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P-(S)x-Gal-GA-R (I)
- ahol
P jelentése humdn szérum glikoprotein peptid maradéka;
S jelentése humdn szérum glikoprotein cukor maradeka;

Gal jelentése galaktdéz maradék;
GA jelentése glutdraldehid maradék;
X jelentése egész szd&m, melynek értéke = 1 vagy nagyobb 1-nél;
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R jelentése valamilyen gydégyhatdsu komponens, igy interferon,
aciklovir-natrium, ribavirin, vidaravin, ziddvudin, suramin,
antiszensz oligonukleotid, ribozim, leukovorin-kalcium,
ndtrium-meglumin-diatrizodt, gadolinium-DTPA, glutation,
prosztaglandin, 99mTc és 1317 o v (A

A taldlmdny szerinti gydégyhatdsi szerek a virusos hepatitisz

kezelésében alkalmazhatdk.
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A taldlmdny té&rgya aszialo-glikoprotein és valamilyen
specifikusan a majra haté gydgyhatdsl komponens kombindléséaval

elddllitott (I) &ltalédnos képletd Uj konjugdlt gydgyhatadsu szer.



P - (S)y - Gal - GA - R (1)
ahol P jelentése valamilyen human szérum glikoprotein peptid
maradéka; S jelentése valamilyen humdn szérum glikoprotein cukor
maradéka; Gal jelentése galaktdz-maradék; GA jelentése glutér-
aldehid maradék; x jelentése egész szam, melynek értéke 1 vagy
1-nél nagyobb, R jelentése valamely gydégyhatdsl komponens.

Kdzelebbrdl, a taldlmdny tédrgya Uj konjugdlt interferon
gydégyhatdsi szer, amely a virusos hepatitisz kezelésében hatdsos.
A taldlmdny szerinti konjugalt interferon szelektiven csak a
méjban, a f& hepatitisz virus replikécidés helyen abszorbedlddik
és joél1 alkalmazhatd a B-tipusU és C-tipusQ hepatitisz kezelé-
sében.

A taldlmany oltalmi kdérébe tartozik az Gj konjugdlt gydédgy-
hatdsi szer el8&llitdsdra vonatkozd eljdras, valamint a Gj
konjugdlt gyégyhatdsl szert tartalmazd gydgyszerkészitmény és
ennek alkalmazdasa is.

A krénikus virusos hepatitisz igen elterjedt betegség a
vildgban. Becslések szerint a vilédg népességének koértlbelul 5%-a,
Korea népességének korulbelul 10%-a szenved krénikus virusos
hepatitiszt8l. Gydgyadszati és szocidlis fontossdgédt az indokolja,
hogy igen kedvez8tlenil befolyédsola az életminSséget és produk-
tivitdst. Altaldban mdjcirrdézishoz és esetenként primer hemato-
mahoz vezet, amely haldlos. A krénikus hepatitiszes virusfertdzés
a hepatoma f8 okozdja és igen magas haldlozdsi ardnyQ betegség
lévén, nagy szukség lenne olyan hatdsos virusellenes szerre,
amelynek segitségével sikeresen klzdene a viladg ez ellen a beteg-
ség ellen. Ezid&ig még nem szuletett meg a krénikus virusos he-

patitisz virusellenes terdpidja. B&ar léteznek részlegesen hatdsos



szerek a krénikus virusos hepatitisz ellen, de ezek alkalmazdsa
mellékhatédsaik miatt kérdéses.

A miltban &ltaldnosan haszndlt virusellenes szerek egyike az
adenozinmérabinéz monofoszfat (Ara-AMP), amely egy purin-bdzisu
készitmény és erSteljes viruselleni aktivitédsat a DNA polimeréz
aktivitdsdnak gatlasan keresztil fejti ki. Az 1980-as években
kdzdlt adatok szerint az Ara-AMP a krénikus hepatitisz B kezelé-
sében 10-17%-ban volt hatédsos. 1987-ben azonban Garcia és tarsai
(Garcia G., Smith CL., Weissberg, J. I. és tarsai: Adanin ara-
bindéz monofoszfdt humdn leukocita interferonnal kombindlva a
krénikus hepatitiéz B kezelésében; randomizdlt, kettds vakprobés
placebo-kontrolalt vizsgdlat Ann. Intern. Med. 107:278.285, 1987)
vizsgdlataik alapjan azt koézdlték, hogy az Ara-AMP-s kezelés utén
a kontrolcsoporttal ésszehasonlitva egydltalé&n nem volt kimutat-
hatdé szignifikéns javulds, sét, néhény esetben igen komoly
mellékhatdsok jelentkeztek, igy a csontvel8képzddés zavarail és
irreverzibilis neuromuszkuldris féajdalom. Ennek megfelelben az
Ara-AMP-t mdr nem alkalmazzadk a kroénikus virusos hepatitisz B
kezelésében.

Altaldnosan ismert, hogy az &llati sejtek &ltal képzett
interferon, azaz a természetben elSforduld interferon hatédsos a
krénikus virusos hepatitisz B kezelésében. A természetes inter-
feron egy glikoprotein, azaz egy konjugdlt protein, amelyben a
nem-protein csoport kis moleulatdmegd szénhidrét. Virus elleni
hatdsdrdl 1957-ben szamoltak be eldszd6r. Azdta az ipari és az
alapkutatdsban egyardnt, szamtalan vizsgdlatot végeztek hatédsa-
val, hatéasmechanizmusdval, tisztitdsdval, tdémeges elbdllitdsédval,

stb. kapcsolatosan, mivel az interferon virusellenes hatdsa mel-



lett tumor elleni szerként is hatésos.

Napjainkban a kévetkezd interferon fajtdk ismertek:

1) alfa-interferon, amely a leukocitédk virusos fertézése nyomén
keletkezik és amely virusellenes hatdst mutat és fokozza a killer
limfociték aktivitésat;

2) béta-interferon, amely virusfertdzés nyomén, féként a
fibroblasztok kettds szald RNA virus dltali, fertdzése nyoman
keletkezik és virusellenes hatasu; és

3) gamma-interferon, amely limfocitak nitrogénnel vagy antigén-
nel létrehozott immunoldgiai stimulacidjanak hatasara keletkezik
és immunomoduldcids aktivitast mutat.

Az alfa- és béta-interferonnal ésszehasonlitva a gamma-in-
terferon kiemelkedd tumorellenes és virusellenes aktivitéssal
bir.

Napjainkban genetikai rekombindcidés médszerekkel létrehoztak
a rekombindns interferont, melyet ipari méretekben gydrtanak és
széleskdrlen alkalmazzdk virusellenes és immunmoduldtor hatdsait.

A nyilvadnossdgra hozott adatcok szerint rekombinadns interfe-
ron terdpids hatédsa a krdénikus hepatitisz B esetében a nyugati
vildgban, ahol a krénikus hepatitisz B viszonylag alacsony %-ban
fordul eld, 30-40%-o0s.

Azonban, ha ezt az adatot &sszehasonlitjuk a kezeletlen
csoport 15-20%-os gydégyuldsi ardnyaval, akkor a rekombinéns in-
terferon klinikai hatdsossé&ga csak kdérilbeldl 10-15%-os a krdédni-
kus hepatitisz B betegségben szenvedd pidciensek esetében.

Becslések szerint a vilag népességét tekintve a hepatitisz B
antigén hordozdk széma koézelitdleg 300 millid, ennek 80%-a az

dzsiai népességbdl kerdl ki. Ha ezeket az azsiai betegeket rekom-



bindns interferonnal kezeljlik, a betegek csbdkkenése csupan
10-15%-0s, ami hasonld a korédbban megfigyelt 16-17%-os spontan
gydégyuldsi ardnyszamhoz. Ebbdl az lathatd, hogy a rekombindns
interferon neﬁ‘mutat jelentdés hatékonysdgot az &zsial népesség
esetében, beleértve a koreal népességet is.

Ismeretes, hogy bar a krdénikus hepatitisz B-vel fertdzott
beteg esetében az interferon eltédvolithatja vagy csdkkentheti a
paciens szérumdban jelenlévd hepatitisz B virust (HBV), bizonyos
esetekben HBV DNA maradhat a paciens majsejtjeiben. Ennek megfe-
lelden az interferon kezelés megszakitdsakor magas visszaesési
arany varhato.

A krénikus C-tipust hepatitisz esetében a nyilvanossdgra
kertlt vizsgalati .adatok szerint 28-71%-o0s a rekombindns inter-
feronos kezelés terdpids hatdsa, bar kevés a klUldnbség a B-tipu-
sU hepatitisz esetében beadott ddézis és a kezelés idStartama
koézdtt. A klinikail terdpids hatds elbirdlasahoz egy biokémiai
maj funkcids vizsgdlat keretében a szérum alanin aminotranszferaz
érték csodkkenését vették alapul.

Mégis, mivel a pacienseknek koézel fele visszaesik a hepati-
tiszbe a rekonbindns interferonnal vald kezelés utan, latszik,
hogy a C-tipusi hepatitisz esetében a rekombindns interferon
terdpids hatédsa csupén atmeneti. A fentiek alapjan nyilvanvald,
hogy a kereskedelemben kaphatdé rekombindns interferon beadésa
csak atmeneti hatdsu kezelést biztosit a B-tipusa és C-tipusu
krénikus hepatitiszben szenvedS betegek esetében.

