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Anolace:

Ve vodé rozpustné konjugaty polymyxinu B a
dextranu (nebo jejich soli) maji proti-endoto-
xinovou aktivitu vétsi neZ nekonjugevany po-
lymixin B. Mohou byt pfipraveny reakci po-
ymixinu B nebo jejo soli s detrexem ve vod-
ném prostiedi pfi pH od asi 9,3 do asi 10 a pfi
teploté od asi 30°C do asi 35°C.
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175485/KB
Konjugaty, zplsob jejich prfipravy a farmaceutické prostfedky

které je obsahuji.

Oblast techniky

Vynédlez se tykd zplsobu pripravy ve vodé rozpustnych

| konjugatd (nebo jejich soli) polymyxinu B (PMB) nebo jeho

soli a dextranu, prficemZ se polymyxin B nebo jeho soli

nechaji reagovat s dextranem ve vodném prostfedi pfi pH od

Casi 9,3 do asi'lo,‘pfednostné od asi pH 9,5 do asi pH 9,7,

pfi teploté od asi 30° do asi 35°C, prednostné okolo 32°C.

Vyhodnad varianta zplsobu zahrnuje reakci siranu polymyxinu B

s oxldovanym dextranem pri teploté& asi 32°C, pfi které dojde

k vytvofeni kovalentni vazby mezl polymyxinem B a dextranem
aminovou vazkou. ZlepSené konjugadty nebo jejich soli
prfipravené zplsobem podle vyndlezu je moZno snadno a
reprodukovatelné pripravit. Tyto konjugdty se vyznaduji
vyznamne zlep3enymi farmakologickymi vlastnostmi, jako vatsi
G¢innosti a vétsi proti-endotoxinovou aktivitou ve srovnini s
nekonjugovanym polymyiinem B.

Vynalez se rovnéZ tykd ve vodé rozpustnych konjugatl®t nebo
jejich soli, obsahujicich polymyxin B nebo jeho stl a
dextran, kteréito konjugaty nebo jejich soli maji proti-

endotoxinovou aktivitu vétZi neZ nekonjugovany polymyxin B.

Dosavadni stav techniky

V lékarstvi je v3eobecné uzndvand potfeba Udinné terapie
syndromu multiorgdnového za&nétlivého selhdni (SIRS) a
septického Soku. Vysoky polet pacientll, pfesahujici 100 000
kritickych pripadd syndromu multiorgdnového zandtlivého

selthdni a septického Soku ve vyvinutych zemich vyZaduje
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okamZitou terapii a téméf 1 milion pacient(, ohroZenych
vysokym rizikem sepse by mohlp mit z profylaxe uZitek.

Na zakladé velkého poltu studii na lidech i na zvifatech
je endotoxin povaZovan za hlavni inicidtor/primdrni mediator
pathogenese syndromu multiofgénového zanétlivého selhéni a
dava védecké zdhvodnéni proti-endotoxinovému pristupu k
sepsi. Endotoxiny nebo lipopolysacharidy jsou strukfurni

molékuly pochdzejici z bunéénych stén gram-negativnich

bakterii. Vneseny do krevniho fe&idté mohou byt prekazkou

regulace télesné teploty a zplsobovat hore&ku. Jejich
toxické ucinky vedou k srdeénim, plicnim nebo lédvinov?m
selhadnim. Nemoci zplsobené endotoxiny jsou hlavnimi

pricinami umrti pacientf, umisténych na jednotkdch intensivni

péce.

PMB je jediné antibiotikum, ktéré Jje schepno neutralizovat
endotoxin tak, Ze se navéZe na lipidovou &ast A endotoxinové
nmolekuly. PMB z Bacillus polymyxa (B.aerosporus) je vysoce
nabity amphiphilicky cyklicky peptidolipid. Je rowvnéi
pouZitelny proti plisfiovym infekcim, zv1a&t& u pacientl se
sniZenou imunitou. Pro nékteré své vlastnosti vSak neni PMB.
idedlnim antibiotikem. Za prvé je to kratky polodas v
organismu, ktery vyZaduje, mé-li byt antibiotikum ucinné,

opakované podavani. Za druhé pri prfichodu ledvinami miZe

zplsobit jejich rozsihlé poskozeni. Za treti, vysoké davky

maji neurotoxické vlastnosti zplsobujici zéstavu dechu.

JiZ dfive konjugovali vyzkumnici PMB k immobilizovanym
nebo fixovanym molekuldm, viz na pf¥. Issekutz, J.Immunol.
Methods 61, (1983) 275-281, popisuji immobilisace konjugaci
PMB na Sepharosu. Tyto konjugdty, ackoliv jsou pouZitelné
pri purifikaénich postupech, se nehodi k terapeutickému uZiti

in vivo.




