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Ab valamely antitest vagy annak antigént felismerG ekkor az R!® etilcsoport;

fragmentje, R!® hidrogénatom vagy acetilcsoport, és
R (V) vagy (XIII) altaldnos képletd csoport, ahol p Ovagyl;

R’ hidrogénatom vagy hidroxilcsoport; vagy ha R! 1-4 szénatomos alkoxicsoport;
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A szerves kémia, gydgyszerkémia és az immunolégia
teriiletére tartozé taldlmdny targya eljards hatéanyagok
antitestekkel képzett dj konjugdtumainak elGdllitdsdra.
A konjugdtumok alkalmasak a hatéanyag célzott bevi-
telére, minthogy az antitest irdnyitva viszi a hatéanya-
got a kivant szovethez vagy sejtekhez. A konjugdtum
egy két-kot6értékd kotSesoportra épiil fel, mely egyik
kotShelyén az antitest, masik kotShelyén a hatéanyagot
koti meg. Ugyancsak foglalkozunk a konjugatumok
eldallitdsdnak koztesanyagaival is.

A gybgyszerkémia egyre specifikusabb és hatdso-
sabb gyégyszereket nyujt az egyes betegségek kezelé-
sére, illetve megel6zésére. Egészen mostandig azonban
nem volt arra méd, hogy a hatéanyagot a szervezetnek
kozvetleniil ahhoz a részéhez juttassuk el, ahol a hatdst
elérni szandékozunk. Noha gyakran van lehetdségiink
a beteget olyan gyégyszerrel kezelni, mely csak a ki-
vént specifikus hatést fejti ki €s nincs hatdssal az egész
szervezetre, mégis az Ossz-testtdmegre vonatkoztatott
dézisokat kell beadnunk. Ezzel szemben, ha lehetdség
nyilna a hatéanyagoknak kozvetleniil a kezelendd
szervhez, szovethez, s6t sejtekhez valé eljuttatasdhoz,
igen kis mennyiségd Osszdozist kellene bevinniink,
minthogy a hatéanyag koncentrdltan ott hatna, ahol
erre sziikség van. A beteg biztonsdga és a hatéanyag
alkalmazdsdnak gazdasigossdga szempontjdbdl nyil-
vénval6 ennek az eljdrdsnak az el6nye.

Néhany éve az immunoldgidban mdr torténnek kisér-
letek a célzott kezelésre, oly médon, hogy a hatGanyagot
olyan antitesttel kotik Ossze, mely irdnyitottan eljut azok-
hoz az antigénekhez, melyek azokon a teriileteken lokali-
zdltak, ahol a hatGanyag hatdsa kivéntatik. Szdmos sza-
badalom és tudomdnyos kdzlemény foglalkozik ilyen ha-
téanyag/antitest konjugdtummal. Mostandig azonban
nem keriilt terdpids alkalmazasra ilyen konjugatum.

A taldlmdny tdrgya eljdrds az (I) dltalanos képleti -
ahol
Abvalamely antitest vagy annak antigént felismerd

fragmentje,

R (V) vagy (XIII) dltaldnos képletd csoport, ahol

R’ hidrogénatom vagy hidroxilcsoport; vagy

ha

R'7és R!6 egyikének jelentése etilcsoport, a masik

jelentése hidrogénatom vagy hidroxilcsoport,
akkor

R'® hidrogénatom; vagy

R'7¢sR!® a szénatomokkal egyiitt, melyekhez

kapcsolédnak, egy oxirdngyirit képeznek. €s
ekkor az R!6 etilcsoport;

R hidrogénatom vagy acetilcsoport, és

p Ovagyl;

R! jelentése 1-4 szénatomos alkoxicsoport;

Y jelentése oxigénatom vagy -NH- csoport;

n jelentése 1-8;

m jelentése 1-10 -

fiziol6giai szempontbdl alkalmazhat6 gydgyszerkonju-
gatum elGéllitdsara, melynek sordn az aldbbi emlitésre
keriil§ (IV) éltalanos képleti hatéanyag-szdrmazékot a
fentiekben meghatarozott Ab antitesttel vagy antitest-
fragmensekkel reagdltatjuk.
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A taldlmany tovabbi targya eljards gyégyszerkészit-
mények elGallitisdra, melyek a taldlmany szerinti kon-
jugdtumot és parenteralis tton bevihet§ kozeget tartal-
maznak.

A (IT) és (IV) dltaldnos képletd vegyiiletek uj kdz-
bensé termékek.

A leirdsban megadott homérsékleti értékek mind
Celsius-fokban értendék. Valamennyi szdzalék, kon-
centricié és hasonlék tomegegységre vannak megadva,
hacsak masként nem jeloljiik. A konjugdtumra vonat-
koz6 koncentracidk €s dézisok a konjugdtumban 1évé
hatéanyagra vonatkoznak.

Az ,,1-4 szénatomszami alkoxicsoport” kifejezé-
sen metoxi-, propoxi-, izopropoxicsoportot, és a buto-
xicsoport kiilonféle izomerjeit értjik, beleértve az n-
butoxi- és terc-butoxicsoportot.

A taldlmény sz6vegében a vegyiiletek dltaldnossag-
ban malonétokként szerepelnek. Nyilvanvalé azonban,
hogy azoknal a vegyiileteknél, ahol Y jelentése amino-
csoport, a malonamét elnevezés a helyes és ezt az
elnevezést hasznaljuk, ahol specifikusan ezek a vegyii-
letek szerepelnek.

A , karboxilcsoportot védG csoport” kifejezés alatt
olyan szerves csoportokat értiink, melyek alkalmasak
arra, hogy mikézben a molekula mds részén reakciét
hajtunk végre, a karboxilcsoportot megvédjiik. A szin-
tetikus kémidban igen sok ilyen csoport ismert és fel-
haszndldsra keriil, kiilonosen a peptidkémidban. E
targyban kiilonosen hasznos Gree konyve: ,,Protective
groups in organic synthesis” (John Willey and Sons,
New York, 1981). A karboxilcsoportok véddcsoportjai-
val az 5. fejezet foglalkozik. A mi szempontunkbdl a
rovidszénlanci alkilcsoportok a legeldnydsebbek, eze-
ken beliil is fGleg az etoxicsoport. Green szerint tovdb-
bi el6nyos €s alkalmazhat6 védéesoport példaul a me-
toxi-metoxi-, a tetrahidropiranil-oxi-, tetrahidrofuranil-
oxi-, benzil-oxi-metoxi-, fenacil-oxi- és szubsztitudlt
fenacil-oxi-csoport, a 2,2,2-triklér-etoxi- és mds, halo-
génnel szubsztitudlt etoxicsoport, a trimetil-szilil-eto-
xi-, metil-tio-etoxi-, toluolszulfonil-etoxi-, terc-butoxi-,
ciklopentoxi-, benzil-oxi-csoport, a tri- és trifenil-oxi-
metoxi-csoport és hasonldk, valamint az amidképzé
csoportok, mint amilyen az amino-, etil-amino-, dime-
til-amino-, pirrolidino-, morfolino-, piperidino-, dietil-
amino-etil-amino-csoport, stb.

A, karbonsavat aktival6 csoport” kifejezés azokra a
csoportokra vonatkozik, melyeket a szintetikus szerves
kémidban haszndlnak a karbonsavak reakciokészségé-
nek fokozdsdra. Ilyen csoport a benzolszulfonil-oxi-,
metdnszulfonil-oxi-, toluolszulfonil-oxi-, ftalimidil-
oxi-, szukcinimid-oxi-, klér-, benzo-triazolil-oxi-,
brém-, azidocsoport, stb. A taldlmdny szempontjabél
elényds aktivdlé csoport az N-szukcinimid-oxi-, ftdli-
midil-oxi- és a benzo-triazolil-oxi-csoport.

A ,karbonsavval s6t képzé csoport” kifejezésen
olyan dltaldnosan értelmezett csoportokat értiink, me-
lyek egy oxigénatomon keresztiil s6t képeznek a kar-
bonsavval. Ilyen kivdnatos s6képzdk példdul az alkali-
fémek, az aminocsoportok és a kvaterner amménium-
csoportok; kdzelebbrdl a legel6nyosebbek a ndtrium-,
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kédlium-, litium-, az 1-4 szénatomszdmy alkil-amino-,
dialkil-amino- és trialkil-amino-csoport, a kvaterner
amméniumesoportok. ahol a nitrogénatom négy hidro-
génnel szubsztitudlt, az 1-4 szénatomszamu alkilcso-
port, a fenil- vagy benzilcsoport. A koriilményektSl
fiiggden példdul az aldbbi kvaterner amméniumcsopor-
tok koziil vdlaszthatunk: amménium, tetrametil-ammé-
nium, dietil-dimetil-amménium, dietil-dibutil-amméni-
um, benzil-trimetil-ammoénium, terc-butil-trimetil-am-
moénium, fenil-trietil-ammoénium, dietil-dipropil-am-
ménium, szek-butil-trimetil-ammdnium, izobutil-trie-
til-ammdnium és hasonidk. Alkalmas séképzdk tovab-
b4 az olyan aminok, mint példdul a metil-amin, butil-
amin, trietil-amin, dipropil-amin, dietanol-amin, trietil-
amin, dipropil-amin, dietanol-amin, stb.

A taldlmany szerinti gyogyszerkonjugdtum antitest-
bdl, egy adott kémiai csoportba tartozé hatéanyagbdl
€s a kettGt Osszekapesold kdtéesoportbdl dll. Foglalko-
zik a taldlmdny a konjugdtumok elkészitéséhez hasz-
ndlt malonat koztesanyagokkal és az antitestszarmazé-
kokkal is, melyeket az antitestek, vagy antitest frag-
mensek €s a malondt koztesanyagok reagdltatdsival
dllitunk elS. Els6ként az antitesteket és a hatéanyago-
kat targyaljuk meg, majd a malonat koztitermékeket,
részletezziik a szintéziseket és végiil a szintézisre és a
konjugdtumok biol6giai hatékonysdgdra adunk meg
példikat.

A taldlmény szerinti gyégyszerkonjugdtum hatdsdt
a hatéanyag biolGgiai hatékonysdga és az antitest anti-
gén-szelektivitdsa hatdrozza meg. Az antitestet aszerint
vélasztjuk ki, hogy felismeri-e azt az antigént, mely
ahhoz a sejthez kotddik, melyet a hatGanyaggal szd-
munkra kivint médon befolysolni akarunk. Igy péld4-
ul, ha a hatéanyag neoplazma ellenes szer, olyan anti-
testet kell kivélasztanunk, mely a tumorsejthez k6t6dG
antigént ismeri fel. Az alkalmazandé hat6anyag jelle-
gétdl fiiggden, adott esetben elGnydsen olyan antiteste-
ket valasztunk, melyeket a sejt belsejébe felvesz vagy a
feliileti antigén felismerésével a felszinen megkotve
tart,

Az antitest forrdsa a jelen taldlmény szempontjabdl
nem dontd. Kivalaszthatjuk az immunglobulinok bar-
melyik csoportjdbdl vagy alcsoportjabdl, ideértve az
IgG-t, IgA-t, IgM-t, IgE-t, és az IgD-t. Hasonléképpen
nem dont§ a faj, ahonnan szdrmazik, ha az antitest
megcélozza azt a sejtet, ahol a hatdanyagnak ki kell
fejtenie hatdsat.

A gydgyszerkonjugdtumokhoz leginkabb monoklo-
nélis antitesteket hasznélnak, a jelen taldlmany szerinti
konjugatumhoz is ezt eldnyds alkalmazni, de a poliklo-
ndlis antitestek alkalmazdsa sem kizart.Ujabb tipusi
antitest a kiméra-antitest, amit rekombindns technikd-
val dllitanak el laboratériumban. Ezek olyan DNS-ek
expresszidjdval keletkeznek, melyek barmelyik kivant
antitest antigén-kotdhely régidjat vagy az antitest mds
aminosavszekvencidjat kédoljak. Igy olyan kiméra-an-
titestek kaphat6k, melyek egyik része egy adott fajbél,
a mdsik része egy mdsikbol szdrmazik. Ezek is el6nyo-
sen felhaszndlhat6k a taldlmédny szerinti konjugdtum-
hoz.
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Az antitest eredete €s természete mindaddig nem
kritikus, amig megcélozza a kezelend§ sejtet, és nem
teszi a konjugdtumot elfogadhatatlanul toxikussd. A
szakemberek szdmdra az itt lefrtak alapjén a kivélasz-
tott antitestekbdl konnyen el§dllithaté a konjugétum és
konnyen mindsithets is. Az antitestek és a konjugdtu-
mok vizsgdlatdra megadunk néhdny médszert.

El@szor is az antitestet egy olyan hibridémanak kell
termelnie, ami elég stabil ahhoz, hogy jelentGs mennyi-
ség(i antitest termelddjon. Az antitestnek részt kell tud-
nia venni a konjugacids reakciGban és a tisztitdsi elja-
rasokban, és kiilondsen lényeges a kell§ vizoldékony-
sdga, hogy a kémiai aktivitdsokat elfogadhat6 koncent-
ricidkban lehessen végrehajtani.

