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A taldlmédny térgydt dj polimixin konjugdtumok, azok
el@dllitasi eljardsai €s alkalmazdsuk képezik.

Az endotoxinok vagy lipopoliszacharidok a Gram-
negativ baktériumok scjtfaldbdl szdrmazé szerkezeti
molekuldk. A vérdramba jutva zavarjak a test hdmér-
sékletszabalyozdsit és ldzat okoznak. Sziv-, tiids- és
veseelégtelenséghez vezetd toxikus hatdsuk is van. Az
intenziv osztdlyokon fekvs betegek kdzott az endoto-
xinnal kapcsolatos betegségek képezik az cgyik jelen-
t8s elhaldlozdsi okot.

Az antibiotikumok koz6tt egyediilallé a polimixi-
nek, kilondsen a polimixin B (PMB) endotoxint sem-
legesitd képessége, amelyet az endotoxin molekula A
lipidz6ndjdhoz valé kot6déssel ér el. A Bacillus
polymyxa-bdl (B. acrosporus) szdrmazé polimixin B
egy nagy elektromos t6ltéssel biré amfifil ciklikus pep-
tido-lipid. A polimixin a kiilénbéz8 gombis fert6zések
lekiizdésében is alkalmazhatd, kiiléntsen az csokkent
immunképességii egyéneknél jelentkezd esetekben.

Van azonban a PMB-nek néhany olyan tulajdonsé-
ga, amely kevésbé idedlis antibiotikummad teszi. El6-
sz0r, a testben rovid felezési €lettartamil, ezért ismételt
adagok sziikségesek a hatékonysdg elérése céljabdl.
Misodszor, a vesén dthaladva kiterjedt kdrosoddsokat
okozhat. Harmadszor, nagy adagok esctében neuroto-
xikus tulajdonsdgai vannak, amclyek légzésbénuldst
okoznak.

Kordbban a kutat6k a polimixint mozdulatlan vagy
rogzitett molekuldkhoz kotdték. Lasd példdul Issekutz
kozlését [J. Immunol. Methods, 67, 275-281 (1983)]
PMB-nek Sepharose-hoz valé rogzitésérsl. Mig ezek a
rogzitett molekuldk alkalmazhatdk a tisztitdsi techno-
l6gidkban, nem alkalmasak az in vivo terdpids felhasz-
ndldsra.

A farmakoldgiai aktivilds, a megnovelt tartdzkod4si
1d8 vagy a csokkentett szervi toxicitds elérését szolgdld
egyik megkozelités a gydgyszereknek nagy molekula-
wmegii makromolekuldkhoz, példdul dextranhoz, poli-
elilénglikolhoz vagy poli(vinil-pirrolidon)-hoz valé ko-
tésével jar egyiitt. A polimerkdtésnek ezen a teriiletén
azonban a kisérletek csak korlatozott sikerrel jdrtak.
Példdul a prokain-amid (egy arrythmia eilenes szer)
koot formdja kevésbé aktivnak bizonyult. és révidebb
felezési életlartamot mutatott, mint a nativ prokain-
amid [Schacht €és munkatdrsai; Ann. NY Acad. Sci.,
446, 199-211 (1985)]. Hasonldan, egy prosztaglandin
analdg, a B245, egy hordozéhoz kitve (néhdny log
nagysdgrenddel) kevésbé volt hatékony, mint a nativ
molekula [Bamford és munkatdrsai; Bioch. Biophys.
Acta, 886, 109-118 (1986)]. A bioldgiai potencidl
csokkenését kozolték kallikrein, aprotinin, bradikinin
kotott formdira [Odya és munkatdrsai; Biochem. Phar-
macol., 27, 173-179 (1978)] és a tumorcllenes gydgy-
szerekre, daunorubicinre [Hurwitz és munkatdrsai; J.
Appl. Biochem., 2, 25-35 (1980)] és mitomycin C-re
[Takakura munkatérsai; Cancer Rcs., 44, 2505-2510
(1984)]. A kotott enzimek a térbeli gatlds és a cstkkent
szubsztrdt megkozelithetdség kovetkeziében is biold-
giai aktivitdscsokkenést szenvednck [Blomhoff és
munkatdrsai, Biochem. Biophys. Acta, 757, 202-208

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

(1983); Marshall munkatdrsai, J. Biol. Chem., 251,

1081-1087 (1976); Foster; Experientia, 31, 772-3

(1975); Wileman és munkatdrsai, J. Pharm. Pharma-

col., 35, 762-765 (1983)}. Van azonban néhdny példa a

keringési felezési élettartam megkdtés uténi javuldsdra

[Wileman és munkatarsai elGbb idézett cikke; Kaneo,

Chem. Pharm. Bull,, 37, 218-220 (1989)).

Kivdnatos lenne egy olyan polimixin forma kifej-
lesztése, amely hosszabb ideig tartdzkodhatna a vér-
dramban, és/vagy nem lenne ncuro- vagy nefrotoxikus
a terdpids adagoknal.

A taldlmdny targyat olyan polimixin-hordozé konju-
gatumok képezik, amelyek vizben oldddnak, példdul po-
limixin A-, B- vagy E- hordozé konjugdtumok, kiilons-
sen a PMB-hordozd konjugdatumok. Ezeket endotoxinok
semlegesitésében vald alkalmazasra javasoljuk, €s javu-
last jelentenek a natfv polimixin adagoldséhoz képest,
mert hatékonyabbak annil és kevésbé toxikusak.

