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(s4) Eljaras asztma kezelésére szolgalé gyogyszerkészitmények el6allitasara

KIVONAT

A taldlmany targya eljaris asztma kezelésére szolgald

gyogyszerkészitmény elGallitasara, amely abban all, hogy

(a) egy ELAM-1-hez két6dni képes antitest,

(b) egy (a) pont szerinti antitest ELAM—1-hez két6dni
képes fragmense,

(c) természetes szennyezd anyagoktol lényegében men-
tes ELAM-1,

(d) ELAM~1 valamely funkcionalis szirmazéka,

(e) egy ELAM-1 receptorhoz k6tédni képes antitest,

A leirds terjedelme 12 oldal (ezen beliil 4 lap dbra)

(f) egy (e) pont szerinti antitest ELAM—1 receptorhoz
ko6t8dni képes fragmense,

(g) egy, a természetes szennyezd anyagoktdl lényegé-
ben mentes ELAM—1 receptor, vagy

(h) egy ELAM~1 receptor valamely funkcionalis szar-
mazékanak terdpidsan hatékony mennyiségét gyogy-
szerészeti szempontbol elfogadhaté hordozo-, vivé-
és/vagy segédanyagokkal Osszekeverve, gyogyszer-
készitménnyé alakitjak.
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A talalmany targya eljaras asztma kezelésére szolgdlo

gyogyszerkészitmények elballitdsdra. A taldlmany

szerint elBallitott gydgyszerkészitmények hatéanyag-

ként

(a) egy ELAM-1-hez kot6dni képes antitestet,

(b) egy (a) pont szerinti antitest ELAM—1-hez kot6dni
képes fragmensét,

(c) ELAM-1-et, amely lényegében mentes a természe-
tes szennyez§ anyagoktol,

(d) ELAM-1 valamely funkcionalis szdrmazékat,

(e) egy ELAM-1 receptorhoz kot6dni képes antitestet,

(f) egy () pont szerinti antitest ELAM~1 receptorhoz
kotédni képes fragmensét,

(g) egy ELAM-1 receptort, amely lényegében mentes

a természetes szennyezd anyagoktol, vagy
(h) egy ELAM-1 receptor valamely funkcionélis szar-

mazékat tartalmazzak.

A taldlméany szerinti eljaras abban all, hogy a fent
megadott a—h hatoanyagok legalabb egyikét terapidsan
hatékony mennyiségben, gyogyszerészeti szempontbdl
elfogadhaté hordoz6-, vivs- és/vagy segédanyagokkal
osszekeverve, gydgyszerkészitménnyé alakitjuk.

A taldlmany szerint elallitott gyogyszerkészitmé-
nyekben hatéanyagként elényosen egy ELAM—1-hez
kotédni képes antitestet, vagy ennek fragmensét, még
elénydsebben egy ELAM—1 elleni monoklonalis anti-
testet alkalmazunk.

Az ELAM-1 egy indukélhatd, endotelialis sejtfelii-
leti gliikkoprotein. Az ELAM—1-et az endoteliilis sejtek
szintetizaljék valaszul gyulladast kelté korokozok hata-
sara, és az ily médon keletkezett ELAM—1 elGsegiti a
neutrofil sejtek, a monocitdk és bizonyos limfocita-alti-
pusok adhéziojat. Az ELAM—1 elsdleges aminosav-
szekvencidja egy olyan komplex domén struktirira
utal, amely tartalmaz egy lektinszerdi aminoterminalis
részt, egy EGF-szerli domént és hat olyan konszenzus
repeat szekvenciét (ismétl6dd részt), amelyek hasonl6-
ak a komplement szabalyoz6 fehérjékben talalhatokhoz.
Expresszioja viszonylag korlatozott az aktivalt ér-
endotéliumban in vitro és in vivo koriilmények kozott.
Az ELAM-1 az adhéziés receptor glikkoproteinek csa-
ladjaba tartozik, és fontos szerepe van az érrendszerben
keringd sejtek interakcioi (kolcsonhatasai) sordn. Ezen
csaladot szelektineknek vagy LEC—-CAMS-nek szok-
tak nevezni. Az egyéb szelektinek a LEC-CAM—1ésa
CD62. [Springer és munkatarsai, Nature 349 (17),
196 (1991) és Bevilacqua és munkatarsai ,Identifi-
cation and Characterization of Endothelial-Leukocyte
Adhesion Molecule—1” — ,,Az endotelidlis-leukocita
adhézios molekula (ELAM-— 1) azonositasa és jellemzé-
se”; ,,Leukocyte Adhesion Molecules”, Chapter 16 (Le-
ukocita adhézids molekulak, 16. fejezet); T. A. Sprin-
ger, D. C. Anderson, A. S. Rosenthal és R. Rothlein,
Eds. (Springer—Verlag New York Inc., 1990.)].

Az asztma egy heterogén betegségcsoportot jelent.
Jellegzetessége a légesd és a horgék fokozott reakcio-
készsége (thlérzékenysége) ingerek hatéséra. [McFad-
den, E. R. et al. In: ,Harrison’s Principles of Internal
Medicine”, 10th Ed.; Petersdorf, R. G. et al,, Eds.,
McGraw—Hill, N.Y., 1512-1519, 1983; Kay, A. B.
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,Allergy and Inflammation” Academic Press, N.Y.,
1987; az emlitett referencidkat hivatkozasként kozol-
jlik.] Klinikai értelemben az asztma az aldbbiakban
nyilvanul meg: a 1égcs6 és a horgdk nagyfoki besziiki-
1ése, stirti, tapados valadék képzGdése, nehéz légzéssel,
kohogéssel és zihald asztmds légzéssel jaré rohamok
jelentkezése. Bar pontosan nem tudjuk, hogy a fent em-
litett tiinetek milyen aranyban jarulnak hozza a beteg-
ség kialakuldsahoz, végiil azonban mindig fokozddik a
légutak ellenalldsa, a tiidS és a mellkas kitdgul, kéros a
légesere megoszidsa és a tlidé vératiramlasa. A beteg-
ség olyan, akut tiinetekkel jaroé periédusok forméjaban
jelentkezik, amelyeket tiinetmentes id8szakok valaszta-
nak el egymastol. Az akut periédusokban kialakulé
hipoxia bizonyos esetekben akér végzetes kimeneteld is
lehet. A vilag teljes népességének koriilbeliil 3%-a
szenved ebben a betegségben.