A kividlasztott antitesttel képzett konjugatumot el6-
szor az antigén-kotoképessége szempontjabdl vizsgdl-
juk. A szabad antitest kotSképességéhez viszonyitott
enyhe csokkenés vérhaté €s elfogadhaté. Ezt kovetden
megvizsgdljuk a konjugdtum in vitro toxicitdsat az an-
tigén-pozitiv sejtekkel szemben. A hatékony konjugd-
tumnak valamivel kisebb citotoxicitisa van, mint a
szabad hatdanyagnak ugyanolyan koriilmények kozott
vizsgélva. Az elsS két vizsgdlaton atjuté konjugatumot
meztelen egerekbe atiiltetett humdan tumoron értékeljiik
Johnson és Laguzza mddszere szerint [Cancer Res. 47,
3118-22 (1987)). A kivélasztott konjugdtumot mezte-
len egéren teszteljiik a szabad hatéanyaghoz, a szabad
hatéanyag és a szabad antitest keverékéhez és egy
olyan konjugdtumhoz viszonyitva, melynek nincs jelen
megcélzandé immunglobulinja. A  konjugdtumnak
mindezekhez képest hatdsosabbnak és bizton-
sdgosabbnak kell lennie. A dézistartoményra vonatko-
z6 vizsgalatokat xenogréft modellen végezziik.

Nyilvanvald, hogy a helyesen megvilasztott anti-
test-fragmens ugyanolyan eredménnyel alkalmazhaté,
mint az ép antitest. Kévetkezésképpen a gyakorlatban
az antitest megfeleld fragmenseit, f6ként az F(ab’),
fragmenst, mely a kezelend§ sejtekhez k6t6dG antigént
felismeri, ugyantgy hasznélhatjuk, mint az intakt anti-
testet.

A pontos mechanizmus, mellyel a koét6csoportot
szolgdltaté vegyiilet reagdl az antitesttel és megkotddik
azon, nem teljesen ismert és az (I) dltaldnos képletben a
kapcsolédds nem részletezett. Feltehetd, hogy acilezd-
dési reakcidn keresztiil torténik. Az antitest molekuldn
tobb acilezhetG hely is van. Legéltaldnosabb a feltétele-
zés, hogy a reakci6 a lizin szabad aminocsoportjdn
torténik, de acilezddhet hidroxilcsoport, fenolcsoport,
imidazolgy(ri és talin mds csoport is.

Az (I) 4ltaldnos képlet mutatja, hogy egy antitest-
molekuldhoz 1-10 kétéesoport/hatéanyag egység kap-
csolédik. Ez természetesen egy dtlagos szdm, egy kon-
jugdtumban az egyes antitestmolekuldkhoz kot6dd
egységek szdma, a konjugdciés ardny adott tartoma-
nyon beliil véltoz6. A koltséges antitest akkor a leggaz-
dasdgosabban kihasznalt, ha minden egyes antitestmo-
lekuldhoz kotddik adott szami hatanyag. Ha viszont
az optimalisndl tobb hatanyag kotddik egy antitest-
molekuldhoz, az mdr rontja az antitest antigénfelismerd
képességét és kotSképességét, ezért meg kell taldlni az
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optimdlis m értéket. Az el6nyds m érték dltaldban 4—
10, még eldnydsebben 3-8.

Nagyszdmii antigén 4ll rendelkezésre, melyet a ta-
lalmany szerint felhaszndlhatunk, és a szakfolyéiratok
minden szdmdban taldlhatunk tovabbi alkalmas antites-
tekrdl szol6 leirdst. Lehetetlen és sziikségtelen, hogy
felsoroljuk mindazokat az antitesteket, amelyeket a ta-

ldlmény szerint felhaszndlhatunk. Az 4tlagos szakisme- -

retd immunolégus és kémikus képes az antitest kivé-
lasztasdra, ha olyan forrdsokat haszndl fel, mint az
American Type Culture Collection (Rockville, Mary-
land, USA) katalégusa vagy a Linscott’s Directory 4ltal
szerkesztett (40 Glen Krive, Mill Valley, California,
USA 94941) Biological Reagents cimii kézikonyv.
Ezek szerint a szakember konnyen kivélaszthatja az
antitestet barmelyik determinanssal szemben, ami lehet
egy tumor, baktérium, gomba, virus, parazita, miko-
plazma vagy egy hisztokompatibilis antigén, illetve
egy patogén feliileti antigén, toxin, enzim, allergén
vagy mds tipusd, fizioldgiai szempontbdl fontos sejtek-
kel kapcsolatos antigén.

A taldlmény legelGnydsebb alkalmazasi teriilete, a
citotoxikus hatGanyagok eljuttatdsa rdkos sejtekhez,
melyek lehetnek pikkelyes-karcinéma sejtek, adeno-
karcinéma-sejtek, kis sejtes karcindmasejtek, gliéma-
sejtek, melanémasejtek, vesekarcinémasejtek, dtmeneti
tipusii karcinémasejtek, szarkéma sejtek, tdmasztdszo-
veti tumor erezetének sejtjei, lifoid tumorok — péld4ul
leukémia és limféma ~ sejtjei.

Valamennyi ilyen tipusd célsejtnek megfelelS anti-
test a rendelkezésiinkre 4ll, és lelGhelyei a ,,Linscott’s
Directory”-ban megtaldlhaté. Ezen tilmenden az ilyen
antitestek termeléséhez sziikséges hibridémék a szokd-
sos médon beszerezhetdk az ATCC és mds gy(jtemé-
nyeken keresztiil.

A taldlmdny rdkellenes felhaszndlhatésdga szem-
pontjabdl szdmos ma ismert antitest kiilondsen fontos
lehet. Ilyen el6nyds, specifikus antitest példdul az
ATCC HB 9682 hibridéma 4ltal termelt L/102 antitest.

Egy mdsik érdekes antitest a KS1/4, melyet els6-
ként Varki és munkatdrsai fedeztek fel [Cancer Re-
search, 44. 681-686 (1984)]. Ma mar szdmos olyan
plazmid van letétbe helyezve, melyek a monoklondlis
KS1/4 antitest kiilonbozG részeinek kddold szekvenci-
4jat tartalmazzak. Ezek a plazmidok a Northern Regio-
nal Research Laboratory-t6l (Peoria, Illinois, USA) be-
szerezhet6k. A szakemberek ezekkel a plazmidokkal
rekombindcds eljardsok utjdn olyan kiméra antitesteket
allithatnak el6, melyek hozzdkapcsolédnak az adeno-
karcinéma sejtek feliiletén sirtin taldlhat6 antigének-
hez. Az ilyen antitestek elkészitésére részletes leirdst
taldlunk a 89 303 814. 1 szdmdi (1989. dprilis 18.) eurd-
pai szabadalmi lefrdsban. Az aldbbi plazmidok a KS1/4
antitesttel vannak kapcsolatban.

pGKC2310 plazmid — a konnyi ldnc kédolé szek-
vencidja, a konnyd ldnchoz kapcsolodd szignal peptid
és a 5°, valamint a 3’ nem transzldléd6 szakaszok; a
K12 MM294/pGKC2310, NRRL B-18356 E. colibdl
izoldlva.

pG2A52 plazmid — a nehéz ldncot kédol6 szekven-
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cia, a nehéz lanchoz kapcsolédd szigndlpeptid szek-
vencidja, az 5°, valamint a 3’ nem transzldl6dé szaka-
szai; a K12 MM294/pG2A52, NRRL B-18357 E. coli-
bél izoldlva.

CHKC2-6 plazmid — a konnyd ldnc varidbilis sza-
kaszanak kédolé szekvencidja, a konny( Idnchoz kap-
csolédé szignalpeptid kédold szekvencidja, a humén Ig
konny(i ldncdnak konstans szakaszdt kédolé szekven-
cia; K12 DH5/CHKC2-18, NRRL B-18358 E. colibdl
izoldlva.

CHKC2-18 plazmid — médositott konnyd ldnc va-
ridbilis szakaszdnak kédold szekvencidja, a konnyi
lanchoz kapesolédé szignalpeptid kédold szekvencidja,
a humdn IgG kénnyd ldncdnak konstans szakaszat ké-
dolé szekvencia; K12 DHS5/CHKC2-6, NRRL B-
18359 E. colibél izolalva.

CH2AS plazmid — a nehéz lanc varidbilis szakaszd-
nak kédolé szekvencidja, a nehéz ldnchoz kapcsol6d6
szigndlpeptid k6dol6 szekvencidja, a human IgGl ne-
héz ldncdnak konstans szakaszdt kédold szekvencia;
K12 MM294/CH2AS5, NRRL B-18360 E. colibdl izo-
lalva.

CH2ASIG2 plazmid - a nehéz lanc varidbilis sza-
kaszét kédol6 szekvencia, a nehéz lanchoz kapcsol6d6
szigndlpeptid k6dol6 szekvencidja, a human IgG2 ne-
héz lancdnak konstans szakaszét kédolé szekvencia;
K12 DH5/CH2AS5IG2, NRRL B-18361 E. colibél izo-
lalva.

CH2ASIG3 plazmid — a nehéz ldnc varidbilis sza-
kaszdt kédol6 szekvencia, a nehéz lanchoz kapcsolédé
szignélpeptid kédol6 szekvencidja, a humdn IgG3 ne-
héz lancdnak konstans szakaszdt kédolé szekvencidja;
K12 DHS/CH2AIG3, NRRL B-18362 E. colibél izoldl-
va.

CH2A51G4 plazmid — a nehéz ldnc varidbilis sza-
kaszat kédol6 szekvencia, a nehéz ldnchoz kapcsolédé
szignalpeptid k6dold szekvencidja, a humén IgG4 ne-
héz ldncdnak konstans szakaszat kédolé szekvencia;
K12 DH5/CH2AIG4, NRRL B-18363 E. colibdl izol4l-
va.

Az ATCC HB21 hibridéma 4ltal termelt SE9C11
antitest felismeri a transzferrin receptort, melyet sok
tumor kifejez. A National Cancer Institute-t61 beszerez-
het B72.3 antitest a mellrék és a vastagbélrdk dltal
kifejezett antigéneket ismeri fel.

Az OKT3 és az OKT4 két olyan érdekes antitest,
mely nem tumordlis antigénekkel szemben aktivak,
hanem a periférids T-sejtekhez, illetve a humén T-hel-
per sejtekhez kotdnek. Ezeket a antitesteket az ATCC
CRL8001, illetve a CRL8002 hibridémék termelik.

Kiilsnbozs terdpids célokkal alkalmazhatd antites-
tek tovabbi forrdsai a kovetkezok. Humdn anti-limfoci-
ta és anti-monocita antitestek, melyek immunmodul4-
ciés céllal és a tumorterdpidban felhasznalhatdk: az
ATCC HB2, HB22, HB44, HB78 és HB136 kultdrdk
dltal termelt antitestek.

Az ATCC HB84 kultira tumorterdpidra fethasz-
nilhaté antitranszferrin receptor antitestet termel. Az
ATCC HB8059 kultira a vastag- és végbélrdk mono-
szialoganglioziddal szembeni antitestet, a HB136 kul-
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tdra az érett humdn T-sejt felszini antigénnel szembeni
antitestet termel, mely felhaszndlhaté immunmoduléci-
Ora és a T-sejt leukémia terdpidban.

Az ATCC HB9620 hibridéma egy karcinoembrio-
nik antigénnel szemben antitestet termel, jele: CEM
231.6.7.

Egy immunolég vagy a hatéanyag célzott bevitelé-
ben ismeretekkel rendelkezd szakember szdmdra az
ismert kozlemények és a fenti eligazit6 példék és leira-
sok segitségével nem nehéz kivdlasztani egy olyan
antitestet, mellyel a kivant hatéanyagot a kezelendd
célisejthez eljuttatja.

Hangsiilyozni kivanjuk, hogy a jelen taldlmany 1é-
nyege az az eljdrds, hogy egy hatdanyagot a fentebb
leirt malondt kotScsoporton keresztiil egy antitesthez
kotjiik, és ebbdl a szempontb6l semmi korldtozds nem
vonatkozik az antitestre. A taldlmdny szerinti malondt
kotbesoport kedvezden alkalmazhaté barmilyen terdpi-
4s vagy profilaktikus céllal haszndlt hat6anyaghoz, ki-
zdr6lag azzal a kovetelménnyel, hogy a hatéanyag ren-
delkezzen olyan kémiai funkcids csoporttal, mely a
malondtcsoporthoz  kotGdni tud, és természetesen
ugyanez vonatkozik arra az antitestre .is, mellyel a
hatéanyagot a kivant célsejthez eljuttatni akarjuk. A
taldlmany szerinti metilén k6tési mechanizmus azt igé-
ri, hogy a hatéanyag reaktiv amino-, hidroxil- vagy
tiolcsoporttal rendelkezzen. Tovabbd a hatéanyagnak
természetesen olyan tulajdonsagiinak kell lennie, hogy
a funkcids csoportja €s a kétdcsoportot szolgéltatd rea-
gens kozotti reakcidban a hatéanyag aktivitdsa ne kdro-
sodjon.

Ez a kotdcsoport lényegében valamennyi tipusi
hatéanyaghoz felhaszndlhat6, vagyis példaul antibakte-
ridlis, antivirdlis, antifungalis, rékellenes, mikroplaz-
maellenes, stb. hatéanyagokhoz. Az igy felépitett
gyogyszerkonjugdtumok azzal a céllal haszndlhatdk
fel, mellyel az illetG hatéanyagok, és fokozott haté-
konysdggal rendelkeznek az antitest jelenlétébdl kovet-
kezéleg, mely a hatéanyagot ahhoz a sejthez vezeti,
ahol hatdsanak kifejtése kivant.