A lefrdsban a kovetkezd definicidkat hasznaljuk:

- LDy PBM-nek vagy konjugdtjainak legnagyobb,
nem toxikus adagja;

— LD;g PBM-nek vagy rogzitett formdinak az az
adagja. amely normilis kisérleti dllatba injektdlva
90-100%-os elhulldst eredményez.

— PD,;q Polimixin B-nek vagy kotott formdinak az az
adagja, amely tdlérzékenyitett kisérleti éllatba in-
jektdlva legalabb 95%-os tdlélést eredményez.

— A terdpids indexet (TI) LDgp-nak PDgg-zal vald
osztasdval szamitjuk ki.

A konjugdtum az itt haszndlt értelemben akkor old-
haté vizben, ha vizben vald oldhatdésaga legalabb
0,5 mg/ml 25 “C-on, el6nydsen legaldbb 1 mg/ml
25 °C-on. Az ilyen konjugdtumok vizben oldhat6ak, és
injektdlhatéak, nem matrix kotéstek, kolloidok, nem
keresztkdtésesek, nem makromolekuldrisak és/vagy
nem makrorészecskék.

A polimixinhez tdrsuld hordozét olyan molekuldk-
bél vélasztjuk ki, amelyck képesck vizben oldhaté kon-
Jugdtumokat képezni, és amclyck cgységesck, nem to-
xikusak, nem rakkeltSk, nem irritdlnak és nem immu-
nogének. Ilyen normdlisan egy biopolimer. Ilyen hor-
dozék a poliszacharidok, példdul dextran vagy (hidro-
xi-etil)-keményitt (HES), fehérjék, példaul albumin és
polimerek, példaul poli(vinil-pirrolidon), polietiléngli-
kol és poli(vinil-alkohol). A dextrin a legelGnydsebb.

A biopolimer résznek, azaz a konjugdtum hordozdré-
szének mérete véltozhat, és jellemzGen 25 000-500 000
kozotti, elénydsen 50 000-300 000 kozott, még eldnyd-
sebben 79 000-200 000 kozétti molekulatomeg tarto-
mdnyban van. A vélasztott biopolimer mérete jelentdsen
hozzdjdrulhat a konjugdtum vérben vald tényleges cirku-
ldlsi idejének hosszahoz. gy a biopolimer méretét bedl-
lithatjuk gy, hogy olyan konjugdtumot eredményezzen,
amelynck a testben valé tartézkoddsi ideje megfelel egy
clére meghatdrozott idStartamnak.

A (aldlmdny szerinti konjugdtumokat hagyomdnyos
mddon éllithatjuk el§.

Vegyiik példaként a polimixin B-t. Ez 6t, bakteridlis
endotoxinhoz két6dd y-aminocsoportot tartalmaz. A
PMB-nek a hordozéhoz vald biztonsdgos kotéséhez
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legaldbb egy y-aminocsoportot haszndlhatunk, de nem
haszndlhatjuk fel erre a célra mind az 6t helyet, mert a
konjugdtum hfjén lesz az cndotoxint semlegesits akti-
vitdsnak. Polimixinnek ezekhez a hordozékhoz valé
kétésére kiilonbszd kémiai reakcikat haszndlhatunk.
Az egy polimer molekuldban levs kétott PMB moleku-
lak szdm4t a reagal6 alkotérészek ardnydnak valtozta-
tdsdval befolydsothatjuk a parositdsi reakci6 alatt, Alta-
ldban a konjugdtum moldris alapon | PMB : 15 biopo-
limer és 200 PMB : 1 biopolimer kozétti, még eldnys-
sebben a konjugdtum 1-10 PMB : 1 biopolimer és
ennél is eldnydsebben 1-3 PMB : | biopolimer ardnyt
tartalmaz. Ugy tapasztaltuk, hogy a nagy PMB : biopo-
limer ardnyii konjugdtumok nagyobb potencidllal ren-
delkeznek, mint a kisebb ardnyd konjugdtumok.

Polimixin-hordozé konjugdtum, még pontosabban
PMB-dextrdn konjugdtum cgyik el64llitasi médszere a
karbamdtkotéses eljdrds (A eljards). Ugy taldttuk, hogy
az ily médon elddllitott (alabb az 1. példdban részlete-
zett) PMB-dextrén konjugdtumok megbrzik a nativ
PMB endotoxin ellenes aktivitdsdt, és czenkiviil azt
tapasztaltuk, hogy mentesek a nativ PMB 4ltal mutatott
akut neurotoxicitdstol. A csékkent krénikus toxicitds
kivetkeztében czek a rogzitett formak 2-5-szérosen
jobb terdpias indexel mutatnak, mint a nativ PMB.

Az Osszekapesolt polimixin-dextran elallitasdnak
misodik médszere az aminkdtéses eljdrds (B eljards).
Az ily médon el64llitott (aldbb a 2. példdban részlete-
zett) PMB-dextrén konjugdtumok ugyanolyan 4ltals-
nos endotoxin ellenes aktivitdsiak, mint a nativ PMB,
vagy aklivabbak. Ezek a rdgzitett formak teljesen men-
tesek a natlv PMB-nél tapasztalhaté barmilyen akut
neurotoxicitdstol, és a csokkent krénikus toxicitds ko-
vetkeztében 33-szorosan jobb terdpids indexet mutat-
nak, mint a nativ PMB. Egy PMB-dextrin konjugdtum
kiilonSsen mentes a vizsgalt adagoldsoknal barmilyen
mérhetd toxicitdstél, és megérzi a j6 endotoxin ellenes
aktivitdst, és czdltal a lerdpids indexben 80-szoros ja-
vuldst eredménycz.

