amelynek soran HAS-t és legalabb egy hatdanyagot
vizes reakciokozegben egymassal reagaltatunk. Az eljarasra jellemzd, hogy a reakci6-
kozeg viz vagy viz és szerves oldoszer legalabb 10 tomeg% vizet tartalmazé elegye.

El6ny6sen a HAS-t a hatdanyaghoz valo kapcsolasa eldtt oxidaljuk; ezen beliil
a redukalo terminalis csoportok fajlagos oxidalasa kiilonosen eldnyds. Alternativ mo-
don a kapcsolas HAS és aminocsoportot hordozo hatéanyag kozétt Schiff-bazist mint
kozbensd terméket alakitva is lehetséges. Ezt a kozbensd terméket utana

metilénaminocsoport képzidése mellett redukaljuk.

Az abrék rovid ismertetése

1. abra az ox-HES 130 kD és HSA kozotti, az A.III eljaras szerinti kapcsolasi
reakcidjanak GPC-kromatogramja;

2. dbra ~az ox-HES 130 kD és HSA kozotti, az A.IV eljaras szerinti kapcsolasi
reakcidjanak GPC-kromatogramja;

3. abra az ox-HES 130 kD és HSA kozotti, az AV eljaras szerinti, 2 6ra reak-
cioidejii kapcsolasi reakcidjanak GPC-kromatogramja;

4. abra az ox-HES 130 kD és HSA kozotti, az A.V eljaras szerinti, egy éjszaka
reakcioidejii kapcsolasi reakcidjanak GPC-kromatogramja,

5. abra az ox-HES 10 kD és HSA kozotti, az AV eljaras szerinti, 2 6ra (5a.
abra), ill. egy éjszaka (5b. abra) reakcididejii kapcsolasi reakcidjanak
GPC-kromatogramja,

6. abra az ox-HES 130 kD és HSA kozotti, az A.VII eljaras szerinti, 24 Ora
reakcioide)i kapcsolasi reakcigjanak GPC-kromatogramja;

7. abra az ox-HES 130 kD és HSA kozotti, a B. V eljaras szerinti kapcsolasi

reakciojanak GPC-kromatogramja;
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8. ibra HES és HSA kozotti kilonbozd kaposolisi reakoiok STS-PAGE:dzss. "
és Western Blot-ja

9. abra HES és HSA kozotti kulonbozo kapcesolasi reakciok SDS-PAGE-dzse
és Western Blot-ja

10. abra HES-DNS-konjugatum eldallitasanak reakciovazlata;
11. abra gél felvétele, amelyen HES-DNS-konjugatumok lathatok restrikcios
enzimmel végzett emésztés elott és utan.

A jelen talalmany els6 izben olyan vegyiileteket allit rendelkezésre, amelyek
hidroxialkil-keményitobol és hatéanyagbol allo konjugatumot tartalmaznak, és a
hidroxialkil-keményitd vagy kozvetleniil, vagy linkeren keresztiil kovalensen kap-
csolodik a hatéanyaghoz. A talalmany tovabba olyan HAS-hatéanyag-konjuga-
tumokat allit rendelkezésre, amelyek eldallitasa soran HAS-t és legalabb egy hato-
anyagot vizes reakciOkozegben reagaltatunk egymassal. Az eljarasokra jellemzo,
hogy a reakciokozeg viz vagy viz és szerves oldoszer legalabb 10 tomeg% vizet tar-
talmazo elegye.

A jelen talalmany keretében kémiai vegyiiletet hatdbanyagnak nevezziik, ha a
vegyiilet alkalmas arra, hogy terapias vagy diagnosztikai céla tetszoleges készitmény
aktiv alkotorésze legyen. Elonyosen a hatdanyag egy gyogyaszati készitmény aktiv
alkotorésze, azaz a gyogyaszati készitményben az a vegyiilet, amely beadas utan az
alanyban fizioldgiai hatast fejt ki.

Az engedélyezett gyogyaszati készitmények és hatdanyagaik vonatkozasaban
attekintést nyajt a Voros lista. A Voros listaban szereplé hatdanyagok a talalmany
szerinti eljaras szerint el6allitott HAS-hatoanyag-konjugatumokban alkalmazhatok. A
talalmany értelmében a hatdéanyag fogalom azonban mindazokat a vegyiileteket is
foglalja magaban, amelyek diagnosztikai vagy terapias alkalmazasra val6 alkalmas-

sagat ismert ugyan, de a fent vazolt problémak miatt eddig a jelzett célra nem nyertek
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alkalmazast. A hatéanyag el6nydsen vitamin, oltéanyag, toxin, antibi‘cﬁkﬁt.n (3agy ot
antiinfektivum), antiarritmikum, étvagycsokkentd, érzéstelenitd, fajdalomcsillapito,
reuma elleni hatdanyag, allergia ellen hatésos anyag, asztma elleni hatéanyag, dep-
resszio, cukorbetegség elleni hatdanyag, antihisztaminikum, vérnyomascsokkentd
vagy antineoplasztikum. Szerkezetileg a hatoanyag lehet példaul hormon, szteroid,
lipid, protein, oligo- vagy polipeptid, nukleinsav, killonosen D- vagy L-nukleinsav,

igy példaul D-DNS, L-DNS, D-RNS vagy L-RNS. Proteinek, peptidek, D- vagy L-
nukleinsav HAS-kapcsolasi partnerkénti alkalmazasa kiilonosen elonydés.

A jelen talalmany szerint elballitott vegyiletek a hatdanyag aktivitasat és a
HAS elényos tulajdonsagait megérzik. Tovabbi elényként a talalmany szerinti
konjugatumok esetén a hatéanyagok in vivo felezési ideje jobb, toxicitasuk kisebb,
stabilitasuk és/vagy a hat6anyag oldhat6saga jobb.

Beadas utan a plazmaban a HAS-lancot a-amilaz roviditi. A kapcsolasi ter-
meék aktivitasa tehat a nativ kapcsolasi termék aktivitasaként, azaz kdzvetlenil a kap-
csolas utan, vagy pedig a metabolizalt kapcsolasi termék aktivitasaként, azaz a kap-
csolasi termék in vivo metabolizalasa utan hatarizhaté6 meg. Az in vivo metabolizalas
in vitro bontassal szimulalhat6.

A hatdanyag aktivitasa a technika allasabol erre a hatéanyagra ismert eljara-
sokkal hatarozhaté meg. Egy antineoplasztikum esetén az aktivitast példaul gatld
koncentracioként (IC), antiinfektiv szer esetén minimalis gatld koncentracioként
(MHK) hatarozzak meg. A meghatarozas eldnyosen in vitro alkalmas célsejteken
torténik (v6. Chow és mtsai, Haematologica, Vol. 86 (2001), 485-493. old.). Az in
vitro hatasok tovabba relevans allatmodellel erdsithetdk meg (példaul a vesesejt-
karcinom egérmodelje, amelyet Changnon és mtsai irtak le, vo. BJU Int, Vol. 88

(2001), 418-424. old.).
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A kapcsolatlan anyaghoz viszonyitva a nativ kapcsolasi termé‘k'.alét‘ivit:ika'l.é-'".
het fokozott vagy csokkent. Az aktivitas csokkenése azonban eldnydsen egy 6totnél
kisebb, kiilonosen eldnyosen egyharmadnal vagy a felénél nem nagyobb. A
metabolizalt termék aktivitasa elényosen a kapcsolatlan anyagéhoz hasonld, azaz a
metabolizalt konjugatum aktivitasa elonydsen a kapcsolas eldtti hatdanyag aktivitasa-
nak legalabb 50 %-a, elényosen legalabb 75 %-a; az aktivitas legaldbb 95 %-anak a
megtartasa kiilonosen elonyos.

A talalmany keretében a ,hidroxialkil-keményit6” fogalommal olyan kemé-
nyit6-szarmazékokat jellemeziink, amelyek 1-3 szénatomos hidroxialkilcsoporttal
szubsztitualtak. A hidroxialkil-keményitd”-nek nevezett anyagcsoport tehat hidroxi-
metil-keményit6t, hidroxietil-keményit6t és hidroxipropil-keményit6t foglal maga-
ban. A hidroxietil-keményité (HES) kapcsolasi partnerkénti alkalmazasa a talalmany
minden megvaldsitasi alakjaban kiillonosen elonyos.

A talalmany szerint eldnyos, ha a hidroxietil-keményitd atlagos moltomege 1-
300 kDa, a 5 kDa és 200 kDa kozétti atlagos moltomeg kilonosen eldnyos. A
hidroxietil-keményitd moélos szubsztituciés foka tovabba 0,1-0,8, a C;:Cs
szubsztitucio aranya 2-20 lehet, a hidroxietil-csoportokra vonatkoztatva.

A hatoanyag és a HAS kapcsolasa soran els6 1épésként sziikséges lehet egy
aktiv csoport bevezetése a hatdanyagba és/vagy a hidroxialkil-keményitdbe. Alkal-
mas aktiv csoportok lehetnek példaul tiol- vagy aminocsoportok (lasd kiviteli példak).

A hatbanyag és HAS tovabba linker alkalmazasaval is egymashoz kapcsolha-
t6. Linkerként tetszoleges térhalositoszert alkalmazhatunk. Szamos térhalositoszer,
példaul SMCC [szukcinimidil-4-(N-maleimido-metil)-ciklohexan- 1-karboxilat; lasd
7. példa] a kereskedelmi forgalomban kaphato és szakember szamara ismert (v6.: a
,,Cross-linking Reagents” alfabetikus listajat a Perbio cég termékkatalogusban és

WWwWWw.piercenet.com).
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A jelen talallmany egyik megvaldsitasi alakja szerint Vizben °(§Id6'd.c')°,".
aminocukort tartalmaz6 antibiotikum-szarmazékokra, kilonosen HAS-daunorubicin-
és HAS-doxorubicin-konjugatumokra, valamint el6allitisukra - amennyiben a DE
101 29 369 emliti azokat - a talalmany nem terjed ki.

Egy elonyés kiviteli alak szerint a jelen taldlmany HAS-bol és
antineoplasztikumbol allo konjugatumot tartalmazo vegyiiletekre és tumorok kezelé-
sére valo alkalmazasukra vonatkozik.

A tumorsejtek a rendes testsejtektol egyebek kozott abban kiilonbéznek, hogy
a fiziologiai novekedési ellenérzés a tumorsejtekre nem hat, igy sejtosztasuk szapo-
rabb. Ezen a kialonbségen alapul az antineoplasztikumok alkalmazasa a tumorok ke-
zeléseben, tekintettel arra, hogy az antineoplasztikumok toxikus hatasa elsé sorban
proliferalo sejtek ellen irdnyul. Antineoplasztikumnak vagy citostatikumnak egy ve-
gyuletet akkor neveznek, ha proliferald sejtek ellen toxikus aktivitast fejt ki (az on-
kologia alapjait €s jelenkori terapias modszereit példaul az Internistische Onkologie,
Schmoll és mtsai (kiadok), Springer 1996, publikaci6 foglalja 6ssze).