Zpisob vedouci k dosaZeni farmakologické aktivity,
prodlouZeni plisobeni nebo sniZeni orgénové toxicity zahrnuje
konjugaci 1lé€iv s vysokomolekuldrnimi molekulami jako jsou
dextran, polyethylenglykol nebo polyvinylpyrrolidin. Pokusy v
fomto smeéru s konjugaci s polymery se v3ak potkaly s omezenym
Uspéchem. Na priklad, konjugovand forma prokainamidu
(antiarytmické léc¢ivo) byla méné aktivni a vykazdvala kratsi
poloCas pusobeni neZ nativni prokainamid (Schacht a spol.,
Ann N.Y.,Acad.Sci. 416, (1985) 199-211). Podobné analog
prostaglandinu B245 navédzany na nosié byl mén& aktivni (o
hékolik Fadu) neZ nativni molekula (Bamford a spol.,
Bloch.Biophys.Acta 886, (1986)109~118). SniZfeni biologické

ucinnostl bylo rovnéZ popsino u konjugovanych forem

kallikreinu, aprotininu, bradykininu (Odya a spol.,Biochem.
Pharmacol.27, (1978)173-179), protinddorové lédivo
daunorubicin (Hurwitz a spol., J.Appl.Biochem.2, (1980)25-35),
a mitomycin C {Takékura a spol., Cancer Res.44, (1984)2505-
2510) . Konjugované enzymy maii také sniZenou biclogickou
aktivitu zplisobenou sterickou zabranou a sniZenou dostupnosti
substratu (Blomhoff a spol., Biochem.Biophys.Acta
757, (1983)202-208; Marshall a spol.,
J.Biol.Chem.gélL(é)(1976)1081—1087, R.L;Foster, Experimentia
31, (7)(1975)772-773, Wileman a spol.,J.Pharm. Pharmacol. 35,
(1983)762-765) . V nékolika prikladech viak dochazi po
konjugaci ke zlepSeni obé&hového polodasu (Wileman, supra;
Kaneo, Chem.Pharm.Bull,37 (1) (1989)218-220}. |
Bylo by Zadouci vyvinout formu PMB, kterd by zdstala déle
v krevnim Feliiti a/nebo nemédla v terapeutickych davkach
neuro- a nefrotoxické Géinkyl USP 5 177 059 a jeho
ekvivalenty v jinych zemich, jako EP 428 486 popisuji
konjugdty polymyxinu B s polysacharidy jako s dextranem nebo
hydroxyetyl Skrobem, bilkovinami jako je‘albumin, a polymery,

jako je polyvinylpyrrolidon, polyetylenglykol a
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polyvinylalkohol. Tento vynalez popisuje specificky zplsob
chemické konjugace polymyxinu B s dextranem probihajici za
teploty mistnosti (t.j.asi 25°C nebo méné&) a pH 8,5-9,0. Ve
vynalezu popsané konjugaty jsou méné toxické ned
nekonjugovany polymyxin a maji proti-endotoxinovou aktivitu,
kterd neni jasné definovéna, ale zda se byt men3i nebo rovna
vlastnostem nekonjugovaného polymyxinu B.

Zpusob pfipravy podle pfedioZeném vyndlezu zlep3uje
zplsoby popsané ve shora uvedenych patentech a zajistuje
pripravu konjugétld nebo jejich soli polymyxinu B nebo jeho
soli, majici prekvapivé zlep&ené charakteristiky ve srovnéni

se znamymi PMB-dextranovymi konjugdty, zvlasté vetsi proti-

endotoxinovou aktivitu ne? nekonjugovany polymyxin B, lep3i

U¢innost, lep3i reprodukovatelnost a lep3i farmakologické
vlastnosti. Zvlasté prekvapujici je, Ze nové PMB-dextranové
konjugaty nebo jejich soli, podle tohoto vynalezu maji
srovnatelné a reprodukovatelnd v&t3i proti-endotoxinovou
aktivitu neZ nekonjugovany PMB. Divody pro tytc neodekédvané
nové charakteristiky nejsou na molekuldrni drovni jasné
zfejmé, je viak pravddpodobné, Ze za reakdnich podminek,
které jﬁou v predkladaném vyndlezu pou?ity, zména pH méni
distribuci protondl basickych postrannich fet&zet. PFi vy33im
pH Jedna nebo vice aminoskupin se nejspise stane lépe
'pristupnou navdzani reduktivni aminaci. Pon&vad? kaida z
aminovych skupin ma charakteristickou hodnotu pKa, vyssi pH
uvoliuje viZdy stéjny amin. JestliZe tento amin je obzvlasts
vhodny pro navizani (z pohledu u&inku konjugatu) vznikne
lep3i forma konjugitu, protoze vybérovy zplsob navidzani se
podili na celkové struktufe. Struktura propijéuje konjugitim
srovnatelné dobre reprodukeovatelnou hladinu aktivity, kterd
je vy838i neZ hladina aktivity nativniho PMB, t.zn. 125% nebo

vice aktivity ne? nativni PMB.




te o ve ve v seag ]

R A N
g [] . (XYY

.