Az asztma két tipusat kiilonboztetjiik meg: az aller-
gids eredetli asztmat és az idioszinkrazias eredetii aszt-
mat. Az allergiis asztma altalaban valamilyen 6rokl6dé
allergias jellegi megbetegedéshez, példaul (széna) nat-
hahoz, csalankiiitéshez, ekcémahoz stb. csatlakozik. Ezt
az 4llapotot a levegd altal szallitott antigének (példaul
viragpor, kdmyezetbdl szarmazo vagy a foglalkozassal
dsszefliggh szennyez8 anyagok stb.) bérbe adott injek-
cidira kialakuld, pozitiv, gobos jellegii borreakcid jel-
lemzi, emellett pedig a szérum IgE-szintjének emelke-
dett értékei figyelhetk meg. Az allergids asztma kiala-
kuldsa sok beteg esetében ok-okozati Osszefliggésben
allonak tinik az IgE-antitestek jelenlétével. Azon aszt-
més betegek, akiknél a fent ismertetett jellegzetességek
hianyoznak, idioszinkrazias asztméban szenveddnek te-
kinthetSk.

A tudomany mai allasa szerint az allergids jellegl
asztma egy olyan IgE-valaszreakcio fiiggvénye, melyet
a T- és B-limfociték szabalyoznak, és amelynek aktiva-
lasa oly modon jon létre, hogy a levegd altal szallitott
antigén kolcsonhatasba 1ép a sejthez kotott, mar eldze-
tesen létrejott [gE-molekulakkal. Az antigénnel valé ta-
lalkozasnak olyan koncentracidban kell térténnie,
amely eléggé magas ahhoz, hogy hosszabb idén keresz-
till biztositsa az IgE-termel6dését, és ez altal érzé-
kennyé tegye az adott egyént az antigénnel szemben.
Amikor az asztmas beteg érzékennyé valt, mar rendki-
viil alacsony antigénszintek is kivalthatnak valaszreak-
cioképpen klinikai tiineteket.

Az asztmés tiineteket a kivalté antigén jelenléte és
szintje, kdrnyezeti és foglalkozassal Osszefiiggd ténye-
z6k, fizikai erfkifejtés és érzelmi stresszhatdsok is ki-
vélthatjak.

A taldlmany célja asztméaban szenved6 betegek ke-
zelésére szolgald gyogyszerkészitmény elallitdsa.

A taldlminy azon a felismerésen alapul, hogy az
ELAM-1 adhéziés molekula lényegesen hozzajarul az
antigén altal kivaltott (indukalt) légati gyulladas kifejls-
déséhez. Az ELAM—1 egy olyan, az endotelidlis sejtek
felilletén megjelend molekula, amely a leukocitiknak az
Bevilacqua et al., Science 243, 1160—-1165 (1989); a
talalmany leirasahoz hivatkozasként szolgal].
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Vizsgalataink sorén azt talaltuk, hogy mindazok a
molekuldk, amelyek megakadalyozzék, illetve gatoljak
a neutrofil sejtek bedramlasat, illetve kotédését az ér-
epitélium ELAM-1 receptoraihoz, sikeresen alkalmaz-
hatok az asztma kezelésére szolgald gyogyszerkészit-
mények hatéanyagaiként.

A fentiek alapjan a taldlméany targya eljards asztma
kezelésére szolgalo gyogyszerkészitmény elGallitdsara,
amely abban 4ll, hogy hatéanyagként
a egy ELAM-1-hez k6t6dni képes antitest,

b egy a pont szerinti antitest ELAM—1-hez két6dni
képes fragmense,

¢ természetes szennyezd anyagoktol lényegében men-
tes ELAM-1,

d ELAM-1 valamely funkcionalis szdrmazéka,

e egy ELAM-1 receptorhoz kotddni képes antitest,

f egy e pont szerinti antitest ELAM—1 receptorhoz
ko6t6dni képes fragmense,

g egy, a természetes szennyez8 anyagoktol lényegé-
ben mentes ELAM—1 receptor, vagy

h egy ELAM-1 receptor valamely funkcionélis szér-
mazékanak teripidsan hatékony mennyiségét,
gyogyszerészeti szempontbol elfogadhaté hordozoé-,

vivd és/vagy segédanyagokkal Osszekeverve, gyogy-

szerkészitménnyé alakitjuk.

A leirasban az ,,asztma” kifejezést mind az allergiés,
mind pedig az idioszinkrazias asztma esetében hasznal-
juk. Egy hatéanyag teripidsan hatékony mennyisége
alatt azt értjiik, hogy csokkenteni (azaz gyengiteni) ké-
pes az asztmas tiinetek silyossdgat, mértékét, illetve
tartamat.

Az ,ELAM-1 receptor” kifejezést a taldlmanyi le-
irasban olyan molekulara alkalmazzuk, amely a leuko-
citak feliiletén jelenik meg és az ELAM—1-hez kotédik,
tovabba részt vesz az ELAM—1 altal kozvetitett
(medialt) kotédésben az endotelidlis sejtekhez. Ide tar-
toznak az ELAM—1 szénhidratligandjai.

A talalmany szerint eldallitott gyogyszerkészitmé-
nyekben alkalmazhatjuk az ELAM—1-et és annak funk-
cionalis szdrmazékait. Mivel az ELAM-1 k&zvetitésé-
vel torténik a neutrofil sejtek adhézidja az érepité-
liumhoz oly médon, hogy az ELAM-1 a neutrofil sejt
feliiletén elhelyezkedd receptor molekuldhoz kotédik,
az ELAM—1 funkcionalis szarmazékai — melyek képe-
sek a neutrofil sejteken 1év6 ELAM—1 receptorhoz valé
kotédésre — vetélkedni fognak a receptorokért az
ELAM-1-gyel a tiid6 endotelilis sejtjein, ily moédon
gyengitve a neutrofil sejtek adhézidjat, és biztositva ez-
altal az asztma kezelését.