Kémiailag az antineoplasztikus hatéanyagok igen heterogén csoportot képez-
nek A proliferacié gatlasa mellett az elmult évek az apoptodz indukalasa, a programo-
zott sejthalal kerilt el6térbe. Az antineoplasztikus hatdanyagok rendszerezése példa-
ul a kritikus célmolekulakon keresztiil torténhet (Schmoll és mtsai, a fent megadott
helyen):

(1)  Vegyiletek, amelyek a DNS-bioszintézist gatoljak, példaul anti-anyag-
cseretermékekkel, igy MTX, 5-FU, Ara-C vagy hidroxi-karbamid;

(2)  vegyiiletek, amelyek a DNS-re hatnak, példaul szalszakadas indukalasaval,
interkalacioval, a szalak kozotti  kapcsolatok  megvaltoztatasaval,
topoizomeraz-mérgek, igy alkilez6szerek, platina-komplexek, antraciklinek,

bleomicin, aktinomicin D vagy epipodofillotoxinok;
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(3)  vegyiletek, amelyek az RNS-ra hatnak, példaul az mRNS-szmtezm
interkalacioval vagy RNS-be valo beépiiléssel okozott blokkolasa, ilyenek
antraciklinek, bleomicin, aktinomicin D vagy anti-anyagcseretermékek
(4)  vegyilletek, amelyek proteinekre hatnak, példaul receptorhoz kotés szintjén

(példaul hormonok vagy antagonistak), a tubulin-polimerizacié gatlasaval

(példaul vinka-alkaloidokkal), protein  térhalositasaval (példaul

alkilez6szerrel) vagy foszforilezéssel (példaul proteinkinaz-C-inhibitorokkal).

Az antineoplasztikus aktivitas alapjan az osszes ilyen hatbanyag lényeges
mellékhatasokat fejt ki, amelyek elsGdlegesen gyorsan proliferald szoveteg gatlasaban
nyilvanul meg. Igy kiilondsen az eritro-, leuko- és trombopoezis, valamint a nyalka-
hartya epitéliumok novekedése gatolt. Annak kovetkezményeként a gyomor-bél-
csatorna zavarai, vagy a spermatogenézis irreverzibilis csokkenése, ill. az ovolacio
megszinése léphet fel. A bor és a borflggelékek is rendszerint karosodnak, példaul
sok betegnek hullik a haja, bar késébb ujra kind.

Sulyos esetekben a mellékhatasok egyenesen akut veseelégtelenséghez, vala-
mint a sziv, tidé, maj és idegrendszer toxikus szervi karosodasahoz vezethetnek. Vé-
gil az immunszuppressziv hatas kovetkezményeként fertdzések halmozodé szamaval
kell szamolni.

Ezért antineoplasztikus hatéanyagot tartalmazd konjugatumok eléallitasanak
és kutatasanak a hatoanyag elviselhetdségének javitasa volt a célja. Erre a célra kii-
16nb6z6 antineoplasztikus hatoanyagot makromolekulakhoz, példaul dextranhoz kap-
csoltak (v6. Kojima és mtsai, J. Pharm. Pharmakol., Vol. 32 (1980), 30-34. old.;
Nakane €s mtsai, J. Pharm. Pharmakol., Vol. 40 (1988), 1-6. old.; Nomura és mtsai, J.
Controlled Release, Vol. 52 (1998), 239-252. old.; Sato és mtsai, J. Pharm. Sci., Vol.

78 (1989), 11-16. old.). Néhany esetben a konjugatumok jobb antitumorhatasat fi-

gyelték.
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Alternativ moédon hatdanyagot, igy mitomicin C-t N-szuléci‘r'lilil.dtdsz'ani';éz:::
(Song és mtsai, J. Controlled Release, Vol. 42 (1996), 93-100. old.), karboxi-
metilkitinhez (Song és mtsai, Arch. Pract. Pharm. Vol. 53 (1993), 141-147. old.) és
oligopeptidekhez kapcsoltak (Soyez és mtsai, J. Controlled Release, Vol. 47 (1997),
71-80. old.). Az elemzések tobbsége kimutatta, hogy a konjugatum tumor elleni hata-
sa jobb, mint az egyes neoplasztikus hatéanyagoksé.

A taldlmany szerint most meglepé modon azt allapituttuk meg, hogy anti-
neoplasztikus hatéanyagot tartalmazo HAS-hatéanyag-konjugatumok tumorsejtekkel
szemben jobb toxikus hatassal és/vagy egyéb sejtekkel szemben csokkent toxicitassal
rendelkeznek. A konjugatumok igy nagyobb terapias szélességet biztositanak.

A konjugatumok plazmaban valo felezési ideje szignifikansan meghosszabbo-
dott. Ez lehetové teszi a tumorsejt javitasi mechanizmusainak attorését a hosszabb
hehatasi 1d6 alapjan. A talalmany ugyanakkor lehetdvé teszi a koncentracio lassabb
emelését, foleg az egészséges szovetekben, igy a csicsértékek kisebbek és a beteg
jobban viseli el a kezelést.

A talalmany szerinti konjugatum el6allitasara tetszoleges neoplasztikus hato-
anyagok alkalmazhatok. A hatéanyagok példaul az alkilansok, anti-anyag-
cseretermékek, antibiotikumok vagy természetes anyagok csoportjabdl valaszthatok ki.

Egy elény6s megvalositasi mod szerint az antineoplasztikus hatoanyag
mitomicin C, ciklofoszfamid, bleomicin, klérambucil, ciszplatin, ara-C, fludarabin,
doxorubicin, etopozid, 5-Fu, MTX vinblasztin, vinkrisztin, vindezin, hidroxi-
karbamid, 6-MP vagy CCNU.

A mitomicin C hatéanyagkénti alkalmazasa kilonosen elényos. Mitotoxin az
antibiotikumok csoportjéhoz tartozik, aziridin- és kinon-csoportot, valamint mitozan-
gylrut tartalmaz. Ezt a hatdanyagot a vesesejt-karcinoma, hugyholyagtumorok és mas

urologiai megbetegedések kezelésére alkalmazzak. A vegyiilet csak hipoxias (tehat
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eldnyosen tumor-) sejtekben torténé metabolizalasa utan nyeri aktivitisat a kinon
sejten belilli enzimes vagy spontan kémiai redukalasa és a metoxi-csoport elvesztése
utan. Ehhez a metoxicsoporthoz HAS elényosen linkeren keresztiil kapcsolhatd. Mi-
utan a szubsztituens a sejtben lehasad, sejten beliil ugyanaz a hatéanyag van jelen,
amely a DNS alkilezo térhalositasat idézi eld és ezzel toxikus hatast fejt ki. Alternativ
modon HAS a két aminocsoport egyikéhez is kapcsolhato. A mitomicin C tipikus
szovetfajlagossagot mutat. A talilméany szerint elonyos, ha ezt a fajlagossagot - kilo-
nosen kivalaszto szervekre - HAS-kapcsolassal fokozzuk.

Az antineoplasztikus hatoéanyag a talalmany szerint tetszdleges eljarassal
HAS-hoz kapcsolhat6. A HAS redukalé terminalis csoportjaihoz torténd fajlagos
kapcsolast azonban elonyben részesitjiik, mert igy definialt konjugatum jon létre.

A talalmény egyik megvalésitasi alakja szerint hidroxietil-keményitét a
mitomicin C metoxi-csoportjahoz kapcsolunk. A mitomicin C metoxi-csoportjahoz
val6 kapcsolas linkeren keresztiil torténhet.

Egy tovabbi megvalositasi mod szerint a taldlmany HAS-b6l és antineo-
plasztikus hat6anyagbol all6 konjugatumot tartalmazoé vegyiilet eléallitasara alkalmas
eljarasra vonatkozik. Az eljaras olyan [épésekbdl all, amelyekben HAS-t vagy koz-
vetleniil vagy linkeren keresztiil kovalensen antineoplasztikus hatéanyaghoz kap-
csoljuk, majd a konjugatumot elkiilonitjiik.

A talalmany tovabba gyogyaszati készitményekre vonatkozik, amelyek HAS-t
és antineoplasztikus hatoanyagot tartalmazo vegyiiletet tartalmaznak. A gyogyaszati
készitmény tovabba fiziologiailag elfogadhat6 hordozét és/vagy citokint tartalmaz-
hat. A citokin eldnyosen IL-2, a-interferon, y-interferon.

A gyogyaszati készitmény tetszoleges, a technika allasabol ismert kiszerelési
formaban lehet jelen. Igy a készitmény lehet példaul oralis vagy parenteralis adago-

lasra alkalmas. A készitmény eldallitasa a technika &llasa szerint szokasos eljarasok-
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kal torténik. A hatdanyag mellett a készitmény altalaban gyogyaszatilag elfogadhaté
hordoz6t, valamint egy vagy tobb segédanyagot tartalmaz, tovabba esetleg tartositot,
oldodast el6segitd anyagot stb.

Végil a jelen talalmany tirgyat HAS-t és antineoplasztikumot tartalmazo
konjugatumot tartalmazé vegyilet alkalmazasa is képezi olyan gyogyaszati készit-
mény eldallitasara, amely tumorok és/vagy attételeik, kiillonosen uroldgiai tumorok
és/vagy attételeik, vesesejtkarcinom attételei, a nyirokrendszer megbetegedéseinek,
igy CLL, Hodgkin-limfém, NHL, mieloma multiplex, Waldenstrom-kér kezelésére
alkalmazhato. A talailmany e megvalositasi formaja szerint is citokint, példaul IL-2-t,
a-interferont, y-interferont btartalmazhat a készitmény.

A talalmany szerinti vegyiiletek urologiai tumorok és/vagy attételeik, példaul
a vesesejtkarcinom attételeinek kezelésére alkalmas gyogyaszati készitmény eldallits-
sara tortén6 alkalmazasa kilonosen elonyds. A vesesejtkarcinom gyogyité kezelése
jelenleg sem kombinalt kemoterapiaval, sem mitomicin C-vel nem lehetséges. Ennek
oka a vegyiilet kedvezétlen farmakokinetikaja lehet, mert a vesén keresztiil a hatd-
anyag csak 18 %-a tavozik. Tekintettel arra, hogy HAS majdnem teljesen a vesén
keresztiil rtl ki, a konjugatum vesén keresztiil kivalasztott része nagyobb, mint a
nem konjugalt hatéanyag esetén. Ez a kiviteli alak azt hasznalja ki, hogg HAS a sej-
ten beliil atmenetileg tarolodik. Kiilonosen az ersen szubsztitualt HAS-fajtak (HAS
200/0,62) fokozottan dusulnak a sejtekben, egyenesen a tulkoncentralédasig. Ezt a
Jelenséget a proximalis tubulus tartomanyaban is figyelték (Person és mtsai, Clinical
Nephrology, Vol. 55 (2001), 408-411. old.)