A rekombindns interferon a természetben elSforduld interfe-
ronnal ellentétben egy polipeptid interferon, amelynek nincsenek

cukor csoportjai. Mivel a rekombindns interferon kézvetlenidl a



beadds utdn a veséken keresztil kivdlasztddik a vizeletbe, az a
vélemény, hogy a rekombindns interferon kétddése a majsejtekhez
kisebb mértékd, mint a természetes interferoné és ezért a rekom-
bindns interferon hatdsa igen korldtozott. A gyakorlat azt bizo-
nyitja, hogy a rekombinadns interferon klinikai hatdsa a B- és C-
-tipusy krénikus hepatitiszre csupdn dtmeneti és a kezelési
elégtelenség ardnya, valamint a kezelés megszinése utdni vissza-
esés egyardnt szignifikdnsan magas. Emellett, a terdpids hatés
fokozédsa céljdbdl nagy mennyiségﬁ'interferont kell beadni. A nagy
dézis alkalmazasdhoz azonban elkerltUlhetetlenul olyan mellékhaté-
sok tdrsulnak, mint a pyrexia, mayalgia, artralgia és a csontveld
mikddésének megszinése. Mindezekbdl ldtszik, hogy mivel az eddig
ismert rekombindns interferon nem mutat nagy hatékonysdgot mint
terdpids szer, krdénikus hepatitisz kezelésében slUrgetden szilkség
lenne egy UJj, hagyhatdsu és minimdlis mellékhatdsi szer kifej-
lesztésére.

Az interferon &tmeneti hatédsossdganak oka az, hogy bar az
interferon képes lecsdkkenteni a virusos DNA szintet a szérumban,
a mdjsejtekben 1év8 virusokra nem hat hatékonyan. Ez lehetdvé
teszi, hogy a hepatitisz virus folyamatosan replikalddjék a
méjsejtekben. Ezért eshetnek vissza a betegek a hepatitiszbe a
rekombindns interferonnal vald kezelés megszakitésa utén.

A fentiek figyelembevételével a legidedlisabb médszernek egy
olyan célzott terédpia latszik, ahol a leghatékonyabb virusellenes
szert kdézvetlenll a célbavett madjsejtekbe juttatjuk be.

Az irodalomban ismertek olyan médszerek, ahol a viruselleni
szert eqgy specifikusan csak a mdjsejtekben jelen 1év8 receptoron

keresztll juttatjadk be, ilymédon meggdtolva a médjsejtekben a



virusreplikédciot. Fiume és tédrsai (Biochem. Pharm. 35: 967, 1986)
szintetizdltdk az L-SA-ara-AMP-t, amely egy virusellenes szer, a
9—B—D—azabino-furano;il—adenil—5'-monofoszfét (axra-AMP) és
laktdézamindlt szérumalbumin (L-SA) - amely szérumalbumin és
laktdz konjugéacidjaval szintetizdlt Gj protein - kombinacidja.
Elméletileg az L-SA-ara-AMP képes specifikusan abszorbedldéddni a
majsejtekben. Ennek ellenére az L-SA-ara-AMP mégsem jatszik nagy
szerepet a hepatitisz kezelésében, mert a laktdézamindlt szérum-
albumin el8allitédsa igen bonyolult eljdrdssal torténik, és a
felhaszndlt albumin nagyon draga. Emellett, az LSA-ara-AMP-t
szintetikus glikoprotein felhaszndlasédval is el8allitjak, amely a
természetben nincs jelen az emberi testben, és ezt kombinaljéak
ara-AMP-vel, amely hatdstalan a krdénikus hepatitisz B kezelé-
sében.

Minden, a vérben jelen 1évé plazma protein - az albumin
kivételével - egy olyan glikoprotein, amely szénhidrdat lancot
tartalmaz egy léancvégi szialinsav maradékkal. Ezek a plazma
proteinek kilrlUlnek a cirkuldldé vérbdl azdltal, hogy a szialinsav
maradékokat kulénféle enzimek lehasitjdk. Példdul a neuraminiddz
egy olyan enzim, amely az emldsdék szérumdban képes lehasitani a
szialinsav maradékokat a glikoproteinrdl. (Rosenberg A., Schen-
grund CL:Sialidases, Rosenberg A., Schengrund kiaddék: Bilogical
voles of sialic acid New York, Plenum, 1976).

A plazma proteinek, amelyek oldhatdak és cirkuldlnak a
vérben, egy id3 utén elvesztik oldhatésagukat és fizioldgids
aktivitdsukat. Ennek az akcidénak a mechanizmusa a m&jban kere-
sendS. Ismeretes, hogy a glikoproteinek eltdvolitdsa a maj fela-

data. Ez abbdl a ténybdl latszik, hogy olyan padciensek esetében,



akik hepatitiszes cirrdzisban vagy hepatitiszben szenvednek, és
igy rendellenes a glikoproteinek méjsejtekbSl vald eltavolitasa-
nak folyamata, a cirkuldld aszialo-glikoproteinek, amelyek a
normdl szérumban nincsenek jelen, az ilyen betegek széruméban
megjelennek. A gyakorlatban, ha deszialildlt ceruloplazmint
injektdlunk egy nyulba, a deszialildlt ceruloplazmin felezési
ideje 2 perc, amely sokkal révidebb a természetes ceruloplazmin
55 érads felezési idejénél. Ezt a jelenséget més plazma proteinek
esetében is igazoltédk. A szialil-csoportnak a glikoprotein léanc
végér3l valsd eltavolitdsa altal a galaktdz-csoport védtelen marad
és megkdti egy, a madjsejt membrénban 1évd receptor, aminek ered-
ménye az, hogy a galaktdz csoport receptor medidlt endocytosison
(RME) keresztlll gyorsan bejut a majsejtbe és eltlnik a cirkuldld
vérarambdl.

Az 1960-as években Morell, Aschwell és tarsaik meghatdroz-
tdk, hogy ha egy ceruloplazmin szialil-csoportot neuraminidazzal
eltdvolitanak, ez a plazmoprotein gyorsan eltdnik a szérumbdl. A
szerz8k szerint ez a jelenség annak koészdénhetd, hogy a maj-
sejtekben 1év8 ASGP receptor megkdti a plazmaproteint (Adv.
Enzymol., 41:99, 1974). A mdjsejteknek ezt a specifikus felvéte-
lét gy azonositottdk, hogy ha triciummal megjeldlt aszialo-
-ceruloplazmint vagy aszialo-orozomukoidot injektdlunk az é16
testbe, az izotdépot csak a madjsejtekben lehet detektdlni
(Scheinberg IH, Morell A G, Stockert RJ: Hepatic removal of
circulating proteins Davidson CS., ed, Problems in Liver Dis-
eases. pp 279-285, New York, Stratton Company, 1979). Emellett a
kisérletek azt is megmutattdk, hogy ez a receptor specifikusan

felismeri és abszorbedlja a termindlis cukorcsoportként D-galak-



tézt vagy N-acetil-galaktdézamint tartalmazd glikoproteineket
(Ann. Rev. Biochem., 51, 531, 1982). A madjsejtek sejtmembranja
olyan sejtstruktﬁ;éval rendelkezik, amely koétddik a galaktdz-
termindlt aszialoglikoproteinhez. Ezt a sejtstruktirdt eldszdr
hepato-ko6td proteinnek (HBP) nevezték, most inkdbb aszialo-
-glikoprotein receptornak nevezik. Azt is megfigyelték, hogy a
kiilénféle deszialildlt glikoproteinek kézul a deszialildlt
alfa(l)-sav glikoprotein, az aszialo-oromukozid tlnik el leggyor-
sabban a szérumbdél a beinjekcidzds utdn. Ennek alapjén kimondhat-
juk - amint az 1. tdblazat adataibdél jdél l1lathatd -, hogy aszialo-
-alfa(l) -sav glikoprotein specifikusan és jél koé6tddik a méjsej-
tekhez (J. Biol. Chem., 245; 4397, 1970).

A jelentds virusellenes aktivitédssal rendelkezd természetes
interferon szintén olyan glikoprotein, amely szialinsavat tartal-
maz egy szénhidratlénc végén és intravénds beadds utédn gyorsan
kilrtil a vérarambdl. A galaktdéz-termindlt aszialo-interferon,
amely a természetes interferonbdl egy, a termindlis szialil-
csoportot lehasitd enzimmel vald kezeléssel jon létre, a termé-
szetes interferonnal &sszehasonlitva gyorsabban kilrdl a véréa-
rambdél. Ezt dllapitottdk meg a tdbbi glikoprotein, igy a cerulo-
plazmin esetében is.

Ennek ellenére a kutatdsok azt mutatjdak, hogy az interferon
molekula szénhidrdt csoportjénak tébb mint 85%-4t glikozidéazzal
eltdvolitva és csak a polipeptid részt megtartva, ez a kezelés
nem valtoztatja meg az interferon virusellenes aktivitdsdt, de
csOkkenti a madjsejtekhez vald kotd8dést és ez ndveli az interferon
felezési idejét a vérben (Bose S., Hickman J.,: Role of carbohy-

drate moiety in determining the survival of interferon in the



circulation, J. Biol. Chem., 252: 8336, 1977., Figure 2): Ebbdl
az l4atszik, hogy az aszialo-interferon, hasonldan méds aszialo-
plazma-glikoproteinekhez, szintén az aszialo—glikoprotein recep-
toron keresztll szelektiv koé6tddéssel jut a madjsejtekbe, amely
megmagyardzza eltlinését a cirkuldld vérarambdl.

1980-ban Weissmann és tArsal elddllitottak egy rekombindns
interferont oly médon, hogy a humdn leukocita INF-app, gént
bejuttattdk E. coliba. Mivel a rekombindns interferon csak 165
aminosavat tartalmaz és nincsenek benne szénhidrat lancok, a
rekombindns interferon bejutdsa a mdjsejtekbe igen gyenge,
hasonldan a polipeptid interferonhoz, amelyet a természetben
eléforduld interferonbdl glikozidazzal vald kezeléssel allitanak
eld.

A fentiek értelmében a taldlmdny rekombindns interferon
bejuttatdsa a specifikusan a mdjsejtekben 1év8 aszialo-gliko-
protein (ASGP) receptorokhoz azon célbdél, hogy fokozzuk a rekom-
bindns interferon virusellenes aktivitasat a csaknem kizdrdla-
gosan a médjsejtekben replika&lddd hepatitisz virusokkal szemben.