Az ELAM-1 ,funkcionalis szarmazéka” kifejezés
olyan vegyiiletet jelent, melynek bioldgiai (funkcionalis
vagy strukturélis) aktivitdsa lényegében megegyezik az
ELAM-1 biologiai aktivitdsaval. A ,,funkcionalis szar-
mazék” kifejezésbe beleértendSk az alapmolekula
,fragmensei”, ,,varidnsai”, illetve ,.kémiai szirmazékai”.
Valamely molekula — példaul ELAM—1 — , fragmense”
a molekula valamely polipeptid, illetve szénhidrat jelle-
gli alegységét jelenti. Killondsen eldnydsek az
ELAM -1 aktivitassal rendelkezd, illetve az oldhaté (az-
az nem membranhoz kétott) ELAM—1 fragmensek.
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Valamely molekula — példaul ELAM-1 — , varidn-
sa” azt jelenti, hogy a szoban forgé (varidns) molekula
lényegében azonos szerkezetii és funkcioju a teljes mo-
lekulaval, vagy annak valamely fragmensével. Egy mo-
lekulat akkor neveziink ,lényegében azonosnak” egy
masik molekulaval, ha mindkét molekula 1ényegében
azonos szerkezett, illetve ha mindkét molekula hasonlo
biologiai aktivitasi. Valamely molekuldrél akkor mond-
juk, hogy egy maésik molekula ,.kémiai szarmazéka”, ha
tartalmaz olyan kiegészité kémiai részeket is, melyek
normalisan nem részei a molekulanak. Az ilyenfajta ré-
szek javithatjak a molekula oldékonysagat, felszivoda-
sat, biologiai felezési idejét stb.

A taldlmany szerint elallitott gyogyszerkészitmé-
nyekben alkalmazhatjuk az ELAM-1 receptorokat, illet-
ve azok funkciondlis szarmazékait is. Az ilyen molekulak
és funkcionalis szarmazékaik oly médon hatnak, hogy
képesek az endotelialis sejtcken az ELAM—1-hez két6d-
ni, és ily médon gatolni ezeknek a sejteknek azt a képes-
ségét, hogy kozvetitsék a leukocitak kotédését és adhézi-
6jat. A taldlmany szempontjabd! kiilondsen elénydsek az
olyan funkcionalis ELAM-1 receptorszarmazékok, ame-
lyek oldhat6 molekulék. Az ELAM—1 receptorokra pél-
daként megemlithetjiik az ELAM—1 szénhidratligandjait
a neutrofil sejteken, példaul a szidlsavval acilezett
laktozil-ceramidokat [lasd példaul Tiemeyer et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88, 1138 (1991)], vagy pedig a
szialil-Lewis X antigént hordozé gliikolipideket vagy
gliikkoproteineket [lasd példaul Lowe et al., Cell 63,
475 (1990)].

Az ELAM-1 é ELAM-1 receptorok immunogén
molekulak. Ily médon lehetséges olyan antitestek el6al-
litasa, melyek kotddni képesek az ELAM—1-hez, illetve
valamely ELAM-1 receptorhoz. Az ilyenfajta antites-
tek és bioldgiailag aktiv fragmenseik is felhasznalhatok
a talalmany értelmében az asztma kezelésére szolgalo
gyogyszerkészitmények elballitasara.

1lyen antitesteket Ggy allithatunk el8, ha a tisztitott
molekuldkat (vagy olyan sejteket, melyek természetes
koriilmények kozétt kifejezik ezeket a molekulakat)
egy megfeleld allatba bevissziik, példaul intraperitonea-
lis injekcio stb. formajaban. Szilkség esetén az emlitett
4llatté] szérumot nyerhetiink, és az ilyenfajta molekulak
megkotésére képes poliklonalis antitestek forrdsaként
hasznalhatjuk. Elényos esetben azonban ezekbdl az al-
latokbél szplenocitikat (Iépsejteket) tavolitunk el, me-
lyeket ezutin egy mieloma-sejtvonallal fuzionaltatunk,
mialtal lehetévé tessziik, hogy az ilyenfajta fuzios sej-
tek olyan hibridomasejtet hozzanak létre, melyek az
ELAM-—1 megkétésére képes monoklondlis antitesteket
szekretalnak.

A fent ismertetett modon kapott hibridémasejteket a
szintén fent ismertetett modon sziirhetjiik olyan kivant
hibridémasejtek azonositasa céljabol, amelyek az
ELAM-1-hez vagy az ELAM-1 receptorhoz kot6dni
képes antitestet szekretalnak.

Mivel az ilyenfajta antitesteknek megvan az a képes-
ségiik, hogy az ELAM-1-hez vagy egy ELAM~1 re-
ceptorhoz kotddjenek, ezek [valamint azon fragmenseik,
melyeknek antigénkotd képességiik van, mint példaul a
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vper

tésére hasznalhatok, ily modon tovabbi példat adva a
talalmany értelmében az asztma kezelésére felhasznalha-
to gyogyszerkészitményekre.

A taldlmany értelmében mind a poliklonalis, mind a
monoklonalis antitestek felhaszndlhatok. A talalmény
szempontjabol kiilondsen elényosek az ELAM~1 anti-
testek, melyek az emberi szervezetben termelddnek,
vagy rekombinans, illetve egyéb eljarisokkal ,humani-
zaljak” ket (azaz az ember szamara nemimmunogénné
teszik). Humanizalt antitestek allithatok eld példaul oly
médon, hogy valamely antitest immunogén részét egy
megfelels, de nemimmunogén résszel (azaz kiméra anti-
testekkel) helyettesitjiik [Taniguchi M., 171496 szima
eurdpai kozrebocsatasi irat; Morrison S. L. és munkatar-
sai, 173494 szamh eurépai kdzrebocsatasi irat; Neu-
berger és munkatarsai, WO 86/01533 szamon kozzétett
nemzetkdzi szabadalmi bejelentés; Cabilly és munkatar-
sai, 125023 szam eurdpai kdzrebocsatasi irat; Better és
munkatirsai, Science 240, 1041 (1988); Liu és munka-
tarsai, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 3439 (1987); Sun
és munkatarsai, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 214
(1987); Nishumara és munkatarsai, Canc. Res. 47, 999
(1987); Wood és munkatarsai, Nature 3/4, 446 (1985);
Shaw és munkatérsai, J. Natl. Cancer Inst. 80, 1553
(1988)].