A fenti kiviteli mod szerint a talalmany révén tehat bizonyos célsejtekben
vagy —szovetekben antineoplasztikus hatdanyag feldusulasa koévetkezik be. A
konjugatum javitott farmakokinetikaja tehat lehetové teszi, hogy a szervezetben a

koncentraci6 kisebb legyen, ugyanakkor a célba vett szerv sejtjeiben a koncentracié
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lényegesen nagyobb. Ez a gyogyaszati alkalmazas kilonosen a .ffsztésejt'ﬁ' és a -
kromofil vesekarcinom esetén alkalmazhato; e kett$ az 6sszes hisztoldgiai tipus min-
tegy 90 %-at teszi ki.

Egy alternativ kiviteli alak szerint a taldlmany a talalmany szerinti vegyiiletek
olyan gyoégyaszati készitmény elOallitasira torténd alkalmazasira vonatkozik,
amellyel a nyirokrendszer megbetegedései, igy CLL, Hodgkin-limfém, NHL,
mieloma multiplex Waldenstrom-kor kezelésére alkalmazhat6. Azzal, hogy HAS a
talalmany szerint antineoplasztikus hatdanyaghoz kapcsolt, a hatdbanyagnak a sejtbe
valo bejutasa - a lanchossz és a szubsztitucios fok fiiggvényében - lelassul. Radio-
aktiv kinetikai vizsgalatok azt mutattak, hogy HAS bizonyos szervekben, ezen beliil
nyirokszervekben is, hosszabb id6n at tarolodik, mint az Gssztestben (vo.: Bepperling
és mtsai, Crit. Care, Vol 3, Suppl. 1 (1999), 153. old.). Ez azt jelenti, hogy a
konjugatum a célsejtekben feldusul, a farmakokinetika javul csokkentett szisztémas
koncentracio mellett.

A nyirokrendszer megbetegedéseinek kezelésére hatdanyagként eldnyosen
fludarabint  alkalmazunk. Fludarabin  halogénezett adenin-analég, amely
dezaminalassal szemben rezisztens.

A talalméany tovabba a talalmany szerinti vegyiiletek olyan gyogyaszati ké-
szitmény eloallitdsara torténd alkalmazasara is vonatkozik, amellyel bérfeliletii/helyi
elsédleges malignomak vagy attételeik kezelésére alkalmazhato. Ennek soran két té-
nyez6 hasznosul: az emlitett szovet fokozottan veszi fel a HAS-konjugatumot, ugya-
nakkor a konjugatum transzportja a szovetbdl késleltetve megy végbe. Mindkét té-
nyez6 a konjugatumnak a célsejtekben torténd felduisulasa iranyaba hat.

A talalméany tovabba a talalmany szerinti vegyiiletek olyan gyogyaszati ké-
szitmény eldallitasara torténd alkalmazasara vonatkozik, amellyel a hematoldgiai

rendszer betegségeinek vagy onkologiai betegségek, példaul nem-kissejti és kissejtii
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hérgbkarcinom, mellrak, 6zofagus lemezepitélium-karcinom, vesesejtkarcinom, he-
rerak, rosszindulati melanom, ALL vagy CML kezelésére alkalmazhatd. A talalmany
szerinti konjugatumok vesesejtkarcinom elleni alkalmazasa kiilonésen elényos, mert
a konjugatum inkabb hidrofil jellege miatt az érintett szovetben a vegyiilet erdsen
feldasul és fokozottan a vesén keresztiil valasztodik ki. Ebben a kiviteli alakban hato-
anyagként kiilonosen elényosen vindezint alkalmazunk.

A taldlmany tovabba a talalmany szerinti vegyiiletek olyan gyogyaszati ké-
szitmény eldallitasara torténd alkalmazasara vonatkozik, amelyben a vegyiilet kombi-
nacios terapiaként egy vagy tobb tovabbi antineoplasztikus vagy citokin hatéanyaggal
egyitt keriil alkalmazasra. A kombinacios terapia olyan készitmény adagolasaval
torténhet, amelyben az 0sszes hatdanyag jelen van, de tobb egyhatéanyagos készit-
mény egyiittes beadasaval is.

A taldlmany targyat tovabba citokint és talalmany szerinti vegyiiletet tartalma-
z0, ) kombinacios terapidhoz alkalmas gydgyaszati készitmény elballitasara alkal-
mas eljaras is képezi. Az ilyen készitmények kiilonosen az elérehaladott vesesejt-
karcinom kezelésére alkalmazhatok.

A talalméany egy tovabbi kiilondsen elényos kiviteli alakja szerint HAS-bdl és
antiarritmias hatoanyagbol allo konjugatumot allitunk eld. A konjugatum szivritmu-
szavarok kezelésére alkalmazhato.

A szivmunka id6beli sorrendjétdl és szabalyossagatol, a normalis szivfrekven-
ciatol valo eltéréseket szivritmuszavaroknak nevezik. Az eltérések az esetek tobbsé-
gében az ingerképzés vagy ingervezetés zavaraira vezethetok vissza. Antiarritmias
hatéanyagnak vagy antiarritmikumnak olyan anyagot neveznek, amely szivritmusza-
var, kiilénGsen pitvari szivritmuszavarok kezelésére alkalmazhato.

Az antiarritmias hatéanyagok kozott - hatasmechanizmusuk alapjan - natri-

umcsatorna-blokkolokat (kinidin, prokainamid, dizopiramid stb.), beta-receptor-
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blokkolokat (atenonol, propanolol stb.), szelektiv depolarizécié’-ifos‘s.zaﬁf)'xtt")'k;lt".
(amiodaron, sutalol), kalcium-antagonistakat (verapamil, gallopamil stb.) és hekyi
érzéstelenitket kiilonboztetiink.

A technika allasabol ismert szokasos antiarritmias hatéanyagok hatasideje
azonban részben révid. Az adenozin példaul antiarritmias hatoanyag igen rovid fele-
zési idOvel. Ez az anyag hatasideje csak néhany perc. Sok esetben sziikséges volna a
felezési ido és a hatastartam meghosszabitasara.

Ezen tilmenden néhany antiarritmias hatdanyagnak pro-arritmogén mellék-
hatasai vannak, amelyek akar halalt is okozhatnak.

A talalmany egyebek kozott javitott hatis antiarritmias hatdanyagokat allit
rendelkezésre, példaul hosszabb hatastartamiiakat. A talalméany szerint megleps moé-
don megallapitottuk, hogy a HAS-antiarritmikum-konjugatumoknak plazmaban in
vivo szignifikansan hosszabb a felezési ideje, ugyanakkor a hatéanyagok aktivitasa a
HAS-hoz valé kapcsolast6l nem csokken lényegesen.

A jJelen taldlmany keretében a konjugatumok eldallitisara tetszéleges
antiarritmias hatdanyagokat alkalmazhatunk. A hatoanyag lehet natriumcsatorna-
blokkol6, beta-receptor-blokkolo, szelektiv repolarizacio-hosszabbitd, kalcium-
antagonistavagy helyi érzéstelenits. A hatdanyag elénydsen adenozin, kinidin,
prokainamid, dizopiramid, lidokain, fenitoin, mexiletin, ajamalin, parjamalin,
propafenon, atenolol, propanolol, amiodaron, sotalol, verapamil, gallopamil vagy
diltiazem, kulonosen elényésen adenozin.

A jelentése talalmany egy kiviteli alakja szerint az antiarritmias hatéanyagot a
HAS redukald terminalis csoportjain keresztiil kotjitk 6ssze HAS-sal.

Ha hatoanyagként adenozint alkalmazunk, ezt a hatéanyagot példaul az
aminocsoporton keresztil kapcsolhatjuk 6ssze HAS-sal; ebben az 6sszefiiggésben az

adenozin aminocsoportja és HAS redukald terminalis csoportja kozotti kotés kiilone-
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sen elényos. Elonyds az olyan kapcsolasi vatozat, amely esetén a metabolizalas (a
hidroxialkil-keményit6 lebontasa) utan nativ adenozin van jelen.

Alternativ megoldas, ha a hatéanyagot un. linkeren keresztil a HAS-hoz kap-
csoljuk.

A jelen talalmany tovabba gyogyaszati készitményekre vonatkozik, amelyek
egy talalmany szerinti vegyiiletet tartalmaznak. A gyogyaszati készitmények tovabba
altalaban gyogyaszatilag elfogadhato hordozot tartalmaz, és példaul intravenas alkal-
mazasra lehet kiszerelve.

Végiil a talalmany a talalmany szerinti vegyiiletek szivritmuszavarok, kiilono-
sen pitvari arritmiak kezelésére alkalmas gyogyaszati készitmény eldallitasara torténd
alkalmazasara vonatkozik.

Egy alternativ kiviteli alak szerint a talalmany a talalmany szerinti vegyiiletek
apoptozis példaul tumorszovetekben vagy gyulladt szovetekben torténé indukalasara
alkalmas gyogyaszati készitmény eloallitasara torténd alkalmazasara vonatkozik.

A taldlmany olyan vegyiletekre vonatkozik, amelyekben HAS-bdl és
antiinfektiv hatdanyagbol, ill. antibiotikumbol eléallitott konjugatum van. A talal-
many ezen vegyuletek fert6z6 betegségek kezelésére torténé alkalmazasara is vonat-
kozik.

Mikroorganizmusok (virusok, baktériumok, gombak, protozoak) makro-
organizmusba (novény, allat, ember) valo behatolasat és ottani szaporodasat fertozés-
nek nevezziik. A fert6z6 betegség kialakulasa és lefolyasa lényegében a mikroorga-
nizmus patogenitasatol és a makroorganizmus im munitasatol fiigg.

A fert6z6 betegségek lekiizdésére évtizedek Ota antiinfektiv hatéanyagokat
alkalmaznak kemoterapiara.

A penicillint A. Fleming 1928-ban fedezte fel annak alapjan, hogy a hato-

anyag baktériumtenyészetben Staphylococcus-mentes zonat képzett. A penicillin volt
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az elsé antibiotikum, amelyet ipari mértékben allitottak el6. A klinikai gyakorlatban
nagy jelemtOségre tett szert.

Penicillineknek ma a B-laktam-antibiotikumok csoportjat nevezik; ezeket a
hatbanyagokat Penicillium fajtaji gombak (példaul P. chrysogenum és P. notatum)
termelik. A baktériumo6lé hatas a baktériumsejtfal szintézisének gatlasan alapul. A
penicillin inaktivalja a baktérium transzpeptidaz enzimjét, ami a sejtfal mureinjének -
poliszacharidlancai kozotti keresztkotéseket megakadalyozza.

A penicillin felfedezése 6ta szamtalan olyan hatéanyagot izolltak és szinteti-
zaltak, amelyek a mikroorganizmusok novekedését gatoljak vagy a mikroorganizmu-
sokat elolik. A legtobb antibiotikum talajbol izolalt Streptomyces-fajokbol szarmazik
(ca. 65 %). Feltételezik, hogy a mikroorganizmus ezeket az anyagokat a talajban él6
konkurrensek elnyomasara hasznalja.

Az izolalt antibiotikumok szamat kb. 8000-re teszik, e koziil kb. 100 a gyé-
gyaszatban alkalmazhat6. A hatdanyagok kilonb6zd anyagosztalyokba sorolasa kii-
16nb62z6 szempontok szerint, példaul kémiai szerkezet vagy hatasmechanizmus alap-
jan tortént.