.
"en »
¢ hd 98 g4,

-
+ ey

Podstata vynalezu

Podstata vyndlezu spo&ivd ve zlep3ené pfipravé ve vodé
rozpustnych konjugdtill nebo jejich soli polymyxinu B a
dextranu, pouZitelnych pro léZeni plisfiovych a bakteriadlnich
infekci a zabranujicich vzniku onemocnéni zp@sobenych
bakteridlnimi endotoxiny. Zejména se vYnélez tyka pripravy ve
vodé rozpustnych konjugdtd polymyxinu B a dextranu, nebo
jejich soli, reakeci polymyxinu B nebo jeho soli s dextranem
vé vedném prostfédi pfl pH od asi 9,3 do asi 10 a teploté od

asi 30° do asi 35°C. PMB je peptidové antibiotikum a

osvédZeny farmaceuticky prostFedek s mirnou antibiotickou

aktivitou. Je klinicky pouZivadn mistn& nebo parenterdiné vice

nez 40 let. Vznik bakteridlni resistence k PMB Jje velmi

ridky. PMB védZe endotoxin silou asi 10°M a je schopen zrudit
biologické plsobeni endotoxin@l v3ech klinicky daleZitych
gram-negativnich bakterii velkého podtu modelt in vitro a in
vivo. In vitro je pouZivén jako standard k neutralizaci
endotoxinf. Navic, in vivo, chrini EMB proti pathologii
bakteridlnich sepsi na mnoha modelech pfi acidose, hypotensi
a bakteridlnich sepsich a zabranuje uUmrtim vlivem gram-
negativni sepse u psti, kralik, krys a my5i. U&inné také

. brani vzniku sepsi u lidi, jako jsou popaleni pacienti.

FMB uZity pro prfipravu konjugatft v pfedklidaném vynalezu

je komercné dostupny. PMB mfiZe byt pfipraven fermentaci
Bacillus polymyxa (Prazmowski) Migula. PMB se skladad ze smési
nékolika pfibuznych dekapeptidi. PMB nebo jeho farmaceuticky-
pfijatelné soli jsou ve vyndlezu pou?ity (jako siran
polymyxinu B a podobné).

) K pfipravé latek uvedenych v tomto vynalezu mizZe byt
pouZit kterykoliv farmaceuticky vhodny dextran. K dosaZeni
kovalentni vazby peptidd je vyhodné dextran chemicky

nodifikovat na pf. oxidovat oxidadnim &inidlem na pt.
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jodistanem sodnym. Primé&rna molekulova hmotnost dextranu je
vyhodna od asi 25 000 do asi 500 000, pfednostn&ji od asi
50 000 do asi 200 000, je3t& prednostnéji od asi 63 000 do
asi 76 000. Molekulovad hmotnost miZe byt stanovena na pr.
gelovou permeacni vysokotlakou kapalinovou chromatografii.

Nejvhodnéjsi dextran je pFipravovan fermentaci Leuconostoc

mesenteroides (NRRL B-512). Obsahuje glukozové jednotky,
které spojeny ®(1-6)-vazbami v dlouhé linedrni Fetézce s
pribliZné 5% vétvenim. 85% v&tvenych fetézch obsahuje 1 aZz
2 glukozové jednotky, zbyvajicich 15% promérné 33 jednotek.

Obecny zplsob pfipravy konjugdtu PMB a dextranu ve vodném

prostfedi je pops&n v USP 5 177 059 a je pouZit v predloZeném

vlynélezu$_2fednostné_je*”m*pfedloéenymvvynéiezu—peu%it
Castecné oxidovany dextran, pripraveny plsobenim oxida&niho

¢inidla, jako je jodistan sodny (NaJo,). P¥i tomto postupu

vznikaji oxidativnim Stépenim vicindlnich diold glukozovych
moncmerl aldehydy. Reakci Castednd oxXidovanych dextran( s
FMB, nebo jeho soli, vznikaji Schiffovy baze. Priprava
konjugat® v tomto vynadlezu vyZaduje pedlivou kontrolu pH po
dobu reakce PMB a dextranu, zvl1a3t& bdhem vzniku Schiffovy
baze, od asi 9,3 do asi 10, prednostné od asi 9,5 do asi 10,
JeSté prednostnéji od asi 9,5 do asi 9,7. Hodnotu pH je
nejlépe udrZovat ' boratovym pufrem, pfedeviim obsahuje-1li
tetraboritan sodny..Teplota vodného prostfedi po dobu reakce

PMB a dextranu musi byt udrZovana od asi 30° do asi 35°C,

lépe asi 32°C. N&sledné vneseny borohydrid sodny (NaBH,)
redukuje Schiffovy baze a zbyvajici aldehydy a vytvari
stabilni kovalentni vazby, pfednostné mezi jednou nebo vice
aminovymi skupinami, mezi PMB a dextranem. Konjugaty jsou
prednostné &istény ultrafiltraci na pr. pouZitim membrén
zadrZujicich ldtky s molekulovou hmotnosti v&t3i ne? 10 000,

kdy se odstrani zbyvajici PMB, anorganické meziprodukty (na
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pX. boraty) a eventuelnd nizkomolekularni degradacni

produkty. Pfed Cist&nim je lépe nastavit pH vodnéhe media na

hodnotu asi 5 aZ 7.

