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OCIF-ot és poliszacharidot tartalmazé komplex
Kivonat

Egy Uj komplex, amely oszteoklasztogenezis inhibitoros
faktort (OCIF-ot), annak analbégjait vagy annak variansait
tartalmazza, és amely kotve van poliszacharidok és azok
szarmazékai kozill legalabb egyhez, meghosszabbodott reten-
ciét mutat a véraramban beadas utan, hasznossa téve azt

csontanyagcsere-betegségek kezelésére és profilaxisara.
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OCIF-ot és poliszacharidot tartalmazé komplex

A taldlmadny targyat legaldbb egy oszteoklasztogenezis
inhibitoros faktort (amit a leirasban ezentil OCIF-nak ne-
veziink), vagy annak analdgjat vagy annak variansat, és le-
galadbb egy poliszacharidot vagy annak szarmazékat tartalma-
z6 komplex képezi, eljarads a komplex el&allitasara, gydgy-
szer csontanyagcsere-betegségek kezelésére vagy megel&zésé-
re, amely szerint a komplexet alkalmazzuk hatbanyagként, és
a komplex alkalmazdsa csontanyagcsere-betegségek kezelésére
vagy megel&zésére.

A csontok koriulbeliil az él85 szervezetben Jjelen 1évd
Osszes kalcium 99%-4t tartalmazzak, és ezaltal fontos sze-
repet Jjatszanak nemcsak a test tamasztasaban, hanem a leg-
nagyobb kalcium-raktarozé szervként is mikddnek a szerve-
zetben. A csontok fontos szerepet Jjatszanak a kalcium
homeosztazisanak fenntartédsdban. Ismert, hogy az oszteo-
klasztok aktivalasa, amelyek fontos szerepet Jjatszanak a
csontok reszorpcidéjdban, a kalcium tulzott aramlésat ered-
ményezi a vérbe a csontokbdl, a vér kalcium homeosztazisat
megbontva, ezaltal hiperkalcémiat okozva. A hiperkalcémia
ezen indukalésat az oszteoklasztok aktivalasa és a csontok
reszorpcidéja utjan olyan citokinek okozhatjdk, amelyek ab-

normalisan szekretalddnak raknak a csontokra torténd atter-



jedése eredményeképpen [példaul 1lasd Jean-Jacques Body,
,Current and Future Directions 1in Medical Therapy:
Hypercalcemia”, CANCER Supplement 88, 3054-3058. old.
(2000)]. A rakos hiperkalcémiatdél szenvedd péaciensek prog-
ndézisa altalaban gyenge, és ezaltal nagy szikség van ezen
dllapot hatasos kezelésének megtalaléasara.

Reuma estén, mint példaul reumatikus artritiszben és
hasonlékban, vagy oszteoartritiszben, az oszteoklasztok ab-
normalis kialakulidsa vagy abnormalis aktivdlasa ismert mé-
don az egyik f& oka klilonféle tiuneteknek, amelyek Jjelen
vannak ilyen allapotoktdél szenvedd paciensek csontjaiban és
iziileteiben [lasd példadul E. Romas, M. T. Gillespie és T.
J. Martin, ,Involvement of Receptor Activator of NF-xB
Ligand and Tumor Necrosis Factor-oa in Bone Destruction in
Rheumatoid Arthritis”, Bone 30, 340-346. old. (2002)]. A
reuma, mint példiul reumatoid artritisz és oszteoartritisz
miatti csont és izileti fadjdalom rendkiviil intenziv, és su-
lyosan rontja az ezen allapotokban szenvedé paciensek élet-
mindségét. Ismételten, nagy szlikség van ezen allapotok ha-
tasos kezelésének megtalalasara.

Az oszteoklasztok ismert méddon szerepet jatszanak az
oszteopordzisban 1is. Az oszteoklasztok 4&ltal kivaltott
csontreszorpcid és az oszteoblasztok altal kivaltott csont-
képz&dés egyensulya fokozatosan eltoldédik a csontreszorpcid
felé a néi hormonok csokkent szekrécidja miatt a menopauza
utan, vagy az Oregedés hatéasara, amelynek az az eredménye,
hogy a csont sUrldsége csbkken, és oszteopordzis alakul ki,

ha a csont stlrlségének ezen csdkkenése elegendéden sulyos.



Amikor magas kockazatu idés péaciensek csonttdrést szenved-
nek, annak a lehet&sége, hogy agyhoz kotdttek lesznek, ma-
gas, és ez szocialis problémava valt a fokozottan eldregedd
népesség miatt a vildg minden részén [lasd példaul Bruno
Fautrel és Francis Guillemin, ,Cost of illness studies in
rheumatic diseases”, Current Opinion in Rheumatology 14,
121-126. old. (2002)]1. Teha&t az oszteopordzis hatasos keze-
lési és megeldzési médjait nagy erdkkel kutatjak.

Ezen &allapotok hagyomanyos kezelései hormonok, mint
példaul osztrogén podtlasat tartalmazzak, és olyan szerek
alkalmazasat, amelyek szuppresszaljadk az oszteoklasztok ak-
tivitasat, mint példaul biszfoszfonatok vagy kalcitoninok
[példaul ladasd Mohammad M. Igbal és Tanveer Sobhan,
,Osteoporosis: A Review”, Missouri Medicine, 99, 19-23.
old. (2002)). Azonban a hormonoknak nem kivant mellékhata-
sal lehetnek, mint példaul onkogenezis megndvekedett kocka-
zata, endometridzis indukalasa, és abnormalis vérzés az
ivarszervekben [példaul lasd Joyce Penrose White és Judith
S. Schilling, ,Postmenopausal Hormone Replacement:
Historical Perspectives and Current Concerns”, Clinical
Excellence for Nurse Practitioners, q, 277-285. old.
(2000)]. Habar ismert, hogy a biszfoszfondtok konnyen meg-
kotik a felesleges kalciumot a vérben, és felhalmozdédnak a
csontban, egyes kutatdk kétségbe vonjak, hogy milyen mér-
tékben javul ettdél a csont erdssége. Ezenkivil arrdl is be-
szamoltak, hogy a vesefunkcidé romlasédnak veszélye 1is kap-
csoldédik ezek alkalmazasdhoz [példaul 1lasd Jonathan R.

Green, Yves Seltenmeyer, Knut A. Jaeggli és Leo Wildler,



,Renal Tolerability Profile of Novel, Potent
Bisphosphonates in Two Short-Term Rat Model”, Pharmacology
and Toxicology 80, 225-230. old. (1997)]. A kalcitonin ese-
tében a csontsilriség elért novekedése sajnos csak atmeneti.
Arr6l is beszamoltak, hogy a kalcitonin alkalmazasénak meg-
szakitédsa a kezelt &4llapot regresszi6éjat is okozhatja, mig
az A&allati eredetli kalcitoninok hatékonysidga csokkenhet
hosszantartdé kezelés utédn, az emberi szervezetben a kerin-
gésben 1évé kalcitonin elleni ellenanyagok megjelenése mi-
att [S. L. Porcel, J. A. Cumplido, B. dela Hoz, M Cuevas és
E. Losada, ,Anaphylaxis to calcitonin”, Allergologia et
Immunopathologia 28, 243-245. old. (2000)].

Amint fent kifejtettliik, az oszteoklasztok fészerepet
jatszanak a csontreszorpcié létrejottében, ami fontos té-
nyez8 a vér kalciumkoncentracidéja novekedésének szabalyoza-
sdban. Azonban ugy vélik, hogy egyik fent emlitett jelenle-
gi gyodogyszernek sincs semmilyen aktivitasa az oszteoklasz-
tok kialakuldsanak szuppresszalasban. Ennek kovetkeztében
ezen hagyomanyos gydgyszerek egyike sem alkalmas csont-
anyagcsere-betegségek alapvetd kezelésére, mivel csak a ti-
netek kezelésére képesek, semmint az okok megsziintetésére.

Ujabban az OCIF-rb6l demonstraltak, hogy olyan endogén
fehérje, amely gatolja oszteoklaszt prekurzor sejtek diffe-
rencidlodasat oszteoklaszttd és/vagy az érett oszteoklasz-
tok csonreszorpcids aktivitdsat (ladsd a WO-A-96/26217. sza-
mu nemzetkszi kozzétételi iratot és az EP-A-0816380. szamu
eurdépai szabadalmi iratot). Az OCIF-ot mas néven oszteo-

protegerinnek is ismerik (lasd WO-A-97/23614. szamu nemzet-



k6zi kozzétételi iratot). Annak fényében, hogy a fent emli-
tett csontanyagcsere-betegségek, mint példaul hiperkalcé-
mia, oszteopordzis és reumatoid artritisz mindegyike lega-
l4bb valamekkora mértékl csontreszorpcidt eredményez, azt
remélték, hogy ezen betegségeket sikeresen kezelhetdk OCIF
alkalmazidsaval, annak azon képessége miatt, hogy szupp-
resszalja maguknak az oszteoklasztoknak a kialakulasat
és/vagy szuppresszalja az érett oszteoklasztok csontre-
szorpcibés aktivitasat. Azonban az OCIF egy bazikus fehérje,
amelynek az izoelektromos pontja 9 koriil van, és nagyon
gyorsan eltilinik beadas utan a vérarambol. Ezen probléma
megoldasara tar fel egy probalkozadst a WO-A-2000/24416.
szamu nemzetkdzi kozzétételi irat és az EP-A-1127578. szamu
eurépai szabadalmi irat, ahol azt az idét, amig az OCIF a
véraramban marad a beadds utan (és ily médon az OCIF hata-
sat) megndvelték bizonyos mértékig az OCIF és po-
liszacharid, mint példaul heparin vagy dextran-szulféat
egyiittes beadasdval. Azonban a retencidés idS elért megnyuj-
tdsa nem bizonyult elegendének az OCIF-nak a vérben tdérténd
olyan mértékd megtartasanak biztositasara, ami valdédi Je-
161tté tette volna azt csontanyagcsere-betegségek, mint
példaul hiperkalcémia, oszteopordzis és reuma kezelésében
torténd alkalmazasra. Tehat szikség van javitott mbédszerek-
re az OCIF-nak a vérben vald élettartamanak megnyujtasara a
beadas utan.

Tehat a talalmany célja olyan OCIF-tartalmu készitmény
biztositasa, amely lehetévé teszi az OCIF-nak beadas utan a

véraramban vald élettartamdnak megnyujtasat, ezaltal olyan
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szer biztositédsa, amelyben az OCIF hatasa az oszteoklasztok
a4ltal kdzvetitett csontanyagcsere-betegségek, mint példaul
hiperkalcémia, oszteopordzis és reuma kezelésében javitott
és megnyujtott.

A taldlmény tovabbi céljai és eldényei nyilvanvaldak a
részletes leirasbél.

Tehdt a talalmadny targya komplex, amely legalabb egy
vegyliletet tartalmaz az OCIF, annak analégjai és annak va-
ridnsai altal alkotott csoportbdl, amely koétve van legaldbb
egy anyaghoz poliszacharidok és azok szarmazékai altal al-
kotott csoportbdl.

A taldlmany targya eljaras is OCIF vagy annak analdgja
vagy annak varidnsa véraramban toérténé megtartasi idejének
megnyujtasara paciensnek torténd beadas utan, amely szerint
az OCIF, annak analdgja vagy annak varidnsa ko6zil legalabb
egyet komplexdlunk legaldbb egy poliszachariddal vagy annak
variansaval.

A taladlmaény targya gydgyaszati készitmény 1is, amely
gyogyaszati hatdanyag hatasos mennyiségét tartalmazza hor-
dozéval egyiitt, amely gydbgyaszati hatdanyag olyan komplex,
amely legalabb egy anyagot tartalmaz OCIF, annak analdgjai
és annak variansai kozil, amely kotve van legalabb egy
anyaghoz a poliszacharidok és azok szarmazékai altal alko-
tott csoportbdél. Kozelebbrdl, a talalmany targya ilyen gyo-
gyaszati készitmény csontanyagcsere-betegségek kezeléseére
vagy megeldzésére.

A taldlmany targya eljaras is csontanyagcsere-

betegségek kezelésére vagy megelSzésére paciensben, amely



szerint a péaciensnek olyan komplex hatasos mennyiségét ad-
juk be, amely legaldbb egy anyagot tartalmaz OCIF, annak
analdgjai és annak varidnsai k&éziil, amely kdtve van lega-
1l4bb egy anyaghoz a poliszacharidok és azok szarmazékai al-
tal alkotott csoportbdl.

A taldlmadny targya olyan komplex alkalmazasa csont-
anyagcsere-betegségek kezelésére vagy megeldzésére alkalmas
gybégyszer gyartasaban, amely legalabb egy anyagot tartalmaz
OCIF, annak analdgjai és annak variansai kozil, amely kotve
van legaldbb egy anyaghoz a poliszacharidok és azok szarma-
zékai altal alkotott csoportbél.

Azt talaltuk, hogy az OCIF, annak analdégjai és varian-
saili koziul valasztott legaldbb egy anyagnak a poliszachari-
dok és azok szarmazékai 4ltal alkotott csoportbdl valasz-
tott legaldbb egy anyaggal torténd inkubalasaval olyan ko-
riilmények kozott, amelyek azt eredményezik, hogy az OCIF,
annak analdégjai és variansal ko&zil valasztott legaldbb egy
anyag kot8dik a poliszacharidok és azok szarmazékal 4altal
alkotott csoportbdl valasztott legalabb egy anyaghoz, olyan
szer keletkezik, amelyben az OCIF-nak, annak analdégjanak
vagy variansanak a hatéasa oszteoklasztok altal koézvetitett
csontanyagcsere-betegségek, mint példadul hiperkalcémia,
oszteoporbdzis és reuma kezelésében vagy megelb§zésében javi-
tott és megnyujtott. Ez annak a ténynek a kovetkezménye,
hogy a beadas utan a véraramban megtartott OCIF-nak vagy
analdégjanak vagy variansanak az életideje megnyujtott,
dsszehasonlitva a technika alléasa szerinti OCIF és polisza-

charid készitményekével, amelyeket a WO-A-2000/24416. szamu



nemzetkozi kozzétételi iratban és az EP-A-1127578. szamu
eurdpai szabadalmi iratban tartak fel.

Amint fent megjegyeztik, a talalmany szerinti komple-
xek legaladbb egy anyagot tartalmaznak az OCIF, annak ana-
l6gjai és variansai kozil, amely kotve van legalabb egy
anyaghoz a poliszacharidok és azok szarmazékai altal alko-
tott csoportbdl. A komplexben az OCIF és a poliszacharid
kémiai kotéssel, mint példaul kovalens kotéssel (példéaul
Schiff-bazis képzés), ionos kotéssel vagy dativ kotéssel,
vagy nem kémiai kdtéssel, mint példaul hidrofdb kélcsdnha-
tassal, hidrogén-koétéssel, elektrosztatikus kolcsdnhatassal
vagy affinitasi kotéssel kapcsolddik egyméshoz.

A talalmény szerint alkalmazott OCIF, annak analdgja
vagy annak variansa természetes tipusu lehet, vagy rekombi-
nans tipusu lehet, és a szarmazasa nem Kkilonosebben korla-
tozott. Természetes tipusu OCIF alatt olyan OCIF-ot értink,
amelyet természetben termelt fehéreként allitunk eld,
extrakcioval, tisztitassal és/vagy 1izolédlassal szervbdl,
testfolyadékbol, sejttenyészetbdl vagy human vagy nem human
allatbdl szarmazd tenyésztd tapkozegbdl. Rekombinans tipusu
OCIF, annak analdégja vagy annak variansa rekombinans fehér-
je, amelyet a fehérje extrakcidéjaval, tisztitasaval és/vagy
izolalasaval allitunk eld8 ilyen mbédszerekben hagyomanyosan
alkalmazott gazdabdl, mint példaul prokaridta gazdasejtbdl
(példaul Escherichia coli-bél) vagy eukaridta sejtbdl, mint
példaul human vagy nem human sejtvonalbdl, amely olyan vek-
torral lett transzformalva, amely OCIF-ot, annak analdgjat

vagy annak varidnsat kédold polinukleotidot tartalmaz [lasd
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példaul az EP-A-0816380. szamu eurdpal szabadalmi iratban
(WO-A-96/26217. szami nemzetkozi kozzétételi irat) és a WO-
A-97/23614. szamu nemzetkdzi kozzétételi iratban feltart
rekombindns eljarasokat].

Az OCIF-nak, analdégjainak és variansainak eredete nem
kiildndsen korlatozott, és szarmazhatnak human vagy nem hu-
man allatbél. Elénydsen eml&sbdl szarmazhatnak, mint példa-
ul emberbdl, patkanybdl, egérbdl, nyulbdél, kutyabdl, macs-
kabdl, szarvasmarhabdl, sertésbdl, Jjuhbdl vagy kecskébdl;
vagy madarbél, mint példaul baromfibdl, libabdl, csirkébdl
vagy pulykabél. Elénydsebben emlésokbdl szarmaznak, és leg-
elénydsebben emberbdl.

A taldlmany szerint alkalmazott OCIF vagy annak ana-
l6gja lehet monomer tipusu OCIF (példaul emberben a monomer
molekulatdmege SDS-PAGE-val mérve nem redukald korulmények
kdzdtt kdriilbeliil 60000), vagy dimer tipusu (példaul ember-
ben a dimer molekulatdmege SDS-PAGE-val mérve nem redukald
korilmények kozott koérulbelil 120000) [lAsd az EP-A-
0816380. szamu eurbpai szabadalmi iratot (WO-A-96/26217.
szami nemzetkodzi kozzétételli irat)].

Ismert, hogy az OCIF a sejtekben az amino-terminalison
szignalpeptidet tartalmazé polipeptidként transzlalddik, és
azutan érik a szignalpeptid eltdvolitédsa utjan [lasd példa-
ul az EP-A-0816380. szamu eurdpai szabadalmi iratban (WO-A-
96/26217. szamu nemzetkdzi kozzétételi irat) és a WO-A-
97/23614. szami nemzetkozi kozzétételi iratban feltart
rekombinans eljarasokat]. A taldlmany szerint alkalmazott

OCIF, annak analdégja vagy annak variansa alatt mind a
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szignalpeptidet tartalmazé polipeptidet, mind annak érett
formajat is értjiuk. El8nyds példak kozé tartozik az 1. azo-
nositdészamu szekvencia -21. és +380. aminosavai kozotti,
szignalpeptidet tartalmazé OCIF, és az 1. azonositdszamu
szekvencia +1. és +380. aminosavai kozotti, szignalpeptid
nélkiili OCIF. Ezek kozil az érett OCIF kiulonosen eldnyds.