Idokozben az antibiotikumokat nemcsak fert6z6 betegségek lekiizdésére, ha-
nem immundepresszivumként, az antitumorterapiaban citostatikumként, névény-
védOszerként, élelmiszer-konzervalasra, az allattartasban takarmanykiegészitoként
engedélyezték.

Az utols6 években szamos, antibiotikummal rezisztens mikroorganizmus torzs
bukkant fel. Egy antibiotikummal szemben rezisztens térzsek mellett tobb antibioti-
kummal szemben rezisztens torzek is talaltak, ezek bizonyos betegségek lekiizdését
killonosen nehezitik.

Kiilonbozd antibiotikumok bizonyos kérokozokkal szembeni aktivitasat \vizs-

galva azt talaltak, hogy néhany hat6anyag (példaul amoxycillin vagy ampicillin)
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majdnem kizérolag sejten kiviil hat (Scaglione és mtsai, Chemotherapie, Vol. 39
(1993), 416-423; Balland és mtsai, J. Antimicrob. Chemother., Vol. 37 (1996), 105-
115). Ezek a hatéanyagok tehat foleg sejten beliil Iévé mikroorganizmusok ellen nem
alkalmazhatok. A sejten beliili aktivitas javitdsara ampicillin-nanorészecskéket alli-
tottak el6 (Balland és mtsai a fent megadott helyen).

Olyan fert6zések, mint példaul tuberkuldzis és egyéb mikobaktériumos ferts-
zések esetén a kezelési lehetdségek spektrumanak bovitése kivanatos volnaa mindig
szikséges kombinaciés terapia miatt. Mas sejten beliili fertézések, igy példaul a
Chlamydia-fert6zés esetén (amelynek lehetséges jelentdségét az arterioszklerdzis
patogenezise szempontjabol csak nemrég ismerték fel; Stille und Dittmann, Herz,
Vol. 23 (1998), 185-192) intracelluléris, késleltetett hatasa antibiotikumok lényeges
haladést jelenthetnek kezelésben és megeédzésben.

A talalmany szerint most meglepd modon megallapitottuk, hogy antiinfektiv
hatéanyagok HAS-hoz torténd kapcsolasa a hatdanyagok tulajdonsagainak, foleg az
in vivo felezési idejének, a sejtbe valo felvételének és/vagy hatasanak javitasat ered-
ményezi.

A taldlmany szerint tetszéleges antiinfektiv hatoanyagot, ill. tetszéleges anti-
biotikumot alkalmazhatunk. Hatéanyagként elénydsen aminopenicillint, cefalosporint
vagy aminocefalosporint, beta.laktam-antibiotikumot, karbapenemek,
aminoglikozidot, tetraciklint, makrolid-antibiotikumot, giraz-gatlot ciklopeptid-
antibiotikumot, linkomicint, streptogramint, everninomicint, oxazolidinont,
mitroimidazolt, szulfonamidot, Co-trimoxazolt, helyileg alkalmazhat6 antibiotikumot,
virus6l6t, gombaolot, tuberkulostatikumot alkalmazunk.

A fenti anyagcsoportokbol példaul az alabbi hatdanyagokrol lehet szo:
ampicillin, amoxicillin, cefotaxim, ceftazidim, vankomicin, klindamicin,

metronidazol, izoniazid, rifimpicin, rifabutin, rifapentin, etambutol, piracinamid,
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sztreptomicin, protioamid vagy dapson; az aminopenicillinek,.°1:g.y:.anif)'1c1‘ﬂiri,".
amoxicillin, tovavva a makrolidok és streptomicin alkalmazasa kilénosen elényos.

A talalmany egy kiviteli alakja szerint hatéanyag aminopenicillint alkalma-
zunk, amelyet aminocsoportjaval kozvetleniil a hidroxietil-keményitéhez kapcsolunk.

Egy masik kiviteli alak szerint aminopenicillin helyett aminocefalosporint
alkalmazunk, ami az allergiat kivaltd hatast csokkenti. Tovabbi kiviteli alakként a
HAS-makrolid-kapcsolés, hatéanyagként eldnydsen eritromicint vagy szarmazékat,
kilonosen eritromicil-amint alkalmazunk. Alternativ modon a  streptomicin
hatéanyagkénti alkalmazasa is lehetséges.

A talalmany egy kiilonosen eldnyds megvaldsitasi modja szerint az
antiinfektiv hatéanyag és a hidroxietil-keményitd kozotti kapcsolasa a hidroxietil-
keményito redukal6 terminalis csoportjain keresztiil torténik.

A talalmany egy tovabbi megvaldsitasi formaja szerint az antiinfektiv haté-
anyag linkeren keresztiik kapcsolddik a hidroxietil-keményitéhoz.

A jewlen talalmany tovabba gyogyaszati készitményekre is vonatkozik,
amelyek egy talalmany szerinti vegyiiletet tartalmaznak. A gyogyaszati készitmény
altalaban gyogyaszatilag elfogadhaté hordozot is tartalmaz.

Végiil a talalmany a talalmany szerinti vegyiiletek fert6zo betegségek kezelé-
sére alkalmas gyogyaszati készitmény el6allitasara torténd alkalmazasara is vonatko-
zik. A gyogyaszati készitmény kiilondsen olyan fert6zd betegségek kezelésére alkal-
mas, amelyeket sejten beliili korokozok idéeznek elé. Ezek a korokozok tartozhatnak
a patogén vagy fakultativ patogén korokozok teles spektruméhoz, lehetnek példaul
baktériumok, virusok vagy parazitak, mikoplazmak, mikobaktériumok, klamidiak,
rickettsziak stb.

A taldlmany egy tovabbi aszektusa szerint HAS-nukleinsav-konjugatumokat

allitunk el6. Jelenleg nagy terjedelemben kutatnak nukleinsav-adatbazisokat olyan
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nukleinsavak megtalalasa céljabol, amelyek bizonyos aktivitassal rendelkeznek. Ilyen
keresett aktivitas lehet példdul egy nukleinsav azon tulajdonsaga, hogy képes mas
nukleinsavhoz, receptorokhoz vagy virusos proteinhez kotédni. Egy ilyen kotés bio-
logiai szignalt serkenthet vagy gatolhat. Ilyen célra a természetben eléfordulé D-
DNS- és D-RNS-molekulék mellett L-DNS- és L-RNS-molekulakat is alkalmaznak,
amelyek a természetben eléfordulé molekulaktdl abban kiilonboznek, hogy a nuklein-
savak alkotorészeként a megfelelé D-forma helyett L-ribozt, ill. L-dezoxiribozt tar-
talmaznak (v6.: WO 98/08856). A jelen talalméany keretében sikeriilt kimutatni, hogy
olyan HAS-nukleinsav-konjugatumok allithatok el, amelyeknek a természetes
funkcionalitasa megmarad (lasd 7. példa).

A talilmany tovabba kovalens HAS-hatdanyag-konjugatumok eldallitasara
alkalmas eljarasra is vonatkozik. Az eljaras vizes vagy szerves reakciokozegben valo-
sithat6 meg, a vizes fazisban végzett kapcsolast azonban elényben részesitjiik.

A kovalens HAS-hatoanyag-konjugatumok eléallitasara alkalmas eljaras ke-
retében hidroxialkil-keményit6t és legalabb egy hatdanyagot reakciokozegben rea-
galtatunk egymassal. A reakciokozegre jellemzd, hogy viz vagy viz és szerves oldo-
szer legalabb 10 tomeg% vizet tartalmazo elegye.

A taldlmany szerinti eljaras reakcidkozege legalabb 10 tomeg%, elényosen
legalabb 50 tomeg%, kiilonosen elényosen legalabb 80 tomeg%, igy példaul 90 t6-
meg% vagy akar 100 tomeg% vizet, és ennek megfelelen legfeljebb 90 tomeg%,
elonydsen legfeljebb 50 tomeg%, killonosen elonyosen legfeljebb 20 tomeg%, pél-
daul 10 tomeg% vagy akar 0 tomeg% szerves olddszert tartalmaz. A reakcié tehat
vizes fazisban megy végbe. El6nyosen a reakciokézeg viz.

A taldlmény szerinti eljaras mar azért is elényos, mert nem sziikségszeriien
kell toxikoldgiailag aggalyos olddszert alkalmazni, és igy az elodallitott termékbél

nem kell toxikologiailag aggalyos oldoszert vagy annak nyomait eltavolitani. Ez a
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lépés az eddig ismert eljarasok esetén mindig sziikséges a nemkivanatos oldogzet::’
nyomok eltavolitisira. Tovabba az eddig ismert eljarasok esetén kotelez6 jarulékos,
esetleges toxikus oldoszermaradékok kimutatasara szolgalé mindségi ellen6rzést el
lehet hagyni, mert a talilmany szerinti eljarasban a toxikologiailag aggalytalan oldo-
szerek alkalmazasat elonyben részesitjiik. A talalmany szerint elényos olddszerek
példaul  toxikologiailag aggalytalan protonos oldoszerek, igy etanol vagy
propilénglikol.

A talalmany szerinti eljaras tovabbi elénye, hogy proteinek vagy peptidek
szerves olddszer okozta irreverzibilis vagy reverzibilis szerkezeti valtozasai kizartak,
mig szerves oldoszerben megvalositott eljarasok esetén az ilyen valtozasok nem min-
dig zarhatok ki. A talalmany szerinti eljarassal eléallitott polipeptidek tehat a dimetil-
szulfoxid ban eldallitottaktol kiilonbozhetnek.

A talalmany szerint tovabba meglepé modon azt allapitottuk meg, hogy HAS
és hatdanyag vizes oldatban végzett kapcsolasa anélkiil valosithatd meg, hogy sza-
mottevo mellékreakciok lennének megfigyelhetok. A taldlmany szerinti eljaras tehat
kozvetlenil javitott, nagy tisztasagh termékekhez vezet. A talalmany szerinti eljaras
els6 izben lehetdvé teszi olyan HAS-hatéanyag-konjugatumok egyszerii eldallitasat,
amelyekben a hat6anyag aktiv formaban van jelen és a hidroxialkil-keményit6 el6-
nyos tulajdonsagai megmaradtak. A HAS-hatéanyag-konjugatumnak a reakcidelegy-
bdl torténd elkiilonitésére nem sziikségeltetnek kilénos eljarasok, mert a reakcid vi-
zes fazisban megy végbe, tehat nem sziikségszeriien kell szerves oldoszert eltavolita-
ni.

A talalmany értelmében eldnyos, ha a hidroxialkil-keményité kozvetlenil a
hatéanyag e-NH,-, a-NH;-, SH-, COOH- vagy -C(NH,),-csoportjahoz kapcsolodik.
Alternativ megoldasként tovabbi reakcioképes csoportot vihetink be HAS-ba, vagy a

HAS és hatéanyag kozotti kotést linkeren keresztill valosithatjuk meg. Hatéanyag és
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PEG kozotti kapcsolas kialakitasara alkalmazhatd linkerek a technika allasabél is-
mertek. Aminosavak, kiilonosen glicin, alanin, leucin, izoleucin és fenilalanin
linkerkénti alkalmazasat (WO 97/38727 és EP 605 963) elényben részesitjiik.

