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OPIS IZUMA

Pozadina izuma

Polje izuma

Sada3nji izum se odnosi na polje imunologije 1 proliferativnih oboljenja, kao §to je rak. Posebnije, on se odnosi na
pripravke 1 nacine koriStenja, gdje pripravei obuhvadaju superantigene koji su promijenjeni radi smanjenja
seroreaktivnosti.

Odgovarajuéa podrudja

Superantigeni (SAg-ovi) sacinjavaju skupinu bakterijskih i virusnih proteina koji su krajnje ucinkoviti u aktiviranju
velike frakcije populacije T-stanica. Superantigeni se veZu izravno na glavni histokompatibilni kompleks (MHC) bez da
se procesiraju. U stvari se superantigeni veZu neprocesirano izvan izvan utora koji veZe antigen na molekulama MHC II
klase, tako uglavnom izbjegavajuéi polimorfizam u mjestu vezanja peptida. Mchanizam vezivanja ovisi o vezivanju
superantigena na receptor T-stanica (TCR) u V[ lancu, umjesto vezivanja na hipervarijabilne petlje receptora T-stanica
(TCR).

Stafilokokni enterotoksini (SEs) su homologna skupina superantigena, s obzirom i na strukturu i na funkciju
(Papageorgiou i ostali, 2000). Poznati su kao glavni uzrok trovanja hranom i sindroma toksi¢nog Soka kod ljudi.

Novi pristup tumorskoj terapiji temeljen na SAg-u je razvijen za adjuvantski tretman krutih tumora. On koristi obje
glavne poluge imuno sustava ugraduju¢i Fab dio tumor-specificnog monoklonskog antitijela 1 SAg koji aktivira
T-stanice u jednom rekombinantnom fuzijskom proteinu. Fab-SAg proteini vezani na tumorske stanice mogu potaknuti
SAg-om aktivirane citotoksi¢ne T-stanice da ubiju tumorske stanice izravno sa na superantigen antitijelo ovisno stani¢no
posredovanom citotoksicnoséu, SADCC. Dodatno, aktivirane T-stanice proizvode tumoricidalne i proinflamatorne
citokine koji ponisStavaju probleme heterogenosti tumora, odnosno makromolekulsko uzimanje.

Tumorski terapeutici temeljeni na superantigenu su imali neki uspjeh, medutim, jedan klini¢ki problem na koji treba
ukazati je aktivacija sustavnog imunog sustava. Fuzijski proteini s divljom vrstom SEA su proucavani u klini¢kim
ispitivanjima raka debelog crijeva i gusterae (Alpaugh 1 ostali, 1998). Uocena su ograni¢enja unato¢ dobivenih
ohrabrujucih rezultata. Prvo je produkt bio jako otrovan. Drugo, prethodno pripravljena antitijela na superantigene kod
pacijenata su nacinila doziranje kompleksnim. Dodatno, produkt je bio imunogen. Stoga su ponovljeni ciklusi terapije
bili moguci kod ograni¢enog broja pacijenata.

Do sadasnjeg izuma su na SAg temeljene terapije bile ograniCene dozom. Sada$nji izum je prvi koji mijenja
superantigen §to rezultira smanjenjem seroreaktivnosti uz zadrZavanje aktivnosti superantigena; stoga je sadasnji izum
nov inije oéit.

Kratak sazetak izuma

Prije spomenuto je naglasilo dosta $iroko izvedbe 1 tehnicke prednosti sadasnjeg izuma s ciljem da se detaljni opis izuma
koji slijedi moZe bolje razumjeti. Dodatne izvedbe 1 prednosti izuma ¢e se opisati ovdje kasnije §to oblikuje subjekt
zahtjeva izuma. Iskusni u podrudju trebaju cijeniti §to se koncepceija 1 specifiéna izvedba otkrivenog moze lako iskoristiti
kao temelj za izmjene i oblikovanje drugih struktura za provodenje istih svrha sadasnjeg izuma. Iskusni u podru¢ju bi
takoder trebali shvatiti da se takve jednakovrijedne konstrukcije ne odmic¢u od duha i raspona izuma kako je postavljen u
dodanim zahtjevima. Nove izvedbe za koje se vjeruje da su karakteristika izuma, 1 kao njihove organizacije 1 kao nacin
rada, skupa s daljnjim objektima 1 prednostima, ¢e se bolje razumjeti iz slijedeéeg opisa kada se razmatra s prate¢im
slikama. O¢ekuje se da ée se brzo razumjeti, medutim, da je svaka slika na¢injena samo u svrhu ilustracije i opisa 1 nije
bila namjera kao definicija ograni¢enja sadasnjeg izuma.