A 4 671 958 szami amerikai egyesiilt dllamokbeli
szabadalmi leirds ismerteti azokat a hatéanyagokat és
mds vegyiileteket, melyek felhaszndlhaték a gydgy-
szerkonjugdtum elkészitéséhez.

Amint emlitettiik, a hatéanyag az amino, hidroxil
vagy tiol funkciés csoportjan keresztiil reagdl. Ezeket a
kifejezéseket Kiterjesztett értelemben haszndljuk, azaz
az ,aminocsoport” kifejezés magaba foglalja azokat az
aminocsoportokat, melyek karboxamidok, hidrazidok,
karbamatok, stb. részét képezik és azokat az aminocso-
portokat, melyek egyszerden egy szénhidrogén szerke-
zethez kapcsolédnak. Az aminocsoportnak lehet egy
harmadik kis szubsztituense, akkora csoport, mely nem
okoz térbeli gdtldst a malondtszerkezettel val6 reakcio-
ndl. Ilyen szubsztituens lehet példaul egy egyenes ldn-
cu alkilcsoport vagy hasonlé.

HasonlGképpen a hidroxilcsoport vagy a tiolcsoport
része lehet egy karbonsavnak vagy tiosavnak.

Noha a hatéanyag barmilyen kémiai tipusi €s tera-
pids vagy profilaktikus hatdsd lehet, el6nyos olyan
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hatéanyagokat haszndlni, melyek a reakciéban amino-
csoporttal vesznek részt. Még eldnyosebbek azok a
hatéanyagok, ahol az aminocsoport hidrazinnak vagy
egy hidrazin szerkezetnek a része.

Az el6nyosen alkalmazhaté hatéanyagok a citoto-
xikus anyagok csoportja, kiilondsen azok, melyeket a
rdk gyégyitdsdndl hasznalnak. Ide tartoznak éltaldban
az alkilezGszerek, antiproliferativ anyagok, tubulink6té
anyagok, stb. A citotoxikus anyagok elényds csoportjét
képezik példdul a daunomicin tipust hatéanyagok, a
vinca hatéanyagok, a hatéanyagok pteridin tipusi cso-
portja és a podofillotoxinok. A felsoroit csoportba tar-
toz6k koziil kiilondsen alkalmas példaul a doxorubicin,
daunorubicin, aminopterin, metotrexdt, metopterin,
diklér-metotrexat, mitomicin-C, porfiromicin, 5-fluor-
uracil, 6-merkapto-purin, citozin-arabinozid, podofillo-
toxin, etopozid, melfalan, vinblasztin, vinkrisztin, le-
urozidin, vindezin, leurozin, stb. Nyilvdnval6. hogy
jelentéktelen kémiai mdédositdsokat elvégezhetiink az
el6nyds és dltaldnossdgban felsorolt vegyiileteken, ab-
bdl a célbdl, hogy a reakcidkat kedvezébb koriilmé-
nyek kozott végezziik.

Az is nyilvdnval6, hogy az eldnyos konjugdtumok
elényos hatéanyagokbdl készithetdk.

Az (V) dltalanos képletd csoportok a daunomicin
(vagy adriamicin) csoportba tartoz6 vegyiiletekb6l ve-
zethetdk le, mig a (XIII) képlet a vinka hat6anyagbél
szarmaz6 csoportot szemlélteti.

A jelen taldlmédnyban alkalmazott vinka hatéanya-
gok ismertek a szakteriileten, f6ként Cullinan €s mun-
katdrsai, valamint Tronet és munkatérsai szabadaimai-
bél és kozleményeibdl. Cullinan és munkatérsainak a
4 203 898 szdmi szabadalmi leirdsa kiilondsen sok t4-
jékoztatdst ad a vinka hatéanyagok szintézisét illetGen.

A leginkdbb el6nyodsek a fenti (XIII) dltaldnos kép-
lettel leirhaté vinka hatéanyagok. Nyilvanvalé, hogy a
szerkezeti képlet kiilonféle generikus vagy trividlis ne-
vii vegyiiletre vagy azok szdrmazékaira jellemzd. Az
egyszeriiség kedvéért a taldlmadnyban nem hasznéljuk a
vinka hatGanyagok bonyolult elnevezéseit, hanem eze-
ket az anyagokat vinblasztin-szarmazékokként emlit-
jiik. A vinblasztinnal a fenti képletben az egyes csopor-
tok jelentése a kovetkezd: az
RI6 etilcsoportot,

R!7 hidroxilcsoportot,
R'® hidrogénatomot,
R!? acetilcsoportot jelent,

és a 23-as szénatomndl a képletben szerepld karbo-

xamid szerkezet helyett inkdbb metilészter szerke-

zet van.

Kiilonosen eldnydsek azok az aldbbi vinka hatd-
anyagok, melyekre a feltiintetett megszoritisok érvé-
nyesek. Nyilvanvald, hogy az egyes megszoritdsokat
kombindlhatjuk is, még sziikebbre korldtozva a legel6-
nydsebb hatéanyagok korét. El6nydsen tehdt azok a
vinka hatéanyagok, ahol
A) R!6 jelentése etilcsoport,

B) R!% jelentése hidrogénatom,
C) az R'® és R!7 egyikének jelentése etilcsoport, a
mdsik hidrogénatom vagy hidroxilcsoport,
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D) R jelentése hidroxilcsoport,
E) R' jelentése hidrogénatom,
F) RY jelentése acetilcsoport,
G) pjelentése 1,

H) p jelentése 0.

A taldlmdny szerinti malondt koztesanyagok reagdl-
nak az antitesttel és a hatéanyaggal. A malondt kdztes-
anyagok tehdt annak a kapcsolécsoportnak az el6-
anyagai, melyek az antitestet és a hatéanyagot dsszeko-
tik; kovetkezésképpen a koztesanyag-malondtok meg-
felelnek a konjugdtumok elényos szerkezetének.

A koztesanyagok a malonsav szdrmazékai; a szak-
emberek szdmdra ismert vagy konnyen megtervezhetd
folyamatokkal 4llithatok elg.

A taldlmény szerinti hatéanyag-szdrmazékokat tigy
allitjuk el6, hogy valamely (IV) 4ltaldnos képleti hat6-
anyag-szarmazékot — ahol R, RY, Y és n jelentése az (I)
dltaldnos képletnél megadott és R? jelentése hidroxil-
csoport vagy karboxilcsoportot aktivdld csoport vagy
karbonsavval sét képezd csoport — valamely antitesttel
vagy annak antigént felismerS frangmentjével reagdl-
tatjuk. A kiinduldsi anyagok elGdllitasdra a megfeleld
hatéanyagot azzal a (II) dltaldnos képletd malonat koz-
testermékkel reagdltatjuk, melyeket a konjugdtumok
elkészitésekor az antitesttel reagdltatunk. A hatéanyag-
szdrmazékok fenti meghatdrozdsdban az R, R!, R%, Y
és n jelentésének dltaldnos és elonyosként korldtozott
értelmezését a fentiekben mdr ismertettiik. Nyilvanva-
16, hogy barmelyik kivdnt vagy el6nyds hatdanyag-
szarmazék elGdllithaté, ha a kiilonféle véltoztathatd
csoportok koziil a kivant csoportokat, a malonat koz-
tesanyag foként elényos csoportjait vdlasztjuk ki. A
hatéanyag-szdrmazékokat az aldbbiakban tdrgyalt szin-
tézis modszerekkel allitjuk eld.

A szerves kémikusok el6tt magatdl értetGdd, hogy a
tobblépcsds szintetikus folyamatban a kiinduldsi €s
koztesanyagok kiilonféle reaktiv funkcids csoportjait
az alatt az idG alatt védeni kell, mialatt a molekuldk
més funkcids csoportjain a reakci6t végrehajtjuk. A
reakciok befejeztével a védScsoportokat dltaldban el
kell tdvolitani. A véddcsoportok felhelyezését és eltd-
volitdsit a szerves kémidban szokdsosan hasznalt elja-
rasokkal végezziik, igy nincs arra sziikség, hogy e
miveleteket teljes egésziikben targyaljuk. Megjegyez-
ziik azonban, hogy a fent emlitett Greene kézikonyv-
ben megtirgyaljuk valamennyi dltaldban el6fordulé
csoport — hidroxilcsoport, tiolcsoport, aminocsoport,
stb. — véddcsoportjait, illetve Gsszefoglalva a csoportok
felvitelének és eltdvolitasdnak eljdrdsait.

Egy altaldnosan képzett szerves kémikus szdmdra
nem jelent nehézséget, hogy az dltaldnos ismeretek €s
az atlagos szakirodalom ismeretében a malondt koztes-
termékeket elkészitse. Az az el6nyds. ha az eljdrést
olyan malonsavszdrmazékkal kezdjiik, ahol a karboxil-
csoportok egyikén rajta van az R? védéesoport. A mé-
sik karboxilcsoport lehet ugyanigy vagy ettt eltérGen
szubsztitudlt. Amennyiben a szubsztituensek kiilonbo-
zdek, a nem —R? szubsztituensnek az R2-nél konnyeb-
ben eltdvolithaténak kell lennie. A kiinduldsi vegyiile-
tet olyan halogén- vagy aminocsoporttal szubsztitudlt
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alkanodttal reagdltatjuk, amelynél az alkilldnc hossza
megfelel az n szamu metiléncsoportnak. Halo-alkanoa-
tot haszndlnuk azoknak a koztestermékeknek az elké-
szitéséhez, ahol Y jelentése oxigénatom, kialakitva igy
az észterkotést. Ebben az esetben a halogéncsoport —
vagy mds konnyen levdlé csoport — a molekulaldnc
végén van. A molekula végén aminocsoporttal szubsz-
titudlt amino-alkdnt hasznélunk azoknak a koztester-
mékeknek az elGéllitdsdhoz, ahol Y jelentése amino-
csoport. Az alkanodt-észter R? csoportjdnak jelentése
véddcsoport.

A reakciot tgy hajtjuk végre, hogy eltdvolitjuk a
nem-R? csoportot a kiinduldsi vegyiiletrdl, majd az igy
keletkezd karbonsavgyokot reagéltatjuk az alkanodttal.
A reakci6t sikeresen hajtjuk végre egy bevezetd reduk-
cidval, példdul hidrogénezési katalizator alkalmazdsa-
val ciklohexadién jelenlétében. Alkalmazhatunk hidro-
génezést megfelel§ katalizétor, példdul nemesfémkata-
lizator jelenlétében.

Elvégezhetjiik a reakciét dgy is, hogy a nem -R?
észterkotést erls bazissal felszakitjuk. Ehhez féként
litium-hidroxidot alkalmazunk vizes oldészerben, pél-
ddul vizes acetonban. Miutin létrejott a karbonsav-
gyok, a reakcidkeverékhez hozzdadjuk a halo-alkanod-
tot. A malonat kdztesanyag gyorsan képzddik, foként
savkots anyag jelenlétében. Ha azonban a reakcidhoz
amino-alkanodtot hasznélunk, a karbonsavgyokot el6-
z6leg aktivdlni kell a fent emlitett aktivalé csoportok
egyikének hozzaadasdval.

A fenti reakciéban keletkezG malonat koztesanyag
rendelkezik az R? védécsoporttal, de nincs rajta az
R*CH= 4ltaldnos képleti csoport. Ezt az alkoxi-meti-
l1én-csoportot tgy vissziik rd az els§ koztesanyagra,
hogy azt egy Lewis-sav, példdul cink-klorid jelenlété-
ben a megfelels alkil-ortoformidttal reagéltatjuk. A re-
akciét 100-200 °C homérsékleten végezziik, teljessé
vildsdhoz néhdny 6ra sziikséges.

A fenti, valamint az aldbbi mds reakcikban sincs
sziikség arra, hogy a kiinduldsi anyagot szokatlan fe-
leslegben alkalmazzuk. Amint az a szerves kémidban
szokésos az ardnylag olcsGbb reagensbél tandcsos mér-
sékelt felesleget alkalmazni, hogy ezzel biztositsuk a
drdgdbb reagens teljes mértéki felhaszndl6ddsat. Ez a
szabély kiilonosen igaz az antitestekkel valé reakcidk
esetében, melyek tipikusan drdga reagensek, nehéz az
elGéllitasuk és tisztitasuk. Altaldban feleslegben alkal-
mazzuk a reaktdnst, ha ezzel maximaliziljuk az eljdrds
gazdasagossdgat, tekintettel a reaktdnsok drdra és a
berendezés kihasznaltsdgdra.

Sziikségtelen azonban felesleget alkalmazni csak
azért, hogy a reakcidt gyorsitsuk.