Az is ismert, hogy metionin addicionalhatd az ilyen
érett OCIF-ra, annak analdégjara vagy annak variansara, ami-
kor azt rekombinans fehérjeként expresszaltatjuk gazdasejt-
ben, kiillonosen prokaridéta gazdasejtben, mint példaul
Escherichia coli-ban. Ezt gy érjuk el, hogy ATG (AUG)
szekvenciaju nukleotid triplettet addicionaltatunk az OCIF-
nak, analdégjanak vagy variansanak az érett formajat kodold
polinukleotid 5’-végére, és a kapott polinukleotidot alkal-
mas expresszids vektorba inzertaljuk. Az amino-terminalisan
metionint tartalmazé kivant érett fehérjét azutan expresz-
szaltatjuk alkalmas gazdasejtben, amelyet transzformaltunk
a rekombinans expresszids vektorral. Ezenkivil egy vagy
tobb aminosavat adhatunk a fehérjéhez az amino-terminéalis
metionin mellé, tovabbi nukleotid triplettek addicionalta-
tasaval az OCIF-nak, analdgjanak vagy variadnsanak az érett
formajat kédolé polinukleotid 5'-végére addicionalt ATG-
triplett mellé.

A talalmadny szerinti értelemben OCIF-analég alatt
olyan polinukleotid altal koédolt fehéerjét értink, amely a
természetben létezik humdn vagy nem human allat, mint pél-
daul a fent emlitettek sejtjeiben, testfolyadékaban és/vagy

szerveiben. Ilyen analbdgok specifikus eldényts példai kozé



tartozik az OCIF2, OCIF3, OCIF4 és OCIF5 [lasd az EP-A-
0816380. szamu eurdpal szabadalmi iratot (WO-A-96/26217.
szamu nemzetkdzi kozzétételi irat)]. Ilyen OCIF-analdgokat
vagy azok aktiv fragmenseit példaul az alabbi eljarassal
dllithatunk eld: RNS-t extrahalunk human vagy nem human al-
lat sejtjébdl, szovetébdl vagy testfolyadékabdl; az RNS-sel
komplementer els8 cDNS-szalat szintetizalunk reverz-transz-
kriptaz alkalmazaséaval, és azutdan a cDNS masodik szalat
megszintetizaljuk DNS-polimerazal az elsé szalat templat-
ként alkalmazva; az 1igy kapott kétszalu cDNS-t alkalmas,
hagyomdnyosan alkalmazott expresszids vektorba inzertaljuk;
az igy kapott vektorral alkalmas, hagyomanyosan alkalmazott
gazdasejtet transzformalunk; azutan a kivant peptidet ter-
meld gazdara szkrinelliink hibridizacidés mdbdszerrel, mint
példaul tarfolt-hibridizaciéval vagy fag-hibridizacidval,
OCIF-cDNS-t vagy annak fragmensét alkalmazva prébaként
sztringens korilmények kozott [lasd az EP-A-0816380. szamu
eurdpai szabadalmi iratot (WO-A-96/26217. szamu nemzetkéozi
kozzétételi irat)]; és azutan végezetiil a kivant OCIF-
analdgot expresszdltatjuk hagyomanyos mddszerrel az igy ka-
pott gazdasejtben.

A taldlmadny szerinti értelemben OCIF-varians alatt
olyan fehérjét értink, amelynek olyan aminosav-szekvenciéaja
van, amelyben egy vagy egynél toébb aminosav-oldallanc szub-
sztitudlva, deletdlva, addiciondlva vagy 1inzertalva van
OCIF vagy OCIF-analdég aminosav-szekvenciajaban, és még min-
dig van legaldbb valamekkora OCIF-aktivitasa. Ilyen OCIF-

varianst példaul az aldbbi eljarassal allithatunk eld: egy



nukleotid vagy egynél tobb nukleotid szubsztitualasaval,
delécibéjaval, addiciéjaval és/vagy inzercidjaval az OCIF-ot
vagy annak analdégjat kédold nukleotidszekvenciaban polime-
raz-lancreakcié alkalmazasaval (amit a leirasban ezentul
PCR-nek neveziink), genetikai rekombindcidés eljarassal vagy
nukledzos emésztési eljarassal, exonukleaz vagy endonukle-
4z, mint példaul restrikcids enzim alkalmazasaval; eukarid-
ta gazdasejt, mint példaul allati sejt, vagy prokaridta
gazdaseijt, mint példaul Escherichia coli transzformalasaval
olyan expresszidés vektorral, amelybe a kapott, kivant OCIF-
varianst koédold nukleotidot inzertéaltuk; és azutan a kivant
peptid extrakcidéjaval, tisztitasaval és/vagy izolaléaséaval a
szakember szamara j6l ismert eljaréassal transzformalt gazda
sejttenyészete altal termelt fehérjetartalmu frakciobol.

OCIF csonkolt formairdl, amelyekben az aminosav-szek-
vencia jelentékeny része deletdlva van az OCIF-polipeptid
karboxil-terminalisarél szintén ismert, hogy megtartjak az
OCIF-aktivitas legalabb egy részét [lasd példaul az EP-A-
0816380. szamu eurdpal szabadalmi iratot (WO-A-96/26217.
szami nemzetkozi kodzzétételi irat) és a WO-A-97/23614. sza-
mi nemzetkozi kozzétételi iratot]. OCIF ilyen csonkolt ti-
pusai, amelyek megtartjak a teljes OCIF-polipeptid aktivi-
tasanak legalabb egy részét, szintén a talalmany szerinti
OCIF-variéansok kozé tartoznak.

Ezenkiviil ismert olyan OCIF vagy annak csonkolt vari-
ansa, amely fuzionadltatva van immunglobulin doménhez, mint
példaul Fc-doménhez (példaul olyan fuzids polipeptid,

amelyben humdn IgG Fc-doménje van kapcsolva OCIF karboxil-



terminadlisdhoz), és amelyek megtartjdk a teljes OCIF-poli-
peptid aktivitasanak legaldbb egy részét (lasd WO-A-
97/23614. sza&mu nemzetkdzi kozzétételi iratot), és ilyen
fuziés fehérjék szintén a taldlmany szerinti OCIF-varidnsok
k6zé tartoznak.

Azt 1is kimutattak, hogy OCIF vagy annak analégja vagy
annak variansa kémiailag mdédosithatd, és még mindig hasznos
aktivitasu marad, és - bizonyos esetekben - eldényods tulaj-
donsdgokat mutathat, mint példadul megnovekedett stabilitast
vagy csokkent immunogenitast. Ilyen kémiai mdédositdsok kozé
tartozik mbédositas csupan egyetlen helyen az OCIF-molekula-
ban vagy annak analdgjaban vagy annak varianséban, vagy
egynél tobb helyen. Példaul kimutattdk, hogy az OCIF és an-
nak variansai (szarmazékai), mint példaul csonkolt formaja
kémiailag mdédosithatd egy vagy tobb vizoldhatd polimerrel,
mint példaul polietilén-glikollal, etilén-glikol/prolilén-
glikol kopolimerrel, karboximetil-cellulédzzal és polivinil-
alkohollal, és javitott bioldgiai aktivitdst mutathat ennek
eredményeképpen (lasd WO-A-97/23614. sza&mi nemzetkdzi koz-
zétételi iratot). OCIF-nak vagy analégjanak vagy varidnsa-
nak ilyen kémiailag mdédositott tipusai szintén a talalmény
szerinti OCIF-variansok kozé tartoznak.

A taldlmdny szerinti komplexek eldallitdsédban alkal-
mazhaté megfeleld OCIF-varidnsok példai koézé tartoznak az
alabbiak: OCIF-C19S, OCIF-C20S, OCIF-C21S, OCIF-C22S, OCIF-
C23S, OCIF-DCR1l, OCIF-DCR2, OCIF-DCR3, OCIF-DCR4, OCIF-
bppbl, OCIF-DDD2, OCIF-CL, OCIF-CC, OCIF-CDD2, OCIF-CDD1,

OCIF-CCR4, OCIF-CCR3, OCIF-CBst, OCIF-CSph, OCIF-CBsp,
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OCIF-CPst [lidsd az EP-A-0816380. szamu eurdpail szabadalmi
iratot (WO-RA-96/26217. sz&a&mu nemzetkdzi kozzétételi irat)],
muOPG[22-401]-Fc, muOPG[22-194]-Fc, muOPG[22-185] -Fc,
muOPG[22-180]-Fc, muOPG[22-401], muOPG[22-401]C195,
muOPG[22-401]C202, muOPG[22-401]C277, muOPG[22-401]C319,
muOPG([22-401]C400, muOPG[22-185], muOPG[22-194]}, muOPG[22-
200], muOPG [22-212], muOPG[22-293], muOPG[22-355],
huOPG[22-401]-Fc, huOPG[22-201]-Fc, huOPG[22-401]-Fc P26A,
huOPG([22-401]-Fc YZ28F, huOPG[22-401], huOPG[27-401]-Fc,
huOPG[29-401]-Fc, huOPG[32-401]-Fc, muOPG met[22-194],
muOPG met[22-194] 5k PEG, muOPG met[22-194] 20k PEG, huOPG
met [22-194]P25A, huOPG met([22-194]P25A 5k PEG, huOPG
met [22-194]P25A 20k PEG, huOPG met[22-194]P25A 31k PEG,
huOPG met[22-194]P25A 57k PEG, huOPG met[22-194]P25A 12k
PEG, huOPG met [22-194]P25A 20k eladgazdé PEG, huOPG met[22-
194]1P25A 8k PEG dimer, huOPG met[22-194] P25A diszulfid ke-
resztkotott (WO-A-97/23614. szamu nemzetkozi kozzétételi
irat), OPG[22-194]-Fc, OPG[22-201]-Fc, OPG[22-194]-FcAC,
OPG[22-201]-FcAC, OPG[22-194]-FcGia, metFcAC-0PG[22-194]
(WO-A-2001/17543), OPG[22-194]-FcAC, OPG[22-194]-FcGio,
FcAC-0PG([22-194], metFcAC-0PG[22-194], metFcAC-22-194,
OPG[22-194]-Fc, OPG[22-194]-FcAC, metOPG[22-194],
metOPG[22-201], OPG[22-293], OPG[22-401] és metFcAC-22-194
(WO-A-2001/18203. sza&ml nemzetkozi kdzzétételi irat).

Ezek kozul eldényds példai kozé tartoznak az alabbiak:
OCIF-C19s, OCIF-C20S, OCIF-C21s, OCIF-C22S, OCIF-C23S,
OCIF-DCR1, OCIF-DCR2, OCIF-DCR3, OCIF-DCR4, OCIF-DDD1,

OCIF-DDD2, OCIF-CL, OCIF-CC, OCIF-CDD2, OCIF-CDD1l, OCIF-



CCR4, OCIF-CCR3, OCIF-CBst, OCIF-CSph, OCIF-CBsp, OCIF-
CPst, muOPG[22-401]-Fc, muOPG[22-194]-Fc, muOPG[22-185]-Fc,
muOPG[22-401]C195, muOPG[22-401]C202, muOPG[22-401]C319,
muOPG([22-401]1C400, muOPG[22-194], muOPG[22-200], muOPG[22-
293], muOPG[22-355], huOPG[22-401]-Fc, huOPG[22-201]-Fc,
huOPG[22-401]-Fc P26A, huOPG[22-401]-Fc Y28F, huOPG[22-
401], huOPG[27-401]-Fc, huOPG[29-401]-Fc, huOPG[32-401]-Fc,
muOPG met [22-194]15k PEG, muOPG met([22-194]20k PEG, huOPG
met [22-194]P25A 5k PEG, huOPG met([22-194]P25A 20k PEG,
huOPG met[22-194]P25A 31k PEG, huOPG met[22-194]P25A 57k
PEG, huOPG met[22-194]P25A 12k PEG, huOPG met[22-194]P25A
20k elagazdé PEG, huOPG met[22-194]P25A 8k PEG dimer, huOPG
met [22-194])P25A diszulfid keresztkotott, OPG[22-194]-Fc,
OPG[22-201]1-Fc, OPG[22-194]-FcAC, OPG[22-201]-FcAC, OPG[22-
194]1-FcGyp, metFcAC-0PG[22-194], OPG([22-194]-FcAC, OPG[22-
194]-FcGio, FcAC-0PG[22-194], metFcAC-0OPG[22-194], metFcAC-
22-194, OPG[22-194]-Fc, OPG[22-194]-FcAC, metOPG[22-194],
metOPG([22-201], OPG[22-293], OPG[22-401] és metFcAC-22-194.

A taldlmany szerinti OCIF vagy annak analdégja vagy an-
nak variansa tartalmazhat cukorlancot a molekula részeként.
Barmely természetben eldallitott OCIF vagy annak analdgja
vagy rekombinans OCIF vagy annak analdgja vagy annak vari-
ansa tartalmazhat cukorléancot, amely poszttranszlacidsan
kapcsolddik az OCIF-hoz vagy annak analdgjahoz vagy varian-
sdhoz. Cukorlancot tartalmazé, természetben eldadllitott
OCIF vagy annak analdégja eldallithaté sejttenyészetbdl,
szovetekbdl, szervekbdl, testfolyadékokbdl, wvagy humadn vagy

nem humdn &llatokbdél szarmazd sejtvonalakbdl, hagyomanyos



moédszerek alkalmazasaval. Cukorlancot tartalmazdé rekombi-
nans OCIF wvagy annak analbégja vagy variansa eldéallithatéd
eukariéta gazdasejt tenyészetébdl, amely a fent leirt és
bemutatott barmely OCIF-ot vagy annak analégjat vagy annak
variansat koédold nukleotidszekvenciat tartalmazé vektorral
van transzformalva. Alkalmazhatd gazdasejtek - amelyek ké-
pesek OCIF vagy annak analdgja vagy variansa poszttranszla-
cibés moédositasara oly médon, hogy cukorlancot kapcsoljanak
hozzad - példai kozé tartoznak kinai horcsdég petefészeksej-
tek és COS-sejtek [Yasuda, H. és mtsai., Endocrinology 139,
1329-1337. old. (1998)]. Ilyen cukorlancot tartalmazdé OCIF
vagy annak analdégja vagy variansa alkalmas talalmany sze-
rinti komplexek kialakitadsadban torténé alkalmazasra.

Masrészr8l, ha kivadnatos olyan rekombinadns OCIF-ot
vagy annak analégjat vagy annak variansat eldallitani,
amely nem tartalmaz poszttranszlacidés médositasként hozza-
adott cukorlancot, akkor az elényds gazdasejtek prokaridta
sejtek, mint példaul Escherichia coli.

A taldlmany szerinti komplexek kialakitasaban alkalma-
zott poliszacharid polimer (glikan), amely két wvagy tobb
monoszacharid ko6zotti glikozid-kotés eredménye, és eldényo-
sen heteropoliszacharid (heteroglikan), amely legalabb két
kiilonbdz8d monoszacharidot tartalmaz. Barmely poliszacharid,
akadr természetben eld&forduld, akar szintetikus potencidli-
san alkalmazhaté a taldlmany szerinti komplexben.

A taldlmény szerinti értelemben poliszacharid szarma-
zéka olyan poliszacharid, amelyben a poliszacharid-moleku-

lanak legalabb egy része szubsztitutalva van egy vagy egy-



nél tobb molekulaval és/vagy oldallanccal, amely nem sza-
charid vagy cukor. Elényds szarmazékok kozé tartoznak poli-
szacharidok savészterei, és kiiléndsen elénydsek poliszacha-
ridok szulfat észterei.

A taladlmany szerinti komplexek kialakitasaban torteéend
alkalmazasra megfeleld természetes poliszacharidok példai
kdzé tartozik a hialuronsav, kondroitin-kénsav, dermatan-
sav, heparansav, keratdnsav, karrageenan, pektin és hepa-
rin. A talalmany szerinti komplexek kialakitasaban torténd
alkalmazasra megfeleld szintetikus poliszacharidok példai
k5zé tartozik a dextran, mig alkalmas szintetikus polisza-
charid-szarmazékok példai kozé tartozik a dextran-szulfat.
A poliszacharidok és szarmazékaik kozil a legeldnydsebb a
taldlmany szerinti komplexek kialakitasaban toérténd alkal-
mazasra a dextran-szulfat.

A talalmdny szerinti értelemben poliszacharidok és
azok szarmazékai, mint példaul dextran-szulfat alatt értjik
azok so6it is. A dextran-szulfat legeldénydsebb sbé6ja annak
natrium soéja. Dextran-szulfat natrium soéinak peldai kozé
tartozik a dextran-szulfat natrium sé kén 5 (amit a leiras-
ban ezentul DS5-nek nevezink: gyartja a Meito Sangyo Co.,
Ltd.), és a dextran-szulfat natrium s6 5000 és dextran-
szulfat natrium sé 10000 (mindkettdt a Wako Pure Chemical

Industries, Ltd. gyartja).

A dextran-szulfat molekulatomegét az alédbbiak szerint

szamitjuk.



1) A dextran molekulatdmegének mérése

A dextran molekulatomegét az alabbi Sato-féle képlet-
tel szamithatjuk ki [példaul lasd ,Manual for Pharmacopoceia
of Japan”, 13. Jjavitott kiadas, kiad.: Hirokawashoten
(1998), a dextranra vonatkozd szakasz a 40.], ami a dextréan

hatarviszkozitasanak mérésén alapul.

Hatarviszkozitads = 9,00 x 107" x molekulatomeg®

2) Kéntartalom mérése

A Jjelentdséggel bird dextran-szulfat kéntartalmat to-
megszazalékként mérhetjlik barmilyen, szakterileten ismert
hagyomanyos médszerrel , példaul a ,Pharmacopoeia of Japan”
cimi konyv [14. Jjavitott kiadés, kiad.: Jihou (2001)]
dextrdn-szulfdt natrium s6 kén 5-re vonatkozd szakaszaban
leirt eljarassal.

Mig a gliikéz molekulatomege, amely a dextrédn alapegy-
sége, 180, a glikbéziegység valddi tdmege a dextran moleku-
ldban 162, amely a viz molekulatomegének 180-bdl Valé kivo-
nasanak az eredménye, mivel az egymas melletti glikdzegysé-
geket o-1,6 glikozid-kotések kotik Ossze a dextran-moleku-
ldban. A hidrogénatomot natrium-szulfat csoport (SOsNa: egy
gramm-ekvivalens = 103) helyettesiti a dextran-szulfat min-
den egyes gliikdzegységében, amely ily mdédon szubsztitualva
van. Ezen informacidé felhasznalasaval a dextrdn-szulfat mo-
lekula szubsztituicidéjanak mértékét (amit a leiradsban ezen-

tul ,szubsztitucidéfok”-nak nevezlink) az alabbi képlettel

hadrozhatjuk meg:



Kéntartalom (toémeg%) = [32 X szubsztitucidfok / (162 + 102

X szubsztitucidfok)] x 100

3) A dextran-szulfat molekulatomegének kiszamitasa

Mivel, amint fent emlitettilk, a dextrdnlancban a gli-
kbzegység aktuadlis molekulatémege 162, a dextradn-szulfat
molekulatomegét kiszamithatjuk ebbdl az informacidébdl és a
2) pontban meghatéarozott szubsztitucibfokbdél az alabbi kép-

let alkalmazéasaval:

Dextran-szulfat molekulattmege = dextrdn molekulatdmege x

(162 + 102 x szubsztitucidébfok) / 162

Ismert, hogy a poliszacharidok molekulatdmeg-eloszlast
mutatnak, példaul mindegyik kilonbdzd8 tipusu dextran-szul-
fat bizonyos molekulatdmeg-eloszlast mutat. A talalmany
szerinti komplexek kialakitédsadban alkalmazott barmilyen
poliszacharid molekulatdmegét atlagos molekulatodmegként ad-
juk meg. A talalmany szerint alkalmazott poliszacharidok
adtlagos molekulatomege nem korlatozott semmilyen mértében
sem. A taldlmédny szerinti legeldnydsebb poliszacharid-szar-
mazék, a dextradn-szulfat &tlagos molekulatomege altalaban
1500-12000, és eldénydsebben 1800-6000. A DS5 molekulatomege
(Atlag * szbdréas) koriulbelul 1950 £ 70 (n = 7). A DS5 kén-
szubsztiticidfoka (atlag * szdbdras) - a fenti mdébdon szémitva
- koériulbeldl 0,32 £ 0,01 (n = 7). A dextran-szulfat natrium

sé 5000 és dextran—-szulfat nadtrium sé 10000 &tlagos moleku-

latémege korilbelil sorrendben 5000 és 10000. A talalmany



szerinti komplexek kialakitdsaban alkalmazott poliszachari-
dokat alkalmazhatjuk barmilyen tovabbi tisztitassal és/vagy
frakcionalassal vagy anélkiill az alkalmazéas eldtt. A talal-
many szerinti értelemben poliszacharidok vagy azok szarma-
zékai nem tartalmaznak semmilyen olyan cukorlancot, amely
kapcsolédik rekombinans OCIF-hoz vagy annak anal6gjaihoz
vagy variansaihoz, vagy természetben eldallitott OCIF-hoz
vagy annak analdégjaihoz vagy variansaihoz poszttranszlacio-
san és/vagy endogén mdédon human vagy nem human allatok
sejtjeiben vagy szdveteiben vagy szervezetében.