Prednostni zplsob pfipravy v tomto vynalezu se vyznaduje
tim, Ze zahrnuje;

a) pripravu CasteZné oxidovaného dextranu reakci dextranu
jodistanem sodnym;

b) reakci polymyxinu B nebo jeho soli s pripravenym &istelné
oxidovanym dextranem ve vodném prostfedi pfi pH od asi 9,3
do asi 10 a teploté od asi 30° do asi 35°C;

c) pfidéni_borohydridu sodného do vysledného vodného
prostredi; a

d) ¢isténi vzniklého konjugdtu polymyxin B-dextran.

CSP—

Vynalez se tyka ve vodé rozpustnych konjugadtl nebo jejich
farmaceuticky pfijatelnych scli polymyxinu B nebo jeho
farmaceuticky pFfijatelnych soli a dextranu, konjugédty majici
proti-endotoxinovou aktivitu v&t3i nes je proti-endotoxinovi
aktivita polymyxinu B, pro pouZiti prl prevenci a lé&eni
syndromu nultiorgénovéhe zandtlivého selhani nebo septického
Soku. Zahrnuje také takové konjugaty nebo jejich
farmaceuticky pfijatelné sole, prfipravené shora uvedenym
zpisobem a konjugity a jejich farmaceuticky pfijatelné sole

ziskané bé&hem provad&ni uvedeného postupu, farmaceutické

'1éCivé pripravky, cbsahujici ve vodé rozpustné konjugéty

(nebo jejich farmaceuticky prijatelné sole) polymyxinu B nebo
jeho farmaceuticky prijatelnou soli a dextran jak shora
uvedeno; spolefné s nejménd jednim farmaceuticky pfijatelnym
nosicem nebo prisadou a pou¥iti t&chto konjugatd nebo jejich
farmaceuticky pfijatelnych soli pro pripravu 1lé&iv
pouZitelnych k prevenci nebo lé&eni syndromu multiorginového
zanétlivého selhdni a septického 3oku.

Pfi zplsobu pfipravy podle tohoto vynalezu, stejné jako v

konjugdtech podle tohoto vynalezu pF¥ipravenych, je molekulovy
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pomér PMB nebo jeho soli k dextranu od asi 1:15 do asi 200:1,
1épe od asi 1:2 do asi 1:5, nejlépe asi 1,5:5.

Sl polymyxinu B je pfednostnd farmaceuticky pfijatelna sl
PMB. Konjugidt se povaZuje za ve vodé& rozpustny, jestliZe jeho
rozpustnost je asi 25mg/ml nebo vE&tEZi pfi 20°C; lépe

50mg/ml; nejlépe 65mg/ml nebo vétZi pri 20°C.

. Konjugaty PMB-dextran a Jejich soli pripravené podle
vynalezu mohou byt pouZity stejnym zplUsobem jako PMB samotny,
jmenovité‘mohou byt pouZity bud samostatn& na pf#.jako
anfibiotikum pfi bakteriidlnich nebo plisfiovych infekcich nebo
v kombinaci s jinymi bakteridlnimi a /nebo protizanétlivymi
prostredky. Mohou byt poddvidny v jakékoli form&, ktera je

vhodna pro poddvéni nativniho PMB na p#. intramuskuldrné

——— e

intravenozné, intratek&lné&, subkonjuktivaln& nebo mistné.
SloZzeni pro intramuskuldrni injek&ni formu obsahuje typicky
UCinné mnoZstvi PMB-dextranového konjugédtu nebo jeho
farmaceuticky prfijatelné soli ve sterilni vods, fyziologickém
roztoku nebo pribliZné 1% prokainu.HCl. SloZeni pro
intravenozni injekéni formu obsahuje typicky G&inné mnoZstvi
konjugadtu ve sterilni vodé. Slo¥eni pro intravenozni pouZiti
obsahuje typicky G&inné mnoistvi konjugatu v 5% dextroze
nebo vodé. SloZeni pro intratekalni pouziti obsahuje typicky
ucinné mnozstvi konjugétu ve fyziologickém roztoku. Pro
pouZziti v oénim lékarfstvi Je G&inné mnoistvi konjugatu
smichdno s vodou nebo fyziologickym roztokem a podle vybéru s
glycerinem nebo siranem médnatym na oéni-kapky, nebo mbZe byt
pridéno do masti nebo suspense. Krémy pro lokdlni pouZiti,
zvléété na spalend mista, obsahuji typicky w&inné mno’stvi
‘konjugatu PMB-dextran nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli
prfidané do zakladu inaktivnich ingredienci jako parafinovy
olej, propylenglykol, polyoxypropylen, a emulsifikujici vosk.
Cist&né konjugaty PMB-dextranu nebo jeho farmaceuticky