Tovdbbd meglepd médon azt tapasztaluk, hogy
az ezen eljdrissal el§dllitott és ,.gyorsan tisztitott”
(rapidlz purified) konjugdtumok a TI-ben 60-120-
szoros javuldst mutatnak, A ,,gyorsan tisztitott” kife-
jezés leirdsheli és szabadalmi igénypontokbeli alkal-
mazésa szerint azt jelenti, hogy az anyagot a meg
nem kdt6tt PMB-t61 molekulasziiréses kromatografia,
sémentesitd gélek vagy Amicon®-os ultrasziirés al-
kalmazdsdval tisztitjuk meg, amclyel megkozelftéen
12-24 érdn at, elénydsen megkozelitden 18 6rin 4t
(ellentétben cgy 7-10 napos hosszi dializis id6vel)
folytatunk. fgy az ezen eljdrdsokkal elg4llftott és
gyorsan tisztitott konjugdtumok a taldlmany mdsik és
elényos szempontjdt jelentik.

A fent kirvonalazott két eljdrds barmelyikébél ka-
pott polimixin-hordozd konjugdtumot azonban nehéz
tisztitani. Kezdetben 10 napos, hosszi dializist probal-
tunk ki, azzal a céllal, hogy a nativ PMB-t a konjugi-
wmtdl elvdlasszuk. Bdr a dializis zsdkon beliil a fehér-
Jjeszint egy aszimptétat ért el, és a gélpermecids osz-
lopkromatogrdfia egyetlen nagy molekulatémegii
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anyagféleséget mutatott ki, az anyag még tartalmazott
meg nem kétott PMB-t. Még akkor is hasonlé eredmé-
nyeket kaptunk, amikor a hosszd dializist nyoméssal
végzelt dialfzises (Amicon®) sziiréssel helyettesitettiik.
Az ilyen médon megtisztitott konjugdtumok azonos
hatdsdak a PMB-vel, dec a PMB toxicitdsinak még
1/3-1/5-ét tartalmazzdk. Nem szandékozzuk elmélet-
hez k&ini, de tgy tiinik, hogy van némi kémiai asszoci-
dcid a ,szabad” PMB és az elvdlasztdst megnehezits
konjugdtum kozott. Ha egy dllatba ,,szabad” PMB-t
injektdlunk, a PMB disszocidlédik, és mérgezési prob-
lémdkat okoz.

A kovetkez& (aldbb a 4. példdban részletezett)
eljdrds (C eljdrds) elejét veszi a fenti nehézségeknek.
A polimixin-dextrdn konjugdtumokat, példdul PMB-
dextrdn konjugdtumokat valamilyen révid szénldnci
alkoholban, elénydsen metanolban kicsapjuk, majd
centrifugdldssal Gsszegyijtjiik, és ultrahangos keze-
Iéssel djraoldjuk. Ezt az eljdrdst rendesen hdromszor,
és elGnyosen 7-10-szer megismételjiik, és az ered-
ményként kapott anyagot értékeljiik tisztasdgra, pél-
daul gélpermedcids kromatografiaval és forditott f4-
zisi nagyhatékonysdgi folyadékkromatografidval
(RP-HPLC). Ha bdrmelyik mddszerrel fehérjét észle-
link, megismételjiik a kicsapdsos-tijraclddsos elja-
rdst. Az ilyen médon megtisztitott konjugdtumot itt
wulira-tiszta” polimixin-konjugdtumként emlitjitk, és
azzal jellemezziik, hogy 20 pg-nél kevesebb konjugd-
latlan polimixint tartalmaz 1 mg &sszfehérjében, és
elénydsen kevesebb, mint 10 pg konjugalatlan poli-
mixint 1 g dsszfehérjében.

fgy a taldlmdny tovabbi targya egy eljdrds olyan
vizben oldhaté polimixin-dextrdn konjugdtum el54lli-
tdsdra, amely a kvetkezd 1épésekbd] 4ll:

a) polimixinnek dextranhoz valg megfeleld hozzdkap-
csoldsa vizben oldhaté polimixin dextrdn konjugd-
tum képzésére;

b) az eredményként kapott konjugdtum kicsapdsa egy
révid szénldncu alkoholban;

¢) akonjugitum ijra szuszpendaldsa; és

d), b) és c) I¢pések ismétlése addig, amig a konjugé-
tum alapvetSen megkdtetlen polimixintdl mentes
nem lesz.

Itt a ,,megkdtetlen polimixintd] alapvetSen mentes”
kifejezést dgy hatdrozzuk meg, mint moldris alapon leg-
aldbb 95:1, elénydsen legaldbb 99:1 konjugdtum kitetlen
polimixin ardnyt. A rovid szénldnci alkohol példdul 1-10
szénatomos, eldnydsen 1-4 szénatomos, példdul butanol
vagy izopropil-alkohol, még clnydscbben metanol vagy
etanol. A polimixin elényGsen PMB.