A taldlmany tdrgya tovadbbd egy olyan interferon-konjugatum,
amely hepatitiszben szenvedd emlésdknek - igy embernek is -
beadva, alkalmas a hepatitisz virusfertdzés, igy a B-, C-, D-
tipusi hepatitisz kezelésére.

A taldlmény oltalmi kdérébe tartozik tovédbbd a virusos he-
patitisz kezelése oly médon, hogy ebben a betegségben szenveds
pacienseknek a majsejtekben jelenlévd hepatitisz virus replikéa-
cidjdnak gadtlidsédhoz elegendd mennyiségben az (1) &altalédnos

képletd konjugdlt interferont beadjuk.



A taldlmény targya tovabbd egy, a virusos hepatitisz
kezelésére sz0lgdld készitmény, amely a majsejtekben jelenlévd
hepatitisz virus replikdcidéjénak gadtldsdhoz elegendd mennyiségben
(I) 4ltaldnos képletld konjugélt“interferont tartalmaz, gyogva-
szatilag elkalmazhatd hordozdanyagok, adalékanyagok vagy segéda-
nyagok mellett.

Végul, a taldlmany targya az Uj konjugdlt virusellenes szer
elédllitdsdra szolgdld eljards, amely szerint aszialo-glikopro-
teint (ASGP) rekombinans interferonnal (INF) kombindlva el®allit-
juk az Gj interferon-konjugdtumot, amely a betegnek parenterdli-
san beadva koé6t8dik a médjsejtekben specifikusan jelen 1évé ASGP
receptorokhoz.

A taldlmény szerinti megoldds eldnye, hogy az 0j interfe-
ron-konjugdtum alkalmazdsa csdkkenti a rekombindns interferon
alkalmazdsdndl fellépd mellékhatdsokat.

A taldlmény szerinti 4j (I) altaldnos képletd konjugalt
gyégyhatdsu szert és elBdllitdsi eljdrdsdt az aldbbiakban ismer-
tetjuk részletesen.

A taldlmdny térgya (I) &ltaldnos képletd Uj konjugalt
gyégyhatédsl szer

P - (S)X - Gal - GA - R (1)
ahol P jelentése valamilyen humén szérum glikoprotein peptid
maradéka; S jelentése valamilyen humdn szérum glikoprotein cukor
maradéka; Gal Jjelentése galaktdz-csoport; GA jelentése glutdral-
dehid maradék; x Jjelentése egész szém, melynek értéke 1 vagy
1-nél nagyobb, R bejelentése valamely gydégyhatdsd komponens.

A fenti (I) &ltaldnos képletd konjugdlt gydgyhatdsi szernek

az aszlialo-glikoproteinhez kapcsolt gydgyhatdsu komponense bar-
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milyen, a majra specifikusan haté szer lehet. Igy, eldénydsen
alkalmazhatdé gydgyhatdsl komponens lehet valamilyen, a B- és C-
-tipusy krdénikus virusos hepatitisz kezelésére alkalmas virus-
elleni szer, példdul interferonok, aciklovir natrium, ribavirin,
yidarabin (adenozin arabindéz), zinovudin (AZT), antiszensz oligo-
nukleotid és ribozim (katalitikus RNSA); valamilyen, a rdakelleni
kemoterapia &ltal kivaltott toxicitds elleni védelemre szolgald
biomoduldator, példdul a metotrexat toxicitds ellen alkalmazott
leukovorin kalcium; valamilyen a maj képi diagnosztizdléséra
szolgdld radioldgiai kontrasztanyag, példdul nadtrium-meglumin-
-diatrizodt és gadolinium-DTPA; valamilyen majmérgezés-védd szer,
példdul glutation (GSH) és prosztaglandin; valamint valamilyen, a
maj vizsgdlatdra alkalmas radioizotdp, igy példaul 99mTC (tech-
nécium) és 131,.

Még eldnydsebben a taldlmany szerinti (I) &ltaldnos képletd
konjugdlt szer gydgyhatdsi komponense interferon (INF), amely a
leghatékonyabb a krdénikus virusos hepatitisz kezelésében. Ennek
megfelelfen a taldlmény targva kdzelebbrSl aszialo-glikoprotein
és interferon kombindldsdval készult konjugédlt interferon.

A taldlmany targya virusos hepatitisz kezelésére alkalmas,
viruselleni hatésu konjugdlt-interferon készitmények, amelyeket a
véraramon keresztll bejutva kdzvetlenlll megkdétnek a méjsejtek. A
taldlmény szerinti konjugdlt interferonok az (1) altaldnos képle-
tdek lehetnek

P - (S)X - Gal - GA - INF (1)
ahol P jelentése valamilyen humdn szérum glikoprotein peptid ma-
radéka; S jelentése valamilyen humdn szérum glikoprotein cukor

maradéka; Gal jelentése galaktdéz maradék; GA jelentése glutdral-
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dehid maradék; X jelentése egész szam, amelynek értéke = 1 vagy
1-nél nagyobb; INF jelentése interferon, eldnydsen rekombindns
interferon. B

Az (1) 4ltalénos képletben INF jelentése alfa-interferon,
béta-interferon vagy gamma-interferon, eldnydsen alfa-interferon
lehet.

E1lénydés humdn szérum glikoproteinek az alfa(l)-sav glikopro-
tein (orozomukoid), fetuin, ceruloplazmin, haptoglobin, thyro-
globulin, makroglobulin.

Az (1) &ltalanos képletben a P-(S)y-Gal-csoport valamilyen
deszialildlt humé&n szérum glikoprotein, igy aszialo-orozomukoid,
aszialo-fetuin, aszialo-ceruloplazmin, aszialo-haptoglobin,
aszialo-thyroglobulin és aszialo-makroglobulin lehet.

A taldlmany oltalmi kdérébe tartozik a hepatisz kezelésére
szolgdld gydgyaszatl készitmény, amely valamely (1) altalédnos
képletd konjugdlt interferont tartalmaz a virusos hepatitiszben
szenvedS beteg méjsejtjeiben 1év6 hepatitisz virus replikacidjé-
nak gatldsdhoz szlkséges mennyiségben, gydégydszatilag alkalmazha-
té hordozd-, adalék- vagy segédanyagok mellett. Eldnydsen a
taldlmény szerinti gyogyaszati készitmény valamilyen intravénds
beaddsra alkalmas készitmény.

A taldlmény targyat képezi virusos hapatitiszben szenvedd
beteg kezelési eljadrédsa is, amelynek sordn valamely (1) altalénos
képletd konjugdlt interferont beadunk a beteg majsejtjeiben 1lévs
virus replikédcidjénak meggdtlédsdhoz szlikséges mennyiségben.
Elénydsen, a taldlmdny szerinti konjugdlt interferont intravénéas

injekcié formdjdban adjuk be.
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A taldlmdny targya végul eljdrads valamely (1) &altalénos
képletd
P - (S)x - Gal - GA - INF (1)

konjugalt interferon, ahol -

P jelentése valamilyen humdn szérum glikoprotein peptid mara-
déka;

S jelentése valamilyen humdn szérum glikoprotein cukor mara-
déka;

Gal jelentése galaktdéz maradék;

Ga jelentése glutdraldehid maradék;

X jelentése egész szédm, melynek értéke = 1 vagy 1-nél nagyobb;
és

INF jelentése interferon, eldénydsen rekombindns interferon -

elédllitéséra.

A taldlmény szerinti eljdrédsban eldszdér elSadllitjuk a humén
vérszérumot, amely egy - (cukor),-Gal-NaNa &ltaldnos képletd
glikoproteint tartalmaz, ahol a cukor részhez kapcsolddd vége a
molekuldnak D-galaktdz (Gal), és a maradék N-acetil-neuramin sav
(NANA) wvagy szialinsav. Ezt kévetden a humén vérszérumot kezelve
elvdlasztjuk a Protein-(cukor),-Gal-NANA molekulat a humén
vérszérumtdl és kinyerjuk a P-(S)y-Gal-NaNA molekuldt. A P-(S)y-
-Gal-NaNa molekuldt ezutdn neuraminiddzzal kezelve kinyerjuk a
NaNa részt és megkapjuk az aszialo-glikoprotein (ASGPA), P-(S)-
-x~Gal csoportot, amely egy deszialilalt human szérum glikopro-
tein maradék.

Az aszialo-glikoproteint [P-(S)y-Gal] ezutan egy glutanalde-
hides (GA) keresztkdtéses mdédszerrel (Reichlein M: Use of glutar-

aldehid as a copling agent for protein and peptide Methods Enzy-



mol 70:159-165, 1980) 6sszekapcsoljuk az interferonnal. Ezt
kovetden kinyerjuk az (1) &ltaldnos képletd P-(S) ,~Gal-GA-INF
konjugadlt interferont.

A humdn vérszérum eldnydsen humé;-szérum Cohn V frakcid
felliluszdéja, amelyet ismert médon, DEAE-Sephadex vagy CM-Celluldz
kromatogrédfidval kezelve elkulénitjik a Protein- (cukor),-Gal-
-NaNa-t a Cohn V frakcidé fellluszdjatoél.

Az (1) &ltalédnos képletd P-(S),-Gal-Ga-INF konjugdlt
inteferon - ahol
P jelentése egy humd&n szérum glikoprotein peptid maradéka;

S jelentése egy humén szérum glikoprotein cukor maradéka;

Gal jelentése human szérum glikoprotein galaktdéz maradéka;

X jelentése egész szdam, melynek értéke = 1 vagy 1-nél nagyobb;
és

INF Jjelentése interferon -

még specifikusabb el8dllitédsi eljdrédsa szerint humén vérszérum-

ként humdn szérum Cohn V frakcidé felliliszdjdbol indulunk ki,

amelyet megfelelden kezelve abbdl elkildénitjik és kinyerjik a

Protein- (cukor) y-Gal-NaNa glikoproteint, amelyet neuzaminidazzal

kezellnk a glikoprotein deszialildldsa céljédbdl. Ilyen médon egy

glikoprotein maradékot, aszialo-glikoproteint (ASGP) kapunk,

amely egy Protein-(cukor),-Gal szerkezetd molekula. Az aszialo-

-glikoproteint glutdraldehides (GA) keresztkdétéses mddszerrel

interferonhoz kapcsoljuk, ezutdn kinyerjik a Protein- (cukor) -

-Gal-Ga-INF szerkezetd konjugdlt interferont.