pouzitelnych soli podle tohoto vynalezu jsou v zdsadé
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nejedovaté. MnoZstvi konjugatu podle tohoto vyndlezu, které
mé byt pouZito lze stanovit podle mnoZstvi PMB, které by bylo
pouzZito pro uvaZovaného pacienta, s ohledem na stav pacienta,
jeho vék, hmotnost a aktivitu prisludného konjugadtu. Vzhledem
ke zvySené uCinnosti konjugatt, mendi toxicité a prodlouZené
dobé plsobeni je moZné sniZeni davky na polovinu nebo méné v
porovnani s nativnim PMB.

Molekuldrni hmotnosti konjugatll podle vynalezu mohou byt
“stanoveny na pr. vysokotlakou gelovou permeadni
chromatografii (SEC~HPLC, TSK-GEL G4000 Pwxl, eluce 40mM
fosfatovym pufrem PH 4,4 a detekovany laserovym rozptylem pri
malych Ghlech) a srovnanim s referenénim vzorkem dextranu

majicim primérnou molekulovou hmotnost 79 800. Konjugaty

podle tohoto vynadlezu maji mit pFednostné primérnou
molekulovou hmotnost od asi 55 000 do asi 80 000,
prednostnéji od asi 80 000 nejlépe od asi 63 000 do asi
76 000.

Zlep3ené konjugaty podle tohoto vynalezu ‘jsou lépe
reprodukovatelné, neZ konjugaty pfipravované dfive a maji
vétsi proti—endotoxinovou:aktivitﬁ neZ nekonjugovany
polymyxin B. Konjugity podle tohoto Vynélezu maji zlepsSenou
proti-endotoxinovou aktiﬁitﬁ, zejména pomér ICsp
nekonjugovaného polymyxinu B k ICsq kdnjugatﬁ je vétSi nei
1,0; pfednostnd vét3i nes asi;l,25 ﬁebo 1,3; prednostnéji
vét3i neZ asi 1,4. PouZiti ICso zde znamena Eoncentraci
polymyxinu B, m&Fenou stanovenim metodoﬁ s pouZitim
karbocyaninov?m'barvivem,.ktéré rusi 5@%_posun absorbance
karbocyaninovcého barviva p¥i 450 nm za éfitomnosti O;O5mg

endotoxinu z E.coli. Aktivita (v %) je definovana:

I1Cso nekonjugovaného polymyxinu B x 100

ICso konjugétufpolymyxin B/dextran
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Stanoveni karbocyaninovym barvivem Je biochemické

- stanoveni pouzivané in vitro ke stanovovani proti-
endotoxinovych vlastnosti polymyxinu B a konjugatl

. pripravenych podle tohoto vynadlezu. Toto stanoveni je
modifikaci dfive publikovanych sd&leni (Ogawa a Kanoh,
Microbiol.Immunol.gg, (1973) 1313-1323; Zey a Jackson,
Applied.Microbiol.26, - (1973) 129-133) a bylo optimalizovano
pro pouZiti mikrotitraénich destidek. P¥i tomto stanoveni
konjugat nebo nekonjugovany PMB (positivni kontrola)
konkuruje karbocyaninqvému barvivu (mald kladn& nabita
molekula, kterd méni spektrofotometrickou absorbanci pri

vazbé na endotoxin) ve vazbé s endotoxinem.

RN —

barviva;

1) Pfipravi se roztokv 0,15 M octanu sodného a 0,15 M
Kyselina octové. Smisenim obou se ziskd 0,03 M octanovy
pufr (40,2 ml 0,15 M octanu sodného a 159,8 ml 0,15 M
kvseliny octové) .

2) 8,0 mg karbocyaninového barviva se rozpusti wve 12,5 ml
ethylalkoholu. Tento roztok se zfedi 37,5 ml octanového
pufru. Vysledny roztok je 25% etanolicky roztok s obsahem
barviva 160ug/ml, ktery musi byt uchovévan v ledové lazni
ve tmé a smichdn nejméné 30 minuc:,

3) seriové fedéni PMB a kaZdého konjugatu se pfipravovuje ve
40mM fosfatovém pufru (pH=7,4). Kaidé Feddni je 6x v&t3i
neZ konena stanovovanad koncentrace.