Az OCIF-ot, annak analdégjait vagy annak variansait
tartalmazé csoportbél valasztott anyag mdélarédnya a talal-
many szerinti komplexben a poliszacharidokat vagy azok
szarmazékait tartalmazd csoportbdl valasztott anyaghoz val-
tozhat kiilonbdzd tényezdk fluggvényében, beleértve a komplex
komponenseit, és a korulményeket, amelyek kozott a komple-
xet létrehozzuk. Nincs kiilontsebb korlatozads az OCIF-ot,
annak analégjait vagy annak variansait tartalmazd csoport-
b6l valasztott anyag és a poliszacharidokat vagy azok szar-
mazékait tartalmazé csoportbdl valasztott anyag mdlaranya
tekintetében a talalmany szerinti komplexben. A talalmany
szerinti elényds komplexekben, amelyek OCIF-ot, annak ana-
l6gjait vagy annak variansait tartalmazd csoportbdl valasz-
tott anyagot és dextran-szulfatot tartalmaznak, az OCIF-ot,
annak analégjait vagy annak variansait tartalmazd csoport-
b6l valasztott anyagot és dextran-szulfat mdlaranya 1:1 és

1:10 kozdtt; eldnydsebben a mélarany 1:1 és 1:8 k&zott; még
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elénydsebben a mélarany 1:1 és 1:5 kozdtt; és legeldnySseb-
ben a mélardny 1:1,1 és 1:4,5 kdzdtt van.

Amint azt mar fent emlitettik, az OCIF vagy annak ana-
légja vagy variansa létezhet monomerként vagy dimert alkot-
hat, ily mdédon a taldlmany szerinti komplexben jelen 1lévd
OCIF vagy annak analdgja vagy variansa lehet homodimer vagy
heterodimer, vagy lehet homooligomer, heterocoligomer, homo-
polimer, vagy heteropolimer, amely kettdénél tobb OCIF mono-
mer egységet tartalmaz, vagy annak analdégjat vagy annak va-
ridnsat tartalmazza (példaul lasd a 6 369 027. szadmu ameri-
kai egyesiilt &allamokbeli szabadalmi iratot). Az OCIF-ot,
annak analdégjait vagy annak variansait tartalmazé csoport-
b6l valasztott anyag mdélaranya a poliszacharidokat vagy
azok szarmazékait tartalmazd csoportbdl valasztott anyaghoz
a taldlmény szerinti, OCIF-ot vagy annak analdégjat vagy va-
ridnsat és poliszacharidokat vagy azok szarmazékait tartal-
mazé komplexben a monomer OCIF-ra vagy annak variansara
vagy annak analdgjara esdé poliszacharid-molekulak vagy azok
szAarmazékai szamaként szamitjuk ki.

A talalmadny szerinti komplexben 1év8 poliszacharid
vagy szarmazéka molekulainak szamat eldny®sen az alabbiak
szerint hatdrozhatjuk meg. A tesztelt komplex semlegescu-
kor-tartalmat [amit (x)-szel jeldlink] és a csak komplexa-
latlan, szabad OCIF-ot vagy annak analdégjat vagy variansat
tartalmazdé referenciaminta semlegescukor-tartalmat [amit
(y)-nal jelolunk] fenolkénsavas modszerrel hatarozzuk meg
(amelyet mas helyen részletesen leirunk a bejelentésben). A

tesztelt komplexben az OCIF-hoz, annak analdégjahoz vagy va-



ridnsahoz koté8d8 poliszacharidot vagy annak szarmazékat
(y)-nak (x)-bd&l vald kivonasaval hatarozzuk meg. Az igy ka-
pott értékek alkalmazasaval az OCIF-hoz, vagy annak analdg-
jahoz vagy varidnsahoz koté8dé poliszacharid vagy annak
szadrmazékat az alabbi (I) vagy (II) pont szerint szamijuk
ki:

(I) Az OCIF-hoz, vagy annak analégjdhoz vagy variansa-
hoz ko6té8dé poliszacharidra vagy annak szarmazékara kapott
értéket elosztjuk a poliszacharid vagy annak szarmazéka at-
lagos molekulatomegével. A kapott érték Jjelenti a teszt
komplexben 1év8 poliszacharid vagy annak szarmazéka moleku-
lainak O6sszes szamat.

(II) Az OCIF-hoz, vagy annak analégjadhoz vagy varian-
sdhoz kotd8d8 poliszacharidra vagy annak szarmazékara kapott
értéket elosztjuk a komplexben 1évé OCIF vagy annak analdg-
ja vagy variansa mennyiségével (mg). A kapott értéket,
amely a komplexben 1lévé OCIF, vagy annak analdégja vagy va-
ridnsa 1 mg-jara esd poliszacharid vagy annak szarmazék
amennyisége, alkalmazzuk az OCIF vagy annak analdgja vagy
varidnsa egy molekulajara esé poliszacharid vagy annak
szarmazéka molekuldinak a szémédnak kiszamitasara, az poli-
szacharid vagy annak szarmazéka atlagos molekulatomege és
az OCIF vagy annak analégja vagy variansa molekulatdmege
alapjan [példaul az aléabbi 4(d) példa alapjan].

A taldlmény szerinti komplexben 1évé OCIF vagy annak
analégja vagy varidnsa molekulainak a szamat eldnydsen im-
munoldégiai vizsgalati mdédszerrel hatarozzuk meg, mint pél-

ddul a bejelentésben mas helyen leirtakkal.
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A taldlmédny szerinti komplexek egy elényés tulajdonsa-
ga az, hogy Jjellemezheték a heparinhoz vald affinitasuk
alapjan. A heparin D-gliukdézamint, D-glukuronsavat és D-
iduronsavat tartalmazé poliszacharid, amely részlegesen
vagy teljesen szarmaztatva van szulfat vagy acetat csopor-
tokkal. A taldlmdny szerinti komplexek egy eldényds tulaj-
donsaga, hogy az OCIF vagy annak analdégja vagy variansa
heparinhoz valdé adszorpcidjanak erdssége alacsonyabb, mint
a szabad, nem komplexalt OCIF vagy annak analdgja vagy va-
ridnsa adszorpcidjanak az erdssége. Az adszorpcid mértékét
erésen keresztkotott agardzgydngydkkel megtdltodtt oszloppal
hatarozhatjuk meg, amelyekre heparin van immobilizalva
(példaul szarvasmarha bélnyalkahartyabdl izolalt heparin).
Alkalmas 1ilyen tipusu oszlopok ko6zé tartozik a HiTrap
heparin HP oszlop, a HiPrep 16/10 heparin és a Heparin
Sepharose (amelyek mindegyike az Amersham Pharmacia cégtdl
szerezhetd be). A komplex adszorpcidjanak (az affinitasnak)
az er8sségét barmely, szakember szamara jél ismert, fehér-
jék poliszacharidokhoz vald affinitasanak meghatarozéasara
szolgald megfeleld eljaras segitségével meghatdrozhatjuk.
El8nytsen az adszorpcidé mértékét ugy hatarozhatjuk meg,
hogy Osszehasonlitjuk a komplexnek alacsony ionerdsség mel-
lett kot8ds8, de az oszloprdl magas ionerdsség mellett elua-
16d6é mennyiségét a komplexnek azzal a mennyiségével, amely
nem kotd8dik a heparinoszlophoz alacsony ionerdésségi koriil-
mények kozott (az ionerdsséget valtoztathatjuk erds sav so-

javal, mint példadul natrium-kloriddal). Ezaltal a hepa-
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rinnal alkotott komplex mennyiségét tipikusan az alabbi mé-

don hatarozhatjuk meg:

(a) hordozéval, mint példaul keresztkotott agardz-
gyoéngydkkel - amelyekre heparin van immobilizadlva - megtol-
tott oszlopot ekvilibréalunk viszonylag alacsony ionerdésségi
pufferrel (példaul 0,1-0,8 M natrium-kloridot tartalmazd
natrium-foszfattal).

(b) A tesztelt taldlmény szerinti komplexet felold-
juk ugyanabban az alacsony ionerdsségi pufferben, mint amit
az (a) lépésben alkalmaztunk, és felvissziik az oszlopra, és
azutadn egy elsd eludtumot gyldjtink (A jeld frakciod).

(c) Az oszlopot azutidn tovadbb mossuk ugyanazzal az
alacsony ionerd&sségi pufferrel, mint amit az (a) lépésben
alkalmaztunk, és egy masodik eluatumot gydjtink (B Jjeld
Ufrakcid) .

(d) Az oszlopot azutan mossuk viszonylag magas ion-
erdsséqgi pufferrel (példaul 1,0-2,0 M néatrium-kloridot tar-
talmazdé natrium-foszfattal), és egy harmadik eludtumot

gydjtink (C jeld frakcid).

(e) Azutan meghatédrozzuk az egyes frakcidkban (A, B
és C) Jjelen lévé komplex mennyiségét [sorrendben (a), (b)
és (c)] (példaul immunocldgiai vizsgédlati eljaréassal).

() A komplex heparinhoz vald adszorpcidéjanak a

mértékét az aldbbi képlettel hatarozzuk meg:

adszorpcibé mértéke = (c)

.



Minél nagyobb a komplex oszlophoz valdé kotddésének az
erdssége, annal nagyobb (c) értéke (és csak viszonylag ma-
gas ionerdsségl eludnsokkal tavolithatd el az oszloprdl) és
ezaltal magasabb az adszorpcié mértéke. A talalmany szerin-
ti komplexek adszorpcidjanak mértéke, amelyet a fenti moédon
mértiink, kilonbézé mértékben valtozhat, a heparinoszlop ti-
pusatol és a meghatarozéas korilményeitdl fliggéen. Azonban a
szabad, komplexalatlan OCIF adszorpcidéfoka mindig 1,0 korul
van, mig a talalmany szerinti OCIF-komplexek adszorpcidofoka
kisebb, mint 1,0, ezaltal demonstraljdk, hogy a talalmany
szerinti, OCIF-ot vagy annak analdgjat vagy variansat tar-
talmazd komplexek kotddésének erdssége heparinhoz gyengébb,
mint a szabad, komplexalatlan OCIF vagy annak analdgja vagy
variansa kotédésének az erdssége (példaul agardzgydngyokre
immobilizalt sertés heparin, mint példdul HiTrap HP he-
parinoszlop, 0,7 M natrium-kloridot tartalmazé 10 mM fosz-
fat-pufferes els8 és masodik elucid, és 2,0 M natrium-klo-
ridot tartalmazé 10 mM foszfat-pufferes harmadik elucid al-
kalmazasaval a talalmdny szerinti, OCIF-ot vagy annak ana-
l6gjat vagy annak varidnsat tartalmazé komplexek adszorp-
ciofoka nem nagyobb, mint 0,7, elény6sen nem nagyobb, mint
0,6 és kiildndsen eldnydsen nem nagyobb, mint 0, 5.

A taldlmany szerinti komplexek egy masik eldnyds tu-
lajdonsaga az, hogy jellemezheték a komplexben 1lévé OCIF
vagy annak analégja vagy variansa immunoldégial vizsgalati
moédszerrel (példaul ELISA-val) mért molekulaszamanak és a
komplexben 1lévé OCIF vagy annak analdgja vagy variansa

osszfehérje mérésére szolgdld moédszerrel [példaul a Lowry-
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féle eljarassal: Lowry, O.H. és mtsai., J. Biol. Chem. 193,
265-275. old. (1951), abszorbancia-méréssel (A 280 nm),
ezlistfestéssel, vagy BCA eljarassal] mért molekulaszamanak
aranyaval.

A-komplexben 1évd OCIF vagy annak analdégja vagy vari-
ansa molekulai szamadt immunolégiai vizsgalati mobédszerrel,
példadul ELISA-val hatarozhatjuk meg. Az ELISA-ban az im-
mobilizalt fazis kotésére és a jelzdbenzimmel, mint példaul
peroxidédzzal torténd jelolésre szolgald ellenanyagok barmi-
lyen OCIF vagy annak analdégja vagy variansa elleni ellen-
anyagok lehetnek, amelyek megfelelnek a célra. Példaul a
sziladrd fazis kotésére megfeleld ellenanyagok kozé tartozik
az 0I-26, amelyet az 0I-26 jeld ellenanyagot termeldé hibri-
déma (FERM BP-6421) tenyészetébdl tisztitunk, és az 0I-19,
amelyet az OI-19 jeld ellenanyagot termeld hibridéma (FERM
BP-6420) tenyészetébdl tisztitunk, mig a mozgd fazisban
jelz8enzimmel torténd jelolésre alkalmas ellenanyagok kozé
tartozik az 0I-4 jeld anti-humdn-OCIF monoklonalis ellen-
anyag, amelyet az OI-4 jelll ellenanyagot termeld$ hibriddma

(FERM BP-6419) tenyészetébdsl tisztitunk, és peroxidazzal

jelolink. Tipikus eljaras a komplexben 1évé OCIF vagy annak
analégja vagy variansa molekuldi szamanak meghatdrozasara
az aléabbi:

(a) A szabad, komplexalatlan OCIF ismert koncentréa-
cidéit alkalmazzuk kalibréacidés gorbe felvételére.

(b) ELISA-t végzink a jelentéséggel biré komplex-
szel és azutdn a kalibracidés gorbét alkalmazzuk az OCIF

koncentracidéjadnak a meghatdrozaséara.
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(c) A (b) 1lépésben kapott informacid és az OCIF
monomer molekulatémegének alkalmazasaval kiszamitjuk a
tesztelt komplexben 1évS OCIF molekulainak a szamat.

A komplexben 1évé OCIF vagy annak analdgja vagy vari-
ansa molekulai szamanak a komplexben 1lévé fehérje Ossz-
mennyiségének mérésére szolgald mdbdszerrel torténdé merését
példaul a Lowry-féle eljarassal hatarozhatjuk meg. Tipikus
eljaras az aléabbi:

(a) Szarvasmarha-szérumalbumin ismert koncentracio-
it alkalmazzuk kalibracidés gorbe felvételére.

(b) Azutan alkalmazzuk a Lowry-féle -eljarast a
tesztelendd komplexben 1évS fehérje Osszkoncentraciéjanak a
meghatarozasara, a kalibraciés gorbét alkalmazva az OCIF
koncentracidéjanak a meghatarozasara.

(c) A (b) lépésben kapott informacid és az OCIF
monomer molekulatdmegének alkalmazadsaval kiszamitjuk a
tesztelt komplexben 1évé OCIF molekuldinak a szamat.

Az aktudlis arany valtozik az alkalmazott immunoldégiai
vizsgalati eljaras tipusatél és/vagy az Osszfehérje merésé-
re alkalmazott médszertél fliggéen. A taldlmany egy eldnyds
megvaldsitdsi médja huméan eredetdi OCIF vagy annak analdgja
vagy variansa és dextran-szulfat komplexe, amelyben a komp-
lexben lévé OCIF vagy annak analdégja vagy variansa moleku-
lainak szama enzimes immunolégiai wvizsgalati eljaréassal
(ELISA-val) meghatdrozva - amelyben az O0I-19 jell ellen-
anyagot termelé hibridéma (FERM BP-6420) tenyészetébdl
tisztitott 0I-19 jelll anti-human-OCIF monoklonalis ellen-

anyagot alkalmazunk szilard fazisra kotott ellenanyagként,



és 0I-4 jeld ellenanyagot termeld hibridéma (FERM BP-6419)
tenyészetébdl tisztitott 0OI-4 jeld anti-human-OCIF monoklo-
nalis ellenanyagot, peroxidazzal jeldlve alkalmazunk a moz-
gé fazisban - és a komplexben 1évé OCIF vagy annak analégija
vagy variansa Osszfehérje mennyiségének mérésével - Lowry-
féle eljarassal meghatarozott - molekulaszaménak aranya le-
galabb 0,5, de nem nagyobb, mint 1,2. Elénydsebben az arany
legalabb 0,6, de nem nagyobb, mint 1,1, és legeldnydsebben
az arany legalabb 0,7, de nem nagyobb, mint 1,1.