A humdn szérum Cohn V frakcid fellluszéjat eldnydsen DEAE-
-Sephadex vagy CM-Celluldéz gyantds kromatogrédfidval kezeljulk

ismert médon, igy a Cohn V frakcidétdl elvdlasztjuk a Protein-
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—(cukor)x—Gal~NANA molekuldt.

A szakember szamdra nyilvdnvald, hogy a taldlmény szerinti
megoldassal ekvivalensnek tekinthetd megoldds azonos a taldlmdnyi
gondolattal, amelyetvaz igénypontok oltalmi koére foglal dssze.

A rajzokat az alédbbiakban ismertetjik:

1. abra: intravéndsan plazmdba injektdlt deszialildlt plazma

proteinek megmaraddsi idejét mutatja;

2. dbra: a természetben elS6forduld interferon, neuramini-
dédzzal kezelt interferon és glikozidazzal kezelt
interferon kilrilési sebessége intravénds beadés
utéan;

3. &bra: elvdlasztott és tisztitott alfa(l)-sav glikoprotein
és aszialo-glikoprotein elektroforetikus diagramja
(elektroferogram) ;

4. &4bra: aszialo-glikoportein és interferon Osszekapcsoléds
utédni elektroferogramja;

5. abra: borju szérum albumin és aszialo-glikoprotein majban
vald kotddésének gamma kamera képe és radioaktivi-
tasi képe;

6. adbra: interferon és a taldlmany szerinti Gj konjugdlt
interferon madjban vald kdétddésének gamma kamera
képe és radioaktivitdsi képe;

7. bra: a rajzon interferon és a taldlmlny szerinti Gj
konjugalt interferon szétoszlasa ladthatd az €14
szervezetben 3 6rdval a beadas utén; és

8. &bra: a rajzon interferon és a taldlmany szerinti Gj
konjugdlt interferon relativ szétoszldsa lathatd

a majban, megadott idd alatt.



A taldlmdny szerinti legeldnydsebb megolddst az aldbbiakban
ismertetijik.

Az eddig ismert rekombindns interferon hdtranyait kikliszod-
bdlends, az interferont a majsejtekbe kell bejuttatni. A taldl-
mény szerinti megoldédssal lehetséges a rekombindus interferonnak
szelektive, kdézvetlenlil a médjsejtekbe vald bejuttatdsa. Plazma
glikoproteineket neuraminiddzzal kezelve felszabaditjuk a galak-
tdéz maradékot a szialinsav-csoport eltévolitédsédval, azaz aszialo-
-glikoproteint (ASGP) hozunk létre. Ezutdn a viruselleni szert, a
rekombindns interferont &sszekapcsoljuk a glikoprotein felszaba-
ditott galaktdéz maradékdval, az ASGP-vel Ugy, hogy az &sszekap-
csolt szer kd6tddni tudjon a médjsejtekben specifikusan jelen 1évd
ASGP receptorokhoz. A viruselleni szer rekombindns alfa-, béta-
és gamma-INF lehet; ezek kOézismerten a jelenleg leghatékonyabb
szerek a B- és C-tipusu krdénikus hepatitisz kezelésében.

Fontos és meglepd tény, hogy ha alfa-, béta- vagy gammma-
-interferont 6mmagaban haszndalunk a hepatitisz kezelésére, akkor
csak az alfa-interferon hatédsos. Ezzel szemben, ha a talalmény
szerinti megoldast alkalmazva alfa-, béta- vagy gamma-interferont
kapcsolunk aszialo-glikoproteinnel (ASGPA), mindhdrom interferon
hatdsos a hepatitisz kezelésében.

Mivel a taldlmény szerinti Gj konjugélt interferon specifi-
kusan csak a méjsejtekben abszorbedlddik és azutdn hosszi ideig
ott is marad, az optimdlis ddézis lecsdkkenthetd. EbbSl kdvetkezd-
en a gyakori beadott interferon dézisok vagy nagy dézisok kévet-
keztében fellépd mellékhatdsok csdkkennek. Bar a konjugdlt inter-
feron el64ll1itdsdndl haszndlt glikoproteinek fajtdja nem korla-

tozott, eldnyds a médjban gyorsan abszorbedlddni képes alfa(l) -sav



glikoprotein (orozomukoid), fetuin, ceruloplazmin, haptoglobin,
thyroglobulin, valamint makroglobulin alkalmazdsa, amint az az 1.
dbrdbdl is lathatéd.

A talalmany szerinti konjugdlt interferont a koévetkezd mddon
allithatjuk els.

El8sz6r a humdn szérum Cohn V frakcié fellluszdét DEAE-Sepha-
dex vagy CM-Celluldz kromatografiaval kezeljlik ismert médon, az
alfa(l) -sav glikoprotein [Protein-(cukor),-Gal-NANA, ahol NaNa
jelentése N-acetil-neuraminsav] elkildénités céljabdél (Hao. Y-L,
Wickerkanser M.: A glikoprotein, Biochem. Biophys. Acta 322; 99,
1973), amelyet azutdn neuraminiddzzal kezellink, igy a szialinsav
eltavolitasaval megkapjuk a Protein- (cukor),-Gal szerkezetd
aszialo-glikoproteint (ASGP). Az aszialo-glikoproteint ezutén
glutdraldehides (GA) keresztkdtéses mddszer segitségével inter-
feronnal kapcsoljuk és megkapjuk a Protein- (cukor),-Gal-GA-INF
szerkezetd konjugdtumot.

A taldlmény szerinti médszer folyamatdbraja az 1. tébléazat-

ban lathaté:



1. tédblazat

Humédn szérum Cohn V frakcid fellluszdja
DEAE-Sephadex vagy
CM-celluldz

kromatogréafia

v

Alfa(l) -sav glikoprotein

(Protein—(cukor)X—Gal—NANA)

Neuraminidazos kezelés,

treszildlt hordozdéhoz kapcsolas

Aszialo-glikoprotein

(Protein—(cukor)x—Gal)

+ INF
Glutaraldehides keresztkodtéses

moédszer

Aszialo-glikoprotein - Interferon konjugdtum

(Protein—(cukor)x-Gal—GA—INF)

A fenti médszerben haszndlt glikoprotein a humdn szérumban
jelen 1év8 glikoprotein. A taldlményban barmilyen glikoprotein,
igy alfa(l)-sav glikoprotein (orozomukozid) is, alkalmazhaté,
ahol a glikoprotein cukor részétél a masodik maradék D-galaktdz,
és a glikoprotein to6bbi maradéka N-acetil-neuraminsav (szialin-
sav). Ilyen megfeleld glikoproteinek a fetuin, ceruloplazmin,

heptaglobin, stb.



Az orozomuoid, fetuin, ceruloplazmin, haptoglobin, thyro-
globulin és makroglobulin neve deszilaliz&lds utén aszialo-
-orozomukoid, aszialo-fetuin, aszialo-ceruloplazmin, aszialo-
—heptogloﬁin, aszialo-thyroglobulin és aszialo-makroglobulin,
megfeleléleq;ezek alkalmazhatdk a taldlmany szerinti konjugdlt
ihterferon elSdllitdsdban. Ezek az aszialo-glikoproteinek ugyan-
ugy allithatdék eld, mint az alfa(l)-sav glikoprotein deszialilé-
lédséaval elSallitott aszialo-orozomukoid.

A legeldnydsebb az alfa(l)-sav glikoprotein (aszialo-
-orozomukoid) alkalmazdsa, mivel beinjektdlds utdn a plazmdban
ebbSl koérulbelul 0,18%/plazma ml marad meg, amint az az 1. &bran
ldthatdé. Az intravéndsan beadott deszialildlt plazma proteinek
megmaradasi idejének meghatédrozédsa céljébdl koértlbellil 200 g-os
him albind patkdnyok faroki véndjdba 1 ml-es injekcidkat adtunk
be. Az 1 ml-es injekcidk a kodvetkez8k voltak:
3H-aszialo—transzferrin, 0,3 mg, 6,6x106 bomlés/perc;
64Cu—ceruloplazmin, 0,3 mg;
3H—aszialo-thyroglobulin, 0,3 ng, 12,6x106 bomlas/perc;
3H-aszialo—a2-makroglobulin, 0,19 mg, 11,2x10° bomlés/perc;
3H-aszialo—haptoglobulin, 0,12 mg, 9,5x106 bomlas/perc;
3H—aszialo—ceruloplazmin, 0,3 mg, 6,7x106 bomlds/perc;
3H—aszialo-fetuin, 0,11 mg, 2x10° bomlés/perc;
3H—aszialo—orozomukoid, 0,13 mg, 14,4x10° bomlas/perc.

Bizonyos idénként vérmintdkat vettlnk a faroki vénabdl
heparinezett csdvekbe, a vett mintdkat centrifugdltuk és megha-
tédroztuk a plazma radioaktivitédsdt. Ezt kovetden az dllatokat
megdltik, eltdvolitottuk a majukat a megjeldlt iddkben, és kb. 20

mg-os nedves szdvet alikvot részeket vettink a radioaktivitds meg-



hatdrozdsdra. Az eredmények az 1. dbran lathatdk.