Az ultra-tiszta konjugdtum gyakorlatilag nem toxi-
kus, és ennek eredménycként LD g, értéket nem Ichet
rd megallapitani. 100 mg/kg-os adagndl nem tapasz-
talhaté toxicitds. Nagyobb koncentrdcidkban az oldat
til nagy viszkozitdst ahhoz, hogy injektaljuk. Ez eltér
a nativ PMB-6l, amely 5 mg/kg intravénds (i. v.) LD,
€s 9,5 mg/kg i. v. LDy, értékkel rendelkezik. Igy a
csokkent toxicitds kovetkeztében az ulira-tiszta PMB
konjugdtum terdpids indexe (TI) t&bb, mint ezerszer
nagyobb a nativ PMB TI-jénél.
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A konjugdtum nativ polimixinnel szemben val6 al-
kalmazdsanak mdsodik elGnye, hogy a konjugdtum
hosszabb aktiv iddtartamd, és igy megeldzésként alkal-
mazhaté. Igy a taldlmany egyik tirgya a bakteridlis
endotoxin jelenléte 4ltal okozott betegségek megelSzé-
se az ilyen profilaktikus kezelést igényls alanynak egy
megel6zésként hatékony mennyiségli vizben oldhaté
polimixin, eldnydsen PMB és egy hordozé, elényosen
dextrdn és egy gyogyszerészetileg elfogadhaté tovabbi
megfeleld hordozé vagy higitdszer, példul egy inert
oldat beaddsdval. Mivel a konjugdtum gyakorlatilag
nem toxikus, megel6zésképpen beadhaté olyan bete-
geknek, akik hajlamosak lehetnek szeptikus sokkra,
mint példdul azok, akik hosszd ideig tart§ tdpldldsnal
folyckony élelmiszertdl fiiggnek.

A taldlmédny tirgya egy vizben oldhaté polimixin-
hordozd konjugdtumot tovdbbi gydgyszerészetileg el-
fogadhatd megfeleld hordozékkal vagy higitdszerek-
kel, példdul egy inert oldaual egyiitt tartalmazd gy6gy-
szerészeti készitmény is.

Szintén a taldlmdny tdrgya egy gydgyszerkészit-
mény elG4llitdsdra szolgdld, vizben oldhaté polimixin-
hordozé konjugdtum tovdbbi gydgyszerészetileg elfo-
gadhaté hordozékkal vagy higitészerckkel, példaul egy
iner} oldattal val6 keverésébdl all6 eljdrds.

Igy javasoljuk a taldlmdny alkalmazdsat bakteris-
lis endotoxin jelenléte 4ltal okozott betegségek keze-
lésére, amely alkalmazds tartalmazza az ilyen keze-
Iést igényl§ alanyoknak egy endotoxint semlegesits
mennyiségl vizben oldhaté polimixin, elSnydsen
PMB és egy hordoz6, elénydsen dextrdn, és egy inert
oldat bead4s4t. Mivel a polimixin hatékony a bakte-
ridlis vagy gombds fert6zések lekiizdésében is, a ta-
ldlmany alkalmazdsit javasoljuk bakteridlis vagy
gombds fertdzések kezelésében vald alkalmazdsra is,
amely alkalmazds tartalmazza az ilyen kezelést
igényld alanyoknak baktericiden vagy fungiciden ha-
tékony mennyiségli vizben oldhaté polimixin, elé-
nybsen PMB és egy hordoz6, el8nydsen dextrdn, és
egy inert oldat beaddsat.

A taldlmany szerinti polimixin - hordozé konjuga-
tumot ugyanolyan médon alkalmazhatjuk, mint ma-
gdt a polimixint, azaz bakteridlis vagy gombds fert6-
zéseknél alkalmazhatjuk Snmagdban, antibiotikum-
ként, vagy mds baktericid szerekkel és/vagy gyulla-
ddsgdtlé szerckkel kombindltan. Beadhatjuk példdul
intramuszkuldrisan,  intravéndsan, intratekdlisan,
szubkonjunktivilisan, vagy helyi kezelésként alkal-
mazhatjuk. {gy az intramuszkuldris injekcick céljara
szolgdld készitmények a hatékony mennyiségli PMB-
konjugatumot steril vizben, fiziolégids séoldatban
vagy megkdzelitéleg 1%-os procain-HCl-oldatban
tartalmazzak. Az intravénds készitmények jellemz6en
5%-o0s gliikéz-oldatban és steril vizben tartalmazzak
a hatékony mennyiségi PMB-konjugdtumot. Az int-
ratekdlis készitmények jellemz&en fiziologids séol-
datban tartalmazzdk a hatékony mennyiségti PMB-
konjugdtumot. Helyi szemészeti alkalmazdsra egy ha-
tékony mennyiséget sszekeverhetiink vizzel vagy fi-
zioldgids sdoldattal, és adott esetben glicerinnel, és
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szemcseppekhez réz-szulfittal, vagy elkészithetjiik
kenbcsként vagy szuszpenzidként. A helyi atkalmazé-
sokra, kiilonosen égett teriiletek kezelésére szolgéld
krémek jellemz6en a hatékony mennyiségl polimi-
xin-konjugdtumot alkot6részekbdl, példdul vazelin-
olajbdl, propilénglikolbél, poli(oxi-etilén)-bsl, poli-
(oxi-propilén)-bdil és emulgedls viaszbdl 4116 alapban
tartalmazzak.