A malonit kdztesanyagokat olyan koriilmények ko-
z6tt reagltatjuk a hatéanyagokkal, ahol az R* alkoxi-
csoport lehasad, és a visszamarad6 metiléncsoport rea-
gél a hatéanyag funkciés amino-, hidroxil- vagy tiol-
csoportjdval. A reakciét dltaldban enyhe koriilmények
kozott hajtjuk végre; 0-50 °C hémérsékleten, olyan
szerves oldészerben — vagy annak vizes elegyében —,
mely nem reagdl egyik reaktdnssal sem, és dltaldban
egy enyhe bazis - alkdlifém-hidrogén-karbondt, alkali-



1 HU 210147 B 2

fém-karbondt vagy alkdlifém-hidroxid - jelenlétében.
A reakcié rendszerint kvantitative lejatszédik, nincs
sziikség szokatlan reagensfelesleg alkalmazdsira. A
termék tisztitdsa azonban nagynyomadsi kromatografidt
vagy mas bonyolultabb eljardst kivan, minthogy a ha-
téanyagszdrmazékot dltaldban meglehetds Gvatossdg-
gal kell tisziitani. A konjugédtum elkészitésénél az anti-
testtel reagdltatjuk a hatéanyagszdrmazékot. Ha a hatd-
anyagszarmazék bdrmiféle reaktiv szennyezést tartal-
maz, az effoglalja az antitest reaktiv helyeit, ezdltal
veszteséget okoz a koltségesen eldillitott antitestben.

Abban az esetben, amikor a hatéanyag tobb reaktiv
hellyel rendelkezik — mint példaul a t&bb hidroxilcso-
portot tartalmazé nukleozidokndl —, rendszerint arra
van sziiks&g, hogy védjiik azokat a csoportokat, melye-
ket a reakciGban nem akarunk felhaszndlni. Az el6z6-
ekben mir emlitettiik ezeket a védGesoportokat, me-
lyek kivdlasztdsa egy szerves kémikus szdmdra nem
jelenthet nefndzséget.

A karboxilcsoport R? véddcsoportjdt a malondt
koztestermékrdl eltdvolithatjuk a hatéanyaggal val6 re-
akcié elétt vagy utdn. Amennyiben a hatéanyagon vé-
décsoportokat kell alkalmaznunk, ajinlatos lehet olya-
nokat kivélasztani, melyek az R3 csoport eltdvolitdsa-
kor szintén lehasithatdk, ezdltal a védGesoport eltavoli-
tdsdval kettSs célt érhetiink el.

Az antitestet olyan aktivilt dllapotban 1€v6 malonat
koztesanyagokkal reagaltatjuk, melyeknél R3 jelentése
karboxilcsoportot aktivilé csoport. Ennek értelmezését
az el6z6ekben mdr megadtuk. Az aktivélé csoportot a
szokdsos észterez reagensekkel — példdul karbodiimi-
dekkel, f&ként diciklohexil-karbodiimiddel — vissziik
fel a karbonsavra (ahol R3 jelentése hidrogénatom). Ezt
a reakcidt akkor hajtjuk végre, miutdn a védGcsoport-
nak megfelels médszerrel eltdvolitottuk az R? savvéds
csoportot. Az aktivalé csoport felvitelét k6z6mbos ol-
dészerben — dioxdnban, tetrahidrofurdnban, kl6rozott
szénhidrogénekben, stb. — hajtjuk végre, dltaldban 0-
50 °C kozotti hémérsékleten.

Az amfitest és a malondt koztesanyag kozotti reak-
cié konilményeinek megvilasztisakor a f6 szempont
az antitest stabilitdsa. A reakcidt olyan Gsszetételd vi-
zes kozegben kell elvégezni, ami az antitestre nincs

kdros hatéssal. Kilonosen alkalmas vizes kozegben '

ebbdl a szempontbdl a bordtpuffer, melyben a borétion
koncentrécidja 0,1-0,5 mol. A masik ilyen alkalmas
vizes kozeg a pufferolt fiziol6gids séoldat. A kozeg
kémhatdséinak enyhén bazikusnak kell lennie, pH = 7-
9 kozotti értéken. Noha a kdzegnek vizesnek kell len-
nie, kis mennyiségii szerves olddszer jelenléte még
nem karos, s6t kifejezetten elonyos lehet. Igy példaul a
legelGnydsebb a malonat koztesanyagot kis mennyisé-
gl szerves olddészerben — példdul dimetil-formamid-
ban, acetonitrilben, tetrahidrofurdnban, dioxdnban
vagy egy glikol-éterben — oldani, és ezt a szerves
oldatot adini a vizes kozegben késziilt antitest oldathoz.

Altalgban viszonylag alacsony koncentrdcidkkal
kell dolgoznunk, mert az antitest oldékonysdga nem
nagy. Vizes kozegben az antitest koncentricidja a leg-
tobbszor 525 mg/mi.
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Mint fentebb mdr emlitettiik, minden mélnyi anti-
testhez 1-10 mdél kotdesoport €s hatdanyag kotodik.
Hogy megkapjuk ezt a konjugécids ardnyt, az sziiksé-
ges, hogy a kétGesoportot reagiltaté koztesanyagot fe-
leslegben alkalmazzuk. Az antitestek és az aktiv észte-
rek reaktivitdsa az acilezés koriilményei kozott némi-
leg viltozd, de 4ltaldban egy mdl antitesthez 5-15 mél
koté koztesanyagot haszndlunk. Az acilezési reakci6
ideje 040 °"C hémérsékleten néhdny perctdl néhany
6rdig terjed. Magasabb hdmérsékleten kdrosodik az
antitest, ezért tandcsosabb alacsony hdémérsékletet
haszndlni, anndl is inkdbb, hiszen a reakcié jellemzden
gyors.

Amikor a kotGesoportokkal elldtott antitestszdrma-
zékokat elkészitettiik, a reakci6keveréket a szokdsos
médon végzett kromatografdldsnak vetjiik ald, hogy
elvalasszuk az antitestszarmazékot a nem reaglt kot6-
csoportot szolgdltatd koztesanyagtol.

Amikor az hatéanyagszarmazékot készitjiik és a
konjugitum elGallitdsdnak végsd 1épéseként az anti-
testtel azt reagdltatjuk, a fenti elévigydzatossdgokat
ugyantgy szem eldtt kell tartani. Az ott emlitett elvek
szerint hatdrozzuk meg az antitest és a hatéanyagszar-
mazék mennyiségi ardnydt is. A reakcidkoriilmények
megvélasztasdndl rendszerint az antitest stabilitdsdra
kell tekitettel lenniink, minthogy a hatéanyag vdrhat6-
an elviseli mindazokat a hatdsokat, melyeket az antitest
is kdrosodds nélkiil elvisel.

A hatéanyagszdrmazékot olyan aktiv dllapotba kell
hozni, ahol R3 jelentése egy aktival csoport. Ezt mér
az antitestszdrmazék elGallitdsdndl a fentiekben részle-
teztiik.

Az antitestszdrmazék elGallitasanal és végs6 1épé-
seként a hatGanyaggal valé reagdltatdsénél be kell tar-
tani azokat az elGvigydzatossdgi szempontokat, melyek
az antitest stabilitdsat biztositjak.

A figyelmet igényls 1épés a hatéanyagszarmazék
elGillitdsa és annak az antitesttel torténd reagaltatisa. A
mdédositott antitest és a hatdanyag kozti reakcit vi-
szonylag alacsony homérsékleten, 0—40 °C tartomany-
ban hajtjuk végre, és olyan kozeget alkalmazunk, ami
az antitestet nem kdrositja. Kiilonosen elonyos reakcio-
kézeg példéul a boratpuffer, kiilonosen a pH = 7-9
kémhat4sd, 0,1-0,5 moélos ndtrium-borét puffer. A re-
akciét azonban elvégezhetjik mds bordtpufferben,
gyengén savas foszfatpufferben, pufferolt fiziol6gids
s6oldatban is. Mint fentebb mar emlitettiik kevés szer-
ves oldészer jelenléte nem zavard, amig ezeknek nincs
kéros hatdsuk az antitestre.

Végs6 1épésként a gyGgyszerkonjugdtumot tisztit-
juk és elkiilonitjiik. Ez rendszerint kromatogréfids eljd-
rissal torténik. A konjugdtum eludldsdra alkalmazha-
tunk olyan koncentrdciGji eluenst, mely mint kozeg
megfelel a konjugdtumnak a beteg szervezetbe valé
bejuttatasra is. Altaldban a konjugdtum kromatografi-
4s tisztitdsdndl olyan eluenst alkalmazunk — el6nydsen
egy fiziolégiai szempontbél pufferolt séoldatot —, mely
az oldhatsdgbol ad6dé legmagasabb koncentriciét
biztositja. Az eludtumot rendszerint fagyasztva szdri-
tassal beszdritjuk, a konjugdtumot eziltal olyan dlla-
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potba hozva, hogy az a tdroldst, szdllitdst bizton-
sagosan elviseli. Felhasznaldskor steril vizet adva a
készitményhez, visszadllitjuk az eredeti llapotot.

Az aldbbiakban ismertetiink néhdny eljards, melyek
segitségével a konjugatumok hatdsossdga vizsgalhato.
1) In vitro vizsgdlat: a citotoxikus hat6anyagot tartal-

mazé konjugdtum hatékonysdgdt gy hatdrozzuk

meg, hogy mérjiik a konjugdtum humdn réksejtek
szOvettenyészetével szembeni citotoxicitdsdt. Az
alkalmazott sejtek: a humén tiid6 adenokarcinéma

UCLA/P3 sejtvonala, a humdan pikkelyes karcing-

ma T222 sejtvonala. Az aldbbi tdbldzatban néhdny

konjugdtum 50%-os gétldsi koncentriciéjt adjuk
meg, az adatok a konjugdtumban szereplé haté-

anyagra vonatkoznak:

ronuglnnwpl ucLams T222
8A. 0,1 mcg/ml >10 meg/mi
8B. >10 >10
9A. >10 >10
11. >10
11A. >10 33
20. >0,0001
30. 0,26

2) UCLA/P3 teszt egérben: a 20. példdban ismertetés-
re keriil§ konjugédtumot in vivo vizsgaljuk néstény
Charles River meztelen egereken UCLA/P3 tiid§
adenokarcin6mdval szemben xenogrift modelle-
zéssel. Az eljdrdst azzal kezdjiik, hogy minden
egyes egérbe szubkutdn bejuttatunk 107 UCLA/P3
tumorsejtet. A beiiltetést kovetd 2., 5. és 8. napon az
dllatokba konjugdtumot injektalunk, illetve a kont-
rolldllatokat azonos médon pufferolt fiziol6gids s6-
oldattal kezeljiik. A dézisok a hatéanyagra vonat-
koztatva: 0,09-3 mg/kg. A beiiltetést kovets 15.,
21. és 28. napon mérjiik a tumor méretét. A kezelt
csoport S dllatbél, a kontrollcsoport 10 4llatbdl 4ll.
0,38 mg/kg vagy ennél nagyobb dézisnél a 28. na-
pon a kezelés 100%-os tumorszupresszi6t eredmé-
nyez. A 0,19 mg/kg dézis 60%-os, a 0,09 mg/kg
dézis 25%-os tumomébvekedés-szupressziét okoz.

3) UCLA/P3 teszt egérben: a (2) vizsgélati médszer-
nél leirtak szerint a 21A. példa alapjan elddllitott
konjugdtumot vizsgadljuk UCLA/P3 sejtek beiilteté-
sével kivéltott tumoron. A konjugdtumot ebben az
esetben 0,25, 0,5, 1 és 2 mg/kg dézisban adagoljuk,
a megadott értékek a hatéanyag mennyiségére vo-
natkoznak. A d6zisok adagoldsa a beiiltetést kovetd
16., 19., 22. és 25. napon torténnek. Ugyanezeken a
napokon mérjiik meg a tumorokat is.

Ugy taldltuk, hogy a 0,25 mg/kg-os dézis alig
befolydsolja a tumor kialakulasat, és a beiiltetést ko-
vetd 50. napon az ilyen dézissal kezelt dllatokban
7500 mg-os nagy daganat alakul ki. A kontrolldlla-
tokban erre az idére 8000 mg-os tumorok jelennek
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meg. A tobbi dézisndl azonban jelentds tumorszup-
resszid figyelhetd meg.

70 nappal a beiiltetés utdn a 0,5 mg/kg dézist kapott
allatokndl a tumor dtlagos nagysdga 4000; 1 mg/kg
dézisndl ez az érték 2000 mg; 2 mg/kg dbzisnal pedig
csak 500 mg.

A jelen taldlmany fontos részét képezi a parenterali-
san bevihetd gyogyszerkészitmények eldéllitdsa is, me-
lyeket a kezeléseknél alkalmazunk. Ezeket a készitmé-
nyeket a gy6gyszerkémidban szokdsos médon dllithat-
juk Bssze. A taldlmany szerinti konjugétumok elfogad-
haté mértékben oldédnak azokban a fiziolégiai szem-
pontok alkalmazhat6 kozegekben, mint amilyen a fizi-
olégids séoldat vagy mds hasonlé vizes oldat, amelyek
biztonsdgosan bevihetdk a szervezetbe.

A parenterdlis készitmények gyakran szildrd 4lla-
potban vannak, el6nyGsen fagyasztva szdritott forma-
ban, amit kézvetleniil a felhasznélds elStt hozunk ere-
deti dllapotdba vissza. Az ilyen készitmények elkészi-
tése jol ismert a gyégyszerkémikusok elétt. A készit-
mények 4ltaldban az izoténidt biztosité szervetlen s6-
kat és olyan diszpergédldszereket, példdul laktozt tartal-
maznak, melyek elGsegitik a szdraz készitmény gyors
beoldéddsat a felhasznaldskor. Az eredeti 4llapot visz-
szadllitdsdra nagytisztasdgd vizet haszndlunk, ezzel ké-
szitjiik el az ismert koncentrici6jii oldatokat.