4) po sonikaci, E.coli 0111:B, Je endotoxin zf¥ed&n na
0.5mg/ml fyziologickym roztokem, z drive pfipraveného,
ZamraZeného zidsobniho roztoku o koncentraci 1.0mg /ml
fyziologického roztoku.

Stanoveni na destidkach se provadi nédsledujicim
zplsobem tak, %e do prohlubni se nand3i vzorek nebo pufr

jako prvni;
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a) blank: 100 pl fyziologického foztoku a 50 ul 40 mM
fosfatového pufru(pH=7,4), 3x paralelnd;

b) positivni kontrola: 100 pl endotoxinu a 50 pl 40nM
fosfatového pufrﬁ (pH=7,4, 3x paralelnég;

C) PMB vzorky: 100 pl endotoxinu a 50 pl vzork( PMB, 3x
paralelnég;

d}) negétivni kontroly: iOO nl fyziologického roztoku a 50 pl
vzorkll konjugdtli, 3x paralelnd;

e) stanoveni: 100 pl endotoxinu a 50 ul vzorkd konjugdtn,
33 paralelné.
DestiCkami je nékolik minut otadeno. 150 ul barviva se

prida do kaizdé prohlubné, destiéky jsou zabali do folie a

promicha multikandlovou pipetou a ihned se stanoveni absorbce
pfi 450 nm na zafizeni vyhodnocujicim mikrotitradni desticky.

Vypclet ICs; se provede Reed-Muenchovou metodou.

Vynalez je ilustrovan nédsledujicimi prfiklady bez omezeni'.

VSechny teploty jsou uvedeny ve stupnich Celsia.

Priklady provedeni vynalezu.

 Priklad 1

A} Oxidace dextranu

5 litrovd, 4-hrdla baika s kulatym dnem se naplni 2,3
litry vody pro injek&ni pouZiti a 150 g dextranu. Smés se
michd do rozpu3téni p¥i 21°-24° pFibli¥né 140 ota&kami/min.
Prida se roztok 3,9 g jodistanu sodného rozpusténého v 60 ml
vody pro injekéni pouZiti (mirn& exotermni, priblizné 1°).
Ndlevka, kterou se pridavalo se splachne 30 ml vody pro

injekéni pouziti. Vysledni smés se ponechd 1 hodinu pri 21°-
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24°, Pomoci vakua se roztok ptefiltruje pfes 0,22 um
acetylcelulosovou filtraéni membranu Corning, zahfeje na

30°-32° udrZuje pfi této teplots.

B)Priprava siranu polymyxinu B/boratovy pufr

Tento postup se zadind 45 minut pfed dokon&enim oxidace
dextranu, filtrace a zahfAti viz A)nahofe. 12 litrova 4-
hrdla bafika s kulatym dnem se naplni 3,00 1 boratového pufru
pH 9,7, teélota pufru se upravi na 32°. Ddle se pridé 45 g
siranu pelymyxinu B a vznikla suspense se miché pfi 32° 45
minut. Zmé&¥i se pH sm&si (na zadatku 9,4) a upravi se na 9,7

prfi 32° pfidavkem 30 ml 5 N NaOH.

PEiprava—-bordtového—pufrur—do vyp&ilené 5 Titrové 4=HTALE
banky s kulatym dnem se vnese 114,3 g tetraboritanu sodného
dekahydratu a 2,906 1litrd (2,9 kg) vody pro injekéni pouziti.
Roztok se zahfeje na 32°C a pH se upravi na 9,7 (pdvodné 9,3)
pfidavkem 37 ml 5 N NaOH. Roztok se pomoci vakua sfiltruje
pfes sterilni acetylcelulosovy membranovy filtr 0,22um

Corning o priméru 90 mm a skladuje.

C) Reakce sulfédtu polymyxinu B s oxidovanym dextranem

Predehfaty (30°-32°) roztok oxidovaného dextrang (podle
Cast A) se prida co nejrychleiji do michané smési roztoku
polymyxinu v bordtovém pufru o teplotd 32° (z &asti B). Po
pridani se zméfi pH (pivodni 9,5) a upravi na 9,7 pIidavkem
18 ml 5 N NaCOH. Smé&s se michd p#i 32° 1 hodinu. Do
heterogenni smési se pridad roztok 3,6 g borohydridu sodného v
50 ml vedy pro injekéni dely. Smds se micha 2 hodiny pri
32°. Ke smési se pfidd roztck 3,6 g borohydridu sodného v 50
ml vody. PFferu3i se zahfivani a reakdni smds se nechéd za
staléhc michdni ochladit na teplotu mistnosti b&hem 14 hodin.