Az 1. &bra azt mutatja, hogy 12 perccel az intravénds bein-
jektdlas utén a vérbenAO,ls, 0,37, 0,6 és 1,2 % aszialo—alfa(l)l
-sav glikoprotein (aszialo-orozomukoid), aszaialo-fetuin, aszia-
lo-ceruloplazmin, és aszialo-haptoglobin maradt, megfeleldleg.
Ebbdl lathatd, hogy leggyorsabban az aszialo-alfa(l)-sav gliko-
protein (aszialo-orozomukoid) tdnik el leggyorsabban a vérbdl,
ami azt jelzi, hogy a td&bbiekhez képest ezt abszorbedlijdk a
madjsejtek a leggyorsabban.

A talalmény szerinti konjugdlt interferon eldllitdsdnak elsd
lépésében a Cohn V rakcidé fellluszdjat ismert mdédon kuldnithetjuk
el és nyerhetjik ki humédn szérumbdél (Cohn E. J. és tarsai, J. Am.
Chem. Soc. 68:459, 1946). A Cohn V frakcid fellluszdjabdl az
alfa(l) -sav glikoproteint nagymértékben ismert médon nyerhetjik
ki és tisztithatjuk (Hao Y-L, Wickerhauser M.; A Simple Method
for the Large-Schale Preparation of alpha(l)-acid glycoprotein,

Biochem. Biophys. Acta. 322; 99, 1973), az aladbbiak szerint.
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2. tédblazat

Cohn V frakcidé felllaszd (11 liter)
PH 4.7
Deae-Sephadex (24 g)

0.025 M acetat puffer (2 liter)

-5°C-on
v
Deae pogdcsa felliluszd
mosés hideg kidntve
0.025 M acetat pufferrel
mosdélé
Mosott Deae pogacsa kidntve

0.025M acetat
puffer + 1M NacCl

60 percig keverés

l

Deae eludtum (1,2 liter)
ultraszlrés

koncentratum (0,06 liter)
Acetdt pufferes dializalés
CM-celluldz kromatogréfia

Y
a- (1) -sav glikoprotein (0,82 g)

Az elkildénitett és tisztitott alfa(l)-sav glikoproteinbdl az
1. reakciovazlat szerinti deszialilezési reakcidban nyeridk aszia-

lo-glikoproteint:



1. reakcidvazlat

alfa(l)-sav gliko- > aszialo-glikoprotein

protein neuraminidaz

A kinyert aszialo-glikoprotein elektroforetikus diagramja a
3. &bra C oszlopdban lathaté.

A 3. &bra A oszlopén a protein molekulasUly marker lathatd.
A B oszlop az elkﬁlénitétt alfa (1)-sav glikoprotein 43 kd-os
(kilodalton) egyetlen savijat muﬁatja a szialinsav maradékkal
egyutt, a C oszlop pedig az aszialo-alfa (1)-sav glikoprotein
kérilbellll 41 kd-os egyetlen sdvjat mutatja, ahol a szialinsav
maradék eltdvolitédsa 1,7 kd-ont jelent.

Az aszialo-glikoprotein-interferon konjugdtum el8allitdsénak
utolsd lépésében egy glutdraldehides (GA) keresztkdtéses reakciodt
haszndlunk, amely egyike a legkiméletesebb ilyen reakcidknak. A
glutdraldehidet 6,0-8.0 ko6zo6tti semleges pH tartomdnyban, 4-40°C
k6zo6tti hémérsékleten, egy széles puffertartomdnyt biztositd
puffer alkalmazdsa mellett kapcsoljuk a felszabaditott amino-
-csoporttal. A reakcidban a protein amino-csoportja és az alde-
hid-csoport ké6zdtti reakcidban egy Schiff bdzis jén létre. Ebben
a reakcidban, minthogy a glutdraldehid két aldehid-csoportot tar-
talmaz, ezek kdzvetlenlil két amino-csoporttal kapcsolddnak, amint

az a 2. reakcidévazlatban lathatd:
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2. reakcidvazlat

0 H

3 -

Hordoz6-NH, + C- (CH,) ,-C + NH,-gydégyszer/Enzim
2 273 2

/ N
N 0

glutédraldehid

H

|
Hordozé—N=f—(CH2)3-C-N—gyégyszer/Enzim

H

(Pozmanski M. J. és Juliano R.L.: Biological approaches to the
controlled delivery of drugs: a critical review. Pharmacological
Reviews 36:271-336, 1984).

A konjugdtumot autoradiogrdfiéds berendezéssel azonosithatjuk

olyan médon, hogy eld8szdér I(131) izotdppal megjeldljuk a konjugé-
tumot az interferon arédnydban, jodogén mdédszerrel I(131l)-inter-
feron-aszialo-glikoprotein konjugdtumot hozva létre, majd elek-
troforézisnek vetjuk ald és Coomassie Blue festékkel megfestjuk
(4. &bra, B és C oszlop). A 4. &bra C oszlopdban egy protein
molekulastuly marker l&thatd; a B oszlop pedig a konjugatom 67
kilodaltonos sdvjat és a konjugdtum létrejdtte utdn maradt elre-
agdlatlan aszialo-glikoprotein 41 kilodaltonos savjat mutatja.
Az A oszlop a B oszlop elektroforetikus géljének autoradiografias
képe és egy 67 kilodaltonos savot mutat, amely megfelel a
I(131)-inteferon-aszialo-glikoprotein-konjugdtumnak.

A taldlmény szerinti konjugatumban az interferon hordozd-

jaként alkalmazott aszialo-glikoprotein méjban vald specifikus



abszorbedlddasat a kdvetkezd dllatkisérletekkel bizonyitottuk. A
kisérletek két csoportban folytak és minden kisérletben résztvett
egy kontrol csoport is. A két kisérletet a 9. dbra és a 10. &abra

illusztrdlja.
9, abra

Aszialo-alfa(l)-sav glikoprotein

szdvet specifikussdgédt bizonyitd kisérlet

Nyulak

1311-BsA 1317_aggp

1
!

a. gamma kamera Kkép

b. radioaktivités idfbeli védltozésa

A gamma kamera képet és a radioaktivitds id8beli valtozdsat
I(131) izotdppal jeldlt aszialo-glikoproteinnel injektdlt nyulak-
kal végzett kisérletbdl kaptuk meg és I(131) izotdppal jeldlt
borjiszérum albuminnal (BSA) kapott eredményekkel hasonlitottuk
Ossze. Az eredményekbdl az 5. dbrat nézve az lathatd, hogy a
humdn szérumbdl elklldnitett tisztitott aszialo-glikoprotein
specifikusan abszorbedldédik a mé&jban. Az 5. dbrén a fels§é gamma
kamera kép annak a radioaktivitdsnak a képe, amit hanyatt fekvd
helyzetben a nyudl szervei kibocs&tanak. EbbSl a képbdl a nyul
szerveiben jelen 1év8 aszialo-glikoprotein mennyisége az idd

fliggvényében 6&sszhasonlitd médon azonosithatd. EbbSl meghaté-



rozhatdé, hogy a I(131)-borjuaszérum albuminnal &ésszehasonlitva, a
I(131)-aszialo-glikoprotein specifikusabban abszorbedlddik a
méjban és hosszabb ideig marad ott.

Az alsd képeken az x tengel&Aaz iddt jeldli, az Y tengely
pedig a majban és a szivben, azaz a vérdramban detektdlt radio-
éktivitésokat jeldli, megfeleldleg. Az 5. abra alsd képeibdl az
lathaté, hogy az albuminhoz hasonlitva az aszialo-glikoprotein
erSteljesebben és specifikusan abszorbedlddik a majban, mint az

albumin.

10. &bra

A konjugdlt interferon mdj-szelektivitasdt

bizonyitd kisérlet

Nyulak
1311-1INF 131-INF-ASGP
[ Konjugatum

v

a. Gamma kamera kép
b. Radioaktivitéds idébeli valtozésa

c. Megoszlas szervek kodzott

A médsik kisérletben nyulakat injektdltunk I(131)-jeldlt
interferonnal és I(131)-jeldlt taldlmé&ny szerinti konjugdlt
interferonnal és Osszehasonlitottuk a gamma kamera képet és a

maj, sziv, hélyvag radiocaktivitdsat az id8 fluggvényében. A kapott
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eredmények a 6. dbran lathatdk.

A 6. &bra gamma kamera képébdl az lathatd, hogy az interfe-
ron az injekcié beaddsa utan 30 perccel f6leg a majban van meg-
kdtve, de madr megindul a hdélyagba vald kivaléasa. 3 Sra elteltével
az interferon gyakorlatilag madr nincs jelen a mdjban, hanem
f8ként a hélyagban taldlhatd. Ezzel szemben a taldlmany szerinti
aszialo-glikoprotein-interferon konjugdtum folyamatosan megmarad
a majban az injekcid beaddsa utdn 30 perccel, 2 6raval és 3 ora-
val egyarént, és nem figyelhetd meg a hélyagba vald kivalasztdda-
sa. Ez a radiocaktivitds id8beli valtozdsdt mutatd alsd képen is
l4thaté. Igy, az interferon esetében a maj radioaktivtdsat mutatd
fels® vonal és a vér radioaktivitdsdt mutatd kdzépsd vonal foko-
zatosan csdkken 30 percen belll, majd a hdlyag radiocaktivitaséat
mutatdé alsdé vonal emelkedik. Ezzel ellentétesen, az aszialo-
-glikoprotein-interferonnal injektdlt csoport esetében a maj
radiocaktivitdsat mutatd vonal folyamatosan eredeti értékén marad
és a hdélyag radiocaktivitdsédban semmiféle emelkedés nem figyelhetd
meg.