A taldlmany szerinti eljaras egy kiviteli alakja szerint a hatéanyaggal torténd
Osszekapcsolas el6tt a hidroxialkil-keményit6t oxidaljuk. Az oxidalas a technika alla-
sabol ismert eljarasok valamelyike szerint torténhet; a HAS redukald terminalis cso-
portjainak szelektiv oxidalasa elényos. Ez az intézkedés olyan eljarast tesz lehetdvé,
amelynek soran a HAS oxidalt redukal6 terminalis csoportja a hatdanyag egyik
aminocsoportjaval amid keletlezése kozben reagil. Ennek a kiviteli alaknak az a kii-
16n6s elénye, hogy HAS és a hatdanyag kozott fajlagos kotés jon létre, ami kiilondsen
homogén termékhet vezet.

Az oxidalt redukal6 terminalis csoportokat tartalmazé HAS és a hatdanyag
reagaltatasa sordn a reakcididé elényosen legaldbb 12, killsndsen elényosen legalabb
24 o6ra. Kivanatos lehet tovabba tetszbleges aktivator, példaul etildimetil-amino-
propil-karbodiimid (EDC) adagolasa. A HAS és hatoanyag kozotti molarany tetszole-
gesen valaszthato, altalaban az arany HAS : hatéanyag 20:1 és 1:20 kozotti tarto-
manyban van; a 6:1 és 1:6 kozotti arany kiilonosen elényds. A legjobb eredményeket
a HAS : hatoanyag kb. 2:1 arannyal értiik el.

A hatéanyag aminocsoportja és HAS kozotti masféle kapcsolasi reakciot a
talalmany természetesen szintén magaban foglal, példaul olyan eljarast, amelynél
HAS és a hatéanyag kozvetleniil reagalnak egymaéssal, aminek soran HAS és hato-
anyag kozott kozbensé termékként Schiff-bazis jon létre. A Schiff-bazis ~CH=N-
azometilcsoportja ezt kovetden <2H> formalis addicionaltatasaval —CH,-NH-
metilénamin-csoportta redukalhat6. Erre a redukalasra szakember a technika allasabol
ismert redukaloszerek valamelyikét valaszthatja, a borhidriddel végzett redukalas

kilonosen elonyos.
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A hidroxialkil-keményit6t a hatoanyag tetszGleges csoportjahoz kapcsolhat-
Juk. A kapcsolas el6nyosen Gigy torténik, hogy a metabolizalt konjugatum a hato-
anyag kapcsolas el6tti aktivitdsanak legalabb 50 %-at, elényosen legalabb 75 %-at
megorizze. Az aktivitas legalabb 95 %-anak megdrizése killonosen elényods. A kap-
csolasi reakcié természetesen Ugy is szabalyozhato, hogy a hidroxialkil-keményit®
kizarolag a hatoanyag egy vagy tobb meghatarozott csoportjahoz kot, példaul egy
peptid lizin- vagy cisztein-maradékahoz. Kiilonos elények adddnak, ha a hidroxialkil-
keményitdt az oxidalt redukalé csoportokon keresztiil a hatdanyag egy vagy tobb
meghatdrozott csoportjahoz ~ kétjilk, mert igy homogén HAS-hatéanyag-
-konjugatumok keletkeznek.

A talalmany egy elony6s kiviteli alakja szerint a reakci6 kiindulasi anyagaként
HAS-t és proteint vagy peptidet alkalmazunk. Ennek soran tetszéleges, természetes
eredetli vagy rekombinans terapias vagy diagnosztikai proteineket alkalmazhatunk. A
jelenleg a kereskedelmi forgalomban kaphat6 rekombinans proteinek listaja a Pharma
Business 2000 jolius/augusztusi szamaban a 45-60. oldalon talilhato. A talalmany
olyan HAS-hatéanyag-konjugatumok eldallitasat foglalja magaban, amelyek az em-
litett publikalasban szereplé hatdanyagok barmelyikét tartalmazzak.

Kiilondsen elonyos, ha a konjugatum eléallitasaban citokint is alkalmazunk.
Citokinként az alabbiak johetnek szamitasba: interferonok, interleucinek, novekedési
faktorok, enzime, enzim-gétlok, receptorok, receptor-fragmensek, inzulin, faktor VIII,
faktor IX, antibiotikumok (vagy antiinfektivumok), peptid-antibiotikumok, virusbura-
proteinek, hemoglobin, eritropoietin, albuminok, hTPA, antitestek, antitest-
fragmensek, egyszali antitestek, DNS, RNS vagy szarmazékaik. Kiilonos elények
rekombinans proteinek vagy peptidek alkalmazasaval ad6dnak. Ahogy azt mar el-
mondtuk, megfelel6 proteinek gyakran nem lehet hatéanyagként alkalmazni, mert az

emberre nézve antigén tulajdonsagaik vannak. A talalmany szerinti eljardsban HAS-
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hoz kapcsolt rekombinans proteinek immunogenitasa azonban csékl;é'n.t, :ami’lse'he'{é\?é'.
teszi alkalmazasukat a human gyogyaszatban.

Kulonleges elények tovabba HAS és rovid lanci proteinek és kisebb peptidek
Osszekapcsolasa esetén adodnak. Jelenleg szamos peptidbankot létesitenek, példaul
fag-kijelzé-bankok, amelyeknél rovid oligopeptideket (példaul a mono 3-20-szorosa)
fagok feliiletén exprimalnak. Tovabba egyetlenegy polipeptidlancbol allé antitesteket
(un. ,single chain antibodies”, egyszalu antitestek) baktériumokban vagy fagok felii-
letén exprimalnak. Ezeket a bankokat bizonyos hatdanyag- vagy kotés-aktivitas
szempontjabol kutatjdk. A megfeleld peptid-hatdanyagok vagy antitestek terapias
vagy diagnosztikai alkalmazasa mindezideig azért hiusult meg, mert ezeket az anya-
gokat - kis méretilk miatt — révid idén belil kivalasztja (vo.: Chapman és mtsai,
1999, a fent megadott helyen). A talilmany szerinti eljarassal ezek a peptidek elényo-
sen HAS-hoz kapcsolhato, az igy elért in vivo felezési idejitk a hatéanyagkénti alkal-
mazasukat lehetévé teszi.

A fent vazolt alkalmazasi lehetdségek helyett alternativ médon a hatéanyag
lehet hormon, szteroidhormon, aminosavrél vagy zsirsavrol levezetett hormon. Egyes
esetekben sziikséges lehet, hogy a HAS-sal val6 kapcsolas elstt példaul linker segit-
ségével aktiv csoportot vigyiink be a hormonba.

A talalmany értelmében a kiindulasi anyag tetszoleges, fiziologiailag elvisel-
het6 hidroxietil-keményitd lehet. Elonyds, ha a HES atlagos méltomege 1-300 kDa,
kiilonosen 1-150 kDa, kiulénosen elénydsen 2-40 kDa. A HES molaris szubsztitucids
foka eldnyosen 0,1-0,8, a C; : Cq szubsztitualas aranya 2 és 20 kozotti tartomanyban
van, a hidroxietil-csoportokra vonatkoztatva.

A talalmany a fenti eljarassal elGallitott HAS-hat6anyag-konjugatumokra is
vonatkozik. Ezek a konjugatumok eldnyos tulajdonsagokkal rendelkeznek, mégpedig:

a hatéanyag nagy aktivitasa, alacsony immunogenitas, hosszi tartozkodasi id6 a test-
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ben és kivalo reologiai tulajdonsagok, amelyek a konjugatumok has;nosségét fokoz-
zak.

A talalmany tehat gyogyaszati vagy diagnosztikai készitmény eloallitasara
alkalmas eljarasra is vonatkozik, amelynek soran a feni eljarasok valamelyike szerint
HAS-hatéanyag-konjugatumot éllitunk el6, majd a kapott konjugatumot egy, a tech-
nika 4llasabol ismert, gyogyaszatilag elfogadhaté hordozéval, adjuvanssal vagy se-
gédanyaggal osszekeverjik. A talalmany az ezzel az eljarassal eldallithato gyogya-
szati vagy diagnosztikai készitményre is kiterjed.

A fenti gydgyaszati készitmény gyodgyaszati alkalmazisa a hatéanyag milyen-
ségétdl figg. Ha a hatdanyag példaul hemoglobin, a konjugatum oxigén-transzportalé
készitményként alkalmazhat6. Ha az elGallitds soran hatéanyagként citokint alkal-
maztunk, a konjugitum a tumorteripiaban alkalmazhatd6. A mindenkori
konjugatumnak a gyogyaszati készitményben jelenlévé koncentracijat minden atla-
gos szakember minden tovabbi nélkiil dozis-hatas-tesztekbél megallapithatja.

A diagnosztikai készitmények in vivo vagy in vitro betegségek vagy zavarok
diagnosztizalasara alkalmazhatok. Ha a hatoanyag antitest vagy antitest-fragmens, a
konjugatum példaul a technika allasiban szokasos ELISA kimutatasi eljarasok meg-
valositasara alkalmas.

A példakban az alabbiakban leirt anyagokat alkalmaztuk.

human szérumalbumin Sigma-Aldrich A3782

HES 130 kD: 130/0,5 tipusu, T91SEP-bdl eldallitva
(Fresenius Kabi)

adatok: My: 130 000 + 20 000 D

M;: 3695D

EDC Sigma-Aldrich 16.146-2

(etildimetil-amino-propil-karbodiimid)
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HOBt Sigma-Aldrich 15.726-0
1-hidroxi-1H-benzotriazol-hidrét)
DIG-glikan kimutat) kit: Roche-Boehringer, 1142 372.

Az alabbi példak HSA és diaminobutin oxidalt redukalé terminalis csopor-
tokkal rendelkez6 HES-hez vald, ill. HSA HES-hez vald kézvetlen kapcsolasat
mutatjak. Ebben HSA és diaminobutan csak példak a fent emlitett hatéanyagokra. A
7. példa oligonukleotidok és HES kapcsolasat mutatja.

1. példa

A hidroxietil-keményit6 redukalo terminalis csoportjainak szelektiv oxidalasa

A hidroxietil-keményit (130 kD és 10 kD) redukalé terminalis csoportjainak
oxidalasa céljabol a keményit66t minimalis mennyiségii vizben feloldottuk és az ol-
dathoz kiilonb6z6 mennyiségii jod-oldatot és KOH-oldatot adtunk.

Az elegyet kevertiik, mig az I-re utalé szin el nem i(’mt. Ezt tobbszorésen
megismételtik, hogy nagyobb mennyiségii jod-oldat és KOH-oldat adagolasat elér-
juk. Ezt kévetGen az oldatot Amberlite IR 120 Na* kationcseréld gyantan tisztitottuk,
20 oran keresztiil desztillalt vizzel szemben dializaltuk (a dializiscsévek kizarasi hata-
sa 4-6 kD volt), majd liofilizaltuk.