A betegek konjugdtummal vagy a konjugdtumot
tartalmazé gydgyszerkészitményekkel valé kezelésé-
nél a kezelés sajdtsdgos céljatdl fiigg az alkalmazott
hatéanyag. Az alkalmazott d6zis nagysaga fiigg az ép-
pen alkalmazott hatéanyagtdl és a kezelends személy
betegségétsl, dllapotdtél. Az erre vonatkozé irdny-
elveket az orvosi szakirodalomban megtalaljuk.

Az elmondottak szemléltetésére az aldbbiakban pél-
ddkat adunk meg. A példak kizdrélag szemléltets célza-
tiak és a taldlmany oltalmi korét nem korldtozzak.

1. példa

(Benzil-oxi-karbonil-metil)-etil-malondt elddllitdsa

Keverdvel elldtott gémblombikban 1évé 400 ml
acetonban feloldunk 50 g dietil-malondtot, majd hoz-
zé4adunk 200 ml vizet, ezt kovetSen 156 ml 2n litium-
hidroxid oldatot. A reakcidkeveréket kornyezete ho-
mérsékletén keverjiik 30 percen 4t, majd csSkkentett
nyomdson szdrazra pdroljuk. Hozzdadunk 350 ml di-
metil-szulfoxidot, és kevertetés mellett 71,5 g benzil-2-
brém-acetdtot. A reakcickeveréket kornyezete h6mér-
sékletén keverjiik 3 6ran 4t, 1000 ml sés-vizes etil-ace-
tattal extrahalunk, az extraktumot kétszer sdoldattal
mossuk, vizmentes nétrium-szulfttal szdritjuk, és egy
gjszakdn 4t csokkentett nyomdson betoményitjik.
76,4 g siirtinfoly6 folyadékot kapunk, amit 0,1 mm hi-
gany-nyomdson desztilldlunk, 18,8 g 1ényegében tiszta
dllapotban 1évG, kivant termékhez jutva.

2. példa

(Benzil-oxi-karbonil-metil)-etil-malondt elddllitdsa

5 g, szénhordozén 1évé pallddium katalizdtort
szuszpenddlunk egy keverGvel elldtott edényben 1év6
60 ml vizmentes etanolban, és hozzdadunk 25 g benzil-
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etil-malondtot és 16 ml 1.4-ciklohexadiént. A reakcié-
keveréket 1,5 6rdn 4t keverjiik, szdrjiik, és a szirletet
csdkkentett nyomdson sdrinfolyds folyadékkd tomé-
nyitjilk. 60 ml dimetil-formamidot és 15,6 ml trietil-
amint adunk a bepdrldsi maradékhoz, majd ezt kovetd-
en 17,7 ml benzil-(2-brém-acetat)-ot. A reakcidkeveré-
ket a kornyezete hémérsékietén keverjiik egy ordn at,
majd sésvizes etil-acetdttal extrahdlunk, az extraktu-
mot telitett ndtrium-hidrogén-karbonat-oldattal, séol-
dattal, 10%-os citromsav oldattal, majd Ujra s6oldattal,
telitett natrium-hidrogén-karbonat oldattal és s6oldattal
mossuk. A mosott extraktumot vizmentes magnézium-
szulfattal szdritjuk, szirjiik és csokkentett nyomdson
bepdroljuk, 28,2 g tiszta kivant terméket nyerve, mely
a vékonyrétegkromatografia szerint egységes. Etil-ace-
tat/hexan futtatészerben az Ry = 0,55. Tomegspektrosz-
kopia szerint az m/e = 280.

3. példa

(Benzil-oxi-karbonil-metil)-etil-(2-etoxi-metilén-

malondt) elddllitdsa

10 g, az 1. példdban leirtak szerint elGéllitott koztes
anyagot feloldunk 11,1 ml ecetsavanhidridben, €s egy
kevergvel elldtott edényben hozzdadunk 7,8 ml trietil-
ortoformiétot. A reakciGkeveréket 140-150 °C h6mér-
sékleten tartjuk 6,5 6rdn 4t, majd az ill6 anyagokat
csokkentett nyomadson eltdvolitjuk. A beparldsi mara-
dékot 11,1 ml ecetsavanhidridben oldjuk és 50 mg
cink-kloridot adunk hozza. A reakcidkeveréket vissza-
folyatds hiitG alatt 140-150 °C hémérsékleten tartjuk
16 6ran 4t, majd lehitjiik, 600 ml sésvizes etil-acetattal
extrahdljuk, az extraktumot két adag sés vizzel mos-
suk. A mosott extraktumot vizmentes magnézium-szul-
fattal szdritjuk, szirjiik és betdményitjiik. A maradékot
minimdlis mennyiségii etil-acetdtban oldjuk és az ol-
dathoz zavarosodisig hexdnt adunk. Ezt az anyagot
atontjiik egy tolcséren, amit szilikagéllel toltottiink
meg. A szilikagélt el6szor 1 liter 10% etil-acetétot tar-
talmazé hexdnnal, majd 1 liter 20% etil-acetdtot tartal-
maz6 hexdnnal eludljuk. A kivéant termékhez tovabbi
2 liter 20% etil-acetétot tartalmazé hexant adunk, amit
csokkentett nyomaéson bepdrolva, 4,9 g szintelen sziru-
pot nyeriink, ez lényegében a tiszta, kivant termék.

Elemanalizis:

szamitott: C:60,71, H:5,99%;
mért: C: 60,98, H:6,03%.
4. példa

(Karboxi-metil)-etil-(2-etoxi-metilén-malondt) eld-

dllitdsa

1 g szénen pallidium hidrogénezd katalizétort
15 ml vizmentes etanolban szuszpendalunk, és egy ke-
verGvel elltdtott edényben 10 ml etanolban hozzdadunk
4,9 g, a 3. példaban leirtak szerint el@éllitott koztester-
méket, majd 2,8 ml 1,4-ciklohexadiént. A reakcikeve-
réket 5 percen 4t kevertetjiik, majd 45 °C hémérséklet-
re melegitjiik, mely ponton a folyamat exotermmé vi-
lik. A fiitést megsziintetjiik, és a keverést 45 percen 4t
folytatjuk, mely idd alatt a reakcidkeverék hémérsékle-
te eléri a kornyezet hmérsékletét. A reakcidkeveréket
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lesziirjiik és csokkentett nyomdson beparoljuk, 3,6 g
sdrga folyadékot nyerve, ami a tomegspektroszkdpids
azonositds szerint a kivant termék; m/e = 246.

5. példa

A (karboxi-metil)-etil-(2-metilén-malondt) doxoru-

bicin adduktjdnak elddllitdsa

Az eljards termékeként nyert adduktban a doxoru-
bicin a daundéz-amingylrd aminocsoportjén keresztiil
kapcsolddik a malondt koztes anyag metiléncsoportja-
hoz.

Egy gomblombikban 134 mg doxorubicin-hidro-
kloridhoz és 8,5 ml dimetilformamidhoz hozzdadunk
1 ml vizet, feloldva ezdltal a hat6anyagot, 0,5 ml dime-
til-formamidban feloldunk 264 mg, a 4. példaban leir-
tak szerint elGdllitott terméket és hozzdadjuk az el6z6
oldathoz, majd a reakci6keveréket 10 percen 4t kever-
jiik. 1,25 ml vizben oldva 115 mg nétrium-hidrogén-
karbondtot adunk hozzd, és 2 6rdn 4t kevertetiink a
komyezete hmérsékletén. Csokkentett nyomdson eltd-
volitjuk az illékony alkotérészeket, a bepérldsi maradé-
kot minimdlis mennyiségii 0,1 M nétrium-acetdt puf-
ferben, pH = 4,5, oldjuk. Az oldatot 1,75 X 6 cm mére-
tii, C-18 adszorbenssel (J. T. Baker, Phillipsburg, N. J.,
USA) t6ltott ,,flash-kromatogréfids” oszlopra vissziik,
és novekvé mennyiségli metanolt tartalmazé acetdt
pufferrel eludlunk. A kivant termék az 50% vagy ennél
tobb metanolt tartalmazé frakciékban taldlhaté. A ki-
vant terméket tartalmazd frakciGkat egyesitjiik és csok-
kentett nyomason bepdroljuk. A bepérldsi maradékot
néhdny milliliter vizben oldjuk, és ugyanilyen oszlopra
vissziik. Eludldshoz 40 ml vizet, majd 80 ml 50%-os
vizes metanolt, végiil 20 ml metanolt hasznilunk. A
kivéant termék az 50%-os metanolos frakciéban taldlha-
t6, melyeket egyesitiink és csokkentett nyomdson be-
pdrolunk. A bepérldsi maradékot minimalis mennyisé-
g metanolban oldjuk, &tszorés térfogati benzolt
adunk hozz4, az oldatot fagyasztjuk és egy éjszakdn it
fagyasztva széritjuk, 146 mg narancssdrga szildrd
anyagot nyerve. FAB tomegspektroszképia szerint
m/e = 744. A termék a nagyteljesitmény( folyadékkro-
matografids (HPLC) analizis szerint tiszta. A HPLC
analizishez C 18 adszorbenssel radidlisan toltott oszlo-
pot hasznélunk; eluens = 3% ammonium-acetitot tar-
talmazé 70%-os vizes metanol; dramldsi sebesség:
5 ml/perc.

6. példa :

Az etil-(N-szukcinimid-oxi-karbonil-metil)-(2-meti-

lén-malondt) doxorubicin adduktjdnak elddllitdsa

SzéritécsGvel és keverdvel elldtott gsmblombikban
1évé6 1,5 ml szdraz dimetil-formamidban feloldunk
17,6 mg, az 5. példdban leirtak szerint elGllitott termé-
ket. Az oldatot —5 °C hémérsékletidre hdtjiik, és 0,1 ml
vizmentes dimetil-formamidban hozzdadunk 5,2 pil N-
metil-morfolint. A reakciékeveréket -5 °C hdmérsékle-
ten keverjiik 5 percen dt, majd 6,14 ml izobutil-kl6r-
formidtot adunk 0,1 ml vizmentes dimetil-formamid-
ban hozzd és dllandé hémérsékleten keverjiik tovdbb
30 percen keresztiil. 0,1 ml szdraz dimetil-formamid-
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ban 5,45 mg N-hidroxi-szukcinimidet adunk a reakcié-
keverékhez, és 20 6rdn &t keverjiik mikozben a hdmér-
séklete a kornyezetének homérsékletére emelkedik. A
csokkentett nyomdson végzett bepdrlds vords szind
maradékdt minimdlis mennyiségd diklér-metdnban
oldjuk és 0,75 x 4 cm méretd szilikagéloszlopra visz-
sziik, melyet diklér-metdnnal ekvilibrdltunk. Az eluciét
50 ml diklér-metdnnal, majd 10% izopropanolt tartal-
mazé diklér-etdnnal végezziik. A mdsodik eluenssel
létreejove eludtumot csokkentett nyomdson bepérol-
juk, a maradékot minimdlis mennyiség( izopropanol-
ban oldjuk, melyhez kevés benzolt adunk. Az oldatot
lefagyasztjuk és fagyasztva szdritjuk, 15,9 g kivant ter-
méket nyerve. m/e = 742. Az azonosité deutero-kloro-
formban 300 MHz-es késziiléken felvett mdgneses
magrezonancia-spektrum (NMR) alapjdn tortént, mely
mutatja 2,8 ppm-nél az N-hidroxi-szukcinimid jelét.

7. példa

A (karbonil-metil)-etil-(2-metilén-malondt) doxoru-

bicin adduktjdnak 007B antitesttel képzett konjugd-

tuma

A 007B antitestet a KS 1/4 antitestet termel§ hibrid6-
méb6l szdrmaz6 egyik szubkl6n hibridéma termeli. Egy
3 ml-es, keverdvel elldtott csSbe bemériink 508 ul
19,7 mg/ml antitestkoncentraci6ji 0,34 M natrium-borat
puffert, pH = 8,6 56,4 pl széritott dimetil-formamidban
0,56 mg, a 6. példdban leirtak szerint elGéllitott terméket
adunk az antitest oldatdhoz, és a kornyezete hGmérsékle-
tén keverjiik 2 6ran keresztiil. A reakciékeveréket a kor-
nyezeti hémérsékleten lecentrifugdljuk, a voros iiledék-
16l a feliildsz6t egy1,75 x 25cm méreti Sephadex G-
25M oszlopra (Pharmacia, Inc., Piscataway, N. J., USA)
vissziik, amit el6zéleg foszfatpufferrel pufferolt fiziol6-
gids séoldattal ekvilibriltunk. Az oszlopot ugyanezzel a
pufferral eludljuk, és az els§ lejové csiicsokat osszegydjt-
jik. Az eludtumot Millex GV (Millipore, Bedford, MA,
USA) 0,22 p-os sziirén sziirjiik, és 4 “C hémérsékleten
tartjuk 3 napon 4t. Ugyanilyen koriilmények kdzott ismét
lesz(irjiik, majd UV spektroszkdpidval analizdljuk a szdr-
letet. E szerint az antitest koncentrdcidja 1,54 mg/ml, je-
lezve, hogy 7,6 mg konjugétumot nyertiink. Az egy mdl
antitestre vonatkoztatott hatéanyag megadja a konjugi-
tum arédnyt, ami adott esetben 2,2.