A taldlmény szerinti 4j konjugdlt interferon és az interfe-
ron szévet specifikussagat dsszehasonlitandd, nyullba interferont
és aszialo-glikoprotein-interferon konjugdtumot injektdltunk és 3
6ra elteltével a nyulat ledltik. Meghatdroztuk a szervek radio-
aktivitasdt és d&sszehasonlitottuk a szdvetekben vald megoszlést.
Az eredmények a 7. abrédn lathatdék. Hat szervben, azaz a majban,
vesében, tud8ben, lépben, szivben és pajzsmirigyben észelet
radioaktivitdst 100-nak véve, az aszialo-glikoprotein-interferon
konjugdtum esetében a madjban észlelt megmaradt mennyiség kérdl-

bellll 85%-a az &sszesnek, és a megmaraddsi szdzalékok a vesében,
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tiddben és szivben csak 7%, 5% és 1%, megfeleldleg. Ezzel szemben
az interferon esetében a mdjban észlelt megmaradt mennyiség csak
53%, és a vese, tudd és sziv esetében a megmaradasi %-ok viszony-
lag magasak, azaz 32%, 11% és 2%, megfelelSleg.

A 8. &bra az interferon és az Uj konjugalt interferon rela-
tiv megmaraddsi ardnyait mutatja az ids fluiggvényében. Az &brabdl
az lathatdé, hogy az aszialo-glikoprotein-interferon konjugdatum
megmaraddsa a majban szignifikadnsan magasabb és hosszabb ideig
tart, mint az interferoné. Ez azt jelenti, hogy az aszialo-gliko-
protein-interferon megmaradésa 1,5-, 4,3- és 6-szorosa az inter-
feronénak az injekcid beadédsa utén 30 perccel, 3 déraval és 12
Srdval, megfeleldleg.

A taldlmény szerinti interferon konjugdtumot a hapatitisz
kezelése céljédbdl injektédlhatd gydgyszerkészitménnyé alakithatjuk
ismert médon, a gydgyszeriparban az interferon készitményeknél
szokasosan haszndalt adalékanyagokkal, stabilizédldszerekkel,
pufferekkel, stb. dsszkeverve. A célra haszndlt puffer eldnydsen
ndtrium-foszfadt, kd&lium-foszfat, stb. A taldlmdny szerinti
gydgyszerkészitmény tartalmazhat még konzervaldszereket, igy
fenolt; stabilizaldészereket, igy albumint, L-cisztein hidroklo-
ridot, maltdzt, nétrium-kloridot vagy kd&lium-kloridot, stb.

Az alkalmazott dézis a beteg koratdl, testsulyadatdl, a beteg-
ség fokatdl, stb. flugg, az &ltalé&nosan alkalmazott dézis intra-
vénds injekcié esetében 0,2-2,0 millié nemzetkdzi egység az
interferonra vonatkoztatva/m2 testfelszin, egyszer naponta vagy
kétnaponként egyszer. Az alkalmazott dézisok és a beaddsi periéd-

dus ettSl eltérhetnek és meghatdrozdsuk a szakember feladata.
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A taldlmdny szerinti konjugdlt interferon specifikusan a
majsejtekben abszorbedlddik és hosszu ideig megmarad a majban.
Ennek megfelelden a konjugdlt interferon dézis sokkal kisebb
lehet, a kd&ézdnséges interferon készitményekkel dsszehasonlitva.
Ennek a csdkkentett ddzisak kdszdnhetbSen a betegeket kisebb
mértékben veszélyeztetik az interferon terdpidval egyltt jard
mellékhatédsok, mint a ldz, myalgia, a csontveldképz&dés ledlldasa,
stb. Ennek kévetkeztében a taldlmény szerinti konjugdlt interfe-
ronnal szembeni humédn tolerancia szignifikd&nsan jobb, mint a
kdzdnséges interferon esetében.

A taldlmény szerinti gydgyszerkészitmény intravénds beadédsa
utdni eredmények lathatdk a 7. és 8. &abrakon.

Az aldbb kovetkezd példdk a taldlmény szerinti megoldést

szemléltetik anélkll, hogy igényUnket ezekre a példdkra korlatoz-

nank.

Aszialo-glikoprotein
(Protein- (cukory) -Galaktéz) eldallitésa
1. példa

Aszialo-glikoprotein el8allitdsa alfa(l)-sav glikoprotein-

1*181
l‘—'

Treszildlt hordozd elddllitésa

10 g nedves Sepharose 4B (Pharmacia) gélt Uvegszirdbe te-
szUink és egymds utdn 10 ml 30 tf$%$-os, 80 tf%-os vizes aceton
oldattal, majd 100%-os abszoldt acetonnal mossuk. A mosott
Sepharose 4B gélt 30 ml absz. acetont és 150 pl treszil-kloridot
(2,2,2-trifluor-etédnszulfonil-klorid) (Fluka AG, Buchs, Switzer-

land) tartalmazd lombikba helyezzik és migneses keverdvel kever-



jik az elegyet. Ezt kdévetben a lombikot szobahémérsékleten hagy-
juk &llni 10 percig, az elegyet Aatszlirjuk az Uvegszirdén, majd 50
mM-es sésavban feloldott 70 tf%-os, 50 tf%-os és 30 tf%-os aceto-
nos oldattal, végul pedig 1 mM-os sdsavval mossuk. A kapott
terméket 4°C-on taroljuk, acetonnal kezeljik, szdritjuk, majd
szobahémérsékleten tdroljuk. Az igy kapott hordozdé kdriilbelil
450 pmol enzim/1 g szdraz gélhordozdja lehet.

2. A neuraminidédz kdoétése a treszildlt hordozdhoz

1 ml (0,4 mg/ml) neuraminidazt (Sigma Chem) NAPTM—lo
oszlopon (Pharmacia) &tengedink, majd 1,5 ml 0,2 M natrium-
-foszfdt-0,5M natrium-klorid pufferben feloldjuk (pH = 7.0)
(A280 = 0.534) és 1,0 g aktivalt treszil-Sepharose 4B-t adunk
hozz&. Az elegyet 16 6rdn &t 4°C-on rédzzuk lassan és 1,5 ml 0,5M
trisz puffert (pH = 7.5) adunk hozzd&. Az igy kapott elegyet 4°C-
-on tartjuk 5 érdn &t. A kapott gélt 0,1M natrium-foszfdt-0.15M
ndtrium-klorid (pH = 5.5) pufferrel mossuk, a kapott neuramini-
ddz-Sepharose 4B-t 4°C-on tdroljuk (A280 = 0.45) (neuraminidé&z
termelés a pufferben; OD 0.084/0D 0.534 = 0.064 Mg/0.4 = 16%.

3. Aszialo-alfa(l)-sav glikoprotein el8&llitésa

250 ml alfa(l)-sav glikoproteint 25 ml 0.15M nédtrium-klorid-
-0.1M natrium-acetédt pufferben (pH = 5.5) feloldunk, majd a kapott
oldatot 2 ml neuraminidd&z-Sepharose 4B oldattal keverjuk. Az
elegyet egy éjszaka&n at hagyjuk allni 37°C-on. Az eludtumot
kinyerjik, majd a deszialild&las hatékonysdgat tiobarbitursavas
analizissel hatdrozzuk meg. (Warren L: The thiobarbituric acid
assay of sialic acids J. Biol. Chem. 234: 1971-1975, 1959). Ennek
értelmében Ugy jarunk e., hogy 1.0 ml neuraminiddz-Sepharose

B-vel kezelt alfa(l)-sav glikoprotein oldatot (10 mg/ml) NAPTM—lo



oszlopon engedjik &t a sé oltéavolitasa céljabdl. Ezutén 50 pul 1N
kénsavat adunk 1 ml eludtumhoz és az elegyet rdzzuk, 1 éran at
proteinbdl eltdvolitsuk a neuraminidazos kezelés utén még meg-
maradt szialinsav csoportot. Egy 0.2 ml-es mintdt 0.1 ml per-
odattal Osszekeverlnk, a keveréket 20 percig 4llni hagyjuk és
1,0 ml arzenit hozz&adédsa utédn addig rdzzuk, amig a sdrgasbarna
szin eltdnik. A kapott oldathoz 3 ml tiobarbitursavat adunk és az
elegyet 15 percig forraljuk, majd Jeges-vizzel 5 percig hitjik.
Az elegy 2.0 ml-es alikvot részét 2 ml ciklohexanonnal keverjuk,
3 percig centrifugdljuk és megmérjuk a voérds feluliuszd abszor-
bancidjat 549 nm hullé&mhosszndl. A kontrol alfa(l)-sav glikopro-
tein abszorbancidja 0.008, az aszialo-alfa(l)-sav glikoprotein
abszorbancidja pedig 0.118.

A fentiek alapjén a tiszta szialinsav abszorbancidja 0.110
(0.118-0.008) 0.D. A szialinsav molekuldris abszorbancia indexe
57,000 és a lehasadt szialinsav mennyiséget (umol) a koévetkezd

egyvenlet alapjédn szdmithatjuk ki:

v - O.D.549 v - O.D.549 4 - 3 - O.D.549
1000 = = - =

57,000 57 57

0.075 - O.D.549, ahol

V = tiobarbitursav mennyisége
1000 = ml - liter szorzd, és

0.D.

)

optikai sdrdség



Az aszialo-glikoproteinb8l a kénsav segitségébdl felszaba-
dult szialinsav mennyiség 0.00825 umol (= 0,075 -+ 0,110). Egy (1)
ml alfa(l)-sav glikoprotein (1 mg/ml) 0.369‘umol szialinsavat
tartalmaz. Ebbdl kifolydlag, mivel a kisérletben hasznilt
alfa(l)—sav glikoprotein mennyisége 2 mg, a szialinsav &sszes
mennyisége 0.738 umol (= 0,369 pmol - 2) és a neuraminiddzos
kezelés hatdsdra felszabadult szialinsav mennyiség 0.7298 umol
(= 0.738-0.0082). Mindezek alapjdn a szdmitott hatékonysag
0.7298/0.738-100 = 99%.

2. példa

Az 1. példdban ismertetettek szerint eljarva, alfa(l)-sav
glikoprotein helyett fetuint, ceruloplazmiht, haptoglobint és
thyroglobulint haszndlunk aszialo-fetuin, aszialo-uruloplazmin,

aszialo-haptoglobulin és aszialo-thyroglobulin el8allitdséra.