A taldlmany szerinti eldényds komplexek kozé tartoznak
az alabbiak:

(a) olyan komplex, amelyben az OCIF vagy annak ana-
légjai vagy annak variansai &ltal alkotott csoportbél kiva-
lasztott anyag human monomer OCIF, amelynek molekulatémege
SDS-PAGE-val mérve nem redukald korilmények kozott kdrilbe-
14l 60000, vagy human dimer OCIF, amelynek a molekulatdmege
SDS-PAGE-val mérve nem redukald korulmények kozott korilbe-
lil 120000, es a poliszacharid és szarmazékai hialuronsav,
kondroitin-kénsav, dermatéansav, heparéansav, keratansav,
karrageenan, pektin, heparin, dextran vagy azok szarmazéka-
inak barmelyike, és az OCIF vagy annak analdégjai vagy annak
variansai és a poliszacharid vagy annak szarmazékainak
mbélaranya 1:1 és 1:10 kozott van;

(b) olyan komplex, amelyben az OCIF vagy annak ana-
l6gjai vagy annak variansai 4altal alkotott csoportbél kiva-
lasztott anyag humadn monomer OCIF, amelynek molekulatdmege
SDS-PAGE-val mérve nem redukald korilmények kozdtt korilbe-

lil 60000, vagy human dimer OCIF, amelynek a molekulatomege



SDS-PAGE-val mérve nem redukald korilmények kozott koriilbe-
1411 120000, és a poliszacharid és szarmazékai dextran-szul-
fat vagy annak s6i barmelyike, és az OCIF vagy annak ana-
lé6gjai vagy annak variansai és a poliszacharid vagy annak
szarmazékainak mélaradnya 1:1 és 1:10 kozdott van;

(c) olyan komplex, amelyben az OCIF vagy annak ana-
l6gjai vagy annak varidnsai altal alkotott csoportbdél kiva-
lasztott anyag humdn monomer vagy dimer OCIF, amelyben a
monomer vagy a dimer OCIF egyik egysége tartalmazza az 1.
azonositdészamu szekvencia +1. és +380. kozotti aminosavait,
és a poliszacharid-szarmazék dextran-szulfat natrium séja,
amelynek az &tlagos molekulatomege 1500 és 12000 kozotti,
és az OCIF vagy annak analdgjai vagy annak variansai és a
dextran-szulfat natrium séjanak mbélaranya 1:1 és 1:10 ko-
zo0tt van;

(d) (c) pont szerinti komplex, amelyben az OCIF
vagy annak analdégjai vagy annak varidnsai és a dextran-
szulfat natrium séjanak mdélaranya 1l:1 és 1:8;

(e) (c) pont szerinti komplex, amelyben az OCIF
vagy annak analdégjal vagy annak variansai és a dextran-
szulfat natrium s6éjanak mélaranya 1:1 és 1:5; és

(f) a (c)-(e) pontok bérmelyike szerinti komplex,
amelyben a poliszacharid-szarmazék dextran-szulfat natrium
s6ja, amelynek az A&atlagos molekulatdmege 1800 és 6000 ko-
zotti.

A taladlmany szerinti komplexeket béarmely olyan megfe-
leld eljaréassal eldballithatjuk, amely kedvez a poliszacha-

rid vagy annak varidnsanak az OCIF-hoz vagy annak analdgjéa-
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hoz vagy variansdhoz torténd kotddésének. Egy tovabbi meg-
valdésitidsi mdéd szerint a taldlmany targya eljaras olyan
komplex el&allitadsara, amely legalédbb egy anyagot tartalmaz
az OCIF, annak analdégjai és annak varidnsai koziil, ami kot-
ve van legalabb egy anyaghoz poliszacharidok és azok szar-
mazékai koziil, amely eljaras szerint az OCIF, annak analdg-
jai és annak variansai kézul valasztott legaldbb egy anya-
got inkubaljuk a poliszacharidok és azok szarmazékai kozul
valasztott legaldbb egy anyaggal olyan koriilmények kozott,
amely kedvez komplex kialakulasanak az OCIF, annak analdg-
jai és annak variadnsai kozil valasztott legalabb egy anyag
és a poliszacharidok és azok szarmazékai koziil valasztott
legalabb egy anyag kozott.

Az OCIF, annak analdgjai és annak varidnsai koziil va-
lasztott legalabb egy anyag és a poliszacharidok és azok
szarmazékai koziil vadlasztott legaldbb egy anyag inkubdléasat
barmilyen megfeleld kortulmények koézott végezhetjik, de ti-
pikusan az inkubdlas vizes korilmények kozott torténik.
El8nydsen az inkubaléast lugos koériulmények kozott végezzik.
Elénydsebben az inkubaléast 9,5 és 12-es pH kozott végezziik.
LegeldényOsebben az inkubaldst 10 és ll-es pH kozott végez-
zuk.

Az inkubdléds soran az OCIF, annak analdégja vagy vari-
adnsa koncentracidétartomanya a vizes oldatban nem kiildndseb-
ben korlatozott, mindaddig, amig az alkalmas a kivant komp-
lex kialakulédsanak lehetdvé tételére. Tipikusan az OCIF,
annak analdégja vagy variansa maximalis koncentracidja a vi-

zes oldatban 0,1 és 0,5 mM kozo6tti, és a minimalis koncent-



racié 0,001 és 0,05 mM kozotti. Elénydsen az OCIF, annak
analoégja vagy variansa koncentracidéja a vizes oldatban 0,01
és 0,2 mM kozotti, és legelényosebben 0,05 és 0,1 mM kozot-
ti. OCIF esetében a maximélis koncentracidé a vizes oldatban
10 és 50 mg/ml kozdétti, és a minimadlis koncentracié 0,1 és
0,5 mg/ml kozotti. El8nydsen az OCIF koncentracidéja a vizes
oldatban 1 és 20 mg/ml kozotti, és legeldnydsebben 5 és 10
mg/ml kozotti.

Az inkubdlas soran a poliszacharid vagy annak variansa
koncentracidétartomdnya a vizes oldatban nem kilondsebben
korlatozott, mindaddig, amig az alkalmas a kivant komplex
kialakulasanak lehetdévé tételére. Tipikusan a poliszacharid
vagy annak szarmazéka maximalis koncentracidja a vizes ol-
datban 0,1 és 0,5 M kozotti, és a minimalis koncentracid
0,00005 és 0,05 M kozotti. Elénydsen a poliszacharid vagy
annak szarmazéka maximalis koncentracibéja a vizes oldatban
0,005 és 0,25 M kozotti, és eldnydsebben 0,05 es 0,1 M ko-
z6tti. Dextran-szulfat natrium sdé kén 5 esetében a polisza-
charid vagy annak varidnsa maximalis koncentracidéja a vizes
oldatban 200 mg/ml és 1000 mg/ml kozotti, és a minimalis
koncentracié 0,1 és 100 mg/ml kozotti. Elénydsen a polisza-
charid vagy annak variansa koncentracidéja a vizes oldatban
10 és 500 mg/ml kozotti, és legeldnydsebben 100 és 200
mg/ml kozotti.

Az inkubdlés soran a hémérséklet nem kiillondsebben kor-
latozott, mindaddig, amig az alkalmas a kivant komplex ki-
alakulasanak lehet8vé tételére. Tipikusan az inkubalasi hé-

mérséklet felsd hatara 10 és 50°C kozotti, és az alsd hatéar



0 és 4°C kozotti. Elénydsen a hémérsékleti tartomény 4 és
37°C kozotti, és legeldnydsebben a hémérsékleti tartomany 4
és 10°C kozotti.

Amint fent megjegyeztiik, a taldlmany szerinti komplex
nem tartalmaz szabad poliszacharidokat vagy azok varidnsa-
it, amelyek nem kotottek OCIF-hoz vagy annak analdégjahoz
vagy variansadhoz. A szabad poliszacharidok és azok varian-
sai eltédvolitasara alkalmazott eljarésok nem korlatozottak,
mindaddig, mig az eljaras hagyomanyosan alkalmazott, mint
példaul tisztitds, izolalas és/vagy frakcionalas. Alkalmas
eljarasok példai kozé tartozik az ioncseréld kromatografia,
adszorpcibs kromatogréafia, particionald kromatografia,
gélsziiré6 kromatografia, hidroféb kromatografia, affinitasi
kromatografia, kristélyositas, kisbdzas és ultraszirés. Ezek
koziil a gélszird kromatografia (amit a leirasban ezentul
,gélszlirésnek” nevezink) és az ultraszlrés eldnytsek, és a
gélszirés a legeldnyOsebb.

Nincs kiilondsebb korlatozads a gélszlrésre alkalmazott
gél tekintetében, amelyet a szabad poliszacharidok és azok
variansai eltévdlitéséra alkalmazunk a kivant komplex mel-
181 az inkubalas utéan, mindaddig, amig az alkalmazhaté a
kivant komplexet tartalmazdé frakcié elvalasztasara az OCIF-
hoz nem k&tédé szabad poliszacharid wvagy annak variansai
mellsl. Alkalmas példak kozé tartozik az agardzgél, dext-
rangél és poliakrilamid-gél.

A taldlmdny szerinti komplexeket, amelyek legalabb egy
anyagot tartalmaznak az OCIF, annak analdgjai vagy annak

variansai kozil, kotve legaldbb egy anyaghoz poliszachari-



dok és azok szarmazékai kozil, kiulonféle adatok révén, mint
példaul izoelektromos pont, cukortartalom és immunoldgiai
detektalas kiilonboztethetjlik meg a szabad, komplexadlatlan
OCIF-tdél vagy annak analdgjatdl vagy variansatdl.

Az izoelektromos pontot barmely, szakember szamara jol
ismert hagyomanyos izoelektromos fokuszidlasi modszerrel
mérhetjik. Az OCIF bédzikus fehérje, az izoelektromos pontja
kd6rilbeliil pI=9. Ez szignifikansan magasabb, mint a talal-
mény szerinti komplexeké, amelyek OCIF-ot és poliszachari-
dokat és azok variansait, mint példaul dextrdn-szulfatot
tartalmaznak, amelyek pI-je tipikusan az 5 és 7 kozotti
tartomanyban van. Tehat ezzel a mddszerrel lehetséges a
komplexalt és komplexalatlan OCIF konnyd megkiilonbdztetése.

A taldlméany szerinti komplexek és a szabad, komplexa-
latlan OCIF vagy annak analdgja vagy variansa cukortartal-
mat mérhetjlik barmilyen, semleges cukor meghatarozasara ha-
gyomanyosan alkalmazott mdédszerrel, amelynek tipikus példai
kbzé tartozik a fenolkénsavas mdédszer [M. Dubois és mtsai.,
Anal. Chem. 28, 350. old. (1956)]. Mivel a tald&lmany sze-
rinti, OCIF-ot wvagy annak analdégjat vagy variadnsat és poli-
szacharidot vagy annak variansat tartalmazd komplex oOsszes
cukortartalma nagyobb, mint magdé az OCIF-é, azok megkilon-
béztethetdk egymastol.

Egy tovabbi alternativ eljaras a szabad, komplexalat-
lan OCIF vagy annak analdgja vagy variansa megkiilonbozteté-
sére az OCIF-ot vagy annak analdgjat vagy variansat poli-
szacharidhoz vagy annak variadnsdhoz kotve tartalmazdé talal-

many szerinti komplexektd§l a poliszacharid vagy annak vari-



ansa mennyiségének meghatdrozdsa mindegyikben olyan ellen-
anyag alkalmazasaval, amely specifikusan kotddik a polisza-
charidhoz vagy varianshoz.

Annak érdekében, hogy mérjiik a fehérje mennyiségét
OCIF-ban vagy annak analdégjaban vagy variansaban, vagy
OCIF-ot vagy annak analdégjat vagy variansat és poliszacha-
ridot vagy annak variadnsat tartalmazé talalmany szerinti
komplexben, barmely, hagyomanyosan az Osszes fehérjetarta-
lom mérésére szolgadldé eljarast alkalmazhatunk. Alkalmas
példak koézé tartozik a Lowry-féle eljaras [Lowry, O.H. és
mtsai., J. Biol. Chem. 193, 265-275. old. (1951)], abszor-
bancia mérése (A 280 nm), ezistfestés és BCA eljaras.

Szabad, komplexdlatlan OCIF vagy annak analdégja vagy
variansa, vagy talalmany szerinti komplexben lévé OCIF vagy
annak analdégja vagy variansa mérhetd immunoldégiai mddszer-
rel, olyan eljaras alkalmazasaval, amelyben legalabb egy
anti—-OCIF monoklonalis ellenanyagot alkalmazunk. Alkalmas
anti-OCIF monoklonalis ellenanyagok - amelyeket eldénydsen
alkalmazhatunk human OCIF immunoldgiai mérésére - példai
k6zé tartozik az 0I-19 jeld hibridéma (FERM BP-6420) altal
termelt ellenanyag, az OI-4 jeld hibriddéma (FERM BP-6419)
altal termelt ellenanyag és az O0I-26 jeld hibridéma (FERM
BP-6421) altal termelt ellenanyag (példaul lasd a WO-A-
99/15691. szamu nemzetkozi kozzétételi iratot). Ezen ellen-
anyagokat sorrendben ,0I-19 ellenanyag”, ,0I-4 ellenanyag”
és ,0I-26 ellenanyag” néven nevezzilk a leirasban. A 0I-19
ellenanyag és az 0I-4 ellenanyag mindkettd egyforma affini-

tassal kotédik mind az OCIF monomerhez, mind az OCIF



dimerhez, mig az OI-26 ellenanyag specifikusan kotédik az
OCIF dimerhez. Immunolégiai mérést ilyen tipusu ellenanyag-
ok alkalmazasaval végezhetiink barmely, szakember szamara
jo6l ismert eljaras szerint (példaul lasd a WO-A-99/156091.
szami nemzetkdzi kozzétételi iratot). Alkalmas eljarasok
példai k&zé tartozik az enzimes immunoldégiai vizsgalati el-
jaras (amit a leirédsban ezentul ,EIA”-nak neveziink), radio-
aktiv immunolégiai vizsgalati eljaras, enzimes immunoldgiai
adszorpcioés vizsgalati eljaras (ELISA) és szendvics EIA.
Ezek kozill az ELISA eldényds. Amikor az OCIF emberi eredetq,
elénydsen ELISA-t alkalmazhatunk az OI-19 vagy OI-26 ellen-
anyag alkalmazasaval immobilizalt ellenanyagként, és 0I-4
ellenanyaggal az enzimmel jelolt ellenanyagként. Az eldényos
enzim az ellenanyag jeldlésére a peroxidaz (amit ,POD”-nak
nevezink) .

Az 0OI-4 ellenanyagot termeld hibridémat belf&ldén he-
lyeztik letétbe ,0I-4" néven a ’'National Institute of
Bioscience and Human-Technology Agency of Industrial
Science and Technology’-nal, amely az 1-3, Higashi 1 chome,
Tsukuba-shi Ibaraki-ken 305-8566 Japan cimen taldlhatdé (ami
azdta az "International Patent Organism Depositary,
National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology’ lett, amely az AIST Tsukuba Central 6, 1-1,
Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8566 Japan cim
alatt taldlhatd) 1997. October 16-an (Heisei-9), és a FERM
P-16473 letéti szamot kapta. Azt nemzetkozi letétté alaki-

tottuk FERM BP-6419 letéti szdmmal 1998. 3Jjulius 13-an

(Heisei-10) .
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Az OI-19 ellenanyagot termeld hibridémat belfslddn he-
lyeztiik letétbe ,0I-19” néven a 'National Institute of
Bioscience and Human-Technology Agency of Industrial
Science and Technology’-nal, amely az 1-3, Higashi 1 chome,
Tsukuba—-shi Ibaraki-ken 305-8566 Japan cimen talalhatdé (ami
azéta az 'International Patent Organism Depositary,
National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology’ lett, amely az AIST Tsukuba Central 6, 1-1,
Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8566 Japan cim
alatt talalhatdé) 1997. October 16-a4n (Heisei-9), és a FERM
BP-16474 letéti szamot kapta. Azt nemzetkozi letétté alaki-
tottuk FERM BP-6420 letéti szammal 1998. 3julius 13-an
(Heisei-10).

Az 0OI-26 ellenanyagot termeld hibridémat belfoldon he-
lyeztiik letétbe ,0I-26” néven a 'National Institute of
Bioscience and Human-Technology Agency of Industrial
Science and Technology’-nal, amely az 1-3, Higashi 1 chome,
Tsukuba-shi Ibaraki-ken 305-8566 Japan cimen tal&lhatd (ami
azbta az 'International Patent Organism Depositary,
National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology’ lett, amely az AIST Tsukuba Central 6, 1-1,
Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8566 Japan cim
alatt talalhatdé) 1997. October 16-an (Heisei-9), és a FERM
P-16475 letéti szamot kapta. Azt nemzetkozi letétté alaki-
tottuk FERM BP-6421 letéti szammal 1998. Jjulius 13-an

(Heisei-10) (lasd WO-A-99/15691. szamu nemzetkozi kozzeté-

teli iratot).



A taldlmény szerinti, OCIF-ot vagy annak analdgjat
vagy variansat és poliszacharidot vagy annak variansat tar-
talmazé komplex vérbeli vagy szérumbeli koncentracidjat az
alabbi médon mérhetjiik. El&szor a komplexet beadjuk human
vagy nem human Aallatnak. Azutan egy meghatarozott idé el-
teltével vért vagy szérumot veszink le az allattél. A komp-
lex vérbeli vagy szérumbeli koncentracidéjat azutan ELISA-
val mérjiik legaldbb egy anti-OCIF monoklonalis ellenanyag
alkalmazasaval, amint azt a bejelentésben mashol leirjuk
(ld&sd WO-A-99/15691. sz&mu nemzetkdzi kozzétételi iratot).

A talalmany szerinti komplex, amely legaldbb egy anya-
got tartalmaz OCIF, annak analdgjai és variansai kozil,
amely koétve van legaldbb egy anyaghoz a poliszacharidok és
azok szarmazékai &altal alkotott csoportbdl, hasznos csont-
anyagcsere-betegségek kezelésére vagy megeldzésére. A ta-
lalmany szerinti értelemben csontanyagcsere-betegség bar-
mely olyan betegség, amelyet az attdél szenvedd paciens net-
té6 csontmennyiségének csokkenése Jjellemez, és amelyben
szikség van a csontreszorpcié és/vagy a csontreszorpcié se-
bességének szuppresszalasara annak érdekében, hogy kezeljuk
vagymegel®zzitk a betegséget. Csontanyagcsere-betegségek,
amelyek kezelhet8k vagy megel&zhetdk a talalmany szerinti
komplexxel: elsdédleges oszteopordzis (Oregkori oszteoporod-
zis, posztmenopauzalis oszteoporézis és idiopatikus fiatal-
kori oszteoporézis); endokrin oszteopordzis (hipertiroidiz-
mus, hpierparatiroidizmus, Cushing-féle szindrdéma és akro-
megalia); hipogonadizmust kisérd oszteopordzis (hipopitui-

tarizmus, Klinefelter-szindréma és Turner-szindrdma); Orok-
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letes és kongenitalis oszteopordézis (oszteogenezis imper-
fekta, homocisztinuria, Menkes-szindréma és Riley-Day-
szindrbéma); nehézségi terhelés csdkkenése vagy a végtagok
rogzilése és immobilizalasa miatti oszteopénia; Paget-féle
betegség; oszteomielitisz; csontvesztés miatti fertdzd gbc;
sziladrd karcindéma miatti hiperkalcémia (példaul emldékarci-
néma, tiudbérak, veserdk és prosztatarak); hemologids rossz-
indulatu betegség (tObbszdrds mieldma, limfdéma és leuké-
mia); idiopatids hiperkalcémia; hipertiroidizmust vagy ve-
seelégtelenséget kisérd hiperkalcémia; szteroidkezelés mi-
atti oszteopénia; més gydgyszerek beaddsa miatti oszteopé-
nia (példaul immunszuppreszansok, mint példadul metotrexat
és ciklosporin A, heparin és epilepsziaellenes szerek); ve-
seelégtelenség miatt oszteopénia; mitét vagy emésztdszervi
betegség miatti oszteopénia (példaul vékonybél-elzarddas,
vastagbél-elzarddas, krdnikus hepatitisz, gasztrektémia,
elsddleges epel majcirrdzis és majcirrdzis); kulonféle reu-
matizmusok, mint példadul reumatoid artritisz, oszteoklazis
miatti oszteopénia; kulonféle reumatizmusok, mint példaul
reumatoid artritisz miatti 1izlletkopds; nyalkas tipusu
reumatizmus; oszteoartritisz; fogkorili csont elvesztése;
csont rakos metasztazisa (oszteolizises metasztazis); osz-
teonekrézis vagy baleseti sérilést, Gaucher-féle betegsé-
get, sarldosejtes vérszegénységet, lupusz eritematdzust,
szisztémas vagy nem baleseti sérilést kisérd csontsejt-
haladl; oszteodisztrdédfia, mint példaul vese-oszteodisztré-
fia; hipo-alkalikus-foszfatazémidt vagy diabéteszt kisérd

oszteopénia; taplalkozasi rendellenességeket vagy evési



rendellenességeket kisérd oszteopénia; és egyéb oszteopé-
nia. Csontanyagcsere-betegségek kozé tartozik a szilard
karcinéma vagy csont rakos metasztazisa vagy hemoldgias
rosszindulati betegség miatti leépilés is (lasd a 2000-
178200. szamu japan szabadalmi bejelentést) .