A ,humanizalt” kiméra antitestekkel kapcsolatban
atfogd tanulményt készitett Morrison, S. [Science 229,
1202 (1985)] és Oi és munkatarsai [BioTechniques 4,
214 (1986)].

Szintén elSnyds ,.humanizalt” antitestek allithatok
eld CDR-, illetve CEA-szubsztiticioval [Jones et al.,
Nature 321, 552 (1986); Verhoeyan et al., Science 239,
1534 (1988); Beidler et al., J. Immunol. /4], 4053
(1988)].

A talalminy szerint el8allitott, asztmaellenes
gyogyszerkészitmények hatdanyagai eléllithatok ter-
mészetes eljarasokkal (példaul valamilyen allatban, né-
vényben, gombaban, baktériumban stb. nemimmun-
globulin ELAM-1 antagonistak termelését indukélva,
vagy pedig valamely allatban ELAM—1-hez k&t6dni
képes poliklonalis antitestek termelését indukélva);
szintetikus eljarasokkal [példaul a Merrifield-féle mod-
szer ELAM—1, funkcionalis ELAM—1 szarmazékok,
illetve (immunglobulin vagy nemimmunglobulin jelle-
gii) ELAM~1 protein antagonistak szintetizalasara ké-
pes polipeptidek szintézisére valé alkalmazésaval];
hibridématechnolégidval (azaz példdul ELAM-1-hez
kotédni képes monoklonalis antitestek eldallitdsara);
rekombindns technologidval [példaul a taldlmany sze-
rinti asztmaellenes szerek kiilonb6z6 gazdaszervezetek-
ben (példaul éleszt6gombéaban, baktériumokban, gom-
bakban, tenyésztett emldssejtekben, stb.), illetve
rekombinans plazmidokban, illetve virusvektorokban
valé termelésével]; vagy pedig proteolizis révén. Az
alkalmazott eljaras kivalasztasa olyan tényez6k fliggve-
nye, mint a kényelmes alkalmazhatdsag, az elérni ki-
vant teljesitmény stb. Nem feltétlentil sziikséges a fent
ismertetett modszerek, eljarasok, illetve technologidk
kéziil csupén egyet alkalmazni egy adott asztmaellenes
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60

hatéanyag el6allitasa céljabol — a fent ismertetett elja-
rasokat, modszereket és technologidkat kombinalhatjuk
is valamely meghatdrozott asztmaellenes hatdanyag
el6allitasa érdekében.

Az ELAM-1 funkcionalis szarmazékai — melyek
legfeljebb koriilbeliil 100 aminosavmaradékot tartal-
maznak — elényosen allithatok el in vitro koriilmé-
nyek kozott végzett szintézis soran. Sziikség esetén az
ilyenfajta fragmenseket ugy modosithatjuk, hogy a tisz-
titott vagy nyers fehérje meghatarozott aminosavgyd-
keit egy olyan szerves szarmazékképzd (derivatizalé)
szerrel reagaltatjuk, amely képes arra, hogy meghatéro-
zott oldallancokkal, illetve végcsoportokkal reagaljon.
Az ily médon 1étrejott kovalens szarmazékok felhasz-
nalhatok a biologiai aktivitds szempontjabol fontos cso-
portok azonositasara.

A talalmany szerint elGallitott asztmaellenes gyogy-
szerkészitményeket a betegnek valamilyen elényds
médszerrel, példaul intravénasan, intramuszkulérisan,
szubkutin mddon, enteralisan, illetve parenteralisan ad-
hatjuk be. A beadis elényds esetben tdrténhet intra-
nazalisan (orron keresztiil), példaul nazélis spray, tam-
pon stb. formajaban is. Kiilondsen elénydsnek tekint-
hetd a taldlmany szerinti gyogyszerkészitmények sza-
jon 4t torténd inhalalasa, illetve orélis spray vagy oralis
aeroszol formajaban valo alkalmazasa. Amennyiben a
talAlmany szerinti gyogyszerkészitményt injekci6 for-
majaban alkalmazzuk, ez torténhet folyamatos infazio,
vagy pedig egyszeri vagy tobbszords boluszinjekcio
formajéban.

A taldlmany szerint elGallitott gyogyszerkészitmé-
nyek terdpias hatdsat oly médon is fokozhatjuk, ha
olyan funkcids szarmazékokat alkalmazunk, amelyek
tovabbi aminosavgyokoket is tartalmaznak annak érde-
kében, hogy fokozzék a vivéanyaghoz valo kapcsolo-
dast, illetve az adott szer aktivitasat. A talalmany oltal-
mi korébe tartozik tovabba az is, hogy olyan funkcio-
nalis ELAM—1 szdrmazékokat alkalmazunk, amelyek
nem tartalmaznak bizonyos aminosavgyokoket, illetve
amelyek megviltoztatott aminosavgyokoket tartalmaz-
nak, amennyiben az ilyenfajta szdrmazékoknak meg-
van az a képességiik, hogy befolyasoljak a cellularis
adhéziot.

A talalmany szerinti gyogyszerkészitményekben al-
kalmazott antitestek, az ELAM—1 molekula és az
ELAM-1 receptorok ,lényegében mentesek a termé-
szetes szennyezd anyagoktol” abban az esetben, ha
azok a készitmények, amelyek ezen anyagokat tartal-
mazzak, lényegében mentesek azon anyagoktol, melyek
normalis és természetes esetekben ezen termékekben
megtalalhatok.