3. példa

Aszialo-alfa(l) -sav glikoprotein és rekombindns interferon

konjugdtum elf8adllitdsa

(Protein- (cukor) . -Galaktéz-Glutdraldehid-Interferon)

A konjugdtum el&allitdsat egy lépésben, Harlow és Lane
(1988) egylépéses médszerével végezziuk. 1.0 ml I(131)-jeldlt
interferont (150 pg/ml) NapTM-10 oszloppal kezellnk, a 0.5M
natrium-foszfdt puffer oldatnak (pH = 7.5) 0.1M nédtrium-foszfat
oldatra (pH = 6.8) vald cseréje céljabdél. A kapott oldatot
magneses keverdvel ellatott lombikba 6ntjik és 100 pl (0.6 mg)
aszialo-alfa(l)-sav glikoproteint adunk hozz4&. Ezt kdévetden

keverés koézben 100 pl 1%-os glutdraldehidet adunk az elegyhez



cseppenként, 1 perc alatt és 3 6rdn &t inkubdljuk szobahdmér -
sékleten, majd 100 ul 1M etanol-amint (pH = 7.2) adunk hozza.

Ezutdn az elegyet szobahdmérsékleten 1 &ra hosszat inkub&ljuk és

a folyadék kromatografidval (FPLC), Sepharose 12 oszlopon elva-
lasztjuk: 214 nm-nél két frakcidt kapunk. Az elsd I(131)-jelzett
interferon izotdpszintje 86,1 uCi, az elsé és masodik frakcid
izotdpszintje 6 uCi és 6 uCi, megfeleldleg. Az elektroforézis
harom savot mutat: a viladgos és széles s&v 70 kd-ndl nagyobb
értéknél a polimerizdlt konjugdtumot jelenti, e mellett azono-
sithatdé a 67 kd-os konjugdtum sdv és a reakcid utédn megmaradt
aszialo-glikoprotein sé&vja 41 kd-ndl. A gélt elektroforézis utan
autoradiografidnak vetjik ald két sav azonositdsa céljdbdl: ez a
két sav a polimeriz&lt konjugdtum so6tét és széles savja 70 kd
feletti értéknél és a 67 kd-os konjugdtum sdv. Az allatkisér-
letben hasznalt aszialo-gliloprotein konjugdtum és I(131)-jeldlt

interferon megfelel az FPLC-vel elkiilénitett 67 kd-os frakcidnak.

4. példa

A 3. példdban ismertetettek szerint eljdrva, aszialo-
-alfa(l)-sav glikoprotein helyett aszialo-fetuint, aszialo-
-ceruloplazmint, aszialo-haptoglobulint és aszialo-thyroglobu-
lint haszndlva &llitunk eld konjugdtumokat a fent felsorolt
aszialo-plazma proteinek és interferon kozdtt.

Az aszialo-alfa(l)-sav glikoprotein szdévetspecifikussdgat és
a taldlmdny szerinti interferon konjugdtum méjsejt-specifikus-

sdgdt az aldbbi Allatkisérletekkel illusztrdltuk.



A. Az Osszehasonlitd vizsgdlati minta elddllitésa
Franker és Speck (Biochem. Biophys. Res. Commun. 80. 849-
-857) médszere szerint eljdrva, interferont, borjlszérum albumint

és aszialo-alfa(l)-sav glikoproteint jeldltink radioaktiv jéddal
(1311). Az &llatkisérletben hasznalt elébbi jeldlt készitmények
specifikus aktivitdsa az aldbbi volt:
- jédozott interferon specifikus aktivitésa:
359 upuCi/15 pug = 23.9 pcCi/ug
- jédozott borjuszérum albumin specifikus aktivitédsa:
400 pCi/30 pg = 13.3 uCi/ug
- joédozott aézialo-alfa(l)—sav glikoprotein specifikus
aktivitésa:

1607 pCi/60 pug = 26.8 uCi/ug

B. Vizsgdlati médszer és eredmények

1. vizsgdlat: az aszialo-alfa(l)-sav glikoprotein szdvet-

-specifikussdga

1.5-2.0 kg sulyd nyulakat elaltattunk és I(131)-jeldlt joédo-
zott borjuszérum albumint vagy Jjoédozott alfa(l)-sav glikoproteint
injektd&ltunk a flUli véndjukba. Ezutdn egy képalkotd (image com-
puter) computerrel, gamma kamera segitségével meghatdroztuk a
fontos részek képét Ugy, hogy mértik a szervek readiocaktivitdsat.

A hasznalt, Ohio Nuclear ™

410 gamma kamera egy nagy felbon-
toképességli kollimdtorra volt egybeépitve. Minden 6t percben
készitettink fotdékat, igy 30 perc alatt 6 fotogrdfidt kaptunk. Az
igy kapott képeket 1l4tjuk az 5. &bran.

Az 5. abrén a fels® sor azt mutatja, hogy a I(131)-aszialo-

-alfa(l) -sav glikoprotein specifikusabban abszorbedlddik a m&j-



ban, mint a I(131)-borjuiszérum albumin. Az 5. &bra alsd részén
l4thatdé diagramon az x tengely az id8t jeldli, a felsd vonal a
madjban detektdlt radioaktivitast jelenti, az alsd vonal pedig a
szivben, azaz a vérdaramban deﬁektélt radioaktivitdst jelenti,
ezekbdl a grafikonokbél az lathatd, hogy az aszialo-alfa(l)-sav

glikoprotein specifikusan a mdjban kdtddik.

2. vizsgdlat: az interferon és a taldlmény szerinti koniju-

gdlt interferon méj-specifikussdgdra vonat-

kozd bsszehasonlitd mérés

Az 1. vizsgdlatban ismertetett médon eljarva, I(131)-inter-
feront és I(131)-aszialo-alfa(l)-sav glikoprotein konjugdtumot
injektéaltunk a nyulak fdli véndjdba. A méjban mért radioaktivi-
téas &sszehasonlitdsa céljadbdl minden 30 percben fotografiat
készitettlink, 300 000 belUtéssel, igy 3 éra alatt 6 fotografidt
kaptunk. A fotdkat a 6. &brén lathatjuk. A 6. dbra gamma kamera
képén az lathatd, hogy az interferon az injekcid beadasa utan 30
perccel még féképp a majban taldlhatd, majd ezutdn a veséken
keresztil kivédlasztddik a hdlyagba. 3 bréval a beinjektdlds utén
az interferon gyakorlatilag nincs jelen a mdjban, hanem f8ként a
hélyagban taldlhatd. Az aszialo-alfa(l)-sav glikoprotein-inter-
feron konjugatum viszont az injekcid beaddsa utdn 30 perccel, 2
oraval és még 3 S6réval is megmarad a mdjban, jelenléte a hdélyag-
ban nem kimutathaté.

A 6. &bra alsé grafikonjait Osszehasonlitva, a maj radioak-
tivitasat a felsé vonal mutatja, a vér radioaktivitasét mutatd
ké6zépsé vonal fokozatosan csdédkken 30 percen at, majd a hdélyag

radiocaktivitdsdt mutatd alsé vonal emelkedik. Az aszialo-alfa (1) -



-sav glikoprotein-konjugadtum esetében a mdj radioaktivitédsa
folyamatosan megmarad, a hdélyag radioaktivitédsdban semmi emelke-
dés nem figyelhetd meg. A fenti teszt azt bizonyitja, hogy a

taldlmény szerinti interferon-konjugdtum megmaraddsi ideje a

majban sokkal hosszabb, mint a természetes interferoné.

3. vizsgdlat: az interferon és a taldlmény szerinti koniju-

galt interferon megoszlasa a szdHvetekben

Miutdn az elébbi 2. vizsgdlatot befejeztik, a nyulakat
ledltik és kiemeltik a majukat, veséjliket, tldejiket, léplket és
pajzsmirigyulket. A szervekben megoszlott radiocaktivitdst megmér-
tik azon célbdl, hogy kiszadmitsuk a bennlk szétoszlott interfe-
ron mennyiségét. A kKapott eredmények a 7. a&brén lathatdk.

A fenti vizsgdlatbdl az lathatd, hogy a taldlmdny szerinti
interferon konjugdtum behatoldsa a majba erdteljesebb, mint a
kbzdbnséges interferonoké, és a konjugdtum szignifikdnsan hosszabb
ideig marad a mdjban, midltal farmakoldégiai hatdsa szignifik&nsan

hosszabb ideig megmarad.

1. készitmény példa

Aszialo-orozomukoid-alfa-interferon-

-konjugétum 500,000 N.E.”
Natrium-klorid 8.0 mg
Dindtrium-foszfat 1.74 mg
K&lium-hidrogénfoszfat 0.2 mg
Kalium-klorid 0.2 mg
Fenol 3.3 mg

Albumin (humén) 1.0 mg



A fenti komponenseket injekcids desztilldlt vizben feloldjuk
és a kapott oldatot steril 1 ml-es fiolédba tesszik, majd 2-10°C-
-on tdaroljuk.

* Az interferon aktivitdsdra vonatkozé nemzetkdzi egység (N.E.)

2-4., készitmény példak

Az 1. készitmény példdban alkalmazott aszialo-orozomukoid-
-alfa-interferon-konjugdtum helyett 500,000 N.E. aszialo-fetuin-
-interferon-konjugdtumot, 600,000 N.E. aszialo-ceruloplazmin-
-interferon-konjugadtumot vagy 1,000,000 N.E. aszialo-haptoglobu-
lin-interferon-konjugdtumot keverjuik &éssze az 1. példdban alkal-
mazott konzervald-, puffer- és stabilizdldszerekkel. A keveréket
injekcids desztilldlt vizzel szolubilizdljuk és az oldatot
steril 1 ml-es ampulldkba tesszlik, majd az 1. példdban ismerte-

tett médon taroljuk.