Olyan készitmény, amely taldlmany szerinti, OCIF, an-
nak analdgjail vagy annak variansai koziul legalabb egy anya-
got poliszacharidok és azok szarmazékai kozul legaléabb egy
anyaghoz kotve tartalmazd komplexet tartalmaz egyutt gyo-
gyaszatilag elfogadhaté hordozéval vagy olddszerrel bizton-
sdgosan beadhaté ordlisan vagy nem oralisan human vagy nem
huma&n &allatnak. Az adagolasi alakot megfeleldSen kivalaszt-
hatjuk, és valtozhat kilénféle tényezdk, mint példaul a ke-
zelt betegség tipusa, a betegség mértéke, a paciens kora,
neme, tomege fiiggvényében. Példadul a komplexet oralisan ad-
hatjuk be tablettdk, kapszulak, porok, granulatumok wvagy
szirupok form&jdban, intravénasan injektalhatjuk egyedil
vagy hagyomanyos segédanyagokkal, mint példaul glikézzal,
aminosavakkal vagy hasonldékkal egyutt, injektalhatjuk int-
ramuszkularisan, szubkutan, intrakutdn vagy intraperitoneéa-
lisan egyediil, beadhatjuk transzdermalisan borogatas forma-
jaban, beadhatjuk transznazalisan orrcsepp formajaban, be-
adhatjuk transzmukodézalisan vagy az orriregbe nyalkahartyai
felvivészer formajadban, vagy beadhatjuk intrarektalisan kup
formajaban. Ezen készitményeket hagyomanyos médon szerel-
hetjiik ki az orvostudomany teriiletén 4&altalanosan alkalma-
zott segédanyagok alkalmazasaval, mint példaul kotdanyagok,

k6t&szerek, bomlasztdanyagok, kenbanyagok, izesitészerek,



oldbédast eld8segitd szerek, szuszpendaldszerek, szinezékek,
pH-szabalyoz6 szerek, fertétlenitdszerek, gélesitd szerek,
feliiletaktiv anyagok és bevondszerek alkalmazasaval.

Amikor a taladlmany szerinti komplexeket tablettaként
szereljiuk ki, barmilyen, szaktefuleten ismert hordozét al-
kalmazhatunk. A hordozdok kozé tartoznak példaul kotdanyag-
ok, mint példaul laktéz, fehér cukor, natrium-klorid, glu-
ké6z, vizelet, keményité, kalcium-karbonat, kaolin, kristéa-
lyos celluldz, szilikat vagy hasonldk; kotdszerek, mint
példaul viz, etanol, propanol, egyszerU szirup, glikdéz-ol-
dat, keményité-oldat, zselatin-oldat, karboximetil-cellu-
16z, selldk, metil-celluldz, kalium-foszfat, polivinil-pir-
rolidon vagy hasonldék; bomlasztdészerek, mint példaul széaraz
keményit8, natrium-alginéat, agar-por, laminaran-por, natri-
um-hirogén-karbonat, kalcium-karbonat, polioxietilén-szor-
bitdn zsirsavészterek, natrium-lauril-szulfat, sztearinsav-
monoglicerid, keményité, laktdz vagy hasonldk; bomlast gat-
16 anyagok, mint példaul fehér cukor, sztearin, kakadvaj,
hidrogénzett olaj vagy hasonldk; abszorpcidét gyorsitd anya-
gok, mint példaul kvaterner amménium bazisok, natrium-lau-
ril-szulfat vagy hasonldk; nedvesitédészerek, mint példaul
glicerin, keményité vagy hasonldk; adszorbensek, mint pél-
daul keménytd, laktdz, kaolin, bentonit, kolloid szilikat
vagy hasonldk; és kendanyagok, mint példaul finomitott tal-
kum, sztearinsav, sztearinsav fémsdi, mint példaul kalcium-
szteardt és magnézium-sztearat, talkum, bérsav-por, poli-
etilénglikol vagy hasonlék. Ezenfelll adott esetben a tab-

lettdk bevonatosak lehetnek, példaul cukorbevonatu tablet-



tat, zselatinbevonatu tablettat, enterikus bevonatu tablet-
tat, filmbevonatu tablettat, kétrétegl tablettat vagy tobb-
réteglii tablettat alkotva.

Amikor a talalmany szerinti komplexet pirulaként sze-
reljik ki, a készitmény tartalmazhat szakteriileten ismert
hordozékat, példaul kotdanyagokat, mint példaul glukdzt,
laktézt, kakaovajat, keményitéport, keményitett novényi
olajat, kaolint, talkumot vagy hasonldkat, kotdszereket,
mint példaul gumiarabikum port, tragakant port, zselatint,
etanolt vagy hasonlékat; és bomlasztdszereket, mint példaul
laminarant, agart vagy hasonldkat.

Amikor a talalmany szerinti komplexeket kupként sze-
reljuk ki, a készitmény tartalmazhat hagyomanyos hordozo-
kat, mint példaul polietilénglikolt, kakadvajat, magasabb
alkoholokat, magasabb alkoholok észtereit, zselatint, feél-
szintetikus gliceridet vagy hasonldkat.

Amikor a taldlmany szerinti komplexeket injekcidként
szereljuk ki, eldnyds ha az oldat vagy szuszpenzid formaja-
ban 1évS készitményt sterilizaljuk, és a vérrel izotdniassa
tessziik. Amikor a készitmények oldat, emulzidé vagy szusz-
penzié formdjaban vannak, barmely, szakterileten ismert és
hagyomanyosan alkalmazott oldészert alkalmazhatunk, amelyek
példai kozé tartozik a viz, etanol, propilénglikol, etoxi-
lalt izosztearil-alkohol, polyoxilalt izosztearil-alkohol
és polioxietilén-szorbitén zsirsav-észterek. Ezenfelil
ilyen injektalhaté kiszerelésekben a készitmény tartalmaz-
hat soékat, glikézt, glicerint vagy hasonlot a vérrel vald

izoténia fenntartdsdra. A készitmények tartalmazhatnak to-



vabbi szereket, beleértve oldbdbdast eldsegitd anyagokat,
puffereld szereket, csillapitédészereket, pH-szabadlyozdé anya-
gokat, stabilizadldészereket és olddbdast eldsegitd szereket.
Az injekcidkat fagyasztva-szarithatjuk a kiszerelés utéan.

A taldlmany szerinti készitmények tovabbi adalékanya-
gokat is tartalmazhatnak, mint példaul szinezékeket, tartd-
sitdészereket, parfimdket, 1izesitdészereket, édesitdéket vagy
mas gyoégyszereket.

Nincs kiilonosebb korlatozas a beadasra szolgald a ké-
szitményben lévdé, taldlmany szerinti, OCIF, annak analdgjai
vagy annak variansai ko6zil legalabb egy anyagot és polisza-
charidok és azok variénsai kozil legaldbb egy anyagot tar-
talmaz6é komplex mennyisége tekintetében, annak érdekében,
hogy csontanyagcsere-betegséget akadalyozzunk meg vagy ke-
zeljink, de az altalaban 0,1 és 70 tomeg% kozotti, és els-
nytsen 1 és 30 tomeg%® kdzotti az egész kiszerelésre vonat-
koztatva.

A taldlmény szerinti komplex dbézisa valtozhat kiilénfé-
le tényezdék fiiggvényében, beleértve a kezelendd A&llapotot,
a paciens korat, nemét és testtdmegét, és a beadasi utvona-
lat. Azonban a felnétt embernek beadott mennyiség &ltaléban
olyan tartomanyba esik, amelynek a felsé hatdra naponta 30
és 1000 mg kozotti, és az alsd hatara 0,001 és 0,03 mg ko-
zotti. Az eldnyds tartomany naponta 0,03 és 30 mg kdzotti.
A beadott mennyiség altaldban olyan tartomdnyba esik,
amelynek a felsé hatdra naponta 1 és 20 mg/kg kozotti, és
az alsdé hatara naponta 0,01 és 0,5 mg/kg kozotti. Az eld-

nyods tartomany naponta 0,5 mg/kg és 1 mg/kg kozotti. A ta-



ladlmény szerinti komplexet naponta egyszer adhatjuk be,
vagy naponta egynél tobbszér, olyan tényezdéktdl fliggden,
mint példaul a beadas mdédja és a beteg allapota.

Az alabbi példédkban, referenciapéldakban és tesztpél-
dakban tovabb szemléltetjiik a taldlményt, azonban a taléal-
many oltalmi korét nem kivanjuk semmilyen mdédon a bemuta-

tott megvaldsitasi mdédokra korlatozni.

1. példa

OCIF-ot és dextran-szulfatot tartalmazd komplexek eld-

allitasa (I)

1(a) Rekombinans human dimer OCIF eldallitasa

Rekombindns human dimer OCIF-ot, amelynek a molekula-
témege korilbeliil 120000, az EP-A-0816380. szami eurodpail
szabadalmi irat (WO-A-96/26217. szamu nemzetkozi kozzététe-
li irat) példaiban leirt eljarés szerint allitottunk elé.
Nevezetesen, a pBKOCIF jeld, szigndlpeptidet tartalmazdé hu-
man dimer OCIF-ot ko6dold nukleotidszekvenciat tartalmazd, a
pBK/01F10 E. coli transzformans toérzsbdl szarmazd plazmid-
vektort [amelyet FERM BP-5267 szam alatt letétbe helyeztink
a Budapesti Szerzd&dés értelmében a ’National Institute of
Bioscience and Human-Technology Agency of Industrial
Science and Technology’-nal, amely az 1-3, Higashi 1 chome,
Tsukuba-shi Ibaraki-ken 305-8566 Japan cimen taldlhatdé (ami
azébta az "International Patent Organism  Depositary,
National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology’ lett], amelyet az EP-A-0816380. szamu eurdbpai

szabadalmi irat 11. példaja szerint &llitottunk eld, emész-



tettiik Sall és EcoRV restrikcibés enzimekkel. A szignalpep-
tidet tartalmazé humadn OCIF-ot kédold nukleotidot, amely
megfelel a human OCIF cDNS-nek, az EP-A-0816380. szamu eu-
répai szabadalmi irat 14. példaja szerint nyertik ki. A
nukleotid elvalasztasa és tisztitdsa utédn azt a pcDL-SR
o296 expresszids vektorba inzertaltuk [Molecular and
Cellular Biology 8, 466. old (1988)], és azutan E. coli DH5
o torzsbe (Gibco-BRL) transzformaltuk (lAsd az EP-A-
0816380. szamu eurdpai szabadalmi irat 14. példajaban leirt
eljarast). Az igy kapott, pSRaOCIF-nak elnevezett rekombi-
nans vektort extrahaltuk a transzformanst tenyészetbdl, és
tisztitottuk.

Azutan az EP-A-0816380. szamu eurdpal szabadalmi irat
14. példajanak eljarasat alkalmaztuk a kivant rekombinans
érett human OCIF el&dallitasara. Nevezetesen, CHO dhFr- sej-
teket (ATCC, CRL 9096) transzfektaltunk a fent eldallitott
rekombinans pSRaOCIF plazmiddal, és dihidrofolat-reduktazt
(DHFR) expresszaldé plazmiddal (a WO-A-92/01053. szaml nem-—
zetkdzi kozzétételi iratban feltart pBAdDSV plazmid), és
azutan a DHFR-t expresszald transzfektansokat kiszelektal-
tuk. A nagy mennyiségl OCIF-ot expresszaldé transzformanso-
kat klénoztuk. Azokat a kldénokat, amelyeknek a tapkdzege
nagy mennyiségd OCIF-ot tartalmazott kiszelektaltuk, és
eldallitottuk a legnagyobb mennyiségd OCIF-ot expresszalo
klént, az 5561 jeldt. Az igy kapott 556l-es klén egy tenyé-
szetét kondiciondltuk és szlirtik, majd Heparin Sepharose FF
oszlopra vittiuk fel (2,6 x 10 cm, Pharmacia Co.), és osz-

lopkromatografianak vetettik ala linearis natrium-klorid
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gradiens alkalmazasaval. Az megkézelitdleg 0,6-1,2 M natri-
um-kloriddal elualt, OCIF-aktivitasu frakcidt azutan affi-
nitasi oszlopra vittuk fel (blue-5PW, 0,5 x 5,0 cm, Tosoh
Co), és affinitasi kromatografianak vetettilk ala linearis
natrium-klorid gradiens alkalmazésaval. Az elualt frakciéd-
kat SDS-poliakrilamid-gélelektroforézisnek vetettiik ala re-
dukald és nem redukald kortulmények kozott, és a kivant
tisztitott rekombinans human érett OCIF-ot tartalmazé frak-
cidknak azokat jeloltik ki, amelyek ugyanazt a 60000 és
120000 molekulatdmegl rOCIF fehérjecsikokat tartalmazték,
mint amelyeket az EP-A-0816380. szamu eurdpai szabadalmi
irat 14. példajédban lettek eldallitva. A monomer peptid
aminosav-szekvencidjat az 1. azonositészamu szekvencian mu-
tatjuk be, amely azonos a a WO-A-96/26217. szami nemzetkozi
kozzétételi irat és az EP-A-0816380. szamu eurdpal szaba-
dalmi irat 4. azonositészami szekvencidjanak teljes hosszu-
s&gl szekvencidjéaval vagy 5. azonositészamu szekvenciajanak
1-380. aminosavaival.

A kapott human OCIF-ot tartalmazdé kombinalt frakcidkat
azutan kiegészitettuk 1/100 térfogat 25%-os trifluorecet-
savval, és a kapott elegyet forditott fazisu oszlopra vit-
tik fel (PROTEIN-RP, 2,0 mm x 250 mm, YMC Co.), amelyet
eldzetesen ekvilibraltunk 0,1% trifluorecetsavat tartalmazod
30% acetonitrillel. Az oszlopot azutadn 30-55% acetonitril
linedris gradiensével eludltuk 0,2 ml/perc folyasi sebesség
mellett 50 percen keresztiil. Két csucsfrakcidot gyljtottink
kiilon-kiloén, és liofilizaltuk azokat. Azt a frakcidt alkal-

maztuk az aldbbi példdkban dimer humdn OCIF-ként, amely



120000 latszoélagos molekulatomegli csikot adott SDS-PAGE-n
redukalé kérilmények kozodtt (lasd a WO-A-96/26217. szamu
nemzetkozi kozzétételi irat és az EP-A-0816380. szamu eurd-

pai szabadalmi irat 17. és 18. példajat) .

1(b) OCIF-ot és dextran-szulfatot tartalmazé komplexek eld-
allitasa

A fenti 1(a) példa szerint eldadllitott tisztitott
dimer human OCIF-ot feloldottunk 0,15 M natrium-kloridot
tartalmazé 10 mM natrium-foszfat pufferoldatban (pH 6,0),
1,5, 2, 5, 6,5, 10, 12,5, 20 vagy 50 mg/ml OCIF koncentra-
ciéra. Dextran-szulfat natrium sé6 kén 5-0t (Meito Sangyo
Co., Ltd., amit a leiradsban ezentul “DS5”-nek nevezink)
feloldottunk az igy el&allitott vizes oldatban, 40, 100,
130, 150, 200, 400, 500, 510 vagy 1000 mg/ml végkoncentra-
ciéra, és azutdn 1 N natrium-hidroxidot adtunk hozza 10,
10,5 vagy 11 pH-t Dbedlitva. A kapott vizes oldatokat
inkubaltuk 4, 7, 25 vagy 37°C-on 1, 3, 6, 18, 24, 48, 72,
96, 144, 168 vagy 288 o6ran keresztil.

Ezen id8 elteltével a kapott oldatok 4-4 ml-éet felvit-
tiik Superdex 200 prep grade gélszird oszlopra (az oszlop
belsé atmérdje: 16 mm; hossza: 60 cm, kizarasi molekulato-
meg: 1 300 000; gyartd: Amersham Pharmacia Biotech), ame-
lyet eldéz8leg ekvilibraltunk 0,3 M natrium-kloridot tartal-
mazdé 10 mM natrium-foszfat pufferrel (pH 6), és azutéan
ugyanazzal a pufferel elualtuk 2 ml/perc folyasi sebesség
mellett. Kovettik az abszorpciét 280 nm-es hullamhosszon

ultraibolya spektrofotométerrel, és Osszegyljtottik a 28-36



perc retenciés idejd eludtumot. A szabad DS5, amely nem ko&-
tédstt az OCIF-hoz, korilbelil 50-70 perc retencids iddénél
eludélédott. Ezen gélszilirési eljaras minden lépését szoba-
hémérsékleten hajtottuk végre. A kapott preparatumokat,
amelyek a dimer hum&n OCIF és DS5 kivant komplexeit tartal-
mazzak, lefagyasztottuk és -60°C-on taroltuk. Az egyes

komplexek elSallitasi koritilményeit az alabbi 1. tablazatban

foglaljuk Ossze.

1. Tablazat

Preparatum | DS5 konc. | OCIF konc. | Hémérsék- PH Inkubacids
szama (mg/ml) (mg/ml) let ids (6ra)
(°C)
1 130 6,5 4 10,5 18
2 510 & ,5 4 10,5 18
3 130 6,5 4 11 18
4 130 6,5 4 10,5 72
5 500 5 4 10,5 144
6 130 6,5 4 10,5 48
7 130 6,5 4 10,5 144
8 130 6,5 4 10,5 288
S 400 20 4 10,5 18
10 200 10 4 10,5 18
11 100 5 4 10,5 18
12 40 2 4 10,5 18
13 1000 12,5 4 10,5 18
14 1000 50 4 10,5 18
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1(c) Természetes human OCIF eldallitasa

Természetesen termelt hum&n OCIF-ot &llitottunk eld a
WO-A-96/26217. szaml nemzetkozi kozzétételi irat és az EP-
A-0816380. szamu eurdpal szabadalmi irat 1-4. példaiban le-
irt eljards szerint IMR-90 humédn magzati tud&fibroblaszt

sejtek (ATCC-CCL186) tenyészetébdl.