PH reakéni smési se zm&Fi (10,0) a nastavi na 5,7 pridavkem
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1,27 1litru 1 N HCl. Vyslednd smés se miché& po okyseleni 10
minut, pomoci vakua se sfiltruje sterilnim 0,22um
acetylcelulosovym membranovym filtrem Corning; ziska se 6,8
litru roztoku konggétu polymyxin B - dextran, ktery se

pouZije pro &isténi.

D)Cisténi ultrafiltraci

Rozﬁok konjugatu polymyxin B-dextran (z fasti C) se
¢isti s pouZitim predem upravené ultrafiltraéni jednotky
CH2PRS firmy Amicon s membrinovou patronou S1Y10., Vy&istény
produkt se vyjme z ultrafiifraéni jednotky a skladuje

zmrazeny na - 25°.

Podle analyzy mé ziskany konjugat nésledujici__ . . ——

charakteristiky:’

ICso= 16,8 Lg/nl

aktivita = 124,7 %

obsah dextranu = 65,37 mg/ml

celkovy obsah polymyxinu B =2,47 mg/ml

obsah volného polymyxinu B =0, 65 %

ponér PMB:dextran =37,71 mg PMB/g dextranu

Ukézalo se, Ze aktivita produktu ziskaného pfi reakéni

teploté 32° a pH 9,5 je asi 125 % aktivity nekonjugovaného
PMB.

Priklad 2

PZiprava uvedend v pfikladu 1 je bpakovéna a ziskany
konjugat polymyxin B-dextran ma nasiedujici charakteristiky:
ICso = 16,4 png/ml
aktivita = 125,8 %
obsah dextranu = 65,30 mg/ml

celkovy obsah polymyxinu B =2,49 mg/ml
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obsah volného polymyxinu = 0,67 %
pomer PMB:dextran = 38,06 mg PMB/g dextranu
Konjugat ziskany prfi reakéni teploté& 32°a pH 9,5 vykazuje

126 % aktivity nekonjugovaného PMB.
Pfiklad 3

Konjugéty polymyxin B/dextran byly pripraveny postupem
uvedenym v prikladu 1 (vyjimky jsou oznaeny) za Géelem
stanoveni vlivu teploty na reakci mezi PMB a dextranem pfi pH

9,7. Bylo stanoveno uZiteéné zatiZeni (mg PMB/g dextranu),

pramérnd ICsy (Mg/ml), a aktivita (%) . Vysledky jsou uvedeny

v_tabulce—l —— -

Tabulka 1: V1iv teploty pfi pH 9,7

(10 mg PMB; 0,65 g NalIQ,; 50 g dextranu)

| Vzorek €. |Teplota |UZitelné zatiZeni | Primérné | Aktivita
mg EMB/g dextranu ICso (g/ml (%)
)
3a 350 15,87 25,18 99,7
3b 35° 19,81 26,07 91,1
3c 35¢° 18,58 27,67 85,0
3d 10° 49,53 143,83 23,6
3e 10° 54,95 187,87 9,5
3f 1@“ 56,03 195,7 10,8
. Z prikladu 3 je zFejmé, Ze sniZenim reak&ni teploty na
10°, pfi pH 9,7, se ziskd produkt s nif$i aktivitou.

Priklad 4:
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Konjugdty polymyxin B/dextran byly pfipraveny postupem
uvedenym v prikladu 1 {vyjimky jsou oznadeny) za udelem
stanoveni vlivu pH na reakci mezi PMB a dextranem. Bylo

stanoveno uzZitecné zatiZeni (mg PMB/g dextranu), primérna

hodnota ICs, {jg/ml) a aktivita (%) a vysledky jsou uvedeny v

tabulce 2: .
Tabulka 2: V1iv pH pfi teploté 32°
4 Priklad &. |pH UZitecné zatiZeni |PrimérICse|Aktivita
reakee (mg PMB/g dextranu) | (ug/ml) (%)
4a 4,0% 2,36 ND ND
4b 5,0% 14,34 _ND - ND
—_dg 7Oy —-15+26 ND— ND—
4d 7,0 16,09 164,14 11,0
ie 8, 0" 32,03 107, 7 17,8
4f g, 0" 29,51 139,14 13,8
4g 8,5 69,94 74,5 24,0
4h 9,0 50, 99 22,6 95, 3
41 9,0 50,16 22,5 88.6
49 9,3 43,33 19,4 | 94,0
4k 9, 3¢ 39,96 19,0 95,8
41 9,5 38,22 17,5 100,5
4m - 9,5% 39,9 | 17,8 98,1
4n 9,7% | 36,74 15,8 133,2
o - 9,7 34,99 14,9 148, 9
4p 10,0° 31,89 18,7 97,3

a) octanovy pufr; b)fosfatovy pufr; c)bordtovy pufr;

ND: nestanoveno {vzorky jsou prilis zfedény, nelze stanovit)

Hedneoty v tabulce 2. ukazuji, Ze sniZeni reakéni teploty

na 32° pfi pH mezi 9,5 a 9,7 umoziuje pripravit konjugaty
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jejichZ aktivita je lep3i ne? aktivita nenavazaného PMB
(prfiklady 41,4n a 40), zatim co daldi zvySeni pH na 10,0
neni vyhodné (pfiklad 4p).