7A. példa

A (karbonil-metil)-etil-(2-metilén-malondt) doxoru-

bicin adduktjdnak 007B antitesttel képzett konjugd-

tuma

A 7. példdban leirtak szerint jérunk el 7,5 mg anti-
testbdl és 1,0 mg, a 6. példdban leirtak szerint elalli-
tott termékbdl kiindulva. 4,94 mg konjugdtumot nye-
riink, a konjugédci6s mélarany: 3,1; az oldat koncentra-
cigja: 1,10 mg/ml.

8. példa

A (karbonil-metil)-etil-(2-metilén-malondt) doxoru-
bicin adduktjdnak HB21 antitesttel képzett konju-
gdtuma

A HB21 antitestet az ATCC HB21 hibridéma ter-
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meli. Egy keverGvel ellitott 3 ml-es edényben
0,875 ml, a 7. példdban emlitett boratpufferben oldott
L7.5 mg HB21 antitesthez hozzdadunk 97.2 Ul szdraz
dimetil-formamidban oldott 1,3 mg, a 6. példdban leir-
tak szerint elGallitott 1,3 mg terméket. A reakcidkeve-
réket keverjiik, a konjugdtumot a 7. példdban ismerte-
tett modon kinyerjiik, 14,9 mg konjugdtumot nyerve.
Az oldat koncentricidja: 2,57 mg/ml. Konjugici6s
arany: 3,8.

8A. példa

A (karbonil-metil)-etil-(2-metilén-malondt) doxoru-

bicin adduktjdnak HB21 antitesttel képzett konju-

gdtuma

A 8. példdban leirtak szerint jérunk el 12 mg anti-
testbdl és 1,30 mg, a 6. példdban leirtak szerint el54lli-
tott koztes anyagbol kiindulva. A termék lesziirt oldatat
valkuumdializissel betoményitjik 0,82 mg oldatot
nyerve, mely 3,2 mg konjugdtumot tartalmaz. A konju-
gécios arany: 4,5.

8B. példa

A (karbonil-metil)-etil-(2-metilén-malondt) doxoru-

bicin adduktjidnak HB21 antitesttel képzett konju-

gdtuma

A 8A. példdban leirtak szerint jdrunk el 12 mg
antitestbdl és 2,60 mg, a 6. példdban leirtak szerint
elédllitott koztes anyagbol kiindulva. 0,72 ml oldatot
nyeriink, ami 1,37 mg konjugédtumot tartalmaz; a kon-
jugdciés mélardny: 5,6.

9. példa

A (karbonil-metil)-etil-(2-metilén-malondt) doxoru-

bicin adduktjdnak L4KS antitesttel képzett konju-

gdtuma

Starling és munkatdrsai [J. Cell. Biochem. Supp.,
11B, 1982 (1987)] dltal leirt L4KS antitestet 0,34 M
néatrium-bordt-pufferbe dializdljuk, pH = 8,6, hogy
17,5 mg antitestet tartalmazé 0,875 mt puffert kapjunk.
Ehhez 97,2 Wl szdritott dimetil-formamidban hozzi-
adunk 1,3 mg, a 6. példdban leirtak szerint el&illitott
koztes anyagot. A reakci6t a 7. példdban ismertetett
médon végezziik, a terméket is aszerint nyerjik ki.
11,6 mg konjugdtumhoz jutunk 2 mg/ml koncentracié-
ju oldat alakjdban. A konjugéciés molardny: 2,6.

9A. példa

A (karbonil-metil)-etil-(2-metilén-malondt) doxoru-

bicin adduktidnak LAKS antitesttel képzett konju-

gdtuma

A 9. példdban leirtak szerint &llitjuk el 10 mg
antitestbSl és 0,59 mg, a 6. példdban leirtak szerint
elkészitett koztes anyagbdl kiindulva. A terméket tar-
talmazé oldatot vdkuumdializissel ~betoményitjiik
1,16 ml térfogatra, mely 4,03 mg terméket tartalmaz;
konjugdcids ardny: 2,9.

10. példa
L/1C2 antitest elddllitdsa
A lefagyasztott L/1C2 hibridémdt az American
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Type Culture Collection-tél szerezhetjiik be a HB9682
nyilvéantartdsi szdmon, 37 °C hémérsékletd vizfiirdg-
ben forgatva a csoveket felolvasztjuk a tartalmukat. A
sejtszuszpenziot 1:2 ardnyban felhigitjuk kiegyensi-
lyozott séoldattal [balanced salt solution; Grand Island
Biological Company (GIBCO), 3175 Staley Road,
Grand Island, New York 14072]. A szuszpenziét aldja
rétegzett szérumon keresztiil centrifugéljuk, hogy eiva-
lasszuk a sejteket a lefagyasztott tenyészet kozegétdl. A
feliiliszot 1égdramban lepdroljuk, a sejtiiledéket T75
szovettenyészet-edényben tdpkozegben [10% borju-
embrid szérummal, 2 mM L-glutaminnal (GIBCO) és
50 pl/mi gentamicin-szulfattal (GIBCO) kiegészitett
Ventrex HL-1 (Ventrex Laboratories, Portland, ME,
USA)) szuszpenddljuk, és 37 °C hdmérsékleten tartjuk
5%-os széndioxidos 1égtérben. A csaknem Osszefiiggd
tenyészetrél Osszegydjtjiik a feliilusz6t és a benne ma-
radt sejteket centrifugéldssal eltdvolitjuk. A sejtmentes
feliilisz6t Protein A Sepharose oszlopon (Pharmacia)
dtengedve tisztitjuk meg az antitestet. Az antitest hoz-
z4kdtddik az oszlophoz, a tdpkozeget 0,01 M nétrium-
foszfat-pufferrel, pH = 8,0 mossuk le. Az antitest elud-
lasdhoz 0,1 M natrium-foszfat-puffert hasznélunk,
pH = 3,5. Az eludtumot azzal semlegesitjiik 1 M Triz-
ma pufferrel (Sigma, St. Louis, MO, USA) pH 74,
dializdljuk és vdkuum dializdtorban (Bio-Molecular
Dynamics, Beaverton, OR), mely 0,15 M nétrium-klo-
riddal kiegészitve 0,01 M ndtrium-foszfatot, pH = 7.4,
tartalmaz, betoményitjik. Az antitest prepardtumot
0,2 pm pérusi szirdn dtsziirve sterilizdljuk, és felhasz-
nélasig 4 °C hdmérsékleten tartjuk.

11. példa

A (karbonil-metil)-etil-(2-metilén-malondt) doxoru-

bicin adduktjdnak L/1C2 antitesttel képzett konju-

gdtuma

094 ml 0,34 M nitrium-bordt pufferben 1évé
10,1 mg L/1C2 antitestet hozzdadunk 54,7 pl sz4ritott di-
metil-formamidban 1év6 0,85 mg, a 6. példdban leirtak
szerint elGallitott koztes anyaghoz. A reakcidkeveréket a
kornyezete hémérsékletén kevertetjiik 1,5 6ran 4t, majd a
terméket a 7. példaban lefrtak szerint nyerjiik ki. A kapott
oldatot 4 °C hémérsékleten 16 6ran 4t vakuumdializaljuk
5 liter fiziol6gids pufferolt soldattal szemben, 9,16 mg
konjugatumot nyerve. Az oldat koncentricija
5,33 mg/ml. A konjugdciGs mélardny: 1,7.

1A, példa

A (karbonil-metil)-etil-(2-metilén-malondt) doxoru-

bicin adduktjdnak L/1C2 antitesttel képzett konju-

gdtuma

A 11. példdban leirtak szerint jarunk el, elhagyva a
dializacids 1épést. A kiinduldsi anyagok: 24 mg antitest
és 1,75 mg, a 6. példdban leirtak szerint eldallitott
koztes anyag. 2,69 ml oldatban 8,56 mg konjugatumot
kapunk; a konjugdcids arany: 2,8.

12. példa
(5-Benzil-oxi-karbonil-pentil)-etil-malondt elgélli-
tasahoz egy keverdvel elldtott gémblombikba bemé-
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riink 200 ml acetont, 100 mi vizet és 25,3 g dietil-ma-
londtot. 5 perc alatt hozzdadunk az oldathoz 78,9 ml
litium-hidroxid oldatot. Miutdn a kornyezeti hmérsék-
leten kevertiink 75 percen keresztiil, az illékony alko-
térészeket eltdvolitjuk, a maradékot 35 ml szdraz dime-
til-formamidban szuszpenddljuk. Hozzdadunk 38,3 g
benzil-6-brém-hexanodtot, és a reakcidkeveréket 65 °C
hémérsékleten kevertetjitk 20 éran at. A h6mérsékletét
komyezete héfokdra hitjiik, és 1000 ml séoldatos etil-
acetdttal extrahdljuk. Az extraktumot séoldattal kétszer
mossuk, majd csdkkentett nyomdson betoményitjiik. A
folyékony maradékot sziligagélre vissziik, 500 ml hep-
tannal mossuk, 1 liter 10% etil-acetdtot tartalmazé hep-
tdnnal eludlunk. 1 liter 15% etil-acetdtot tartalmazé he-
xannal tdvolitjuk el a kivant terméket. A cstkkentett
nyomadson végzett bepdrlds utdn 22 g terméket kapunk.
m/e = 336.

13. példa

Az  (5-benzil-oxi-karbonil-pentil)-etil-(2-metilén-
malondt) eldallitdsdhoz hdtdvel és keverdvel ellatott
edénybe bemériink 15 g, a 12. példdban leirtak szerint
elgdllitott koztes anyagot, hozzdadunk 8,4 ml trietil-or-
to-formidtot €s 8,6 ml ecetsavanhidridet. 48 mg cink-
klorid hozzdaddsa utdn a reakcidkeveréket 16 6rdn 4t
125 °C-on, 3,5 6rdn at 150-160 °C hémérsékleten ke-
verjiik. A lehitott oldatot 600 ml s6oldatos etil-acetat-
tal extrahdljuk. Az extraktumot séoldattal kétszer mos-
suk és csokkentett nyomdson bepéroljuk. A folyékony
maradékot 500 ml heptannal, 1500 ml 15% etil-aceta-
tot tartalmazé heptdnnal és S00 ml 20% etil-acetétot
tartalmazé heptannal mossuk. 500 ml 40% etil-acetdtot
tartalmaz6 heptdnnal eludlva jutunk 2,78 g kivént ter-
mékhez. m/e = 392.

14. példa

Az (5-karboxi-pentil)-etil-(2-metilén-malonat) elG-
dllitdsdhoz egy keverGvel elldtott edénybe bemériink
2 ml vizmentes etanolban 0,49 g 10%-os, szerves hor-
dozén 1év6 pallddiumkatalizatort, 1 g, a 13. példdban
leirtak szerint elGéllitott terméket és 1 ml 1,4-ciklohe-
xadiént. A csovet lezdrjuk és 5 percen 4t 60 °C h6mér-
sékleten kevertetjiik, majd kornyezete homérsékletére
hitjiik és 30 percen 4t tovabb keverjiik. A reakcikeve-
réket leszirjiik, a sziirletet csékkentett nyomason bepa-
roljuk. A folyékony maradékot minimdlis mennyiségil
etil-acetdtban oldjuk és zavarosoddsig heptdnt adunk
hozza. A tisztitds szilikagélen végzett kromatografélds-
sal torténik, elGszor 250 ml 10% etil-acetétot tartalma-
z6 heptannal, majd 250 m1 30% etil-acetdtot tartalmazo
heptdnnal mossuk az oszlopot. A terméket 500 ml 50%
etil-acetdtot tartalmaz6 heptdnnal eludljuk. 0,56 g ki-
vant terméket kapunk. m/e = 303.

15. példa

Az (5-karboxi-pentil)-etil-(2-metilén-malondt) és a
doxorubicin adduktjdnak el§allitdsdndl a malonat koz-
tes anyagot az 5. példdban leirtak szerint kotjik a
doxorubicin molekuldhoz.

A reakciét az 5. példdban ismertetett koriilmények
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kozott hajtjuk végre 142 mg doxorubicin-hidroklorid-
bél, 159 mg, a 14. példdban leirtak szerint el6allitott
termékbdl és 75,5 mg ndtrium-hidrogén-karbondtbol
kiindulva. A termék kinyerését az 5. példaban ismerte-
tett modon végezziik, a terméket 60 ml 70%-o0s meta-
nolt tartalmazd acetétpufferrel eludlva az oszloprél.
Ugyancsak az ott ismertetettek alapjan végezziik a to-
vébbi tisztitast, 95 mg terméket nyerve vords szildrd
anyag alakjaban. m/e = 403, 398.

16. példa

Az etil-(N-szukcinimid-oxi-karbonil-pentil)-(2-me-
tilén-malondt) doxorubicin adduktjit lényegében a 6.
példdban leirtak szerint dllitjuk el6. 12,5 mg, a 15.
példaban leirtak szerint elGallitott terméket 3,5 g N-
hidroxi-szukcinimiddel reagdltatva N-metil-morfon és
izobutil-klér-formidt jelenlétében. 9,7 mg kivint ter-
mékhez jutunk. m/e = 896.