2. példa

OCIF-ot és dextran-szulfatot tartalmazdé komplexek eldilli-
tasa (II)

A fenti 1(a) példa szerint eldallitott tisztitott
dimer human OCIF-ot feloldottunk 0,15 M natrium-kloridot
tartalmazd 10 mM natrium-foszfat pufferoldatban (pH 6,0), 5
mg/ml OCIF koncentracidéra. 5000 molekulatdmegii dextran-
szulfat natrium sét (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.,
amit a leiradsban ezentul “DS 5000”-nek nevezink) oldottunk
fel az igy kapott vizes oldatban, 150 mg/ml DS 5000 végkon-
centraciéra, majd 1 N natrium-hidroxidot adtunk hozza, és
10,5 pH-ra &allitottuk be. Az igy kapott vizes oldatot 4°C-
on inkubaltuk 24 6ran keresztiil.

Ezen id& elteltével a kapott oldat 4 ml-ét felvittiik
Superdex 200 prep grade gélszUr8 oszlopkromatogréafiara,
amint a fenti 1(b) példaban leirtuk. Kovettik az abszorpci-
6t 280 nm-es hullamhosszon ultraibolya spektrofotométerrel,
és Osszegyljtottik a 28-36 perc retencids idejid eludtumot.
A szabad DS 5000, amely nem koté6dott az OCIF-hoz, koriilbe-

lil 40-65 perc retencids iddénél eluédélddott.



A kapott prepardtumokat, amelyek a dimer humdn OCIF és
DS 5000 kivant komplexeit tartalmazzak, lefagyasztottuk és
-60°C-on taroltuk. A komplex eldallitasi korilményeit az
aladbbi 2. téablazatban foglaljuk oOssze.

2. Tablazat
Preparatum | DS5 konc. | OCIF konc. | HSmérséklet pH Inkubaciods
szama (mg/ml) (mg/ml) (°C) idé (o6éra)
41 150 5 4 10,5 24

3. példa
Izoelektromos pont mérése

A fenti 1(a) példadban eldallitott rekombindns dimer
humdn OCIF-ot és OCIF és dextran-szulfat fenti 1(b) példa-

ban el8allitott komplexét, amelyet 22. preparadtumnak nevez-

tiink az 1. tablazatban, kilon-kilon izoelektromos fokuszald
gélre vittik fel (IEF PAGE mini, pH tartomany 3-10, gyart-
ja: Iwaki Glass), IEF pH 3-7 pufferkészlet (Technical

Frontier Co.) alkalmazasaval, és az aldbbi fesziiltségeket

alkalmaztuk a gélen: 100 V 1 o6radn keresztiil, majd 200 V 1

6ran keresztiil és végezetiil 500 V 30 percen keresztil. Az

elektroforézis befejezése utan az egyes esetekben kapott

gélt Coomassie Blue-val festettik.
A fent kapott elektroforézis gélekbdl meghataroztuk,
hogy a dimer humé&n OCIF izoelektriomos pontja kérilbeliil

pI=9, és az OCIF és dextran-szulfat komplexének (22. prepa-

ratum) izoelektromos pontja korilbelil pl=6,5, az OCIF és



eeee
ey
eceo
3
YR
L3
XXX}

az OCIF-komplex «c¢csik pozicidéjanak pI-markerekkel wvaléd

dsszehasonlitasa utjan.

4. példa

OCIF és dextrian-szulfat mdlaranyanak mérése OCIF-ot és

dextran-szulfatot tartalmazdé komplexben

4 (a) Peroxidazzal jelélt OI-4 anti-human OCIF monoklonalis
ellenanyag torzsoldatanak eldallitasa

Ebben a lépésben anti-humdn-OCIF monoklonélis ellen-
anyagot jeléltink peroxidazzal EZ-Link Maleimide Activated
Horseradish Peroxidase Kit (Pierce) alkalmazasaval, a rea-
genskészlethez mellékelt Utmutatéban leirt II-es szami pro-
tokoll szerint. Az eljaréas részletei az aldbbiak voltak.

Az 0I-4 jeld ellenanyagot termeldé hibriddéma (FERM BP-
6419) tenyészetébsl OI-4 jeld anti-human-OCIF monoklonéalis
ellenanyagot tisztitottunk az EP-A-0974671. szamui eurdpai
szabadalmi irat (WO-A-99/15691. szami nemzetkdzi kozzététe-
1i irat) 4. példajaban leirt eljards szerint, és azutén azt
1 mg/ml fehérje végkoncentracidéra higitottuk 10 mM foszfat-
pufferrel (pH 7,6).

N-szukcinimidil-S-acetiltioacetatot (amelyet az FEZ-
Link Maleimide Activated Horseradish Peroxidase Kit tartal-
mazott) feloldottunk dimetiformamidban 10 mg/ml koncentréa-
cibéra, kozvetleniil a felhaszndlast megelbézden. Annak 4 nul-
es alikvotjat adtuk a fent eldallitott, higitott OI-4-et
tartalmazd oldat 1 ml-éhez, és a kapott oldatot azutdn szo-
bahémérsékleten inkubdltuk 30 percen keresztiil. Ezen id§

elteltével 20 pl olyan oldatot adtunk hozza, amelyet koz-
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vetleniil a felhasznalas eldétt allitottunk elé 5 mg hidroxi-
lamin-hidroklorid feloldasaval 100 pl Maleimide Conjugation
Buffer-ben (amelyet az EZ-Link Maleimide Activated
Horseradish Peroxidase Kit tartalmazott), és a kapott olda-
tot szobahémérsékleten inkubaltuk 2 oéran keresztil. Ezen
id8 elteltével a reakcidelegyet poliakrilamid sétlanitd
oszlopra (10 ml, amelyet az EZ-Link Maleimide Activated
Horseradish Peroxidase Kit tartalmazott) wvittik fel, ame-
lyet eléz8leg ekvilibraltunk 30 ml Maleimide Conjugation
Buffer-rel (amely szintén a reagenskészlet része), és azu-
tdn Maleimide Conjugation Buffer-t adtunk az oszlopra. Az
eludtumot 0,5 ml-es frakcidkba gyljtottik. Az ellenanyagot
tartalmazé 7-10. frakcidét Osszeontottik. S5 mg EZ-Link
Maleimide Activated Horseradish Peroxidase-nak (amelyet az
EZ-Link Maleimide Activated Horseradish Peroxidase Kit tar-
talmazott) 500 pl desztillalt vizben kézvetleniil a felhasz-
nalas eldtt torténd feloldasaval kapott oldat 100 pl-ét ad-
tuk az Osszedntott eluatum-frakcidkhoz, és a kapott elegyet
szobahdémérsékleten inkubdltuk egy o6ran keresztiil. Az inku-
bacidé utan azonos térfogatul glicerint adtunk az elegyhez,
és az igy kapott oldatot -20°C-on taroltuk.

A fenti eljaras eredményeképpen kapott oldatot alkal-
maztuk peroxiddzzal jelolt 0I-4 anti-human-OCIF monoklona-
lis ellenanyag (amit a leirasban ezentul “POD-0I-4”-nek ne-
veziink) torzsoldataként, amit a leirasban ezentul “POD-0I-4

térzsoldatnak” neveziink.



4(b) OCIF mennyiségi meghatarozasa

A fenti 1. és 2. példéban elSallitott barmelyik komp-
lexben 1évd, és az alabbi 1. referenciapéldaban elSallitott
kombinaciéban 1lévé OCIF mennyiségét enzimes immunolégiai
adszorpcids vizsgdlati eljarassal (ELISA) mértik, két anti-
OCIF monoklonalis ellenanyag alkalmazasaval, amely eljaras
részleteit az alabbiakban ismertetjik.

Az OI-26 jeld ellenanyagot termelé hibridéma (FERM BP-
6421) tenyészetébdl 0I-26 jelld anti-humdn-OCIF monoklonalis
ellenanyagot tisztitottunk az EP-A-0974671. sz&mu eurodpai
szabadalmi irat (WO-A-99/15691. szamu nemzetkdzi kézzététe-
li irat) 4. példajaban leirt eljaras szerint, és azutan azt
5 ng/ml fehérje-végkoncentraciéra higitottuk 0,1 M natrium-
hidrogén-karbonattal. Az oldat 100 pl-es alikvotjat 96-mé-
réhelyes mikrotiterlemez (Maxisorp, NUNC) mérdéhelyeire ad-
tuk, és a lemezt azutan leragasztottuk, és 4°C-on inkubal-
tuk éjszakan keresztiil. Ezen id§ elteltével minden mér&he-
lyet 3-szor mostunk 250 pl foszfat pufferelt sodoldattal
(PBS) (pH 7,4), amely 0,1% poliszorbat-20-at tartalmazott.
20 pl higitd pufferoldatot [amely 0,2 M Trisz-sésavat, 40%
Block Ace-t (Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.), és 0,1%
poliszorbat-20-at tartalmazott; pH 7,4] adtunk minden egyes
méréhelyhez, és azutdn a lemezt szobahdémérsékleten tartot-
tuk 20 percen keresztil a mérdhelyek azon részeinek blokko-
lasara, amelyekhez nem kotddott 0I-26.

Az 0I-26-ot tartalmazé mérShelyekhez adandé fent els-
dllitott mintakat eldnydsen a mérdhelyek blokkolasara al-

kalmazott fenti higitd pufferoldattal higitottuk. Kalibra-
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cios gorbe felvétele végett ismert koncentracidéju human
OCIF-ot tartalmazé higitd pufferoldatot alkalmaztunk stan-
dardként. A higitdé pufferoldatot alkalmaztuk kontrollként.
Minden mintabdél 50 pl-t vittink fel minden mérdéhelyre.

A mintak mérdhelyekre torténd hozzadadadsa utan POD-0I-4
térzsoldat [a fenti 4(a) példa szerint eldadllitva] higito-
pufferrel [0,2 M Trisz-soésav, 403 Block Ace (Dainippon
Pharmaceutical Co., Ltd.), 0,1% poliszorbat-20-; pH 7,4]
1500-szorosra higitott oldatédnak 50 pl-ét adtuk a mérdShe-
lyekhez, és azutdn a mikrotiterlemezt szobahémérsékleten
inkubaltuk 2 6réan keresztiil. Ezen idé elteltével minden mé-
réhelyet 4-szor mostunk 250 pl, 0,1% poliszorbat-20-at tar-
talmazd foszfat pufferrel (pH 7,4, amit a leirédsban ezentul
*PB” -nek neveziunk) .

0,1 M citromsavat és 0,2 M dindtrium-hidrogén-foszfa-
tot Osszekevertink, és ezt alkalmaztuk szubsztratoldatként
(pH 4,5). Ennek 32,5 ml-es alikvotjat atvittik kémcsdébe, és
6,5 pl hidrogén-peroxidot adtunk hozza. 13 mg-cs o-fenilén-
diamin-dihidroklorid (OPD) tablettdt (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.) oldottunk fel azutan a kapott oldatban.
Ennek 100 pl-es alikvotjat adtuk minden egyes mérdéhelyhez,
a lemezt letakartuk alufdlidval, és azutdn szobahdmérsékle-
ten inkubdltuk 15 percen keresztiill. Ezen id& elteltével 50
pl reakcidét 1ledllitd oldatot adtunk minden egyes mérdhely-
hez, amely tisztitott vizet és tomény kénsavat tartalmazott
250:50 térfogataranyban. Miutdn a mér&helyekben 1lévé olda-
tokat o6vatosan megkevertiik razdgéppel (Titer mixer MB-1:

Japan Trika), az egyes mérShelyek abszorbanciajat mértuk
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490 nm-es hulladmhosszon mikrotiterlemez-leolvasdédval
(SPECTRA FLUOR: TECAN).

Az ismert koncentradciéji human OCIF standard oldatok
abszorbanciajaval a fenti mébdon készitett kalibracids gorbe
alapjan kiszamitottuk a humén OCIF mennyiségét minden egyes

mintaban.

4 (c) Dextran-szulfat mennyiségi meghatarozasa

Az 1. és 2. példadban elSallitott komplexek dextran-
szulfat mennyiségét semleges cukorként mértik fenolkénsavas
eljarassal, az alabbiak szerint.

10-60 pg/ml ismert koncentraciéju of DS5 (Meito Sangyo
Co., Ltd.) wvagy DS5000 (Wako Pure Chemical Industries,
Ltd.) oldatot &llitottunk elé higitdoldat (0,01 M citrom-
sav, 0,3 M natrium-klorid, 0,01% poliszorbat-80 vizes olda-
ta: pH 6,0) alkalmazasaval, és ezeket hasznaltuk standard
oldatként. Az egyes standardok, a minta vagy a higitdéoldat
0,2 ml-ét vittiik at kémcsovekbe. 0,2 ml 50 mg/ml vizes fe-
nolt adtunk hozzajuk, és gyorsan kevertik. A kapott oldat
60°C-os vizfiirdén 20 mésodpercig torténd inkubdlasa utéan 1
ml tomény kénsavat adtunk azokhoz. Ovatos de gyors keverés
utdn a csovet 10 percig inkubaltuk szobahémérsékleten, is-
mét gyorsan megkevertiik, majd 20 percig inkubaltuk szobahé-
mérsékleten. Ezen 1idé elteltével a csbében 1évé oldat ab-
szorbanciajat megmértik 490 nm-en spektrofotométer (UV-240:
Shimadzu Seisakusho, K. K.) alkalmazasaval.

Ebb&81l az abszorbancidbél és a kalibracids gorbébdl
meghatdroztuk a semleges cukor mennyiségét. A humdn OCIF

cukorlancot tartalmaz. Ezért az elemzett készitményben 1évé
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humdn OCIF-hoz kotédott dextran-szulfat mennyiségét ugy
szamitottuk ki, hogy levontuk maganak a human OCIF-nak a
semlegescukor-tartalmat az elemzett készitmény mérésébdl.
4(d) OCIF és dextran-szulfat moélaranyadnak kiszamitasa
OCIF-ot és dextran-szulfatot tartalmazd komplexben

Az elemzett készitményben 1évé dextran-szulfat mennyi-
ségét - amint azt a fenti 4(c) példaban leirt médon megha-
taroztuk - elosztottuk az elemzett készitményben 1évS human
OCIF mennyiségével - amint azt a fenti 4 (b) példaban leirt
médon meghataroztuk -, ezaltal megkaptuk az elemzett ké-
szitményben 1év8 human OCIF 1 mg-jara esé dextran-szulfat
mennyiségét.

Az igy kapott szamokat alkalmaztuk azutan az elemzett
készitményben 1évé OCIF monomer és dextran-szulféat
mélaranyanak kiszamitasara, az egy molekula OCIF monomerre
jutdé dextran-szulfat molekuldk szamanak kiszamitasaval,
azon feltételezés alapjan, hogy a humadn OCIF monomer mole-
kulatémege 60000, a DS5 molekulatémege 1950, és a DS5000
molekulatomege 5000.

A kapott eredményeket az alabbi 3. tablazatban mutat-

juk be.



3. Tablazat

OCIF monomer és

Preparatum | Dextrdn-szulfat mennyisége
a komplexben dextran-szulfat
(ug/mg OCIF) mélaranya a komplexben
1 48,7 1:1,5
2 100,2 1:3,1
3 39,7 1:1,2
4 62,0 1:1,9
5 136, 4 1:4,3
6 60,7 1:1,9
7 58,5 1:1,8
8 60,3 1:1,9
9 67,7 1:2,1
10 94,3 1:2,9
11 63,6 1:2,0
12 60,8 1:1,9
13 144,9 1:4,5
14 116,14 1:3,6
15 126,9 1:4,0
16 145,0 1:4,5
17 116,5 1:3,6
18 46,0 1:1,4
19 61,0 1:1,9
20 68,3 1:2,1
21 110,7 1:3,4
22 100, 3 1:3,1
23 65,8 1:2,1




24 58,2 1:1,8
25 43,8 1:1,4
26 80,1 1:2,5
27 61,8 1:2,0
28 57,1 1:1,8
29 69,3 1:2,2
30 77,1 1:2,4
31 34,5 1:1,1
32 53,0 1:1,7
33 47,4 1:1,5
34 62,2 1:2,0
35 96, 2 1:3,0
36 122,5 1:3,9
37 67,8 1:2,1
38 69,5 1:2,4
39 78, 0 1:2,5
40 98, 4 1:3,1
41 161,2 1:1,9
5. példa

A koétés stabilitdsa OCIF és dextran-szulfat kézétt

OCIF/dextran-szulfat komplexekben

OCIF-ot és dextran-szulféatot tartalmazd komplex
gélszlirését kétszer megismételtitk a fenti 4(c) példa sze-
rint, és az egyes gélszlirések utan kapott komplexekben 1évd
dextradn-szulfat mennyiségét megmértik. A részleteket az

aladbbiakban ismertetjik.




5(a) OCIF és dextran-szulfat inkubdlasa

Az 1(b) példaban fent leirt eljarast alkalmaztuk. A
fenti 1(a) példa szerint eldallitott rekombinans dimer hu-
man OCIF-ot feloldottunk 0,15 M natrium-kloridot tartalmazd
10 mM natrium-foszfat pufferben (pH 6,0), 5 mg/ml OCIF kon-
centraciora. DS5-6t oldottunk fel az 1igy kapott oldatban,
és igy 150 mg/ml DS5 végkoncentracidét kaptunk, majd 1 N
ndtrium-hidroxid oldatot adtunk hozz&a, és a pH-t 10,5-re
4llitottuk be. A kapott oldatot azutan 4°C-on inkubaltuk 7
napon keresztiil, human dimer OCIF és DS5 komplexét tartal-
mazb6 oldatot eldallitva.

5(b) Elsé gélszirés

A fenti 5(a) példa inkubéacidés idejének elteltével a
human dimer OCIF és DS5 komplexét tartalmazé6 oldatot
gélszlrésnek vetettik ald a fenti 1(b) példaban leirt elja-
ras szerint. A korilbelil 28-36 perces retencids iddének
megfeleld frakcidkat Osszegyljtottik, mig a szabad dextran-
szulfat, amely nem kotédott az OCIF-hoz, 50-70 perces re-
tencids idé koril eluadlddott.

5(c) Fehérjetartalom mérése

A komplexben 1év8 fehérje mennyiségét a Lowry-féle el-
jarassal mértik [Lowry, O.H. és mtsai., J. Biol. Chem. 193,
265-275. old. (1951)]), az alabbiak szerint.

0,2 g réz(II)-szulféat pentahidrétot (Wako Pure
Chemical) feloldottunk vizben 50 ml végtérfogatra. 0,4 g
natrium-tartrat dihidratot (Wako Pure Chemical) feloldot-
tunk vizben 50 ml végtérfogatra. 20 g natrium-karbonatot

feloldottunk vizben 100 ml végtérfogatra. Az igy kapott ha-



rom vizes oldatot &sszekevertiik 1:1:2 térfogataranyban koz-
vetleniil a felhaszndlast megeléz8en (az igy kapott oldatot
,A oldatnak” neveztik). 10 g natrium-dodecil-szulfatot
(Nacalai Tesque Inc.) feloldottunk vizben 200 ml végtérfo-
gatra (az igy kapott oldatot ,B oldatnak” neveztik). 3,2 g
natrium-hidroxidot (Wako Pure Chemical) feloldottunk vizben
100 ml végtérfogatra (az igy kapott oldatot ,C oldatnak”
neveztilk) . Azutan az A oldatot, a B oldatot és a C oldatot
kdzvetleniil a felhasznadlast megeldzéen Osszekevertuk 1:2:1
térfogataranyban.