U sadasnjem izumu je osiguran konjugat koji obuhvaca bakterijski superantigen 1 neko antitijelo, gdje je superantigen
superantigen niskog titra koji obuhvaca podrucja A do E, koje podrucje A je mjesto vezivanja TCR, a podruéja B do E
odreduju vezivanje MHC molekule klase II; 1 DNK sekvenca koja kodira za superantigen je supstituirana tako da nije
vise od 15 aminokiselinskih ostataka u podru¢ju A zamijenjeno s razli¢itim aminokiselinama, tako da supstituirani
superantigen ima smanjenu seroreaktivnost u usporedbi sa superantigenom iz kojeg je dobiven; i gdje je antitijelo
antitijelo pune duZine ili bilo koja druga molekula koja veZe aktivni fragment antitijela, koji je usmjeren prema strukturi
povr§ine stanice povezane s rakom. Primjeri superantigena ukljucuju, ali nisu ograniceni na stafilokokni enterotoksin
(SE), Streptococcus pyogenes egzotoksin (SPE), Staphylococcus aureus toksin sindroma toksi¢nog Soka (TSST-1),
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streptokokni mitogeni egzotoksin (SME) 1 streptokokni superantigen (SSA). U specifiénim izvedbama, stafilokokni
enterotoksin je stafilokokni enterotoksin A (SEA) ili stafilokokni enterotoksin E (SEE).

U specifi¢nim izvedbama, poloZaji aminokiselinskih ostataka u podru¢ju A koji ¢e se zamijeniti su odabrani iz skupine
koja se sastoji od 20, 21, 24, 27, 173 1 204. Takoder se razmisljalo da podru¢je C moZe obuhvatiti supstitucije u ne vise
od 15 aminokiselinskih ostataka. Ove supstitucije se mogu pojaviti na poloZajima aminokiselinskih ostataka 79, 81, 83 1
84. Jo§ dalje, podru¢je E moze obuhvacati supstitucije od ne vise od 15 aminokiselinskih ostataka, u kojima se
supstitucija moZe pojaviti na poloZaju aminokiselinskog ostatka 227.

U drugoj izvedbi sadasnjeg izuma, osiguran je konjugat koji obuhvaca bakterijski superantigen 1 neko antitijelo, gdje je
superantigen superantigen niskog titra koji obuhvaca podru¢ja A do E, koje podrucje A je mjesto vezivanja TCR, a
podru¢ja B do E odreduju vezivanje MHC molekula klase II; aminokiselinska sekvenca superantigena je supstituirana
tako da nije vise od 15 aminokiselinskih ostataka u podrucju B zamijenjeno s razlicitim aminokiselinama, tako da
supstituirani superantigen ima smanjenu seroreaktivnost u usporedbi sa superantigenom iz kojeg je dobiven; i gdje je
antitijelo antitijelo pune duZine ili bilo koja druga molekula koja veZe aktivni fragment antitijela, koji je upuéen prema
strukturi povrsine stanice povezane s rakom. Specifi¢no, polozaji aminokiselinskih ostataka u podru¢ju B koji ée se
zamijeniti mogu se odabrati iz skupine koja se sastoji od 34, 35, 39, 40, 41, 42, 44, 45 1 49.

Jedna druga izvedba sadasnjeg izuma osigurava konjugat koji obuhvaca bakterijski superantigen i neko antitijelo, gdje je
superantigen superantigen niskog titra koji obuhvaca podru¢ja A do E, koje podrucje A je mjesto vezivanja TCR, a
podru¢ja B do E odreduju vezivanje MHC molekula klase II; aminokiselinska sekvenca superantigena je supstituirana
tako da nije viSe od 15 aminokiselinskih ostataka u podru¢ju C zamijenjeno s razli¢itim aminokiselinama, tako da
supstituirani superantigen ima smanjenu seroreaktivnost u usporedbi sa superantigenom iz kojeg je dobiven; i gdje je
antitijelo antitijelo pune duZine ili bilo koja druga molekula koja veZe aktivni fragment antitijela, koji je upuéen prema
strukturi povrsine stanice povezane s rakom. U specifi¢nim izvedbama rak je odabran iz skupine koja se sastoji od raka
pluéa, dojke, debelog crijeva, bubrega, gusterace, jajnika, Zeluca, grlica maternice 1 prostate. PoloZaji aminokiselinskih
ostataka u podrucju C koje ¢e se zamijeniti su odabrani iz skupine koja se sastoji iz 74, 75, 78, 79, 81, 83 1 84,

Primjeri superantigena ukljuuju, ali nisu ogranieni na stafilokokni enterotoksin (SE), Streptococcus pyogenes
egzotoksin (SPE), Staphylococcus aureus toksin sindrom toksicog Soka (TSST-1), streptokokni mitogeni egzotoksin
(SME) 1 streptokokni superantigen (SSA). U specificnim izvedbama, stafilokokni enterotoksin je stafilokokni
enterotoksin A (SEA) ili stafilokokni enterotoksin E (SEE).