Az alkalmazandé polimixin-konjugdtum mennyisé-
ge, egy konkrét betegnek (szdmitasba véve olyan té-
nyezoket, mint a kezelendd allapot és a beleg kora és
testtomege) jellemzGen elBirhaté nativ  polimixin
mennyiségen, €s a haszndlt specidlis polimixin-konju-
gdlum aktivitdsdn alapul. Gyakran 50%-ig terjedd
adagesokkentést érhetiink el a nativ polimixinhez ké-
pest a polimixin konjugdtum tényleges aktivitdsnove-
kedése, csokkent toxicitdsa és megndvekedett aktivitd-
si id6tartama kovetkeztében.

A taldlmdnyt tdjékoztatdsul a kovetkezd nem-korla-
tozé példakkal szemiéitetjiik. Az 6sszes homérsékletet
Celsius fokokban (°C) adjuk meg.

1. példa

PMB kémiai kotése dextrdanhoz

(A eljdras; karbamdétkités)

2 g dextrant {79 000 vagy 200 000 molekulatdme-
giit (MW)] oldunk 20 ml vizben, 0 °C-ra hiitjiik, hoz-
zdadunk 5-300 mg I-ciano-4-(dimetil-amino)-piri-
din-[tetrafluoro-borat]-ot (CDAP), és 30 mdsodpercig
keverjik. ErGteljes keverés mellett cseppenként tri-
metil-amint (0,2 M; 0,04 ml/5 mg CDAP) adunk hoz-
zd, és az egész reakcidelegyet atontjitk 1 ml 10 M
sosavoldatot tartalmazd 80 ml jéghideg abszolit eta-
nolba. A dextrdn kicsapédik, 1000xg-nél 5 percig
0 “C-on centrifugdlva eltdvolitjuk a csapadékot, és
20-50 ml 0,25 M nétrium-hidrogén-karbonét puffer-
ben 9,0 pH-n djracldjuk. Ehhez az elegyhez 600-
1000 mg PMB-t (vagy poralakit vagy vizben el6ol-
dottat) adunk, és 24 Grdn at 8 "C-on keverjiik. Azutdn
a teljes reakcidelegyet SO 000 molekulatémegnél el-
valasztd dializiscsGbe visszik 4t, és 0,05 M pirogén-
mentes foszfitpufferral szemben 6-10 napig dializal-
Juk. A végst, dializdlt reakcidkeveréket spektrofoto-
metridsan, 208 nm-es abszorbeidra vagy 595 nm-nél
Bradford reagens haszndlatdval (Bio. Rad., Rich-
mond, CA, USA) mérjik fehérjetartalomra.

A szabad aminocsoportokat ninhidrin reakci6 alkal-
mazdsdval hatdrozzuk meg nativ PMB-t haszndlva
kontrollként. Az analizist nitrogén- és széntartalomra
egy CHN elemanalizator alkalmazdsaval végezziik.

Az 1. tdblizatban a ,mélardnyt” a konjugicidndl
haszndlt dextrdn koncentrdciéjanak (23,7 pmol) a vég-
s6, dializis utdni, mol-ban kifejezett (a 208 nm-es ana-
lizisen alapulé) PMB-fehérje koncentriciéval val6 osz-
tisdval hatdrozzuk meg. A dextrdnt ,.dx”-nek rovidit-
jik. A ,C:N" ardny 450 vizmolekula/2 g dextrént felté-
telez. A kotésck/PMB” kifejezés azoknak a kotések-
nek a ninhidrin rcakcié alapjan becsiilt szamat jelenti,
amelyckkel a PMB a dextranhoz kapesolddik. ,,ND”
jelentése nem mért.
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1. tabldzat
A konjugdcids reakcick osszefoglaldsa

koté-
sek/
PMB

Reak-
:ic') CDAP mélardny C:N ardny

21 pmol

B | 106 pmol
106 pmol
C | 532 pmol
532 ymol
D (1064 pmol
1064 pmol
E {2128 umot

1dx: 0,23 PMB
1dx: 1,62 PMB
1dx: 1,95 PMB
1dx: 3,70 PMB
1dx: 4,99 PMB
1dx: 6,62 PMB
1dx: 8,81 PMB
1dx: 10,9 PMB

ND
1dx:1,52 PMB
1dx:1,90PMB
1dx:3,25 PMB
1dx: 5,00 PMB
1dx: 8,70 PMB
ND
ND

ND
3,0

30
22
1,7
13
2.1

2. példa

PMB kémiai kiitése dextrdnhoz

(B eljdrds; aminkiités)

1,25 g dextrdnt (79 000 vagy 200 000 MW) oldunk
20 mi desztillalt vizben, és azutdn 0,071-0,71 g nétrium-
perjoddtot adunk hozzd. Egy éra 22 °C-on valé reagélta-
tds utdn duoltjiik a reakcidelegyet egy DEAE A25 kation-
cser¢ld gyantdt (Pharmacia Inc., Piscataway, NJ, USR)
tartalmazo oszlopba, és az elegyet egyesitjiik, és cgyetlen
20-25 ml-es frakcidba gyfijtjiik. Az oxidalt dextrént ez-
utdn sszekeverjiik 80-200 ml nétrium-hidrogén-karbo-
ndt vagy nétrium-borat pufferben (pH 8,5-9,0) oldott 2 g
PMB-vel, és 60 perc miilva hozzdadunk 40 ml 0,05-25
ndtrium-borohidridet vagy egyetlen vagy tobb adagban,
az egyes adagoldsok 30 perctSl 24 6réig tartanak. A reak-
ci6 30 percig tart, és azutdn 0,05 M pirogénmentes nétri-
um-foszfdt pufferral szemben 7-10 napig 8 “C-on diali-
zdljuk. A végst dializélt reakcidkeverékel az 1. példdban
kozoll médon analizdljuk fehérjetartalomra és szabad
aminocsoportokra.