Amikor a talidlmany szerint elGallitott asztmaelle-
nes gyogyszerkészitményt a kezelésre szoruld beteg-
nek adagoljuk, az alkalmazott készitmény dozisa szi-
mos tényezé fliggvénye, ilyen tényez6k a kovetkez6k:
a beteg életkora, testsilya, magassaga, neme, altalanos
egészségi allapota, eldzetes kortorténete, stb.. Altala-
ban az tinik elénydsnek, ha a betegnek koriilbeliil
1 pg/kg és 10 mg/kg (testtomeg-kilogrammonkénti)
dézistartomanyba esé hatdanyag-mennyiséget adunk
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be alkalmanként, bar a fent emlitettnél alacsonyabb,
illetve annal magasabb dézis is alkalmazhat6. A hato-
anyag terapiasan hatékony adagja csokkenthetd oly
modon, ha a fent ismertetett hatdanyagok valamilyen
kombinéciojat alkalmazzuk. A taldlmény értelmében
egy vegyiiletr6l akkor mondjuk, hogy egy masik ve-
gyiilethez tarsitva adagoljuk, ha a fenti két vegyiilet
alkalmazasa idében annyira kozel esik egymashoz,
hogy mindkét hatoanyag egyidejilileg kimutathato a be-
teg széruméban.

A taldlmany szerint elballitott, az asztma kezelésére
szolgalé gyogyszerkészitményeket olyan mennyiség-
ben kell a kezelésre szoruld betegnek adagolni, hogy az
elegendSen nagy legyen ahhoz, hogy csokkenteni, illet-
ve gyengiteni tudja az asztmés tiinetek sulyossagit,
mértékét és tartamat.

A taldlméany szerint el8allitott gyogyszerkészitmé-
nyek adagolhatok 6nmagukban, vagy pedig egy vagy
tobb tovabbi asztmaellenes szerrel (példaul metilxanti-
nokkal, példaul teofilinnel), béta-adrenerg agonista sze-
rekkel (példdul katekolaminokkal, rezorcinolokkal, sza-
ligeninekkel vagy efedrinnel), gliikokortikoidokkal (pél-
daul hidrokortizonnal), kromonokkal (példaul kromolin-
natriummal), illetve antikolinerg szerekkel (példaul atro-
pinnal) kombinalva, annak érdekében, hogy ezéltal
csokkenthetd legyen az asztma tiineteinek kezeléséhez
sziikséges hatdanyag-mennyiség.

A talalmany szerint elallitott gyogyszerkészitmé-
nyeket alkalmazhatjuk ,profilaktikus” (megel6zést
szolgalb) vagy ,.terapids” célbol. Amennyiben profilak-
tikus célbol alkalmazzuk ezeket, alkalmazasukra még
az asztmds tiinetek fellépése el6tt keriilhet sor. A pro-
filaktikus alkalmazés az asztmdas valaszreakciok fellé-
pésének megakadalyozasara, illetve gyengitésére szol-
gal. Terdpids alkalmazis esetén a készitményeket az
asztmds tiinetek fellépésekor (vagy roviddel azt kovetd-
en) alkalmazzuk. A taldlméany szerinti szerek terapias
alkalmazasa az aktuélis asztmds roham tiineteinek eny-
hitésére szolgal. A taldlmany szerinti szereket tehét
vagy a feltételezett asztmds epizod fellépését megel6z6-
en (az epizdd feltételezett silyossaganak, tartaménak és
mértékének enyhitésére), vagy pedig a roham kezdete
utan alkalmazzuk.

Valamely gyogyszerkészitményt akkor neveziink
,gyogyszerészeti szempontbol elfogadhaténak”, ha ada-
golasat a kezelt személy jol tolerdlja. A taldlmany sze-
rinti szereket akkor adjuk ,terdpidsan hatékony mennyi-
ségben”, ha a beadott mennyiség fiziologids szempont-
b6l szignifikans. Valamely szer akkor tekinthetd fiziold-
gias szempontbdl szignifikans hatdsinak, ha jelenléte
kimutathat valtozast hoz létre a kezelt beteg fiziologiai
paramétereiben.

A taldlmény szerinti szerek ismert eljarasokkal ala-
kithatok gyogyszerkészitményekke, mely eljérasok so-
ran ezeket az anyagokat, illetve funkciondlis szdrmazé-
kaikat valamely gyégyszerészeti szempontbol elfogad-
hato vivBanyaggal keverjitk dssze, vagy kombinaljuk.
Elényds vivéanyagokat és formazasukat, beleértve
egyéb human proteineket, példaul a humén szérumalbu-
mint is, ismertet példdul az alabbi irodalmi hivatkozés:
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,Remington’s Pharmaceutical Sciences”, 16th ed.,
Osol, A., Ed., Mack, Easton PA, 1980. Annak érdeké-
ben, hogy hatékonyan alkalmazhaté, elényds, gyogy-
szerészeti szempontbol elfogadhaté gydgyszerkészit-
ményeket hozzunk 1étre, az ilyenfajta készitményeknek
hatékony mennyiségii anti-ELAM-1 antitestet vagy
ELAM-1 molekulat, vagy pedig ezek funkciondlis
szarmazékait kell tartalmazniuk, megfelelé mennyiségl
vivéanyaggal egylitt.

Tovéabbi gyogyszerészeti eljarasok alkalmazhatok a
hatastartam szabalyozdsa céljabdl. Szabalyozott hatd-
anyag-leadast készitmények allithatok el6 valamilyen
polimer felhasznalasaval, amely komplexet alkot, vagy
abszorbeélja az anti-ELAM-—1 antitestet vagy az
ELAM-1-et, vagy ezek funkcionalis szdrmazékait.
A szabalyozott hatoanyag-leadds oly moédon biztosit-
hatd, hogy megfelelGen valasztjuk meg a makromoleku-
lakat (példaul poliészter, poliaminosavak, polivinil-pir-
rolidon, etilén-vinil-acetat, metil-celluloz, karboxi-me-
til-celluléz, illetve protamin-szulfat) és koncentracio-
jukat, valamint a szabalyozott hatéanyagleadas biztosita-
sa céljabol alkalmazott inkorporaciés modszereket. To-
vébbi eldnyds lehet@ség a hatdstartam szabdlyozisara a
szabalyozott hatéanyag-leadasu készitmények esetében
az anti-ELAM—1 antitestek, illetve ELAM—1 moleku-
lak, vagy ezek funkcionalis szarmazékainak inkorpora-
lasa valamely polimer anyag részecskéibe, amilyenek
példaul a poliészterek, a poliaminosavak, a hidrogélek, a
poli(tejsav) vagy az etilén—vinil-acetat kopolimerek.
Mais esetben ezen szereknek polimer részecskékbe tor-
ténd inkorporaci6ja helyett az is lehetséges, hogy ezeket
az anyagokat olyan mikrokapszuldkba helyezziik, ame-
lyeket példaul koacervacids eljarasokkal vagy hatarfelii-
leti polimerizacioval allitunk elg; ilyenek lehetnek pél-
d4ul a (hidroxi-metil)-celluléz vagy a zselatin mikro-
kapszuldk, illetve a poli(metil-metakrilat) -mikrokap-
szuldk; az anyagok mas esetben kolloidélis hatéanyag-
leaddsi rendszerekbe is bevihet6k, példdul liposzo-
makba, albuminmikrogémbokbe, mikroemulziokba,
nano-részecskékbe és nanokapszuldkba vagy makro-
emulzidkba. Ilyen eljarasokat ko6zol a ,,Remington’s
Pharmaceutical Sciences” (1980).