U specificnim izvedbama konjugat moze dalje obuhvaéati supstitucije u ne vise od 15 aminokiselinskih ostataka u
podru¢ju A. PoloZzaji aminokiselinskih ostataka u podruéju A koje ¢e se zamijeniti mogu biti na polozajima 20, 21, 24,
27, 173 ili 204. Jos dalje, konjugat moZe obuhvacati supstitucije od ne vise od 15 aminokiselinskih ostataka u podrucju
E. Jo$ poscbnije, supstitucija podruéja E se moZe pojaviti kod poloZaja 227 aminokiselinskog ostatka.

U daljnjoj specificnoj izvedbi, konjugat moZe obuhvacati SEE aminokiselinsku sekvencu ukljucujuéi supstitucije R20G,
N2IT, S24G, R27K, K79E, K81E, K83S, K84S 1 D227S ili SEE aminokiselinsku sekvencu ukljuéujuci supstitucije
R20G, N21T, S24G, R27K, K79E, K81E, K83S, K84S 1 D2278S. Jo§ dalje, konjugat moZe obuhvacati aminokiselinsku
sekvencu SEQ ID NO: 2.

U daljnjim izvedbama konjugat moZe obuhvacati neko antitijelo, na primjer, ali nije ograni¢en na Fab fragment.
Specifiéni Fab fragmenti mogu ukljuéivati C215Fab ili 5T4Fab.

Jos dalje konjugat moze takoder obuhvacati citokin, kao sto je interleukin. U specifi¢nim izvedbama interleukin je IL2
ili njegov derivat koji ima bitno istu biolo$ku aktivnost kao prirodni IL.2.

Jedna druga izvedba obuhvaca konjugat koji obuhvaca bakterijski superantigen i neko antitijelo, gdje je superantigen
superantigen niskog titra koji obuhvaca podrucja A do E, koje podrucje A je mjesto vezivanja TCR, a podruéja B do E
odreduju vezivanje MHC molekula klase II; aminokiselinska sekvenca superantigena je supstituirana tako da nije vise od
15 aminokiselinskih ostataka u podru¢ju D zamijenjeno s razli¢itim aminokiselinama, tako da supstituirani superantigen
ima smanjenu seroreaktivnost u usporedbi sa superantigenom iz kojeg je nastao; i gdje je antitijelo pune duZine ili bilo
koja druga molekula koja veze aktivni fragment antitijela, koji je upucen prema strukturi povrsine stanice povezane s
rakom. Polozaji aminokiselinskih ostataka u podru¢ju D koji ¢e se zamijeniti su odabrani iz skupine koja se sastoji iz
187, 188, 1891 190.

U jednoj drugoj izvedbi je osiguran konjugat koji obuhvaca bakterijski superantigen i neko antitijelo, gdje je
superantigen superantigen niskog titra koji obuhvaca podrucja A do E, ¢&ije podrudje A je mjesto vezivanja TCR, a
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podru¢ja B do E odreduju vezivanje MHC molekula klase II; aminokiselinska sekvenca superantigena je supstituirana
tako da nije vise od 15 aminokiselinskih ostataka u podruéju E zamijenjeno s razli¢itim aminokiselinama, tako da
supstituirani superantigen ima smanjenu seroreaktivnost u usporedbi sa superantigenom iz kojeg je nastao; i gdje je
antitijelo antitijelo pune duZine ili bilo koja druga molekula koja veZe aktivni fragment antitijela, koji je upuéen prema
strukturi povrSine stanice povezane s rakom. U specificnim izvedbama stafilokokni enterotoksin je stafilokokni
enterotoksin A (SEA) ili stafilokokni enterotoksin E (SEE). Takoder, poloZaji aminokiselinskih ostataka u podrucju E
koji ¢e se zamijeniti su odabrani iz skupine koja se sastoji iz 217, 220, 222, 223, 2251 227.

U specificnoj izvedbi, konjugat dalje obuhvaca supstitucije od ne vise od 15 aminokiselinskih ostataka u podruéju A.
Specifi¢no, supstitucije u podruéju A se mogu pojaviti na polozajima aminokiselinskih ostataka 20, 21, 24, 27, 173 i
204.

U jednoj drugoj specifi¢noj izvedbi, konjugat dalje obuhvacda supstitucije od ne vise od 15 aminokisclinskih ostataka u
podrudju B u kojem se supstitucije mogu pojaviti na polozajima aminokiselinskih ostataka 34, 35, 39, 40, 41, 42, 44, 45
i49.