Ahosszii dializissel végzett tisztitdson kiviil néhany
reprezentativ mintdt 18 6rds gyorsdializis alkalmazdsa-
val tisztitunk, majd egy G-100 Sephadex® oszlopon
(Pharmacia Inc., Piscataway, NI, USA) tisztitjuk, és a
toményitést egy Amicon® sz{irGberendezésen egy YM-
100 Amicon® sz{iré alkalmazdsdval végezziik.

A 2. tdbldzatban alant a , mélardnyt” a konjugécié-
ndl hasznalt dextrdn mennyiségének (6,25 pmol) a
végst, dializis utdni (a 208 nm-es analizisen alapuld)
PMB-fehérje umot-lal valé osztdsdval hatdrozzuk meg.
A nitrogén szazalékot egy CHN elemanalizétor alkal-
mazédsdval hatdrozzuk meg. A k6tések/PMB értéket a
ninhidrin reakciéval haldrozzuk meg:

2. tiblazat
A konjugdcics reakciok dsszefoglaldsa

Reakeié (Nal(y (g) mélardny % ;é:lm_ setlélgi;[B
1/50 0,014 | ldx:3,64 PMB 0,21 3.6
1710 0,071 1dx:12,9 PMB 1,05 29
175 0,142 | 1dx:268PMB 1,71 2,6
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” . % nitro- | koté-
Reakeié | NalOy (g) mélardny gén sek/PMB
1/4 0,178 | 1dx:29,8 PMB 2,76 30
1/21 0,355 | 1dx:39,6 PMB 3,74 2,2
keve | 0710 | 1ax:1SLPMB | 691 | 40

rék*

* A reakcidkeverék zavaros, és dializis uldn is az marad.
1 Gyors dializis alkalmazdsdval tisztilva.

3. példa

PMB-konjugdtumok endotoxin-ellenes aktivitdsa

A. Endotoxin dltal kivdltont elhullds.

Ebben a kisérletben végig him CB57BL/c egere-
ket (18-22 g, Jackson Labs) alkalmazunk. Az élla-
toknak endotoxint (0111B4-et a List Biologicals-t6l,
Palo Alto, CA, USA) és tilérzékenyitésiikre galak-
16z-amint adunk a Galanos és tdrsai [Proc. Natl.
Acad. Sci., 76, 5939 (1979)] altal kozélt médon. Az
endotoxint és galaktéz-amint (320 mg/kg) intraperi-
toncdlisan injektdljuk allatonként 0,5 ml pirogén-
mentes izotdnids konyhaséoldatban 13:00 és 15:00
koézott a naponkénti véltozdsok elkeriilésére. Az
adag-reakcié  tanulmdnybél  meghatdrozva a
0,01 mg/kg endotoxin 85-95%-0s elhulldst eredmé-
nyez. Az injektdlds utdn az dllatokat 6 napig naponta
megfigyeljiik.

B. PMB (nativ és konjugdlr formdk) kivdltotta el-

hullds.

PMB-t (nativ és kotott formakat) értékeliink a ben-
ne rejld toxicitdsra nem érzékenyitett egérben, A vizs-
gdlathan végig him CBS7BL/c egereket (18-22 g,
Jackson Labs) alkalmazunk. Az allatoknak intraperito-
nedlis (i. p.) injektdldssal (0,5 ml/dllat) vagy nativ
PMB-t vagy kotott PMB-t adunk be, és 7 napig megfi-
gyeljik az elhulldst. Az LDg-at a 100%-os elhulldst
eredményez8 PMB (natfv vagy k6ttt) adag véltoztaté-
sdval hatdrozzuk meg. Az egyes adagokhoz 10-20 dila-
tot alkalmazunk.

C. PMB anti-endotoxin kiértékelések.

PMB-t (nativ és kotott formakat) értékeliink endo-
toxint semlegesitd képességiikre vagy az endotoxinnak
60 perccel az i. p. injektdlds eldit a PMB-be valo
bekeverésével vagy az anyagok egyiitles beaddsival,
cgycetlen i. p. injekcidban. Mig a PMB (nativ és kotoit
formdk) koncentrdciGja viltozik, az egyes injekciok
térfogatat dllandé 0,5 ml/dllat értéken tartjuk. A kotott
PMB iltali védelmet a nativ PMB-hez viszonyitjuk
(mg fehérje/kg-ban kifcjezve). Ellendrzd mintdkat (en-
dotoxin, galaktéz-amin és hordozdanyag) is beiktat-
tunk minden egyes kisérletbe. Az egyes csoportok 10—
17 dllatot tartalmaznak.