Az oxidalas fokat Somogyi, N. (Method in Carbohydride Chemistry, 1. kot.
(1962), 384-386. old.) mddszerével hatiroztuk meg. Az oxidacids reakcié jegyzd-
konyvét az 1. tablazatban kozoljik.

1. tablazat: A hidroxietil-keményit6 (130 kD és 10 kD) redukald terminalis cso-

portjainak kiillonboz6 korilmények kozott végzett oxidalasa
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El aras HES (Mn) Jéd-oldat KOH-oldat Oldészer Reakcididd Hozam.
I} 0.IN 0.IN

OXIDALAS (1) lg 03 ml 0.5ml Viz 4éra 30,1%
HES 130 2.4x10™mol 3.0x10”mol 5.0x10” mal 4.0ml 25°C
OXIDALAS (2) 4g 1.0ml 1.5ml Viz éjszakan at 24,8%
HES 130 9.4x10”mol 1.0x10*mol 1.5x10* mol 6.0 ml 25°C
OXIDALAS (3) Sg 1.2ml 1.5ml Viz éjszakan at 24,3%
HES 130 1.2x10"*mol 1.2x10™mol 1.5x10" mol 7.5ml 25°C
OXIDALAS (4) 5g 3.0ml 4.5ml Viz éjszakan 4t 60,8%
HES 130 1.2x10™mol 3.0x10"*mol 4.5x10" mol 7.5ml 25°C
OXIDALAS (5) 5g 40ml Sml Viz ¢jszakan at 80,0%
HES 130 1.2x10™mol 4.0x10*mol 5.0x10™ mol 7.5ml 25°C
OXIDALAS (6) 8g 7.0 ml 11.5ml Viz &jszakan at 88,4%
HES 130 1.9x10™mol 7.0x10™mol 1.2x10° mol 7.5ml 25°C
OXIDALAS (7) 10g 10 ml 20 ml Viz éjszakan at 100%
HES 130 2.4x10™mol 1.0x10”mol 2.0x10 mol 75ml 25°C
OXIDALAS (1) Sg 20ml 2.0ml Viz 20 6ra 3,0%
HES 10 1.4x10”mol 2.0x10"mol 2.0x10™ mol 10.0 ml 25°C
OXIDALAS (2) Sg 35ml 45ml Viz éjszakan at 5,3%
HES 10 1.4x10”mol 3.5x10"mol 4.5x10™ mol 10.0 ml 25°C
OXIDALAS (3) 15g 21.0ml 31.0ml Viz éjszakan at 10,5%
HES 10 4.1x10mol 2.1x10°mol 3.1x10° mol 25°C
OXIDALAS (4) 3g 83.0 ml 180.0ml Viz éjszakan at
HES 10 2.2x10”mol 8.3x10°mol 1.8x10" mol 25°C 80,0%
OXIDALAS (5) 7g 95.0 ml 210.0 ml Viz éjszakan at
HES 10 1.9x10mol 9.5x10mol 2.1x107 mol 25°C 100,0%
OXIDALAS (6) 64g 50 ml 150 mi Viz &jszakan at
HES 10 1,7%x10”mol 5,0x10° 1,5x10? 25°C 100,0%

A tablazatban Osszefoglalt jegyzokonyvek példajaként az alabbiakban a (6)

oxidalast (HES 10 kD) részletesen leirjuk. 6,4 g (1,7 mmol) hidroxietil-keményit6t
(10 kD) reakcidedényben allandé keverés mellett kevés vizben feloldottunk. Az ol-
dathoz 50 ml (5,0 mmol) 0,1 N jodoldatot és 150 ml (15 mmol) 0,1 N KOH-oldatot
adtunk. Az elegyet egy ¢jszakan at 25 °C-on allni hagytuk, utana Amberlite IR 120
szemben dializaltuk

tisztitottuk és  vizzel

(Na'-forma) ioncserélégyantan
(dializistomld: celluloz-acetat, kizasari hatar 4-6 kD) A dializalt terméket liofilizaltuk
(Heraeus-Christ Alpha, lombikszéritas egy éjszakan at).

Az 1. tablazatbol kiveheté6 médon HES 130 kD esetén a redukal6d terminalis

csoportok teljes oxidalasat (100 %-os hozamot) értiik el, miutan a jod mennyiségét

3,0x10” molrél 1,0x10 molra emeltiik.
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A HES 10 kD redukal6 terminalis csoportkainak teljes oéidélé:séhgz' a _‘i‘é;d‘
mennyiségének tovabbi emelésére volt szitkség, a 2,1x10° molt meghalado értékre.
2. példa
Oxidalt redukald terminalis csoportokkal rendelkezé HES és HSA vizes fazis-
ban végzett osszekapcsolasa |
Az oxidalt redukalé terminalis csoportokkal rendelkezé hidroxietil-keményit6t
(ox-HES) és HSA-t vizben teljesen feloldottuk Miutén az oldat kitisztult, etil-dimetil-
amino-propil-karbodiimid (EDC) vizes oldatat adagoltuk. A kimélé keverés kozben
folytatott EDC-s aktivalas utan tovabbi EDC-t adagoltunk. Az elegyet sziikkség esetén
HOBt-tel aktivaltuk és egy éjszakan at allni hagytuk. A terméket vizzel szemben 15
oran at dializalva tisztitottuk, majd liofilizaltuk (az alabbiakban: A-eljaras). A kap-
csolasi reakcio jegyzokonyveit a 2. tablazat tartalmazza.
2. tablazat: ’oxidélt redukald terminalis csoportokkal rendelkezé HES (130 kD és
10 kD) és HSA kiilonb6z6 korilmények kozott végzett kapcsolasa (A-
eljaras; az ox-HES oszlopban megadott szamok az 1. tablazat szerinti

oxidacids eljaras szamat adjak meg.
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(Mn) valas
Kapcsolas 1 300 mg 100 mg (1) 25mg 100 mg H,0/dioxan 1.50ra 4 ora
ox-HES 130 4.4x10*mo} 2.4x10®mol 1.6x10"*mol 7.7%10*mol 13 ml/2 ml 3.4°C 25°C
Kapcsolas 11 100 mg 300 mg (2) 15mg 100 mg H,O/dioxan 1.5 6ra éjszakin it
ox-HES 130 1.5x10®mol 7.0x10°mol 9.7%10*mol 7.7%10*mol 10 ml/3 ml 3-4°C 25°C
KapcsolasIIl 200 mg 38g(5) 46.5 mg 20mg H,O/dioxan 0 6ra 24 6ra
ox-HES 130 3.0x10°mol 8.9x10°mol 3.0x10*mol 1.5%x10"mol 10 ml/3 ml 25°C
Kapcsolas IV 100 mg 1.9g(5) 25mg 20mg Viz 1.5 6ra éjszakan at
ox-HES 130 1.5%10%mol 4.5%x10°mol 1.6x10*mol 1.5%10*mol 3.4°C 25°C
Kapcsolas V 200 mg 43g(5) 100 mg 0mg Viz 0 dra ¢jszzkén at
ox-HES 130 3.0x10%mol 1.0x10”mol 6.0x10™mol 25°C
Kapcsolis VI 100 mg 130 mg (7) 50mg 0mg Viz® 06ra S ora
ox-HES 130 1,5x10°% 3,0x10°mol 3,0x10*mol Sml+ 10ml 25°C
KapcsolasVII 100 mg 130 mg (7) 200 mg Omg Viz' Sml 0 6ra 24 6ra
ox-HES 10 1,5x10° 3,0x10%mol 3,0x10*mol +2x 10ml 25°C
Kapesolas 1 100 mg 300 mg(1) 5mg 100 mg H,0/dioxan 1.5 ora éjszakan at
ox-HES 10 1.5x10mol 8.1x10”mol 3.0x10*mol 7.7%10*mo) 13 ml/2 ml 3-4°C 25°C
Kapcsolas IT T0mg 1.0g(2) 155 mg Omg Viz 10ml éjszakan at
ox-HES 10 1.0x10%mol 2.7%10*mol 1.0x10"*mol 25°C
0 6ra
Kapcsolas]Il 200 mg 3.0g(3) 77.5mg 20 mg Viz 0 6ra 6 6ra
ox-HES 10 3.0x10°mol 8.1x10™mol 5.0x10*mol 1.5%10*mol 25°C
Kapcsolas [V 50mg 7.4g(4) 282 mg Omg Viz 0 6ra éjszakan 4t
ox-HES 10 7.4x10"mol 2.0x10°mol 1.5x10”mol 25°C
Kapcsolas V 100 mg 103 g (6) 93 mg 0mg viz® 0 dra 20 6ra
ox-HES 10 1.5x10%mol 2.8x10”mol 5.6x10"mol 4ml 25°C
Kapcsolas VI 100 mg 103 g (6) 200 mg Omg viz' 0 éra 306
ox-HES 10 1.5x10*mol 2.8x10"*mol 1.2x10”mol 3xS ml 25°C

Az ox-HES 130 kD és HSA kozétti VII. kapcsolasi reakciot az alabbiakban

részletesen ismertetjilk. Gomblombikban 130 mg ox-HES 130 kD-t (oxidacios fok

kb. 100 %) és 100 mg HSA-t keverés kozben kb. 5 ml vizben szobahdmérsékleten

oldottunk. Miutan az oldat kitisztult, hirom adagban 6sszesen 200 mg EDC 15-30 ml

vizzel készitett oldatat csepegtettiik az oldathoz egy ora alatt. Két adagolas kozben az

elegyet kb. 4 6ran 4t szobahomérsékleten kevertitk. Huszonnégy 6ras reakcioidd utan

az elegyet vizzel szemben dializaltuk (dializistomlo: celluloz-acetat, kizasari hatar 4-6

kD) A dializalt terméket liofilizaltuk.

3. példa

HSA kozvetlen kapcsolasa HES-hez vizes fazisban
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E reakcio elve azon alapul, hogy HES és a protein aminocsoportjai kozott
Schiff-bazis jon létre, a reakciot a Schiff-bazis NaBH, hidriddel végzett, a megfeleld
amint eredményezd redukalasan keresztiil szabalyozhatjuk (az alibbiakban B-elj aras).