Az alabbiakban ismertetjiik az abrakat:

Az 1. 4bra a légutak sejtosszetételét mutatja be a
belélegzett antigénnel valo taldlkozas el6tt, és azt kove-
tSen, kiilonboz6 idGpontokban. Az antigénnel valo ta-
lalkozas el6tt nagy szamban fordultak el6 eozinofil sej-
tek, a talalkozas utn ez a szam lecsokkent, majd mar az
elsé napon visszatért az antigénhatast megel6zé szintre,
és a 7. illetve 14. napon is magas maradt. Er6teljes
neutrofil-bearamlas volt megfigyelhet6 a késdi fazisban
jelentkezd horgbszikiilettel egyidSben.

A 2. 4bra immun-hisztokémiai festést mutat be a)
normalis egérszérummal; b) ICAM—1 antitesttel; c)
ELAM-1 antitesttel; olyan tiid8szdvet esetében, melyet
6 Oraval az antitest hatdsat kovetSen végzett biopszidval
nyertiink. [CAM~-1 fest3dés mind a légutak epitéliuma-
ban, mind pedig az erek endotéliumaban megfigyelhetd
volt. Ezzel szemben az ELAM—1 fest3dés csak a légutak
ereinek endotéliumaban volt nyilvanvalo.
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A 3. abra az Osszes leukocita A és neutrofil B sejt
visszanyerését mutatja be kontroll (vivGanyaggal ke-
zelt) és anti-ELAM-1-gyel (CL2) kezelt allatokban.
A CL2 (2 mg/kg i.v. dozisban) szignifikdnsan csokken-
tiidSbe jutd dsszes leukocita, valamint a neutrofil sejtek
szamat.

A 4. dbra az anti-ELAM-1 (CL2) kezelés hatasat
szemlélteti az azonnall, illetve a kés6i fzisban megjele-
né valaszreakciokra. A CL2 szignifikdnsan csokkentet-
te a késoi fazis-valaszreakciot, nem gyakorolt azonban
észrevehetd hatast az antigénnel vald talalkozast kove-
téen azonnal fellépd léguti elzarddasra.

A taldlmanyt, az altalanos ismertetést kovetGen, az
alabbi példak segitségével tessziik még konnyebben ért-
hetévé. E példak célja a szemléltetés, és nem korlatoz-
zak a talalmany oltalmi korét, hacsak erre kiilon nem
utalunk.

Az alabbi példaban két vaszkularis adhézios moleku-
la, az ELAM~1 és 0sszehasonlitasként az ICAM~1 sze-
repét ismertetjiik antigén altal indukalt akut 1égati gyul-
ladas és a kés6i fazisban fellép6 1éghti elzarodas kifejld-
désében, f6emldsok esetében.

1. példa
A. Anyagok és médszerek

Allatok: A vizsgalatban felhasznalt 4llatok eredeti-
leg vadon élt, feln6tt, him cynomolgus majmok
(Macaca fascicularis) voltak, melyek testtomege koriil-
beliil 4—8 kg (Charles River Breeding Laboratories,
Inc. Primate Imports, Port Washington, N.Y.). Minden
egyes allat kiilon-kiilon keriilt elhelyezésre egy-egy
specialisan tervezett, hilés ketrecben, és az allatok na-
ponta kétszer kaptak élelmet, vizet azonban szabadon
fogyaszthattak.

Vizsgalati terv: Minden allatot érzéstelenitettiink
ketamin (4 mg/kg; Ketaset, Myoderm Medical Supply,
Norristown, PA) és xilazin (1 mg/kg; Rompun, Miles
Laboratories, Inc., Naperwille, IL) intramuszkuléris in-
jekcioval, majd intubaltuk 6ket egy mandzsettas endo-
trachealis (légcsGbe helyezett) cs6 segitségével, majd
hanyatt fekvé helyzetbe hoztuk &ket. Sziikség esetén
ketamint (4 mg/kg i.m.) hasznaltunk kiegészit6 érzéste-
lenités céljabol. Ezt kovetden valamennyi allatnak mo-
noklonélis antitestet vagy vivéanyagot/olddszert (s6ol-
datot) tartalmazo, intravénas boluszinjekciot adtunk.
Ezutan a légutak sejtjeinek Osszetételét vizsgaltuk oly
moédon, hogy bronchoalveolaris mosast (BAL-broncho-
alveolar lavage) végeztiink, gyermekgyogydszatban
hasznélt szaloptikas bronchoszkép segitségével, majd
ezt kdvetden az allatokat — specidlisan tervezett tartd
szék alkalmazdsaval — fliggbleges helyzetbe diltettiik
fel. A légz8rendszeri ellenallds (Rrs — respiratory
system resistance) alapértékét koriilbeliil 15 percig re-
gisztraltuk, majd antigén inhaldlaséra keriilt sor (1 ora-
val az intravénds kezelés utan — lasd antigéninhalacios
vizsgalat). Az Rrs-t folyamatosan regisztraltuk 1 oraval
azutanig, hogy az allatok magukhoz tértek az érzéstele-
nitésbél, és visszakeriiltek ketreceikbe. Az antigén be-
légzése utan 4, 6, 8 és 10 oéraval 15 perces periddusok
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folyaman regisztraltuk az Rrs-t a késdi fazis valaszreak-
cidjanak vizsgalata céljabol. A tiidSbe torténd sejtbe-
aramlast a késéi fazis alatt BAL-végzésével vizsgaltuk
(az antigén alkalmazésa el6tt az ellentétes oldali tid
atmosasara keriilt sor).