A tilé)és statisztikai analiziseit a csoportok kozott
vagy az ellendrz6 mintdkra vonatkozéan egy Chi-
négyzetes analizis alkalmazdsaval, a folytonossigra a
Yate korrekei hasznélatdval végezziik.
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D. A terdpids index (TI) meghatdrozdsa.

A terdpids indexet (TI) PMB-re (nativ és kotott
formdkra) az LD o5-nak PDgq-zal vald osztdsdval haté-
rozzuk meg. A 3. tdblzatban a ,kezelés” az 1. és 2.

10 mg/kg-ndl i. v. 1,5 Oréds terdpids védelmet nyijt az
endotoxin beaddsa utdn. Ennélfogva a PMB-konjugé-
tum alkalmas profilaktikus alkalmazésra.

Az ultra-tiszta PMB-konjugdtum a nativ PMB-hez

példdkban el6bb ismertetett konjugdtumokkal végzett 5 képest meglehetdsen csikkent toxicitdsi. A nativ
kezelésnek felel meg. PMB 5 mg/kg-os i. v. LDg-lal és 9,5 mg/kg i. v.
[.D|go-zal rendelkezik, amely feltételezi a toxicitds
3" tablazat korai jelentkezését, és egy sziik terdpids tartoményt.
Endotoxinellenes adatok Az ultra-tiszta PMB-konjugdtum 100 mg/kg LDy-lal
Kezelés | LDigq (mgfkg) | PDygp (meske) TI 10 rendelkezik, és a benne rejlé nem-toxikus jelleg k-
T ] vetkeztében nem lehetséges egy LD g érték megélla-
Nativ PMB Ll 2 125 pitdsa. Aldbb a 4. tdbldzatban Osszehasonlitasokat
Nativ PMB? 25 2 12,5 végziink a PMB (nativ és kotott) legnagyobb nem-to-
A 30 1 530 xikus adagjai kozott.
B >28 >1 >14 13 4. tabldzat
C ND 5 ND Bioldgiai aktivitds
D 140 2 70 Kezelés | LDy (mg/kg)' | PDygq (merkg) TI
1/5* 83 0.2 415 20 PMB 5 0.1 50
1/2%! kb. 40-60 0,05 800-1200 rationt
keverék? >212 0.2 >1060 kuo;gig];i,; >100 0.1 >1000
keverékj >212 20 >10,6 1 L v. injektdldssal beadott PMB (natfy vagy konjugétum) és a 7 napon it
1 Gyorstisztitoit anyag 25 megfigyelt elhullds.
2 A PMB-t vagy konjugdtumot i. p. injckidlas eldt 60 percig reagdlni 2 1 v imjektdlissal -3 perccel LDSO E. coli Ol11B4 endatoxin
hagyjuk az endotoxinnal (0.5 e/kg) i. p. injektalisa eldtt beadott PMB (nativ vagy konjugdtum).
3 APMB-t vagy a konjugitumot az endotoxinnak egyidejiileg injeks4ljuk
* A frakeiok jelzik a hasznalt perjodit
mennyiségén alapuld reakciskariilményeket. Ha 710 mg-ol megszoroz-  3() SZABADAILMI IGENYPONTOK
zuk a frakciéval, megkapjuk az egyes mindknal alkalmazott ndtrium-
perjodét mennsiséget (mg-ban). 1. Egy polimixin és egy hordozé vizben oldhaté
konjugdtuma, ahol a konjugdtum olyan méretfi, amely
4. példa megfeleld a nagyvérkorben vald alkalmazdsra, azzal a
Ultra-tiszta PMB-dextrdn konjugdtum 35 fenntartdssal, hogy amennyiben a polimixin polimixin
(C eljdrds; alkoholos kicsapds) E, akkor a hordozé egy fehérje hordozdtol eltérd.
1. Elgdllitds 2. Egy 1. igénypont szerinti konjugdtum, amelyben
PMB-dextrdn konjugdtumot, az ,RXN 1/50” jelzé- a hordoz6 cgy poliszacharid, példdul dextrdn vagy
sti konjugatum nyeréséhez alapvetden a fenti 2. példd- (hidroxi-etil)-keményitd vagy egy polimer, példul po-
ban kozoltek szerint dllitjuk eld. 40 li(vinil-pirrolidon), polietilénglikol vagy poli{vinil-al-
A konjugitumot, egy fehér pelyhet, 60%-0s meta- kohol), ahol, ha a polimixin polimixin E-td] eltérd,
nolban kicsapjuk, centrifugéldssal dsszegydijtjiik, és az- akkor a hordozd lehet egy fehérje hordozd, példdul
utdn ultrahangos Ujraolddsnak vetjiik ald. Ezt az eljs- atbumin is.
rast hétszer megismételjik, és az eredményként kapott 3. Egy 1. igénypont szerinti konjugdtum, amelyben
anyag tisztasagdt gélkromatografidval és forditott fazi- 45 a polimixin polimixin B (PMB).
st nagy hatkonysdgt folyadékkromatografidval (RP- 4, Egy 1. igénypont szerinti konjugdtum, amelyben
HPLC) értékeljitk. Bar gélkromatografidval nem ész- a polimixin B (PMB) mélardnya a hordozéhoz 1:15-t6l
leltiink szabad PMB-t, az RP-HPLC 48 g nem kétott 200:1-ig terjedd.
PMB-t mutatott ki 1 mg dsszfehérjére. A konjugdtumot 5. Egy 1. igénypont szerinti konjugdtum, amelyben
azutin 3 tovdbbi kicsapdsnak vetettiik ald a nem kot 50 a polimixin B (PMB) mélardnya a hordozéhoz 1:1-t8l
PMB eltdvolitdsdra. 10:1-ig terjedd.
6. Egy 1. igénypont szerinti konjugdtum, amelyben
2. Bioldgiai aktivitds a polimixin B (PMB) mélardnya a hordozéhoz 1:1-t6t
Az eredményként kapott ultra-tiszta PMB-dextran 3:1-ig terjedé.
konjugétumot egy endotoxin 4ltal indukdlt, a 3. példa S5 7. Egy 1. igénypont szerinti konjugdtum, amelynek
C. pontjaban kdzolt haldlozdsi probdban 6sszehasonlit- vizben vald oldhatdsdga legaldbb 1 mg/ml 25 °C-on.
juk nativ PMB-vel. 8. Egy 1. igénypont szcrinti konjugdtum, amely
I mg/kg-ndl i. v. az ultra-tiszta PMB-dextrdn konju- injektalhatd.
gatum 70% védelmet nydjt LDsy endotoxin adaggal 9. Egy 1. igénypont szerinti konjugdtum, amely
szemben legaldbb 6 érdn 4t Ez a konjugdtum 60 nem-mdtrix jellegii.
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10. Egy 1. igénypont szerinti konjugdtum, amely
kolloid.