A hidroxietil-keményitét kevés vizben teljesen feloldottuk. Az oldathoz 9,0
pH-ju boratpufferrel készitett HSA-oldatot adtunk. Az oldathoz natrium-bér-hidratot
adtunk és az elegyet szobahémérsékleten kevertikk. Tovabbi HES 130 kD oldatot,
majd tovabbi natrium-bor-hidridet adagoltunk. A reakcié befejeztével a fent mar le-
irtak szerint a terméket dializaltuk, majd liofilizaltuk. Az egyes kisérletek jegyzo-
konyveit a 3. tablazatban allitottuk ossze.
3.tablazat:  HES (130 kD és 10 kD) és HSA kozotti kozvetlen kapcsolas kiilonbo-

z6 kortilmények kozott

B-Eljaras HSA HES (Mn) NaBH4 Puffer Reakti6ids
pH

Kapcsolas 1 50 mg 500 mg 500 mg Na,HPO,, 0 ml 48 6ra
HES 130 7.5x10"mal 1.2x10”mél 1.3x10”mél 7.4 25°C
Kapcsolas I1 100 mg 10g 60 mg Na,HPO,, 1 ml 20 6ra
HES 130 1.5%10°mol 2.4x10"mél 1.6x10°mél 74 25°C
Kapcsolas [T 50mg 98g 285 mg Na,HPO,, 1 ml 36 6ra
HES 130 7.5%107mé} 2.3x10*mél 7.5x10”mél 74 25°C
Kapcsolas [V 50mg 20g 180 mg Borat 0. 1M 306ra
HES 130 7.5x107mé] 4.7x10°mél 4.7x10°mél 9.0 25°C
Kapesolas V 50mg 40g 60 mg Borat 0.1M 100 6ra
HES 130 7.5x10"mél 9.4x10°mél 1.6x10”°mél 9.0 25°C
Kapcsolas 1 50 mg 28g 28 mg Barit 0.1M 80 6ra
HES 10 7.5x10"mdl 9.4x10*mél 1.6x10°mél 9.0 25°C

A 130 kDa-os HES kapcsolasahoz 2,0 g HES-t kb. 5 ml vizben teljesen felol-
dottuk. Az oldathoz 50 mg HSA 1 ml 9,0 pH-ju, 0,1 M boratpufferrel készitett oldatat
adtuk. Ehhez az oldathoz 30 mg natrium-bor-hidridet adtunk és az elegyet szobahé-
mérsékleten kevertikk. Tizennyolc ora elteltével tovabbi 2,0 g HES 130 kD oldatat,
majd tovabbi 30 mg natrium-bér-hidridet adagoltuk. Osszesen 100 6ra reakcitidd

utan az oldatot dializaltuk, majd fagyasztva szaritottuk. (V. kapcsolas, HES 130 kD).
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A HES 10 kD kapcsolaséhoz e vegyiilet 1,4 g-jat kb. 5 ml \;i.zbe.n te.l};sgn fel—
oldottuk. Az oldathoz 50 mg HSA 1 ml 9,0 pH-jit 0,1 M boratpufferrel készitett ol-
datat, majd 14 mg nétrium-bor-hidridet adtunk és az elegyet szobahdmérsékleten ke-
vertiik. Tizennyolc 6ra elteltével tovabbi 1,4 g HES 10 kD oldatat, majd tovabbi 14
mg natrium-bor-hidridet adagoltuk. Osszesen 80 6ra reakcididé utan az oldatot
dializaltuk, majd fagyasztva szaritottuk. (I. kapcsolas, HES 10 kD).

4. példa

A kapcsolasi termékek gélpermeacios kromatografias modszerrel (GPC) vég-
zett elemzése

A reakciotermékeket gélpermedcios kromatografias (GPC) moédszer segitsé-
gével elemeztiik.

4.1 FPLC-késziiléket (Pharmacia) alkalmaztunk, amely HPLC UV monitorral

(Hitachi) allt kapcsolatban. A kériilmények az alabbiak voltak:
Oszlop: Superose 12 HR 10/30 (1x30 cm) (Pharmacia)
UV-monitor: 280 nm

szivattyu: 0,2 mi/perc

puffer: 50 mM foszfat/150 mM NaCl, pH 7,2.

A fenti korulmények kozott a HSA-csics altalaban 63 perc elteltével jelenik
meg, 57 percnél kisebb csiics mérhetd, amely a HSA-dimerekre vezethet vissza. A

GPC segitségével kapott kromatogramok az alabbiak szerint értelmezhetdk.

4.2 Az 1. abra szerinti kromatogram az ox-HES 130 kD és HSA kapcsolasa
(III. kapcsolas) utani termékek méreteloszlasat mutatja. Ennek a kapcsolasi eljarasnak
HOBt-aktivalas nélkiil nagyon jo eredményei voltak. Egyetlen nagy széles csucs volt

37 percnél, egy kisebbik sav 45 percnél, ez utobbi a HSA moltémegét meghaladé
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moltomegih kapcsolasi termékre enged kévetkeztetni. Nem médositott HSA nyomait

is talaltuk.

A 2. abra az ox-HES 130 kD és HSA kapcsolasa (IV. kapcsolas) utani termé-
kek méreteloszlasat mutatja. A reakciét HOBt-vel alktivaltuk, Latszik, hogy ez az
aktivalas a hozamot csokkenti, lehetséges, hogy mellékreakciok elésegitése miatt.

A 3. €s 4. dbra az ox-HES 130 kD és HSA kapcsolasa (V. kapcsolas) kozbeni
€s utani termékek méreteloszlasat mutatja. Két éra reakcioidé utan a legnagyobb kon-
gyobb moltomegii kapcsolasi termékeket is. A reakciod befejeztével nagy koncentraci-
Oban kb. 35 percnél homogén kapcsolasi terméket talaltunk. Nem-médositott HSA és
egy€b kapcsolasi termékek viszonylag csekély koncentracioban voltak jelen.

Az 5. abra a reakciotermékek méreteloszlasat mutatja ox-HES 10 kD és HSA
kapcsolasa (V. kapcsolas) alatt és utan. Itt is latszik, hogy a HSA moltomegét meg-
haladé méltomegi kapcsolasi termékek koncentrécioja a reakcio elérehaladasaval né.

Olyan kapcsolasi reakciot, amelynek soran majdnem az 6sszes HS A-molekula
homogén kapcsolasi termékké alakult, a 6. abra mutatja (a VII. kapcsolas reakcidter-
mékei).

43 A HES és HSA kozvetlen kapcsolasinak elemzése soran kapott
kromatogramok egyik példajat a 7. 4bra mutatja (B-eljaras, HES 130 kD, V. kapcso-
las). Hatarozott csics mutatkozik kb. 65 percnél (HSA). Emellett kapcsolasi terméket
is mutattunk ki (csucs kb. 42 percnél).

5. példa

A kapcsolasi termékek SDS-PAGE és Western Blot segitségével végzett
elemzése
5.1 A PAGE-dzset nitrium-dodecil-szulfit (SDS) jelenlétében Miniprotean 1l

készillek (Biorad cég) és 7,5 %-os akrilamid-gél alkalmazasaval végeztuk. Az
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elektroforézis a gyarto eldirasa szerint tortént. A gélt Blum (Elektl.'éph'ores:i.s., _X.}L.S
(1997), 93-99. old.) eljarasa szerint eziisttel festettik, a proteinek lathatova tétele
érdekében.

A kapcsolasi termékekben glikanok jelenlétét Western Blot és glikan-kimutaté
kit (Roche-Boehringer cég) alkalmazasaval mutattuk ki. Miutan a termékeket SDS-
PAGE segitségével szétvalasztottuk, a Miniprotean II elektroforézis-egység blotting-
késziilékének segitségével nitrocelluloz-membranra vittiik at azokat. A membrant ezt
kovetden perjodattal olyam korilmények kozott oxidaltuk, amelyeknél csupan a vici-
nalis OH-csoportok oxidalodnak. Ezeket utana amino-funkcionalizalt digoxigeninnel
reagaltattuk. Megkotstt  digoxigenint  alkalikus foszfatazhoz  kotott fajlagos
monoklonalis antitestek segitségével mutattunk ki. E célbél a foszfataz egyik szubszt- |
ratuma (4-nitro-tetrazc’>lium-klorid/S-br(’)m-4-klc'>r-3-indolil-foszfét) adagoltunk, amely
nehezen o0ld6do6 kék-biborszinti terméket ad. Ez a termék a membranon lecsapodik és
lathat6va teszi a savokat. Nem modositott HSA-t és kreatinazt negativ kontrollként
alkalmaztunk, mig transzferrin pozitiv kontrollként szerepelt.

Az eljaras pontos Iépései a kit hasznalati utasitasabol (Roche-Boehringer) ve-

hetdk ki.
52 A 8. és 9. dbra az ezisttel befestett SDS-PAGE-gél felvételét (fent), ill. a
membranra atvitt termékeket és a glikan-kimutatast (lént) mutatjak. Az abrakbdl ki-
vehetben a kapcsolasi reakcio soran viszonylag homogén glikan keletkezik reakcio-
termékként, mig egyidejileg a nem modositott HSA koncentracioja csokken.

6. példa

Lehetséges mellékreakciok vizsgalata

Annak vizsgalata céljabol, hogy HES oxidalt redulalé terminalis csoportjainak
onkondenzalodasa formajaban mellékreakciok kovetkezhetnek be, a 4. tablazatban -

osszefoglalt reakcidelegyeket készitettiik.
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4. tablazat: mellékreakciok vizsgalatara szolgalé reakciok

ox-HES EDC HOBt Viz Reakti6idis

HES 130 kD 500 mg 15mg - 5.0ml 30 6ra
1.2x10°mél 7.8x10" mél 25°C

HES 130 kD 500 mg 15mg telitett oldat 5.0ml 30 dra
1.2x10*mél 7.8x10* mél 25°C

HES 10 kD 100 mg 34mg - 5.0ml 30 6ra
2.7%x10°mél 1.8x10°* mél 25°C

HES 10 kD 100 mg 34mg telitett oldat 5.0ml 30 6ra
2.7%10*mol 1.8x10”* mo] 25°C

HES 130 kD 700 mg 31 mg - 5.0ml 30 6ra
1.6x10”mal 1.6x10°* moél 25°C

HES 130 kD 700 mg, 31 mg telitett oldat 5.0ml 30 6ra
1.6x10”mél 1.6x10"* mél 25°C

A kisérlet célja annak kimutatasa volt, hogy HES lehetséges 6nkondenzaloda-
sa torténik-e HOBL jelenlétében vagy tavollétéban avagy sem. A mintikat liofilizal-
tuk és elemeztiik.

GPC és szortfénymérés segitségével a néhany szézalékot kitevd kimutatasi
hataron beliil nem kaptunk moéltémeg névekedésére utalo eredményt.

7. példa

Oxidalt HES és DNS kapcsolasa és a kapcsolasi termék reakcioképességének
elemzése

A reakci6 elve

A reakciot vazlatosan a 10. dbra szemlélteti. Az els6 lépésben a (3) amin-HES
12 kD aminocsoportja reagal a (4) SMCC N-hidroxi-szukcinimid-csoportjaval (5)
konjugatumma. A centifuga dializisbetétjén keresztiili centrifugalassal az el nem rea- .
galt (4) SMCC-t elvalasztjuk. Az (5) konjugatum maleimid-csoportja reagal az (1)
ti0-DNS tiol-csoportjaval a kivént (6) termékké. A (6) képletben félkovéren jelzett
tartomany csak spacer, tetszoleges alakja lehet.

A (6) konjugatum biologiai aktivitasat az EcoR1 restrikcids enzimmel végzett
bontassal vizsgaltuk. A restrikcios enzimek csak kétszal, ép felismerési szekvencia-

val rendelkezé DNS-t vagnak.
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Kétszala DNS-t alkalmaztunk, amelyet az MWG Biotech AG (Ebersberg, DE) szin-
tetizalt. Az egyes szalak szekvenciai:
SEQ ID NO. I: 5’- GTAGAGACAGGAGGCAGCATTGAATTCGCAGGGT-
GAGTAGCAGTAGAGC-3’;
SEQLD‘NO. 2:5- GCTCTACTGCTACTCACCCTGCGAATT-
CAACTGCTGCCTCCTGTCTCTAC-3;
MWG altal moédositott 5°-tiollal C6 S-S-es (lasd 10. abra).