17. példa

Az (5-karbonil-pentil)-etil-(2-metilén-malondt) do-

xorubicin adduktjdnak 007B antitesttel képzett kon-

Jjugdtuma

Két konjugdcids reakcidt hajtunk végre. Mindegyik
esetben 0,862 1l 007B antitest oldatot alkalmazunk. Az

oldat 0,34 M ndtrium-bordt pufferben késziil, pH = 8,6;

az oldat koncentracidja: 17,4 mg/ml.

(1) Az antitest oldatdhoz hozzdadunk 1,17 mg, a 16.
példaban leirtak szerint elGéllitott terméket, 95,8 mi
szdritott dimetil-formamidban oldva.

(2) 1,79 mg ugyanilyen koztes terméket hasznalunk
95,8 |l szdritott dimetil-formamidban oldva.
Mindkét reakcidkeveréket a kornyezete hdmérsék-

letén kevertetiink 1,5 6rdn 4t, majd 1,75 X 25 cm mére-

ti Sephadex G-25M oszlopon kromatografalunk. A

terméket tartaimazé frakcidkat osszegydjtjiik, 0,22 p-

os Millex GV sziir6n szirjiik és 16 6ran 4t tartjuk 4 "C

hdmérsékleten.

A terméket ismét leszirjiikk és UV spektroszkdpid-
val minGsitjik.

(1) 11,1 mg konjugdtumot nyeriink; az oldat koncent-
récidja: 1,75 mg/ml. A konjugdcids mélarany: 3,8.

(2) 6,7 mg terméket kapunk; az oldat koncentricidja:
1,33 mg/ml konjugdciés mdlardny: 4,5.

18. példa

(5-Karboxi-pentil)-etil-[ 2-(4-dezacetil-23-dezmeto-

xi-vinblasztin-23-hidrazo)-metilén-malondt]

60,2 mg 4-dezacetil-23-dezmetoxi-vinblasztin-23-
hidrazin-szulfatot feloldunk 1 ml széritott dimetil-for-
mamidban és 0,5 ml szdritott dimetil-formamidban
oldva hozzdadunk 48,6 mg, a 14. példdban leirtak sze-
rint elGéllitott terméket. A reakcidkeveréket a kornye-
zete hdmérsékletén keverjiik 16 6ran 4t, majd az illo
alkot6részeket csokkentett nyoméson elpéroljuk. A ma-
radékot minimdlis mennyiségd metanolban oldjuk és
annyi vizet adunk hozzd, hogy 15%-os vizes metanolt
kapjunk. Az oldatot egy 1,5 X 6 cm méretd, C~18 ad-
szorbenssel toltott ,,flash-kromatogréfids” osziopra
vissziik, amit 10% metanolt tartalmazé vizzel ekvilib-
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raltunk. Az oszlopot névekvd metanol tartalmi vizes
eleggyel eludljuk. A terméket a 60-100% metanolt
tartalmazé eludtumban taldljuk. A kivant terméket tar-
talmazé frakcidkat egyesitjiik, csokkentett nyomason
bepdroljuk, és a maradékot kevés mennyiség metanol-
ban oldjuk. Hozzdadunk 100 ml benzolt, az oldatot
lefagyasztjuk és fagyasztva szdritjuk, 46 mg kivant
koztes anyaghoz jutva. m/e = 952.

19. példa
Etil-(N-szukcinimidoxi-karbonil-pentil)-[2-(4-deza-
cetil-23-dezmetoxi-vinblasztin-23-hidrazo)-meti-
lén-malondt]

2 ml szdraz dimetil-formamidban feloldunk a 18.
példdban leirtak szerint elGdllitott 36,9 mg koztes
anyagot, és szdraz dimetil-formamidban 1évé 7,56 mg
N-hidroxi-szukcinimiddel reagdltatjuk 10,8 pl N-me-
til-morfolin és 8,5 pl izobutil-kl6r-formiat jeleniétében
~20 °C hémérsékleten 5 percen &t. Ezt kovetGen a reak-
ciékeverék hémérsékletét fokozatosan a kdrnyezeti h6-
mérsékletre emeljiik, majd 40 °C héfokon tartjuk
30 percen keresztiil. Lehitjiik kornyezete hdmérsékle-
tére, és 16 6ran keresztiil kevertetiink, majd csokken-
tett nyomdson bepdroljuk. A maradékot dikl6r-metdn-
ban oldjuk és 0,75 x 6 cm méreti szilikagéloszlopra
vissziik. Az oszlopot 20 ml dikiér-metdnnal, 30 ml etil-
acetdt/diklér-metdn eleggyel eludljuk, ami lehozza a
terméket az adszorbensrdl. Az eludtumot csokkentett
nyomadson bepdrolva 28,3 mg kivant terméket kapunk,
amit NMR mddszerrel azonositunk, kimutatva az N-
hidroxi-szukcinimid jelét 2,88 ppm-nél.

20. példa

(5-Karbonil-pentil)-etil-[2-(4-dezacetil-23-dezmet
oxi-vinblasztin-23-hidrazo)-metilén-malonat]  L4KS
antitesttel képzett konjugdtumdnak elGallitdsdhoz két
eljardst alkalmazunk. Mindkét esetben 625 ul antites-
toldatbél indulunk ki. A 0,34 M nétrium-borét puffer-
ben, pH = 0,6, késziilt antitestoldat koncentricidja:
16 mg/ml.

(1) 0,75 mg, a 19. példdban leirtak szerint késziilt ter-
méket 51 Pl szdraz dimetil-formamidban oldunk és
hozzdadjuk az antitestoldathoz.

(2) 1,2 mg, a 19. példdban leirtak szerint készitett ter-
méket 51 pl szdraz dimetil-formamidban oldunk és
hozzdadjuk az antitestoldathoz.

Mindkét reakcidkeveréket a kornyezete hdmérsékle-
tén kevertetjiik 1,5 6ran keresztiil, majd lecentrifugdljuk,
egy fehér iledéket elvdlasztva. A feliilisz6kat
1,75 x 25 cm méretd oszlopon kromatografaljuk, az osz-
lopot foszfattal pufferolt fiziolégids s6oldattal ekvilibralt
Sephadex G-25 M adszorbenssel készitjiik és ugyanez-
zel a pufferral eludlunk. A terméket tartalmazo frakcikat
osszegyijtjiik, 0,22 p-os Millex-GV sziirn szirjilk és
4 °C hémérsékleten tartjuk 17 napon at. Még egyszer
ugyantgy szirjiik, a sziirletet UV analizissel minGsitjiik.
(1) 6,3 mg konjugatumot nyeriink 1,26 mg/ml koncent-

raciéju oldatban; a konjugéciés molarany: 2,5.

(2) 4,5 mg konjugdtumot kapunk 0,68 mg/ml koncent-
rici6ju oldatban; a konjugdciés mélarany: 3,6.
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20A. példa

A (karbonil-pentil)-etil-[2-(4-dezacetil-23-dez-
metoxi-vinblasztin-23-hidrazo)-metilén-malonat]
L4KS antitesttel képzett konjugdtumat a 20. példa-
ban leirtak szerint dllitjuk eld, de 595 mg antitestbdl
és 57,9 mg, a 19. példdban leirtak szerint eldallitott
termékbd] indulunk ki. A terméket tartalmazé oldatot
vdkuumdializisnek vetjiik ald, a betoményitett olda-
tot djra szirjiik, igy 17,8 ml oldatot kapunk, ami
125 mg konjugdtumot tartalmaz; konjugéiciés mél-
ardny: 2,8.

21. példa

A (karbonil-pentil)-etil-[2-(4-dezacetil-23-dezme-
toxi-vinblasztin-23-hidrazo)-metilén-malondt]  007B
antitesttel képzett konjugdtumat hdrom médon éllitjuk
eld. Mindegyik esetben 10 mg 007B antitestbél indu-
lunk ki, amit 0,5 ml 0,34 M nétrium-borat pufferben,
pH = 8,6, oldunk.

(1) 41 pl szdraz dimetil-formamidban 0,89 mg, a 19.
példaban lefrtak szerint eldéllitott koztes anyagot
reagaltatunk;

(2) 41 pl szdraz dimetil-formamidban 1,20 mg ugyan-
ilyen koztes anyagot reagaltatunk;

(3) 41 pl széraz dimetil-formamidban 1,49 mg ugyan-
ilyen koztes anyagot reagéltatunk.

Mindhdrom reakciSkeveréket a komyezete h6mér-
sékletén kevertetjiik 1,5 6rdn 4t, majd centrifugdljuk, és
a feliilisz6t a 6. példdban ismertetett médon kromatog-
rafaljuk. A terméket tartalmazé frakcidkat egyesitjiik és
UV spektrofotometriaval mindsitjiik.

(1) 5,95 mg konjugdtumot kapunk 1,35 mg/ml kon-
centracidju oldatban; a konjugdciés mélardny: 3,0.

(2) 3,76 mg konjugitumot nyeriink 0,76 mg/ml kon-
centraciéji oldatban; a konjugédciés mélardny: 3,6.

(3) 1,54 mg konjugdtumot kapunk 0,34 mg/ml kon-
centraci6ju oldatban; a konjugdciés mélarany: 6,1.

21A. példa

Az (5-karbonil-pentil)-etil-[2-(4-dezacetil-23-dez-

metoxi-vinblasztin-23-hidrazo)-metilén-malondt]

007B antitesttel képzett konjugdtuma

A 21. példdban lefrtakat ismételjik meg 396 mg
antitestbdl és 35,6 mg, a 19. példdban leirtak szerint
el@allitott koztes anyagbdl kiindulva. A terméket tartal-
mazé oldatot vdkuumdializissel betoményitjiik, sterilre
sziirjiik, 39,4 ml oldatot nyerve, ami 307 mg konjugé-
tumot tartalmaz; a konjugdciés mélardny: 2,6.

22. példa

Az (5-karbonil-pentil)-etil-[2-(4-dezacetil-23-dez-
metoxi-vinblasztin-23-hidrazo)-metilén-malonat]
9.2.27 antitesttel képzett konjugatumat hdrom mdédon
hajtjuk végre.

A 9.2.27 antitestet Bumol és Reifeld ismertetik
[Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 79: 1245 (1982)].

Mindegyik eljardsndl 10 mg antitestbSl indulunk ki,
amit 0,36 ml 0,34 M nétrium-borit-pufferben,
pH = 8,6, oldunk.
(1) 41 pl szdraz dimetil-formamidban 0,6 mg, a 19.
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példaban leirtak szerint el8éllitott koztes anyagot

adunk az antitestoldathoz;

(2) 41 (! szdraz dimetil-formamidban 0,89 mg, a 19.
példaban leirtak szerint elddllitott koztes anyagot
adunk az antitestoldathoz;

(3) 41 ul szaraz dimetil-formamidban 1.2 mg, a 19.
példaban leirtak szerint elGdllitott koztes anyagot
adunk az antitestoldathoz.

A reakcidkeveréket a 21. példdban ismertetett mo-
don kevertetjiik, centrifugdljuk €s kromatograféljuk, a
terméket UV spektrometridval mindsitjiik.

(1) 5,2 mg konjugdtumot kapunk 0,95 mg/ml koncent-
raciéji oldatban; a konjugaciés mélarany: 3,4.

(2) 1,5 mg konjugitumot kapunk 0,32 mg/ml koncent-
raci6ju oldatban; a konjugdci6és mélarany: 6,1.

(3) 0,6 mg konjugdtumot kapunk 0,16 mg/ml oldatban;
a konjugdci6s mélarany: 7,3.

23. példa

Az (5-karbonil-pentil)-etil-[2-(4-dezacetil-23-dez-

metoxi-vinblasztin-23-hidrazo)-metilén-malondt]

L/1C2 antitesttel képzett konjugdtuma

2,9 ml 0,34 M nétrium-borét-pufferben, pH = 8,6,
oldott 43 mg L/1C2 antitesthez hozzdadjuk 238 pli,
10,7 mg/ml koncentracidji, a 19. példdban leirtak sze-
rint elgallitott kbztes anyag széraz dimetil-formamidos
oldatit. A 21. példdban ismertetett médon elvégezziik a
reakcidt, kinyerjitkk és mindsitjiik a terméket. 9,35 mg
konjugdtumot kapunk 0,69 mg/ml koncentrdci6ji ol-
datban; a konjugdciés mélarany: 2,6.

24. példa

Az etil-N-(2-benzil-oxi-karbonil-etil)-malonamidat
elédllitdsdhoz egy 100 ml-es edénybe bemériink 2 g
szenes hordozén 5% pallddiumot tartalmazé hidrogé-
nezd katalizétort, 10 g benzil-etil-malondtot és 8,6 mi
1,4-ciklohexadiént. A reakcidkeveréket a kornyezete
hémérsékletén keverjiik, kb. 40 perc elteltével a reak-
ci6 exoterm lesz. A keverést addig folytatjuk, amig a
reakcidkeverék homérséklete ismét le nem hdl a kor-
nyezete hémérsékletére, majd szirjiik, és a sziirletet
csdkkentett nyomdson bepdroljuk. A maradék siird fo-
lyadékot minimdlis mennyiségd etil-acetdtban oldjuk
és egy 150 ml-es télcsérben 16v§ szilikagélre vissziik.
A szilikagélt 400 ml 20% etil-acetétot tartalmazé he-
x4nnal mossuk, a kivant terméket 400 ml etil-acetattal
eludljuk. Az eludtumot csokkentett nyomdson betomé-
nyitjiik, stirdnfoly6 folyadék alakjiban 5,48 g koztes
anyagot kapunk.