Priklad 5:

Byly pripraveny konjugaty Polymyxin/dextran jako v
prikladé 1 (vyjimky jsou uvedeny) a byla méfena jejich proti-
endotoxinové aktivita. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3:

Tabulka 3: V1iv mnoZstvi PMB

(1,3 g NaIOQs: pH 9,7; 32°)

Priklad ¢. |Podminky |UZitedné zatiZeni |Prumar ICss |Aktivita
ng PMB/g dextranu | (ug/ml) ___i%”
5a 15 g PMB 36,74 15,8 133,2
5b 15 g PMB 34,99 14,9 148,9
5c 15 g PMB 33,81 17,6 109,0
5d 20 g PMB 46,06 19,7 121,5
S5e 20 g PMB 44,63 19,5 115,5

Vysledky uvedené v tabulce 3 dile potvrzuji, Ze optimalni

reakéni podminky jsou teplota asi 32° a pPH od asi 29,5 do asi
9,7.

Shrnuto, vysledky uvedené v prikladech 1 a% 5 ukazujil, Ze
pri pouZiti reakni teploty od asi 30° do asi 35° prednostné
32° a pH od asi 9,3 do asi 10, prednostné asi 9,5 do asi
3,7, Je moino pripravit zlep3ené xonjugdty podle

pfedloZeného vynalezu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Ve vodé rozpustny konjugdt nebo jeho sil, v yznacuij i-
ci se tim, Ze se sklddid z polymyxinu B nebo jeho soli
dextranu a md proti-endotoxinovou aktivitu vétZi nes je proti-
endotoxinova aktivita nekonjugovaného_polymyxinu B, tedy pomér
ICso nekonjugovaného polymyxinu B k ICs, konjugétu je vétsi ne?
1,0. |

2. Konjugat nebo jeho sl podle ndroku 1, v Yyznacuijici
se tim Ze molekulovy pomdr polymyxinu B nebo jeho soli k

dextranu je od asi 1 : 15 do asi 200 : 1.

r

T 37 Konjugat mebd jeho stil podle narokui l, vy zn a & u jici
se tim Ze obsahﬁje dextran o primérné molekulové hmotnosti

od asi 25 000 do asi 500 €00.

4. Konjugét nebo jeho sl podle ndroku 1, vy zn a & u jici
s e tim Ze obsahuje dextran o primérné molekulovéd

hmotnesti od asi 63 000 do asi 76 000.

5. Konjugat nebo jeho sul podle naroku 1, v Yyznacuijici
se tim Ze mid primérnou molekulovou hmotnost od asi 63 000
do asi 76 000. '

6. Zpusob pfipravy ve vodé rozpustnych konjugatl nebo jejich
soli polymyxinu B nebo jeho soli a dextranu, v vyznadcuiji

ci se tim Ze polymyxin B nebo jeho sl se nechi reagovat

: 8 dextranem ve vodném prostfedi pri pH od asi 9,3 do asi 10 a

pri teploté od asi 30° do asi 35°C.

7. ZpUsob podle ndroku 6, vy zn a & u i ici s e £ inm,

Ze jako soli polymyxinu B se pouZije siran polymyxinu B.

SULSTITUTE SHiLT]|
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8. Zplsob podle ndroku 6, vyznacduijici se t im e
primérnd molekulovad hmotnost dextranu je od asi 63 000 do asi

76 000.

9. Zplsob podle podle ndroku 6, pro pfipravu ve vods
rozpustného konjugatu (nebo jeho soli) polymyxinu B nebo jeho
soli adextranu vyznacdujici se tim Ze se
a) pripravi &¢astelné oxidovany dextran reakci dextranu s

jodistanem sodnym;

b) polymyxin B nebo jeho soli se nechaji reagovat s Gastednd

oxidovanym dextranem ve vodném prostf¥edi pfi pH od asi 9,3 do

asi 10 a pri teploté od asi 30° do asi 33°C, nade? se

c) ptida borohydrid sodny do vzniklého vodného prostredi a

d) ziskan§ konjugat se vylisti.

10. Farmaceuticky prostredek, vy znacd¢uijici S e

t i m, Ze obsahuje ve vodé rozpustny konjugit, nebo jeho
farmaceuticky prijatelnou sil, polymyxinu B nebo jeho
farmaceuticky pfijatelné soli a dextranu, pricemf tento
konjugat md proti-endotoxinovou aktivitu definovanou v naroku .
1, spolu s nejméné jednim farmaceuticky pfijateln¢m nosicdem

nebo redidlem.
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