A két DNS szalt kiilon-kiilon kétszer desztilalt vizben oldottuk 2 pg/ul kon-
centracioban és 1:1 aranyban 96 °C-on az (1) kétszalt tio-DNS-sé hibridizaltuk, kon-
centracidja 2 ug/ul volt.

A termékek elemzése

Az elemzés gélelektroforetikusan tortént 4 %-os agarOz-gélben TBE-pufferrel
(45 mM trisz-borat, 1 mM EDTA, pH 8,0), 1 ng DNS/100 ml gél, 50 pg etidium-
bromid jelenlétében. A fényképeket CCD-rendszerii modularral (INTAS Imaging
Instruments, Gottingen, DE) és UVT-20 S/M/L-tipust  UV-transzilluminatorral
(Herolab GmbH, Wiesloch, DE) készitettiink 312 nm hull4mhosszon.

A reakcidelegybdl 1 pl (1 ng DNS) mintat vettiink és 1 pl (20 egység) EcoR1
restrikcids enzimmel (New England Biolabs GmbH, Schwalbach/Taunus, DE) vag-

tunk 37 °C-on 3 6ran a4t 1 pl reakciopuffer (50 mM NaCl, 100 mM trisz-HCI, 10 mM
magnézium-klorid, 0,025 % Triton X-100, pH 7,5; New England Biolabs) és 7 pl
kétszer desztillalt viz elegyében.

HES moébdositasa
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A HES 12 kD (Fresenius, Charge 2540SR2.5P, atlagos n.l-()lt(;me;e. 1; O;)O
g/mol) jod-oldattal (2) oxo-HES 12 kD-t eredményez6 oxidalasa a DE 19628705
szabadalmi leirasban részletezett eljaras szerint tortént.

1,4-Diaminobutén és (2) oxo-HES 12 kD reagaltatasa

1,44 g (0,12 mmoél) (2) oxo-HES 12 kD-t ml vizmentes dimetil-
szulfoxidban (DMSO) oldottunk és az oldatot nitrogén légkor alatt 1,5 ml (1,50
mmol) 1,4-diaminobutan oldataval csepegtettik. A reakcidelegyet 40 °C-on 19 6ran
at kevertuk, utana 80 ml etanol és 80 ml gaceton elegyébe ontottiik. A kivalt csapadé-
kot centrifugaltuk és 40 ml vizben oldottuk. Az oldatot vizzel szemben 4 napon at
dializdltuk (SnakeSkin dializistomld, kizarasi hatar 3,5 kD, Perbio Science
Deutschland GmbH, Bonn, DE), majd fagyasztva szaritottuk. A hozam 80 % (1,06 g)
(3) amino-HES 12 kD volt.

(3) Amino-HES 12 kD és (1) tio-DNS kapcsolasa

10 mg/ml (3) amino-HES 12 kD-t tartalmaz6, pufferrel (10 mM natrium-
foszfat és 150 mM NaCl, pH 7,44) készitett oldat 400 pl-jéhez 1 mg (4) SMCC 50 pl
dimetil-szulfoxiddal készitett oldatat adtuk és az elegyet 80 percen at szobahdmér-
sékleten, majd 10 percen at 46 °C-on tartottuk. Utana az elegyet centrifugaltuk, a fe-
lildszot elvalasztottuk a csapadéktol és jbol centrifugaltuk. A feliiliszobol 200 pi-t
vettink és MICROCON YM-3 centrifuga-dializis-betéttel (Amicon, Millipore
GmbH, Eschborn, DE) 45 percen 4t 14000g mellett centrifugaltuk; 400 ul puffer (10
mM natrium-foszfat és 150 mM NaCl, pH 7,44) adagolasa utan 45 perces centrifuga-
las, tovabbi 400 ul puffer adagolasa utin még 60 perces centrifugalas kovetkezett. A

dializisbetétben megmaradt mennyiségii konjugatumoldatot 50 ul-re kiegészitettiik,

€s az igy kapott oldat 10 ul-jét 10 ul (1) tio-DNS-oldathoz adtuk. Az elegyet szoba-
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homérsékleten 14 oran at reagilni hagyjuk. Elemzésre 1 ul m.i.nté; ve't.t‘l'jn-l.(. ;\z
eredmén yeket a 11. 4bra mutatja (2. és 3. sav).

A leirt kisérlet reakciokorilményei, valamint megvaltoztatott reakcidkoriilmé-
nyekkel végzett kisérletek reakciokorilményei az S. tablazatban szerepelnek, az
eredményeket a 11. 4bra mutatja.

Az eredmények §sszefoglalasa

Az alabbi korulményeket vizsgaltuk,

1. SMCC-mennyiség: 1 mg (2., 6, 10. és 14. sor), ill. 5,6 mg (4., 8., 12. és 16.

SOr);

2. Az (1) tio-DNA reakcidjanak hémérséklete:
szobahémérséklet (sz.h.) (2, 4., 6. és 8. sor), ill. 37 °C (10., 12, 14. és 16.
sor);
3. Puffer
10 mM foszfat, 150 mM NaCl EDTA nélkiil, pH 7,44 (2, 4., 10. és 12. sor),
~ill. 100 mM foszfat, 150 mM NaCl + 50 mM EDTA, pH 7,23 (6., 8., 14. és 16.
sor).

A 11. abra 2-18 savjaban az (1) tio-DNS és a (3) amino-HES 12 kD kapcsola-
sanak 8 kisérletét mutatja. Az eredményeket kozvetleniil a reakcié alatt, majd a reak-
ci6 utan és végiil a DNS-vagas utan egymas mellett szerepeltettiikk a rajzon. 1Az 1.
savban kilonbozo referencia-DNS-eket vittiink fel hosszisagii markerként, mig a 18.
és 19. sav (1) tio-DNS-t illetve vagott (1) tio-DNS-t mutat, Mindegyik kisérletben a
még el nem reagalt (1) tio-DNS mellett nagyobb moltomegih kapcsolasi termékek is
jelennek meg (2., 4., 6., 8., 10, 12, 14. és 16. sav). Tekintettel arra, hogy HES 12 kD

kilonb6z6 méretii molekulék elegye, a kapcsolasi termékeknek is moltomegeloszlasa

van. Mindegyik kapcsolasi termék ép DNS-t tartalmaz, ugyanis EcoR1 mindegyiket



[ AT T XX XY . PR xq.o
L] . -

42 N R

. « 0 3 .
. [ ®q 0 [ 4 s

teljesen emészti. Ez abbol latszik, hogy a diffuz savok vagas utin majdnem teljesen
eltinnek (3.,5.,7,9, 11,1315, 17. sav).
5. tablazat:

Amino-HES 12 kD ¢s (1) tio-DNS kapcsolasanak reakcidkoriilményei

AV [Kisérlet Hém. [°C] |]SMCC]mg)|DNS HES12KD Puffer
1{Marker
2{19A1 Sz.h. 1]tio-DNS Amino-HES12KD|7.44, 10mM
3 geschnitten
411981 Sz.h. 5.6)tio-DNS Amino-HES12KD]7.44, 10mM
5 geschnitten
6/19C1 Sz.h. 1/tio-DNS Amino-HES12KD|7.23, 100mM
7 vagott
8{19D1 Szh. 5.6)tio-DNS Amino-HES12KD|7.23, 100mM
9 vagott
10{19A2 37°C 11tio-DNS Amino-HES12KD|7.44, 10mM
11 vagott
12{1982 37°C 5.6)tio-DNS Amino-HES12KD|7.44, 10mM
13 vagott
14]19C2 37°C 1]tio-DNS Amino-HES12KD|7.23, 100mM
15 vagott
16{19D2 37°C 5.6]tio-DNS Amino-HES12KD|7.23, 100mM
17 vagott
18 tio-DNS
19 vagott




43 S '§ '.“." e
Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras kovalens HAS-hat6anyag-konjugatum eldallitasara, amelynek soran
HAS-t és hatéanyagot reakciokozegben reagaltatunk, azzal jellemezve, hogy
(@)  a hatoanyaggal val6 6szekapcsolas elétt HAS redukald terminalis csoportjait

szelektiv modon oxidaljuk;

(b) a reakcidkozeg viz vagy viz és szerves olddszer legalabb 10 témeg% vizet
tartalmazoé elegye;
(c) a hatéanyag protein, oligo- vagy polipeptid.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a hatdanyag olto-
anyag, toxin, antibiotikum (antiinfektivum), antiarritmikum, étvagycsokkents, , ér-
zéstelenitd, fajdalomcsillapitd, reuma elleni szer, allergia, asztma, depresszié vagy
cukorbeteg elleni szer, antihisztaminikum, vérnyomascsokkent vagy antineo-
plasztikus szer.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal Jellemezve, hogy a hatdanyag
enzim, enzimgatld, receptor, receptor-fragmens, inzulin, faktor VIII, faktor IX,
citokin, interferon, interleucin, névekedési faktor, peptid-antibiotikum, virusos
buraprotein, hemoglobin, eritropoietin, albumin, hTPA, antitest, antitest-fragmens
vagy egyszalu antitest.

4. Az el6z6 igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal Jellemezve, hogy a
hidroxialkil-keményitit a hatéanyag e-NH;-csoportjdhoz, o-NH,-csoportjahoz, SH-
csoportjahoz, -COOH csoportjahoz vagy —~C(NH,), csoportjahoz kapcsoljuk.

5. Az el8z8 igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal Jellemezve, hogy
HAS oxidalt redukalo terminalis csoportjat a hatdanyag aminocsoportjaval reagaltat-
juk amid keletkezése kozben.

6. Az el6z0 igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal Jellemezve, hogy a

konjugitum el6allitasa elétt HAS-t vagy a hatéanyagot linkerrel kapcsoljuk 6ssze.
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7. Az el6z6 igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jéllen)ezv[z, .ho.g;; 1-
300 kDa atlagos méltomegii hidroxietil-keményitét alkalmazunk.

8. Az el6z0 igénypontok barmelyike szerinti eljaréas, azzal jellemezve, hogy 2-
40 kDa atlagos moltomegfi hidroxietil-keményitét alkalmazunk.

9. Az el6z6 igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal Jellemezve, hogy
olyan hidroxietil-keményitét alkalmazunk, amelynek molaris szubsztitucios foka 0,1-
0,8 és C; : Cs szubsztitucids aranya 2-20, a hidroxietil-csoportokra vonatkoztatva.

10. Eljaras gyogyaszati vagy diagnosztikai készitmény eléallitasara, azzal jel-
lemezve, hogy az 1-9. igénypontok barmelyike szerint HAS-hat6anyag-konjugatumot
allitunk el6, majd a konjugatumot gyogyaszatilag elfogadhatd hordozdval,

adjuvanssal vagy segédanyaggal osszekeverjiik.

A meghatalmazott:

o (U
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