5. készitmény példa

Aszialo-orozomukoid-béta-interferon-

-konjugatumn 1,000,000 N.E.
Natrium-klorid 9,0 mg
Albumin (human) 5,0 mg
Fenol 3,0 mg

A fenti komponenseket steril injekcids vizben feloldjuk és a
kapott oldatot steril 1 ml-es ampulldkba helyezzik, majd 2-10°C-

-on taroljuk.



6. készitmény példa

Az 5. példédban alkalmazott aszialo-orozomukoid-béta-inter-
feron-konjugatum helyett aszialo-orozomukoid-gamma-interferon-
-konjugatumot (500,000 N.E.) haszndlunk és Osszekeverjik az 5.
példa szerinti adalékanyagokkal, majd 1 ml-es fioldkba rakjuk.

A készitmények intravénds injekcids beaddsra alkalmasak.



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. (I) &ltalénos képletd aszialo-glikoprotein-konjugdlt

gydégyhatdsi szerek -

P-(S)4-Gal-GA-R (1)
- ahol
P jelentése humédn szérum glikoprotein peptid maradéka;
S jelentése humédn szérum glikoprotein cukor maradéka;

Gal Jjelentése galaktdéz maradék;

GA jelentése glutéraldehid maradék;

X jelentése egész szam, melynek értéke = 1 vagy nagyobb 1-nél;
és
R jelentése valamilyen gyégyhatdsd komponens, igy interferon,

aciklovir-natrium, ribavirin, vidaravin, zidovudin, suramin,

antiszensz oligonukleotid, ribozim, leukovorin-kalcium,

nadtrium-meglumin-diatrizodt, gadolinium-DTPA, glutation,

prosztaglandin, 99mTc és 13171,

2. Az 1. igénypont szerinti aszialo-glikoprotein-konjugdlt
gydégyhatdsl szerek szlikebb kdérébe esd (1) altaldnos képletd

konjugdlt gydégyhatasi szerek -

P—(S)X-Gal-GA—INF (1)
- ahol
P jelentése humdn szérum glikoprotein peptid maradéka;
S jelentése humén szérum glikoprotein cukor maradéka;

Gal Jjelentése galaktdz maradék;

GA jelentése glutdraldehid maradék;



X jelentése egész szdm, melynek értéke = 1 vagy nagyobb 1-nél;
és
INF jelentése interferon.

3. A 2. igénypont szerinti konjugdlt gydgyvhatédsd szerek,
ahol INF jelentése alfa-interferon.

4. A 2. igénypont szerinti konjugdlt gydégyhatdsi szerek,
ahol INF jelentése béta-interferon.

5. A 2. igénypont szerinti konjugdlt gydgyhatdsu szerek,
ahol INF jelentése gamma-interferon.

6. A 2. igénypont szerinti konjugdlt gydégyhatdsu szerek,
ahol a P-(S)y-Gal- maradék olyan deszialilalt human szérum
glikoprotein maradék, ahol P jelentése egy humdn szérum glikopro-
tein protein maradéka, S jelentése egy humén szérum glikoprotein
cukor maradéka és Gal D-galaktdéz maradékot jelent.

7. A 6. igénypont konjugalt gydégyhatdsu szer, ahol a deszi-
alildlt humdén szérum glikoprotein aszialo-orozomukoid, aszialo-
-fetuin, aszialo-ceruloplazmin, aszialo-haptoglobulin, aszialo-
-thyroglobulin vagy aszialo-makroglobulin lehet.

8. A 2. igénypont szerinti konjugdlt interferon, ahol INF
jelentése rekombindns interferon.

9. Hepatitisz kezelésére alkalmas gydgyszerkészitmény, azzal
jellemezve, hogy valamely (1) &ltaldnos képletd konjugdlt in-
terferont tartalmaz virusos hepatitiszben szenvedd betegek maj-
sejtjeiben jelen 1év8 hepatitisz wvirus replikacidjdnak gatlasa-
hoz elegendd mennyiségben, a gyoégyszeriparban szokédsosan alkalma-
zott hordozd és/vagy segédanyagok mellett.

10. A 9. igénypont szerinti gydégyszerkészitmény, azzal

jellemezve, hogy intravénds injekciés beaddsra alkalmas.



11. Virusos hepatitisz kezelési mddszer, azzal jellemezve,
hogy virusos hepatitiszben szenvedd betegnek valamilyen, a 2.
igénypont szerinti (1) éltalénog képletd konjugdlt interferont
adunk be, a beteg mdjdban jelen 1évS hepatitisz virus replika-
cidéjénak gatléasdhoz elegendd mennyiségben.

12. A 11. igénypont szerinti kezelési mdédszer, azzal jelle-
mezve, hogy a konjugdlt interferont intravénds injekcid forma-
jdban adjuk be.

13. A 12.igénypont szerinti kezelési mddszer, azzal jelle-
mezve, hogy a 2. igénypont szerinti (1) altaldnos képletd konju-
gadlt interferon virus replikdcidét gatld mennyisége 0.2-2.0 millid
nemzetkdézi egység, az interferon/testfelllet m2-re vonatkoztatva,

naponta egyszer vagy kétnaponta egyszer.

14. Eljards (1) &ltaldnos képletd konjugdlt interferon -

P - (S)x - Gal - GA - INF (1)
- ahol
P jelentése human szérum glikoprotein peptid maradéka;
S jelentése humdn szérum glikoprotein cukor maradéka;

Gal Jjelentése galaktdz maradék;

GA jelentése glutdraldehid maradék;

X jelentése egész szam, melynek értéke = 1 vagy nagyobb 1-nél;
és

INF Jjelentése interferon -

eld4llitésara, azzal jellemezve, hogy humdn szérum Cohn V frakcid

fellluszdjat kezelve elklilénitjuk beldle a protein- (cukor) ,-Gal-

-NANa 4ltalédnos képletd alfa(l)-sav glikoproteint; és a kapott

alfa(l)-sav glikoproteint neuraminiddzzal kezelve eltavolitjuk a

szialinsavat; és
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a kapott protein- (cukor),-Gal altalanos képletd aszialo-
-glikoproteint glutdraldehides (GA) keresztkdtéses mddszerrel
interferonnal kapcsoljuk; és
a protein- (cukor)y-Gal-Ga-INF altalanos képletd konjugdlt
interferont kinyerjuk.

15. A 14. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy
a human szérum Cohn V frakcidé fellldszdjét DEAE-Sephadex vagy
CH-Celluldz kromatografiaval kezeljuk.

16. A 14. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve, hogy
alfa(l)-sav glikoproteinként orozomukoidot alkalmazunk.

17. Eljéréds (1) &ltalédnos képletd konjugdlt interferon -

P - (S)x - Gal - GA - INF (1)
- ahol
P jelentése humdn szérum glikoprotein peptid maradéka:
S jelentése humdn szérum glikoprotein cukor maradéka;

Gal Jjelentése galaktdz maradék;

GA jelentése glutdraldehid maradék;

X jelentése egész szém, melynek értéke = 1 vagy nagyobb 1-nél;
és

INF Jjelentése interferon -

el64dllitdséra, azzal jellemezve, hogy humdn vérszérumot - amely

protein- (cukor),-Gal-NANa maradékot tartalmazé humdn szérum

glikoprotein, a cukor részhez kapcsolddva D-galaktdz (Gal) cso-

porttal és a masik maradék N-acetil-neuraminsav (NANA) - kezel-

juk; és

a kinyert protein- (cukor),-Gal-NaNa 4ltal&anos képletd glikopro-

teint neuraminidazzal kezeljlk; és
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a kapott protein-(cukor),-Gal altaldnos képletd aszialo-
-glikoproteint glutéaraldehides (GA) keresztkdé6téses médszerrel,
interferonnal kapcsoljuk; és

a P-(S)y-Gal-GA-INF (1) &ltaldnos képletd konjugalt interferont
kKinyerjuk.

| 18. A 17. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve, hogy
humén vérszérumként humén szérum Cohn V frakcid feliiluszdjat
alkalmazzuk, amelyet DEAE-Sephadex vagy CM-Celluldz kromatog-

radfidval kezellnk.

A meghatalmazott

el
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| tablazat

Human szerum Cohn V frakcio {elolbszbiq

DEAE - Sephadex vagy
CM-cetlotoz

kromatografia

/

Alfa (1)-sav gtikoprotein

(Protein- (cukor), - Gat - NANA)

.. \ §
Neuraminidazos kezeles,

treszitalt hordozohoz kapcsolas

Aszialo - glikoprotein

(Protein- (cukor) x - Gal)

+ INF
Glutaraldehides kemsz’tkbtc'zses

1
modszer

Y

Aszialo-glikoprotein - Interferon koniugé{um

(Protein- (cukor) %~ Gal-GA - lNF)
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2 tablazat

Cohn V frokclb fetotbszo (4 liter)

pH &7

Deae - Sephadex (249)
0.025M acelat puifer (2liter)

-5°C-on
roo o
Deae pogacsa teluluszo
Mosas hideg kiontve

0.025M acetat puiferrel

| |

Mosott Deae pogacsa mosole

0.025M acetat kidntve
pubfer + 1M NaCt

60 percig keveres

|

Deae eluatum (1,2 liter )
ultraszlres

koncentratum (0,06 liter)

Acetat pufferes dializalas

CM-celluldz kromatografia

Y
a-(1)-sav glikoprotein (O|829)
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3. ABRA
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C : aszialo-glikoprotein
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9.abra

Aszialo-alta (1)-sav glikoprotein

szovet specitikussagat bizonyito kiserlet

Nyuvtak
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a. gamma kamera kep

131

b. radicakiivitas idébeli vattozdsa

10. abra

A konjugall interferon mé}szczlek’ciﬂ’[ését

bizonyito kiserlet

Nyulak

|
v
U INF 13{-INF-ASGP

Konjugatum

J

¢

a. Gamma kamera kep
b Rodiooktivitas iddbeli valtozasa

c. Megoszlas szervek kozott
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