Kilon Folin-Ciocalteu reagenst (Wako Pure Chemical) és
vizet Osszekevertink 1:5 térfogataranyban k&ézvetlenuil a
felhasznalast megeldzéen. 2,76 g citromsav trinatrium soé
dihidratot (Wako Pure Chemical), 0,13 g citromsav-monohid-
ratot (Wako Pure Chemical), 17,5 g natrium-kloridot és 0,1
g poliszorbat-80-at feloldottunk vizben 1 L végtérfogatban
(pH 6,9), amelyet “higitdoldatnak” nevezlunk.

9,5 ml higitdéoldatot adtunk 500 pl marhaszérum-albumin
(Pierce Co. Ltd.) standard oldat&hoz, amely 2 mg/ml marha-
szérum-albumint (amit ,,BSA”-nak nevezink) tartalmazott
0,1%-nal kisebb koncentraciéjui néatrium-azidot tartalmazd
0,9% vizes natrium-klorid oldatban, amelyet ,100 pg/ml BSA-
oldatnak” nevezink. 3,5 ml, 3 ml, 2,5 ml vagy 2 ml higité-
oldatot adtunk sorrendben 1,5 ml, 2 ml, 2,5 ml vagy 3 ml
100 pg/ml BSA-oldathoz, amelyeket sorrendben “30 ug/ml BSA-
oldatnak”, “40 upg/ml BSA-oldatnak”, “50 pg/ml BSA-oldatnak”

és “60 pg/ml BSA-oldatnak” neveziink. 3 ml higitdéoldatot ad-



tunk 1,5 ml 60 upg/ml BSA-oldathoz, amelyet ,20 pg/ml BSA-
oldatnak” neveziink.

A meghatarozandé fehérjetartalmu mintat higitdoldattal
higitottuk, korilbelil 40 pg fehérje végkoncentrécidt elér-
ve 1 ml oldatban. 1 ml 20 pg/ml BSA-oldatot, 30 ng/ml BSA-
oldatot, 40 pg/ml BSA-oldatot, 50 pg/ml BSA-oldatot, 60
ng/ml BSA-oldatot, a higitott mintat vagy a higitdoldatot
(n=3) kémcs&be raktuk, és 1 ml lugos rézreagenst adtunk
hozza, és a kapott oldatot Osszekevertiik, és szobahémérsék-
leten inkubdltuk 10 percen keresztiil. A higitott Folin-
Cicalteu reagens 0,5 ml-ét adtuk azutan az oldathoz, és a
kapott oldatot Osszekevertiik, és szobahémérsékleten inku-
baltuk 30 percen keresztiill. Ezen 1d6 elteltével az egyes
elegyek abszorbanciadjat megmértik 10 mm-es kvarckivettaban
750 nm-es hulldmhosszon ultraibolya spektrofotométerrel
(Lambda 20: Perkin Elmer Co Ltd.). Azutén kiszamitottuk a
mintadban 1évé fehérje mennyiségét a standard BSA-oldatok
abszorbanciajaval felvett kalibraciés goérbe alapjan (BSA-
mennyiségre reduk&lt értékkeént).

5(d) Dextran-szulfat mennyiségi meghatarozasa

A fenti 5(b) példa elsd gélszlirése utan kapott komp-
lexben 1évé OCIF-hoz ko6tddé dextradn-szulfdt mennyiségét a
fenti 4(c) példaban leirt eljarassal mértik meg.

5(e) Masodik gélsziirés

A fenti 5(b) példidban elbdllitott Osszedntott egyuttes
frakcidét két centriprep egységbe vittiik at (ymM-30, 30,000
MW vagasi érték, Millipore Amicon Co. Ltd.), és 2000 rpm-

mel centrifugaltuk azokat 20 percen keresztil centrifuga-



ban (himacCT60, Hitachi Seisakusho Co Ltd.) . A két
Centriprep sziréb8l szarmazd atszlretlen koncentralt olda-
tokat Osszegytjtottitk és Osszeontottik. A kapott oldatot
gélszirésnek vetettik ala a fenti 1(b) példa szerint, és a
k5riilbeliil 28-36 pereces retencidés idénél jovs frakcidkat
osszegyujtottik és Osszeontottik. Azutadn az Osszedntott
frakciokban 1évé komplex fehérje- és cukortartalmat megmér-
tiik a fenti 5(c) és 5(d) példak szerint.

5(f) Harmadik gélszirés

A fenti 5(e) példadban eldallitott Osszedntott egyittes
frakciot két centriprep egységbe vittik at (YM-30, 30,000
MW vagasi érték, Millipore Amicon Co. Ltd.), és 2000 rpm-
mel centrifugaltuk azokat 20 percen keresztil centrifuga-
ban (himacCTé60, Hitachi Seisakusho Co Ltd.). A két
Centriprép szirdben 1évdé atszlretlen koncentralt oldatokat
bsszegydjtottik és Osszedntottik. A kapott koncentratumot
gélszirésnek vetettilk ala a fenti 1(b) példa szerint, és a
kériilbeliil 28-36 pereces retencidés idénél jové frakcidkat
osszegyldjtottik és Osszedntottik. Azutian az 0Osszedntott
frakciokban 1évé komplex fehérje- és cukortartalmat megmér-
tiik a fenti 5(c) és 5(d) példak szerint.

5(g) OCIF és dextran-szulfat mélaranyanak kiszamitasa

A fenti 5(b) példa elsd gélszlrése, az 5(e) példa ma-
sodik gélszlrése és az 5(f) példa harmadik gélszlrése utan
kapott komplexekben 1évé OCIF monomer és dextran-szulfat
molaranyat a fenti 4(d) példa szerint szamitottuk ki. Az

kapott eredményeket az alabbi 4. tablazatban foglaljuk

Ossze.



4. Tablazat

GélszUrés OCIF monomer és dextran-szulfat

moélardanya a komplexben

Elsé 1:2,2
Masodik 1:2,3
Harmadik 1:2,1

A fentiekbdl nyilvanvald, hogy a talalmany szerinti
komplexben az OCIF és dextran-szulfat mdélaranya figyelemre-
méltd médon A&allandd a harom gélszlrés soran, Jjelezve az
OCIF és a dextran-szulfat kozotti kotés nagy stabilitasat a

taldlmany szerinti komplexekben.

6. példa

OCIF és dextran-szulfit komplexe adszorpcidéjanak mér-

téke keresztkoédtott heparin oszlophoz

6(a) Heparin oszlopkromatografia

Az ebben a példaban szerepld Osszes oszlopkromatogra-
fids eljarast 4 ml/perc folyasi sebességgel végeztuk.

Heparin keresztkotott oszlopot (HiTrap Heparin HP osz-
lop, Lot.289212, Amersham Pharmacia Biotech) el&zetesen
ekvilibraltunk 5 ml, 0,7 M natrium-kloridot tartalmazdé 10
mM natrium-foszfat pufferrel. Vettink egy 1. példa 1. tab-
lazatabdl szarmazé preparatumot, és 0,1 mg/ml fehérje vég-
koncentraciéra higitottuk 0,7 M natrium-kloridot tartalmazé
10 mM natrium-foszfat pufferrel. Az igy kapott higitott ol-

dat 1 ml-ét felvittiik az oszlopra, és 1 ml elsd eludtumot



gyldjtottink (A jeld frakcid) . Azt kdvetéen 5 ml, 0,7 M nat-
rium-kloridot tartalmazé 10 mM natrium-foszfat puffert ad-
tunk az opszlopra, és 5 ml mésodik eluatumot gydjtottunk (B
jeld frakcid). Végezetil 4 ml, 2 M natrium-kloridot tartal-
mazé 10 mM natrium-foszfat puffert adtunk az opszlopra, és
4 ml harmadik eluatumot gyldjtottiink (C jeld frakcio).

6(b) Az OCIF mennyiségének mérése az eluatumban

100 pl 0,1 m natrium-hidrogén-karbondtot (pH 9,6),
amelyben 0I-19 anti-hum&n-OCIF monoklonalis ellenanyagot
(FERM BP-6420) oldottunk fel 10 pg/ml koncentracidban, vit-
tink 96-mérdhelyes mikrotiterlemez (Maxisorp: NUNC Co Ltd.)
minden mérdhelyére. A lemezt leragasztottuk, és 4°C-on
inkubaltuk éjszakan keresztil. Ezen 1idé elteltével a mérd-
helyeken 1évé oldatokat dekantdlassal eltavolitottuk, 300
nl Block Ace-t (Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.) adtunk
a mérd8helyekhez, és azutdn a mikrotiterlemezt szobahdmér-
sékleten inkubaltuk 2 6ran keresztil. Az oldat eltavolitasa
utadn minden mérdhelyet 3-szor mostunk 300 ul PBS-sel (pH
7,4), amely 0,1% poliszorbat-20-at tartalmazott, SERA
WASHER MW-96R (Bio Tec Co Ltd.) alkalmazasaval.

A mérdhelyek fent leirt médon toérténd eldkészitése
utan a fenti 6(b) példaban kapott 3 eluatum (A, B és C jelld
frakcié) 20-20 pl-ét 120 pl végtérfogatra higitottuk 0,2 M
Tris-HCl-lel (pH 7,4), amely 40% Block Ace-t, 10 pug/ml egér
IgG-t és 0,1% poliszorbat-20-at tartalmazott, és azutéan
azonos térfogatu tiszta vizzel higitottuk. Ezzel egyiddben
human OCIF ismert mennyiségét oldottuk fel 120 nl végterfo-

gatra 0,2 M Tris-HCl-lel (pH 7,4, amely 40% Block Ace-t, 10



pg/ml egér IgG-t és 0,1% poliszorbat-20-at tartalmazott),
és azutan azonos térfogatu tiszta vizzel higitottuk. Az igy
kapott oldatot hasznaltuk standardkent.

A higitott eluadtumok és a standard mindegyikét egy-egy
mérShelyhez adtuk a fent leirt médon eldkészitett mikroti-
terlemezen, és azutadn a lemezt szobahémérsékleten inkubal-
tuk 2 6ran keresztlil o6vatos keveréssel mikrotiterlemez-réa-
z6gép (NS-P: TIuchi Seiei-Do, Co Ltd.) alkalmazasaval. Ezen
idé6 elteltével az oldatot eltavolitottuk a mérdhelyekbdl,
és azutidn minden mérdShelyet 6-szor mostunk 300 pl PBS-sel
(pH 7,4), amely 0,1% poliszorbat-20-at tartalmazott, SERA
WASHER MW-96R (Bio Tec Co. Ltd.) alkalmazasaval. Azutan 100
pl 0,1 M Tris-HCl-t (pH 7,4), amely 25% Block Ace-t, 10
pg/ml egér IgG-t és 0,1% poliszorbat-20-at tartalmazott, és
amelyhez a fenti 4 (a) példaban eldéallitott POD-0OI-4 torzs-
oldatot is hozzdadtuk 0,01% (V/V) koncentracidoban, adtunk
minden egyes mérdéhelyhez, és a mikrotiterlemezt szobahdémér-
sékleten inkubdltuk 2 o6ran keresztil oOvatos keveréssel
ugyanazzal a mikrotiterlemez-razdégéppel. Az oldat eltavoli-
tdsa utdn minden mérdShelyet 6-szor mostunk 300 pl PBS-sel
(pH 7,4), amely 0,1% poliszorbat-20-at tartalmazott, SERA
WASHER MW-96R (Bio Tec Co Ltd.) alkalmazésaval.

Miutdn a mérdéhelyeket kimostuk, 100 nul 3,3',5,5'-
tetrametilbenzidin (TMB) oldhaté reagenst (Scytek Co Ltd.)
adtunk minden egyes mérdhelyhez, és a mikrotiterlemezt szo-
bahémérsékleten inkubaltuk 10-15 percen keresztul ovatos
keveréssel ugyanazzal a mikrotiterlemez-razdgéppel, mint

fent. Ezen id8 elteltével 100 upl TMB-ledllitd puffert



(Scytek Co Ltd.) adtunk minden mérdéhelyhez. A mikrotiterle-
mez-razégéppel torténd korilbeliil 1 perces oOvatos keverés
utan az egyes mérdhelyek abszorbancidjat mértik 450 nm-es
hulladmhosszon mikrotiterlemez-leolvasé (SPECTRA THERMO

TECAN Co Ltd.) alkalmazasaval. Azutan kiszémitottuk az A, B
és C jeld frakcidban 1lévé OCIF mennyiségét [amit (a), (b)
és (c) jelsdl] a fent leirt standardok abszorbanciajanak a
koncentracié fiiggvényében torténd abrazolasaval felvett ka-
libraciés goérbe alapjan. Az OCIF és dextran-szulfat tesz-
telt komplexének abszorpcidfokdt a heparin-keresztkotott

oszlophoz az aléabbi képlet szerint szamitottuk ki:

Az alabbi 5. tablazatban az 1. példdban eldallitott
komplexek kozul 7-nek az eredményét mutatjuk be. A komp-
lexadlatlan OCIF megfeleld eredményét is bemutatjuk. Amint a
tablazatbdl lathatd, a komplexadlatlan OCIF er&sebben kotéd-
dott a heparin-oszlophoz, mint a taldlmény szerinti komple-
xek. Az is kidertilt, hogy a taladlmany szerinti komplexeket
tovabb jellemezhetjiik azok heparin-oszlopra valdé adszorpci-

6janak mértékével.
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5. Tablazat

Preparatum OCIF/DS komplex adszorpcidéjanak mértéke
heparin-keresztksétdtt oszlophoz

6 0,451
7 0,183
8 0,153
22 0,264
24 0,072
25 0,611
27 0,141

OCIF 0,998

7. példa

OCIF/dextran-szulfat komplex immunolégiai detektalasa

7(a) Fehérje mennyiségének mérése

A fenti 1. példa prepardtumdban 1évé komplexben 1évé
fehérje mennyiségét a fenti 5(c) példadban leirt eljaras
szerint hataroztuk megq.

7(b) OCIF mennyiségének immunolégiai meghatarozasa

A fenti 1. példa prepardtumaban lévé komplexben 1évd
OCIF mennyiségét a fenti 6. példadban leirt ELISA mdbdszerrel

hataroztuk meg.

7(c) Az immunoldgiai detekcids arany kiszamitasa

A fenti 7(b) példadban kapott értéket elosztottuk a
fenti 7(a) példaban kapott megfeleld értékkel, és az 1igy

kapott eredményt neveztik ,immunolégiai detekcils arany-

nak” .
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Az kapott eredményeket az alabbi 6. tablazatban fog-
laljuk ossze. A komplexdlatlan OCIF megfeleld eredményét is
bemutatjuk. Az taldltuk, hogy a taladlmany szerinti komple-

xeket tovabb jellemezhetjik azok immunolégiai detekcids

aranyaval.
6. Tablazat
Preparéatum OCIF/DS komplex immunoldgiai
detekcidés aranya
6 1,07
7 0,74
8 0,88
22 1,06
24 1,02
25 0,87
27 1,04
OCIF 1,06

1. referenciapélda

OCIF és dextran-szulfat kombinacidjanak eldallitasa

OCIF és dextradn-szulfat natrium sbé (5000 wvagy 10000
molekulatdmegii) kombinadcidéjat 4allitottuk elé az aléabbiak
szerint az EP-A-1127578. sz&mu eurdpai szabadalmi irat (WO-
A-2000/24416. szamu nemzetkdzi kozzétételi irat) 1. példa-
jaban leirt eljaras alkalmazéasaval.

A fenti 1(a) példa szerint eldallitott, koriulbelil

120000 molekulatomegii tisztitott dimer human OCIF-ot felol-
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dottunk 0,15 M natrium-kloridot és 0,01% poliszorbat-80-at

tartalmazé 10 mM natrium-foszfat pufferoldatban (pH 6,0),

A fenti 2. példaban leirt

0,25 mg/ml OCIF koncentréaciora.

DS5000-et (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) wvagy 10000

molekulatoémegli dextran-szulfat natrium soét (Wako Pure

Chemical Industries, Ltd., amit a leiradsban ezentul

“DS10000” -nek neveziink) feloldottunk a kapott vizes oldat-

ban 1 vagy 4 mg/ml dextran-szulfat natrium sé végkoncentra-
ciéban, és azutadn ndtrium-hidroxidot adtunk hozza pH 7 vég-
s értékig. Az igy kapott vizes oldatot 4°C-on inkubaltuk
24 6ran keresztiill az OCIF-ot és DS5000-et wvagy DS10000-et
tartalmazé kivant preparatumokat el&dallitva, amelyeket azu-

tdn az alédbbi 1. tesztpélddban alkalmaztunk Osszehasonlita-

si célokra.

Az egyes kombindcidk eldallitasi korilményeit az alabbi

7. tablézatban foglaljuk Ossze.

7. Tablazat

Ref. pre- | Dextran-szulfat OCIF Hémér- pH Inkubaciés
paratum tipus Konc. Konc. séklet idé (béra)
szama (mg/ml) (mg/ml) (°c)
1 DS5000 4 0,25 4 7 24
2 DS10000 1 0,25 4 7 24




1. tesztpélda

OCIF-ot és dextran-szulfatot tartalmazd komplexek szérum-

koncentriacidéjanak mérése

1(a) Injektalas és vérvétel

Othetes Wistar ndstény patkanyoktdl (amelyek testtdme-
ge koriulbelill 100 g) éjszakan keresztil megvontuk az élel-
met. Az 1. vagy 2. példédban vagy az 1. referenciapéldaban
eldallitott tesztelendd OCIF és dextran-szulfat készitményt
0,25 mg/ml koncentraciéra higitottuk 0,01% poliszorbat-80-
at tartalmazé PBS-sel (pH 7,4) injektalhaté oldat eldalli-
tasa végett, amelyet azutan beadtunk a tesztpatkanyok egyi-
kének farkdba a vénan keresztiil egyetlen dbzisban 2
ml/testtémeg-kg injektédlt mennyiségben. 6 o6raval a beadas
utdn vért vettiink a patkédny szivébdl.

1(b) A szérum frakcionalasa

Miutdn hagytuk a fenti 1(a) lépésben Osszegyljtott
vért megalvadni szobahdémérsékleten 30 percig, abbdl széru-
mot A&llitottunk eld felliluszéként a vérnek 14000 rpm-en 3
percig térténd centrifugalasaval 10 cm atméréjd rotorban.

1(c) OCIF mennyiségi meghatarozas a szérumban

0I-19 anti-humdn-OCIF monoklonalis ellenanyag 100 pl-
ét (ladsd az EP-A-0816380. szamu eurdpai szabadalmi iratot,
WO-A-99/15691. szamu nemzetkozi kozzétételi irat) feloldot-
tuk 0,1 M natrium-hidrogén-karbondt oldatban 10 pg/ml OCIF
végkoncentracioéra, és ezt adtuk 96-mérdhelyes mikrotiterle-
mez {(Maxlsorp: NUNC) minden mérdéhelyére, és azutan a lemezt
leragasztottuk, és 4°C-on hagytuk allni éjszakan keresztul.