A vizsgalatot oly médon végeztiik, hogy minden
egyes allat esetében kapcsolt kontrollkisérleteket (vive-
anyaggal végzett kezelés) végeztiink oly moédon, hogy
minden egyes allat sajat maga kontrolljaul szolgalt. Az
egyes vizsgalatokat 14 napos id6kozonként végeztiik.

Monoklonalis CL2 antitest: Az ELAM-1-gyel
(CL2) szembeni antitestek létrehozéasa a Picker és mun-
katarsai altal leirtak szerint tértént [Nature 349, 796
(1991)]. A CL2 térzsoldatokat (2 mg/ml végsS koncent-
en, hogy intravénas injekciot adtunk be a periférids 1ab-
vénaba. A CL2 kezelést 1 6raval az antigéninhalacio
el6tt alkalmaztuk.

Rrs-mérések: A légzérendszer ellenallasat (Rrs)
meghatarozott frekvenciaji (4—-40 Hz 11 azonos logarit-
mikus lépésben), szinuszos csillapitatlan rezgések segit-
ségével hataroztuk meg, melyeket a Wagner és munka-
tarsai 4ltal leirt modszer alapjan [Respir. Physiol. 55,
47 (1984)] a normal ki- és belégzésre vittiink rd. Az Rrs
valdsagos vagy azonos fazisi komponensének a teljes
frekvenciatartomanyban szdmolt atlagértékét hataroztuk
meg, és ezaltal az Rrs-t egyetlen értékkel jellemezzik.

Bronchoalveolaris atmosas (BAL): A BAL-t oly
moédon hataroztuk meg, hogy egy szaloptikas bron-
choszkopot (Olympus Optical, model 3C-10, Lake
Success, N.Y.) az 5—7. generacios bronchusokba vezet-
tiink be. Ezutin 15 ml-nyi hidrokarbonéttal pufferolt
sooldatot (pH=7,4; 23 °C) infundaltunk az allatoknak,
és egy csovon keresztlil dvatosan vizsgalati mintdkat
aspiraltunk (szivtunk be) a bronchoszkopba. Az ily mé-
don nyert mintakat 2000 fordulat/perc fordulatszamon
10 percig centrifugaltuk, majd az igy kapott sejtiiledé-
ket Ca++- és Mg+ +-mentes Hank-féle kiegyenstlyozott
sooldatban reszuszpendaltuk. Korabban azt tapasztal-
tuk, hogy a BAL-eljaras enyhe gyulladasos vélaszreak-
ciot valt ki. Ezért — annak érdekében, hogy elkeriiljiik a
BAL esetleges hatasait a tiidé sejtosszetételére — fel-
véltva a jobb és a bal tiildéfélben végeztiik el a BAL-el-
jarast az antigénnel valé taldlkozas el6tt, illetve uténa.
A vizsgalat folyaman rendkiviil allandénak bizonyult
az infundalt puffer visszanyert mennyisége, és az elja-
rast az allatok jol toleraltdk. A teljes fehérvérsejtszam
meghatarozasa Coulter-féle szamlalo berendezéssel tor-
tént (Coulter Electronics, model No. 10, Hialeah, FL).

Antigéninhalaciés vizsgalat: Az antigéninhalacios
vizsgélatokat oly modon végeztilk, hogy intermittdlo
pozitiv nyomast 1égzést hoztunk létre egy lélegeztetd
késziilék (Bird Mard 7A) és egy mikroporlaszto beren-
dezés (Bird Corporation, model No. 8158) segitségével.
Az antigénnel val6é minden egyes taldlkozaskor 2 per-
cen keresztiil percenként 15 1égvétel tortént [a maxima-
lis belégzési nyomas 2 kPa(=20 vizoszlop-cm) volt].
Ezt kovetden ,,Ascaris summ’ kivonatot (Greer

ey

higitottunk foszfattal pufferolt soéoldattal (PBS,



1 HU 215 549 B 2

pH=7.4; minden, az egyes allatok szamara sziikséges
dozisnak 200-500%-o0s novekedést kellett elidéznie
az Rrs-ben az azonnali vélaszreakcidé folyaman). Az
antigénnel valé taldlkozas minden esetben 14 napon-
ként tortént. A vizsgalat eldtti napon valamennyi éllat
18 oOran keresztiil ¢hezett.

Hisztokémia: a BAL-sejtek vizsgalata Diff-Quick
festékkel (Fischer Scientific, St. Louis, MO) megfes-
tett, centrifugalt sejtpreparatumokban tortént. A min6-
ségi vérképet 200 sejt megszamlalasa utdn hataroztuk
meg, és feljegyeztiik az egyes sejttipusok szdzalékos
aranyat.

Hisztolégia (szovettan): Tiid6biopszids mintakat
vettiink az antigénnel valé talalkozast megel6zden, vala-
mint a késéi fazis-valaszreakcid csicspontjan biopszids
fogd és szaloptikas bronchoszkép segitségével. Az
ELAM-1-nek a tidé érendotéliuméiban és a légutak
epitéliumaban torténd azonositdsa céljabol immuno-
hisztokémiai festést végeztiink a Wegner és munkatarsai
altal leirt moédszernek megfelelGen [Science 247,
456 (1990)].

Statisztikai analizis: Az adatok statisztikai elemzése
kétszempontos, varianciaanalizissel és Friedman-féle
teszttel (Friedman’s multiple range test) tortént.