Ezt a koztes anyagot 100 ml szdraz dimetil-forma-
midban oldjuk, és 4,77 g N-hidroxi-szukcinimidet
adunk hozz4. A beoldédds utdn 8,56 g diciklohexil-kar-
bodiimidet adunk adagokban a reakcidelegyhez. Exo-
term reakcié indul meg. Kornyezeti hdmérsékleten ke-
veriink egy éjszakdn at, majd sziiriink. A szirletbe
beoldunk 8,95 g benzil-3-amino-propionsav-hidroklo-
ridot, majd hozzdadunk 4,56 ml N-metil-morfolint. A
reakcidelegyet komyezeti hémérsékleten keverjitk
1,5 6rdn 4t, majd séoldatos etil-acetéttal extrahdlunk.
Az extraktumot 10%-os vizes citromsavas oldattal, s6-
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oldattal, natrium-karbonat telitett vizes oldatdval és
tijra séoldattal mossuk, szdritjuk, szirjiik és csokken-
tett nyomdason betéményitjiik. A sdrdnfolyé maradékot
etil-acetdtban oldjuk és hexént adunk hozzd, amig za-
varosodds nem indul meg. A terméket szilikagélre
vissziik, a szilikagélt 200-200 ml 10, 20 és 30% etil-
acetétot tartalmazé hexdnnal mossuk. A kivant termé-
ket 600 ml 40% etil-acetdtot tartalmazé hexdnnal eludl-
juk. Az eludtumot csokkentett nyomdson bepdrolva

5,05 g terméket kapunk halvénysarga s(riinfoly6 folya-
dék alakjaban.
A tomegspektroszképia szerint a molekulaion sd-
lya: 293.
Elemanalizis:
szamitott: C:64,42, H:6,75, N:4,78%;
mért: C:61,21, H:631, N:4,76%.
25. példa

Az etil-N-(2-benzil-oxi-karbonil-etil)-2-etoxi-meti-
lén-malonamidat elGallitdsahoz 5,05 g, a 24. példdban le-
frtak szerint elGallitott koztes terméket feloldjuk 10,7 ml
ecetsavanhidridben, és hozzaadunk 7.45 ml trietil-orto-
formidtot, majd 80 mg cink-kloridot és a reakcidkeveré-
ket visszafolyatds hiit6 alatt melegitjiik 140150 °C ho-
mérsékleten 16 Gran keresztiil. A reakciGkeveréket a kor-
nyezetének hdmérsékletére hiitjiik és csokkentett nyomd-
son bepdroljuk. A bepdrlasi maradékot etil-acetdttal €s s6-
oldattal extrahdljuk, az extraktumot séoldattal mossuk,
széritjuk, szirjiik és csokkentett nyomdson beparoljuk. A
bepdrldsi maradékot minimdlis mennyiségd etil-acetat-
ban oldjuk, zavarosodds megjelenéséig hexant adunk az
oldathoz. A terméket szilikagélre vissziik, a szilikagélt
novekvé ardnyban etil-acetdtot tartalmazé hexdnnal elu-
dljuk. A terméket tartalmazé, 30-50% etil-acetdtos frak-
cikat egyesitjilk, csokkentett nyoméson bepdroljuk,
3,4 g kivant terméket nyerve, melynek moélardnya a to-
megspektroszkdpia szerint: 349.

26. példa

Az etil-N-(2-karboxi-etil)-2-etoxi-metilén-malona-
midat el6éllitdsdhoz 1,64 g, a 25. példdban leirtak sze-
rint elGallitott koztes terméket és 0,5 g szenes hordozon
5% pallddiumot tartalmazé hidrogénez§ katalizétort
adunk 10 ml etanolhoz. 0,89 ml I4-ciklohexadiént
adunk a fenti keverékhez és visszafolyatds hiité alatt
forraljuk, majd lehiitjitk és 1 6ran 4t kéryezeti h6mér-
sékleten keverjiik. Ezutdn ismét felmelegitjiik, lehtjiik
és egy ordn 4t keverjiik, leszirjiik, és a sziirletet csok-
kentett nyomdson bepdroljuk. A maradékot etil-acetat-
ban eldorzsoljiik, a szilard anyagot szdréssel Ossze-
gyijtjik, dietil-éterrel mossuk, 0,61 g kivént termék-
hez jutva. A tomegspektroszkdpia molekulaionjai: 260,
244,214 és 171.

27. példa

Az  etil-N-(2-karboxi-etil)-2-(4-dezacetil-23-dez-
metoxi-vinblasztin-23-hidrazo)-metilén-malonamidat
eldallitdsandl 67 mg, a 26. példdban leirtak szerint ké-
szitett terméket adunk 196 mg 4-dezacetil-23-dezmeto-
xi-vinblasztin-23-hidrazin-szulfit 1 mi szdraz dimetil-
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formamidban késziilt oldatdhoz. A reakcidkeveréket
egy éjszakdn &t keverjikk kornyezete h6mérsékletén,
majd csokkentett nyomdson bepdroljuk. A bepdrldsi
maradékot 20% metanolt tartalmazé 0,5 M kélium-di-
hidrogén-foszfat pufferben, pH = 7, oldjuk és C-18
forditott fazist szilikagéloszlopra vissziik. Novekvd
mennyiségi metanolt tartalmazé ugyanilyen pufferrel
eludlunk, a terméket tartalmazé frakcidkat egyesitjiik,
csokkentett nyomdson bepdroljuk. A maradékot néhdny
milliliter vizben oldjuk, az oldatot ugyanilyen oszlopra
vissziik és ndvekvé mennyiségd metanolt tartalmazé
vizes metanollal eludlunk. A terméket tartalmazdé frak-
cidkat egyesitjiik, csokkentett nyomdson bepdroljuk,
197 mg kivant koztes anyagot nyerve.

28. példa

Az etil-N-(2-szukcinimidoxi-karbonil-etil)-2-(4-de-
zacetil-23-dezmetoxi-vinblasztin-23-hidrazo)-metilén
-malonamidét eléllitdsandl 159 mg, a 27. példdban
lefrtak szerint elGallitott terméket feloldjuk 2 ml szdraz
dimetil-formamidban és hozzdadunk 20,5 mg N-hidro-
xi-szukcinimidet, 33,4 mg diciklohexil-karbodiimidet
és 30,8 mg p-toluol-szulfonsav-hidratot. A reakcidke-
veréket a kornyezete hdmérsékletén keverjiik 24 6rdn
keresztiil, majd az oldGszert csokkentett nyomdson ei-
tdvolitjuk. A beparldsi maradékot diklér-metdnban old-
juk és diklér-metdnnal ekvilibrilt szilikagéloszlopra
visszilk. Az oszlopot izopropanol/diklér-metan, 1:1
ardnyy elegyével eludljuk, a terméket tartalmaz6 frak-
cidkat egyesitjiik, csokkentett nyomdson beparoljuk,
45,2 mg kivant kdztes anyagot nyerve.

29. példa

Az etil-N-(2-karbonil-etil)-2-(4-dezacetil-23-dez-
metoxi-vinblasztin-23-hidrazo)-metilén-malonamidat
007B antitesttel képzett konjugdtumdt harom médon
allitjuk el6, 1ényegében a 6. példdban leirtak alapjdn.
Mindegyik esetben 1,03 ml borétpufferben oldott 15
mg antitestbél indulunk ki. A 28. példdban leirtak alap-
jan el@dllitott koztes termékbGl az aldbbi mennyisége-
ket alkalmazzuk a hdarom reakciénal:
(1) 0,86 mg
(2) 1,08 mg
(3) 1,30 mg

A reakcidkeveréket kornyezetiik hémérsékletén ke-
verjiik egy 6rdn keresztiil, centrifugdljuk és végiil kro-
matografiljuk. A terméket tartalmazé oldatot sterilre
sziirve az aldbbi termékekhez jutunk:

(1 2) (©)]
konjugétum 14,9 mg 14,9 mg 13,6 mg
térfogat 6,2 ml 6,5 ml 7,2 ml
konjugéciés 33 41 49
ardny
30. példa
Az etil-N-(2-karbonil-etil)-2-(4-dezacetil-23-dez-

metoxi-vinblasztin-23-hidrazo)-metilén-malonamid4t
007B antitesttel képzett konjugdtumdt lényegében a 6.
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példaban leirtak szerint allitjuk el8, 200 mg 007B anti-
testbdl kiindulva, 14,6 mg/ml koncentrdci6ji oldat
alakjdban és 18 mg, a 28. példdban leirtak szerint el6-
allitott koztes anyagot felhaszndlva. A terméket sterilre
sziirjiik és vdkuumdializisnek vetjiik ald, 163 mg kon-
Jjugdtumot nyerve 12,0 mg/ml koncentrici6ji oldatban;
konjugdcids mélaréany. 4,3.

31. példa

Az etil-N-(2-karbonil-etil)-2-(4-dezacetil-23-dez-
metoxi-vinblasztin-23-hidrazo)-metilén-malonamidat
és a 007B antitest F(ab’), fragmentjének a konjugitu-
mat dgy 4llitjuk elS, hogy 600 mg 007B antitest F(ab’),
fragmenst 30 ml 0,34 M borétpufferben oldunk,
pH = 8.6. Cseppenként hozzdadunk 3,75 ml szdraz di-
metil-formamidban 51 mg, a 28. példa szerint eldalli-
tott koztes anyagot, és a reakcidkeveréket 30 percen 4t
keverjiik kornyezete hGmérsékletén. Ezutdn centrifu-
gdljuk, a feliiliszot Phenyl Sepharose CL-4B oszlopon
(Pharmacia) kromatografaljuk, 0,1 M foszfatpufferrel,
pH = 6,2, majd 40%-os vizes acetonitrillel eludlva. A
terméket tartalmazo frakcidkat pufferolt fizioldgids s6-
oldatba dializdlva betoményitjiik 214 mg kivant konju-
gitumot nyerve; a konjugéciés mélardny: 2,9.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljdras (I) 4ltaldnos képleti — ahol
Abvalamely antitest vagy annak antigént felismerd
fragmentje,
R (V) vagy (XIII) dltaldnos képletd csoport, ahol
RS hidrogénatom vagy hidroxilcsoport; vagy
ha
R!7 & R!6 csoport egyikének jelentése etilcsoport,
a mdsik jelentése hidrogénatom vagy hidroxil-
csoport, akkor
R!8 jelentése hidrogénatom; vagy
R!7ésR!® a szénatomokkal egyiitt, melyekhez
kapcsolodnak, egy oxirdngyirit képeznek, és
ekkor az R!¢ jelentése etilcsoport;
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R'%jelentése hidrogénatom vagy acetilcsoport, és
p jelentése O vagy I;

R! jelentése 1—4 szénatomos alkilcsoport;

Y jelentése oxigénatom vagy -NH- csoport;

n jelentése 1-8;

m jelentése 1-10 -

konjugdtum elSéllitdsdra, azzal jellemezve, hogy
valamely a (IV) dltaldnos képletd hat6anyag-szar-
mazékot — ahol R, R!, Y és n jelentése a térgyi kor
szerinti és R3 jelentése hidroxilcsoport vagy karbo-
xilcsoportot aktival6 csoport vagy karbonsavval s6t
képez§ csoport — valamely antitestte] vagy annak
antigént felismerd fragmentjével reagaltatjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljirds az (I) dltaldnos
képleti — ahol az Ab antitest monoklondlis antitest — és
R, Rl Y, n és m az 1. igénypontban megadott — konju-
gdtum elddllitdsara, azzal jellemezve, hogy a reakcio-
ban monoklondlis antitestet alkalmazunk.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljrds az (I)
4ltaldnos képletii — ahol Ab, R, R!, Y és n az 1. igény-
pontban megadott és m jelentése 3-8 — konjugdtum
elGallitdsara, azzal jellemezve, hogy a megfelelGen he-
lyettesitett kiinduldsi vegyiileteket reagdltatjuk egy-
madssal.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljards
az (I) 4ltaldnos képletii — ahol Ab, R, R!, Y és m az {.
igénypontban megadott és n jelentése 1-6 — konjuga-
tum el64llitdsdra, azzal jellemezve, hogy a megfelelGen

- helyettesitett kiinduldsi vegyiileteket reagiltatjuk egy-

madssal.

5. A 4. igénypont szerinti eljirds az (I) dltaldnos
képletii — ahol Ab, R, R!, Y és m az 1. igénypontban
megadott és n jelentése 1-3 — konjugdtum el§allitdsdra,
azzal jellemezve, hogy a megfelelGen helyettesitett ki-
induldsi vegyiileteket reagaltatjuk egymadssal.

6. Eljards parenterdlis gyégyszerkészitmény eldalli-
tdséra, azzal jellemezve, hogy az 1-5. igénypontok bér-
melyike szerint elGllitott (I) dltaldnos képletil konjugdtu-
mot —ahol Ab, R, R}, Y, m és n az 1. igénypontban meg-
adott ~ parenterdlis bevitelre alkalmas adalékanyaggal
keverve gyégyszerkészitménnyé dolgozzuk fel.
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