Az ellenanyag-oldatot azutdn dekantalassal eltavolitottuk,



és 300 pl blokkold pufferoldatot (50% Block Ace: Dainippon
Pharmaceutical Co., Ltd.) adtunk a mér&Shelyekhez, és azutéan
a mikrotiterlemezt szobahémérsékleten 4llni hagytuk 2 6réan
keresztiil. Ezen 1idé elteltével minden mérdéhelyet 3-szor
mostunk 300 pl, 0,1% poliszorbat-20-at tartalmazdé PBS-sel
(pH 7,4).

100 pl tisztitott vizet és 120 pl higitd pufferoldatot
[6sszetétele: 0,2 M Tris-sbésav, 40% Block Ace (Dainippon
Pharmaceutical Co., Ltd.), 10 pg/ml egér IgG és 0,1% poli-
szorbat-20: pH 7,4) adtunk 20 pl tesztelendé szérumhoz,
amelyet a fenti 1 (b) lépéében leirt médon 4&llitottunk elé,
és Osszekevertik. Kontrollként 100 pl tisztitott vizet és
120 pl, ismert koncentraciéju human dimer OCIF-ot tartalma-
z6 higitdé pufferoldatot adtunk 20 pl desztillalt vizhez, és
Osszekevertik.

Az igy kapott szérumpreparatumok 100 ul-ét adtuk a mé-
réhelyekbe, és a mikrotiterlemezt azutdn hagytuk szobahé-
mérsékleten allni 2 o6ran keresztiil. Minden mérdShelyet 6-
szor mostunk a reakcidé lejarta utan 300 ul, 0,1% poliszor-
bat-20-at tartalmazdé oldattal (pH 7,4). A fenti 4(a) példa-
ban el&allitott POD-0I-4 torzsoldat higitooldattal torténd
1000-szeres higitasaval kapott oldat 100 pl-ét [amely 0,1 M
Tris-sbsavat, 25% Block Ace-t (Dainippon Pharmaceutical
Co., Ltd.), 10 ng/ml egér IgG-t és 0,1% poliszorbat-20-at
tartalmazott: pH 7,4] adtunk azutdn a mérdéhelyekhez, és a

mikrotiterlemezt szobahdmérsékleten A&llni hagytuk 2 oéran

keresztil.



Ezen 1d8 elteltével minden méréhelyet 6-szor mostunk
300 pnl, 0,1% poliszorbat-20-at tartalmazd PBS-sel (pH 7,4).
100 pl szubsztratoldatot (TMB oldhatd reagens: Scytek) ad-
tunk azutdn a mérdShelyekhez, és a mikrotiterlemezt szobahd-
mérsékleten &allni hagytuk 10-15 percen keresztiil. 100 pl
reakcidt leallitd oldatot (TMB stop puffer: Scytek) adtunk
azutan minden mérdéhelyhez.

Razégép (Micro plate mixer NS-P: Iuchi Seiei-Do, Co
Ltd.) alkalmazasaval torténd oOvatos keverés utan az egyes
mér8helyek abszorbancidjat mértik 450 nm-es hullémhosszon
mikrotiterlemez-leolvasd (SPECTRA THERMO: TECAN) alkalmaza-
sadval. A tesztelt szérum OCIF koncentraci6éjat azutadn a
standard OCIF-oldatok alkalmazasaval felvett kalibraciés
gorbébdl szamitottuk ki. A dézist OCIF testtdémeg-kilo-
grammonkénti dézisaként szamitottuk (mg/kg) az OCIF kon-
centracidéjanak mérésével minden fenti 1(a) lépésben eldal-
litott injekcidban, a szérumhoz hasonlé mbédon.

1(d) Szérumkoncentracid

A fenti 1(b) pontban eldallitott szérumban 1lévé OCIF
mennyiségét meghataroztuk minden egyes mintdban a fenti
1(c) pontban leirt eljards szerint. Az eredményeket az

aldbbi 8. tablazatban mutatjuk be.



8. Tablazat

Preparatum Dbzis Szérumkoncent- | Korrigalt szérumkon-
(OCIF racioé centracid*
mg/kqg) (OCIF ng/ml) (OCIF ng/ml)
1 0,5 213
2 0,5 350
3 0,5 191
4 0,5 370
5 0,5 305
6 0,5 209
7 0,5 371
8 0,5 571
9 0,5 164
10 0,5 174
11 0,5 235
12 0,5 249
13 0,5 177
14 0,5 271
15 0,5 313
16 0,5 359
17 0,5 269
.18 0,6 400 351
19 0,4 526 614
20 0,4 553 760
21 0,1 132 611
22 0,6 752 651
23 0,5 340




24 0,5 830

25 0,5 165

26 0,5 574

27 0,5 584

28 0,5 228

29 0,5 231

30 0,5 620

31 0,5 338

32 0,5 774

33 0,5 879

34 0,5 667

35 0,2 318 795

36 0,1 114 570

37 0,5 535

38 0,4 631 789

39 0,5 366

40 0,5 423

41 0,4 423 508
Ref. 1 0,5 75
Ref. 2 0,5 24

* A korrigalt szérumkoncentracié az OCIF koncentréacidja a
szérumban, amikor az OCIF testtomeg-kg-onkénti dbézisat 0,5

mg/kg-ra alakitjuk at.

Amint a 8. tablazatban bemutatjuk, a 0,5 mg/testtomeg-
kg dézisban beadott talalmany szerinti készitmények szérum-

koncentracidéja 6 o6raval a beadas utan 2,2-11,7-szer nagyobb




volt, mint az ugyanilyen dézisban beadott 1. referencia-
készitmény beadasa utan kapott.

Amint fent demonstraltuk, a taladlmédny szerinti komple-
xek, amelyek legaldbb egy OCIF-ot, annak analdgjat vagy va-
ridnsat és legaldbb egy poliszacharidot vagy annak varian-
sat tartalmazzak, szignifikansan magasabb koncentraciéban
maradnak meg a vérben beadas utéan, Osszehasonlitva OCIF-ot
és poliszacharidokat tartalmazé ismert kombinacidkkal, mint
példaul a WO-A-2000/24416. szamia nemzetkdzi kozzétételi
iratban feltartakkal. A talalmany szerinti komplexek hasz-
nosak kiilonféle csontanyagcsere-betegségek, mint példaul
oszteoporézis, hiperkalcémia, csontolddé metasztazis, reuma-
toid artritisz miatti csontvesztés, szteroidkezelés miatt
oszteopénia, tobbszdrds mieldma, veseelégtelenség miatti
oszteopénia vagy hiperkalcémia, vese oszteodisztréfia, osz-

teoartritisz, és hasonldk megakadadlyozasdra és kezelésére.
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Szabadalmi igénypontok

1. Komplex, amely legaldbb egy anyagot tartalmaz
az oszteoklasztogenezis inhibitoros faktor (OCIF), annak
analégjai és annak variansai altal alkotott csoportbdl,
amely kotve van legaldbb egy anyaghoz a poliszacharidok és
azok szArmazékai altal alkotott csoportbédl.

2. Az 1. igénypont szerinti komplex, amelyben az
OCIF-ot, annak analdégjait és variansait tartalmazd csoport-
bbé1 valasztott anyag természetes tipusi vagy rekombinans
tipusu.

3. Az 1. wvagy 2. igénypont szerinti komplex,
amelyben az OCIF-ot, annak analdgjait és annak variansait
tartalmazé csoportbdél valasztott anyag monomer vagy dimer.

4. A 3. igénypont szerinti komplex, amelyben az
OCIF-ot, annak analdgjait és annak varidnsait tartalmazb
csoportbdél valasztott anyag human monomer OCIF, amelynek
molekulatodmege SDS-PAGE-val mérve nem redukald korilmények
k6z6tt korilbeliil 60000, vagy humdn dimer OCIF, amelynek
molekulatdmege koriilbelil 120000 SDS-PAGE-val mérve nem re-
dukald korilmények kozott.

5. Az 1-4. igénypontok Dbéarmelyike szerinti komp-
lex, amelyben az OCIF az 1. azonositdészamu szekvencia -
21. - +380. aminosavait tartalmazza.

6. Az 1-4. igénypontok béirmelyike szerinti komp-
lex, amelyben az OCIF az 1. azonositdszamu szekvencia +1. -

+380. aminosavait tartalmazza.



7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti komp-
lex, amelyben a poliszacharid és annak szarmazékai a hialu-
ronsav, kondroitin-kénsav, dermatdnsav, heparénsav, kera-
tansav, karrageenan, pektin, heparin, dextrdn vagy azok
szarmazékal barmelyike.

8. A 7. 1igénypont szerinti komplex, amelyben a
poliszacharid-szarmazék dextran-szulfat vagy annak séi bar-
melyike.

9. A 8. 1igénypont szerinti komplex, amelyben a
poliszacharid-szarmazék dextrdn-szulfat natrium séja.

10. A 9. igénypont szerinti komplex, amelyben a
dextran-szulfat Atlagos molekulatoémege 1500-12000.

11. A 9. 1igénypont szerinti komplex, amelyben a
dextran-szulfat atlagos molekulatdmege 1800-6000.

12. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti komp-
lex, amelyben az OCIF, annak analdégjai és annak varidnsai
altal alkotott csoportbdl valasztott anyag és a poliszacha-
ridok és azok szarmazékai &ltal alkotott csoportbdédl valasz-—
tott anyag mélardnya 1:1 és 1:10 kozotti.

13. A 12. igénypont szerinti komplex, amelyben a
mbélaradny 1:1 és 1:8 kozotti.

14. Az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti komp-
léx, amelyben az OCIF vagy annak analdégja vagy varidnsa
heparinhoz vald adszorpcidjanak erdssége alacsonyabb, mint
a szabad, komplexéalatlan OCIF vagy annak analdgja vagy va-

ridnsa adszorpcidéjanak az erdssége.
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15. A 14. igénypont szerinti komplex, amelyben az
alabbi eljarassal szamitott heparinhoz valdé adszorpcidfok
kisebb, mint 0,7:

(a) keresztkotott agarbdzgydngydkre immobilizalt heparin-
nal toltott oszlopot 0,1-0,8 M natrium-kloridot tartalmazd
alacsony ionerd&sségli puffere ekvilibralunk;

(b) a tesztelt komplexet feloldjuk ugyanabban az alacsony
ioner&sségi pufferben, mint amit az (a) lépésben alkalmaz-
tunk, és felvisszik az oszlopra és az elsé eluatumot 6ssze-
gydjtjik (A jeld frakcid);

(c) az oszlopot azutan tovabb mossuk ugyanazzal az ala-
csony ionerdésségi pufferrel, mint amit az (a) lépésben al-

kalmaztunk, és egy masodik eludtumot gyljtiink (B jeld frak-

(d) az oszlopot azutdn mossuk 1,0-2,0 M né&trium-kloridot
tartalmazdé magas ionerdsségii pufferrel, és egy harmadik
eluatumot gydjtink (C jeld frakcio);

(eldényts) az A, B és C jeld frakcidban 1évd komplex mennyi-
ségét [amit sorrendben (a), (b) és (c) jeldl] meghatarozzuk
immunolégiai vizsgadlati eljarassal; és

(f) meghatéarozzuk a komplex heparinhoz valé adszorpciéjanak
a mértékét az aldbbi képlettel:

adszorpcid mértéke = (c)

16. Az 1-15. igénypontok barmelyike szerinti komp-
lex, amely OCIF-ot vagy annak analdgjat vagy varidnsat és

dextran-szulfatot vagy annak séjat tartalmazza, amelyben a
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komplexben l1évé OCIF vagy annak analdgja vagy variansa mo-
lekuldi szaménak - enzimes immunoldégiai vizsgalati eljaréas-
sal (ELISA) meghatdrozva, amelyben az 0I-19 jeld ellenanya-
got termeld hibriddéma (FERM BP-6420) tenyészetébdl tiszti-
tott 0I-19 jeld anti-humdn-OCIF monoklonédlis ellenanyagot
alkalmazunk sziladrd fézisra kotott ellenanyagként, és pe-
roxidazzal jelolt, 0I-4 jell ellenanyagot termeld hibriddéma
(FERM BP-6419) tenyészetébdl tisztitott O0I-4 jeld anit-
humdn-OCIF monoklonadlis ellenanyagot alkalmazunk a mozgd
fazisban - és a komplexben 1lév6é OCIF vagy annak analdgja
vagy variansa molekuléai szamanak - Osszfehérje mennyiségé-
nek Lowry-féle eljaras alkalmazasaval torténd mérésével
meghatarozva - aranya 0,5-1,2.

17. A 16. igénypont szerinti komplex, amelyben az
arany 0,6-1,1.

18. A 16. igénypont szerinti komplex, amelyben az
arany 0,7-1,1.

19. Az 1. igénypont szerinti komplex, amelyben az
OCIF, annak analdgjai wvagy annak variédnsai 4altal alkotott
csoportbdél kivalasztott anyag human monomer OCIF, amelynek
molekulatdmege SDS-PAGE-val mérve nem redukdld korilmények
kozott korilbeliil 60000, vagy humadn dimer OCIF, amelynek a
molekulatomege SDS-PAGE-val mérve nem redukald korilmények
kozdtt korilbelil 120000, és a poliszacharid hialuronsav,
kondroitin-kénsav, dermatansav, heparénsav, keratansav,
karrageenan, pektin, heparin, dextran vagy azok szarmazéka-

inak barmelyike, és az OCIF, annak analdgjail vagy annak va-
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ridnsai és a poliszacharid vagy annak szarmazékainak mél-
ardnya 1:1 és 1:10 kozott van.

20. Az 1. igénypont szerinti komplex, amelyben az
OCIF, annak analdgjai vagy annak variansai altal alkotott
csoportbdl kivalasztott anyag human monomer OCIF, amelynek
molekulatdmege SDS-PAGE-val mérve nem redukdld korilmények
k6zott koriilbeliil 60000, vagy humadn dimer OCIF, amelynek a
molekulatdémege SDS-PAGE-val mérve nem redukald korilmények
kozott koriilbeliil 120000, és a poliszacharid és szarmazékai
dextran-szulfat vagy annak séi barmelyike, és az OCIF, an-
nak analégjai vagy annak variansai és a poliszacharid vagy
annak szarmazékainak mélarédnya 1:1 és 1:10 kozdétt van.

21. Az 1. igénypont szerinti komplex, amelyben az
OCIF, annak analdégjai vagy annak variadnsai &altal alkotott
csoportbdél kivalasztott anyag humédn monomer vagy dimer
OCIF, amelyben a monomer vagy a dimer OCIF egyik egysége
tartalmazza az 1. azonositészadmu szekvencia +1. és +380.
kozotti aminosavait, és a poliszacharid-szarmazék dextran-
szulfat natrium séja, amelynek az atlagos molekulatdmege
1500 és 12000 kozotti, és az OCIF, annak analdgjali vagy an-
nak variansali és a dextran-szulfat natrium séjanak mélara-
nya 1:1 és 1:10 kozdtt van.

22. A 21. igénypont szerinti komplex, amelyben az
OCIF, annak analdégjai vagy annak variansai és a dextran-
szulfat natrium séjanak mdélardnya 1:1 és 1:18 kozotti.

23. A 21. igénypont szerinti komplex, amelyben az
OCIF, annak analdégjal vagy annak variansai és a dextran-

szulfat natrium sdéjanak moélardnya 1:1 és 1:5 kozotti.



24. A 21-23. igénypontok barmelyike szerinti komp-
lex, amelyben a poliszacharid-szarmazék dextran-szulfat
natrium séja, amelynek az atlagos molekulatdmege 1800 és
6000 kozotti.

25. Eljaras OCIF vagy annak analdgja vagy variansa
véraramban paciensnek torténé beadas utani megmaradaséanak
meghosszabbitdsra, azzal jellemezve, hogy a beadast megeld-
z8en az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti legaléabb egy
OCIF-ot wvagy annak analdgjat vagy annak variansat komp-
lexaljuk az 1. vagy 7-11. igénypontok barmelyike szerinti
poliszachariddal vagy annak szarmazékaval.

26. Gybgyaszati készitmény, amely gydbgyszerészeti
hatbanyag hatdsos mennyiségét tartalmazza hordozéval vagy
oldészerrel egylutt, amely gydgyszerészeti hatdanyag 1-24.
igénypontok barmelyike szerinti komplex.

27. A 26. igénypont szerinti gydbgyaszati készit-

mény, csontanyagcsere-betegségek kezelésére vagy profilaxi-

sara.

28. Az 1-24. igénypontok barmelyike szerinti komp-
lex alkalmazdsa csontanyagcsere-betegségek profilaxisara
vagy kezelésére alkalmas gydgyszere eldballitasara.

29. A 28. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a
csontanyagcsere-betegség oszteopordzis, oszteopénia, Paget-
féle betegség, oszteomielitisz, csontvesztés miatti fertdzd
goéc, hiperkalcémia, oszteoklazis, reuma miatti izliletsorva-
das vagy oszteopénia, oszteoartritisz, fog korili csont el-

vesztése, csont rakos metasztazisa, baleseti sériilés,



Gaucher-féle betegség, sarlbésejtes vérszegénység, lupusz
eritematdzus, szisztémds vagy nem baleseti sériilés miatti
oszteonekrézis vagy csontsejt-elhalés, oszteodisztréfia
vagy csont rakos metasztdzisa miatti kachexia, vagy hemolé-
gias rosszindulatu betegség barmelyike.

30. Eljards az 1-24. igénypontok barmelyike szerin-
ti komplex eldallitasara, azzal jellemezve, hogy az 1-6.
igénypontok barmelyike szerinti, OCIF, annak analdgja vagy
annak variansa altal alkotott csoportbdél valasztott lega-
labb egy anyagot inkubdlunk az 1. vagy 7-11. igénypontok
barmelyike szerinti, poliszacharidok és azok szarmazékai
4ltal alkotott csoportbdl véalasztott legalédbb egy anyaggal
PH 9,5 és 12 kozott, és azutan eltavolitjuk a szabad poli-
szacharidokat vagy azok szarmazékait, amelyek nem kotddtek
az OCIF-hoz, annak analdégjaihoz vagy annak variansaihoz.

31. A 30. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy az OCIF, annak analdgja vagy annak variansa al-
tal alkotott csoportbd6l valasztott legalabb egy anyag és a
poliszacharidok és azok szarmazékai altal alkotott csoport-
b6l valasztott legaldbb egy anyag inkubdlasat pH 10 és 11
kozott végezzik.

32. A 30. vagy 31. igénypont szerinti eljarés, az-
zal jellemezve, hogy szabad poliszacharidokat vagy azok
szadrmazékait, amelyek nem kotédtek az OCIF-hoz, annak ana-
l6gjaihoz vagy annak variédnsaihoz, gélszlrési kromatografi-

dval tavolitjuk el.
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33. Az 1-24. igénypontok barmelyike szerinti komp-
lex, amely a 30-32. igénypontok barmelyike szerinti eljara-

sok barmelyikével lett eldallitva.

A meghatalmazott:
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