B. Eredmények

Az elsé vizsgalatsorozatban a tiidd sejtosszetéte-
lének vizsgalata BAL segitségével tortént, egyetlen, an-
tigénnel valé talalkozés el6tt, és kiilonboz8 idpontok-
ban azt kovetden (1. 4bra). Az antigénnel valé talalko-
z4st megel6z8en igen nagy szdmban nyertiink vissza
eozinofil sejteket a BAL soran. Hat 6raval az antigén-
hatés utan (a késdi fazisban jelentkezé horgdszikiilet
csticspontjan) jelentGsen csokkent az eozinofil sejtek
szama, majd az 1. napon visszatért az antigénnel valo
talalkozas el6tti értékre. Az eozinofil sejtszam tartosan
emelkedett maradt a 7. és a 14. napon is. A neutrofil
sejtek azonban masképp viselkedtek: az antigénnel va-
16 talalkozas el6tti BAL soran a sejteknek csak igen kis
szazalékat tették ki, és szdmuk dramai médon meg-
emelkedett a kés6i fazis folyaman tapasztalhaté bron-
chokonstrikcié (horg@szikiilet) folyamén (6 6ra). Az 1.
napra a neutrofil sejtszdm visszatért az alapértekre,
majd a 7. és a 14. napon is alacsony szinten maradt.
A mneutrofil sejtek bedramlasa szignifikans korrelaciot
mutatott a késéi fazisban észlelhet valaszreakci6 nagy-
sagaval (r=-0,61; p<0,01).

A tiid3szovet immun-hisztokémiai festése azt mu-
tatta, hogy mind a tiidé vaszkularis endotéliumaban,
mind pedig a légutak epitéliumaban pozitiv ICAM—1
zGen, valamint 6 éraval a belégzést kovetSen (1. 2. db-
ra). Ezzel ellentétben az ELAM-1 fest6dés nem volt
nyilvanvalé az antigénhatas el6tt, de drdmai médon
emelkedett a tiidé-érendotéliumban, 6 o6raval az anti-
génnel val talalkozas utan. Nem volt ELAM-1 fest6-
dés észlelhetd a légutak epitéliumaban az antigénnel
valé talalkozas el6tt és 6 oraval azt kdvetden.

1 6raval az antigéninhaldciot megel6zéen végzett
anti-ELAM—1 (CL2) el6kezelés szignifikinsan csok-
kentette mind az 6sszes leukocita infiltraciot, mind pedig
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a bejuté neutrofil sejtek szadmit valamennyi allatban,
3 4llat esetében pedig kiilndsen jelentds mértékben (3.
abra). A CL2 kezelés hatésara szignifikinsan csokkent a
késGi fazisra jellemzd hérgdszikiilet (bronchokonstrik-
ci6), a fenti kezelés azonban nem befolyasolta nyilvan-
valé méodon az akut valaszreakciot (4. abra).

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras asztma kezelésére szolgalé gy6gyszerke-
szitmény eldallitasara, azzal jellemezve, hogy hato-
anyagként
(a) egy ELAM—1-hez k6t8dni képes antitest,

(b) egy (a) pont szerinti antitest ELAM~1-hez kot&dni
képes fragmense,

(c) természetes szennyezd anyagoktdl 1ényegében men-
tes ELAM~1,

(d) ELAM-1 valamely funkcionalis szarmazéka,

(e) egy ELAM-1 receptorhoz kotddni képes antitest,

(f) egy (e) pont szerinti antitest ELAM~1 receptorhoz
kotédni képes fragmense,

(g) egy, a természetes szennyez$ anyagoktdl lényegé-
ben mentes ELAM-1 receptor, vagy

(h) egy ELAM~1 receptor valamely funkcionalis szar-
mazékanak terapiasan hatékony mennyiségét, gyogy-
szerészeti szempontbdl elfogadhatoé hordozé-, vivé-
¢és/vagy segédanyagokkal Osszekeverve, gyogyszer-
készitménnyé alakitjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy hatéanyagként (a) egy ELAM—1-hez kot6dni ké-
pes antitestet vagy (b) ennek egy ELAM—1-hez k6t6dni
képes fragmensét alkalmazzuk.

3. A 2. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemezve,
hogy (a) antitestként monoklonélis antitestet alkalma-
zunk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy hatbanyagként (c) természetes szennyez$ anya-
goktol mentes ELAM—1-et alkalmazunk.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy hatéanyagként (d) az ELAM—1 valamely funk-
cionalis szdrmazékat alkalmazzuk.

6. Az 5. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy funkcionalis szarmazékként az ELAM-1 vala-
mely fragmensét alkalmazzuk.

7. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy funkcionalis ELAM—1 szdrmazékként egy oldha-
t6 ELAM—1 szdrmazékot alkalmazunk.

8. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy hatéanyagkeént (e) egy ELAM -1 receptorhoz ko-
t6dni képes antitestet, vagy (f) ennek egy, ELAM-1
receptorhoz kotédni képes fragmensét alkalmazzuk.

9. A 8. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,
hogy ELAM-1 receptorként az ELAM~1 valamely
szénhidratligandjat alkalmazzuk.

10. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy szénhidratligandként egy szidlsavval acilezett
laktozil-ceramidot alkalmazunk.

11. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy ELAM -1 receptorként szialil-Lewis X anti-
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gént tartalmazé gliikolipidet vagy gliikoproteint alkal-
mazunk.

12. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy hatéanyagként (g) egy, a természetes szennye-
z6 anyagoktol lényegében mentes ELAM~—1 receptort
alkalmazunk.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy ELAM-1 receptorként az ELAM—1 valamely
szénhidratligandjat alkalmazzuk.

14. A 12. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy szénhidratligandként egy szialsavval acilezett
laktozil-ceramidot alkalmazunk.

15. A 12. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy ELAM~—1 receptorként szialil-Lewis X anti-
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gént tartalmazo gliikolipidet vagy glitkkoproteint alkal-
mazunk.

16. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy hatéanyagként (h) egy ELAM-1 receptor
funkcionalis szarmazékat alkalmazzuk.

17. A 16. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az ELAM-1 valamely szénhidrétligandjanak
funkcionalis szarmazékat alkalmazzuk.

18. A 17. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy szénhidratligandként egy szialsavval acilezett
laktozil-ceramidot alkalmazunk.

19. Az 1-18. igénypontok barmelyike szerinti elja-
1as, azzal jellemezve, hogy orélisan beadhaté spray vagy
aeroszol forméju gydgyszerkészitményt allitunk eld.
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