11. Egy 1. igénypont szerinti konjugdtum, amely
nem keresztkotéscs.

12. Egy 1. igénypont szerinti konjugdtum, amely
nem-makromolekuldris.

13. Egy 1. igénypont szerinti konjugatum, amcly
nem makrorészecske jellegt.

14. Egy 1. igénypont szerinti konjugatum, amely-
ben a hordozd egynemi, nem toxikus, nem karcinogén,
nem irritdlé és nem immunogén.

15. Egy 1. igénypont szerinti konjugdtum, amely-
ben a hordoz6 25 000-161 500 000-ig terjedd molekula-
tomegi.

16. Egy 1. igénypont szerinti konjugdtum, amely-
ben a hordozé 50 000-t61 300 000-ig terjedd molekula-
tmegi.

17. Egy 1. igénypont szerinti konjugdtum, amelyben a
hordoz6 79 000-t61 200 000-ig terjedd molekulatémeg.

18. Egy 1. igénypont szerinti konjugétum, amely
endotoxint semlegesits aktivitdssal rendelkezik.

19. Egy 1. igénypont szerinti konjugatum, amely-
ben a konjugdtum moélardnya a nem kotott polimixin-
hez legalabb 99:1.

20. Egy 2. igénypont szerinti konjugdtum, amely-
ben a hordozé dextrén.

21. Egy 3. igénypont szerinti konjugatum, amely-
ben a hordoz6 dextran.

22. Egy 21. igénypont szerinti konjugdtum, amely-
ben a polimixin B (PMB) karbamdtkstésen keresztiil
kapcsolédik.

23. Egy 21. igénypont szerinti konjugdtum, amely-
ben a polimixin B (PMB) aminkdtéscken keresztiil
kapcsolédik.

24. Polimixin B és egy hordozé endotoxin ellenes
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aktivitdssal rendelkez§  vizoldhaté  konjugituma,

amelyben a hordozd a nagyvérkorben valé alkalmazas-

ra megfelelé méreldi, ahol a polimixin B mélardnya a

hordozdhoz 1:15-t81 200: i-ig terjedd.

25. Egy 24. igénypont szerinti konjugétum, amely-
ben a hordozé mérete a vérdramba valé bevitelre és a
vérdramban val6 keringésre megfelcls.

26. Az 1-25. igénypontok bdrmelyike szerinti kon-
jugdtum gyGgyszerként valé alkalmazésra.

27. Egy 26. igénypont szerinti konjugdtum endoto-
xin aktivitds semlegesitésére vald alkalmazdsra.

28. Eljards egy 20. igénypont szerinti polimixin-
dextrdn konjugdtum el@allitdsdra, amely eljdrds a ko-
vetkez6 1épésekbdl dll:

a) polimixinnek dextrdnhoz valé megfelel konjugi-
ldsa a nagyvérkorben vald keringetésre alkalmas
méretil, vizben oldhaté polimixin-dextrdn konjugd-
tum képzésére;

b) akapott konjugdtum kicsapdsa egy révid szénténci
alkoholban;

¢) a konjugdtum djraszuszpenddldsa; és

d), b) és ¢) 1épések ismétlése addig, amig a konjugi-
tum lényegében kétetlen polimixintS! mentes lesz.
29. Egy 1-25. igénypontok bdrmelyike szerinti

konjugdtumot tovdbbi gydgyszerészetileg elfogadhaté

hordozékkal vagy higitdkkal egyiitt tartalmazé gyégy-
szerkészitmény.

30. Egy 1-25. igénypontok barmelyike szerinti
konjugdtum alkalmazdsa endotoxint semlegesild szer-
ként profilaktikus vagy kurativ terdpids alkalmazisra
szolgilé gydgyszer gyartasara.

31. A 30. igénypont szerinti, gombdsodds elleni
szerként valé alkalmazds.

32. A 30. igénypont szerinti, baktériumellenes szer-
ként valé alkalmazés.
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