Jo§ dalje konjugat moZe obuhvacati supstitucije od ne vise od 15 aminokiselinskih ostataka u podruéju C. Specifi¢no,
supstitucije u podruéju C se pojavljuju na poloZajima aminokiselinskih ostataka 74, 75, 78, 79, 81, 83 1 84. Konjugat
takoder moze dalje obuhvacati supstitucije od ne vise od 15 aminokiselinskih ostataka u podrucju D, u kojem se
supstitucije mogu pojaviti na poloZajima 187, 188, 189 1 190 aminokiselinskih ostataka.

U jednoj drugoj specifi¢noj izvedbi je osiguran farmaceutski pripravak koji obuhvaca terapijsku koli¢inu konjugata, gdje
reéeni konjugat koji obuhvaca bakterijski superantigen i neko antitijelo, gdje je superantigen superantigen niskog titra
koji obuhvaéa podruéja A do E, koje podrudje A je mjesto vezivanja TCR, a podrucja B do E odreduju vezivanje MHC
molekula klase II; aminokiselinska sekvenca superantigena je supstituirana tako da nije viSe od 15 aminokiselinskih
ostataka u podruéju C zamijenjeno s razliitim aminokiselinama, tako da supstituirani superantigen ima smanjenu
seroreaktivnost u usporedbi sa superantigenom iz kojeg je dobiven; i gdje je antitijelo antitijelo pune duZine ili bilo koja
druga molekula koja veze aktivni fragment antitijela, koji je upucen prema strukturi povrsine stanice povezane s rakom.
Specifi¢no su poloZaji aminokiselinskih ostataka u podruéju C koje ¢e se zamijeniti odabrani iz skupine koja se sastoji iz
74,75, 78,79, 81, 831 84.

U daljnjim izvedbama farmaceutski pripravak moZe obuhvatiti konjugat koji obuhvaca supstitucije od ne vise od 15
aminokiselinskih ostataka u podru¢ju A, koje se supstitucije pojavljuju u podru¢ju A na polozajima 20, 21, 24,27, 173 1
204 aminokiselinskih ostataka. Jos dalje, farmaceutski pripravak moze takoder obuhvacati supstitucije od ne vise od 15
aminokiselinskih ostataka u podru¢ju E. Specifi¢no, supstitucija u podruéju E moze biti na polozaju 227
aminokiselinskog ostatka.

U specificnim izvedbama farmaceutski pripravak moze obuhvacati konjugat koji obuhvaéa SEE aminokiselinsku
sekvencu (SEQ ID NO : 7) isto kao i dodatne supstitucije R20G, N21T, $24G, R27K, K79E, K81E, K838, K84S i
D2278S.

U jednoj drugoj specifiénoj izvedbi farmaceutski pripravak moZe obuhvadati konjugat koji obuhvaéa SEE
aminokiselinsku sekvencu (SEQ ID NO : 7) isto kao i dodatne supstitucije R20G, N21T, S24G, R27K, K79E, KS81E,
K838, K84S 1 D227S. Jos dalje, farmaceutski pripravak obuhvaca konjugat koji ima aminokiselinsku sekvencu SEQ ID
NO: 1.

U daljnjim specifi¢nim izvedbama farmaceutski pripravak obuhvaca neko antitijelo, na primjer Fab fragment. Specifi¢no
je Fab fragment C215Fab ili 5T4Fab. Farmaceutski pripravak moze nadalje obuhvacati citokin, kao $to je interleukin.
Interleukin moze biti IL2 ili njegov derivat koji ima bitno istu bioloSku aktivnost kao i prirodni IL2.

Jedna druga izvedba sadas$njeg izuma ukljucuje nacdin tretiranja raka kod sisavaca aktiviranjem imunog sustava recenih
sisavaca Sto obuhvaca davanje reenim sisavcima terapijski djelotvornu koli¢inu konjugata, gdje receni konjugat
obuhvaca bakterijski superantigen i neko antitijelo, gdje je superantigen superantigen niskog titra koji obuhvaca
podrudja A do E, koje podruéje A je mjesto vezivanja TCR, a podruja B do E odreduju vezivanje MHC molekula klase
II; aminokiselinska sekvenca superantigena je supstituirana tako da nije viSe od 15 aminokiselinskih ostataka u podrucju
C zamijenjeno s razliCitim aminokiselinama, tako da supstituirani superantigen ima smanjenu seroreaktivnost u
usporedbi sa superantigenom iz kojeg je dobiven; i gdje je antitijelo antitijelo pune duZine ili bilo koja druga molekula
koja veze aktivni fragment antitijela, koji je upucen prema strukturi povrsine stanice povezane s rakom. Primjeri raka
ukljucuju, ali nisu ograniceni na, rak pluca, dojke, debelog crijeva, bubrega, gusterade, jajnika, Zeludac, grli¢a maternice
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1 prostate. Specifino su polozaji aminokiselinskih ostataka u podruéju C koje ¢e se zamijeniti odabrani iz skupine koja
se sastoji iz 74, 75, 78, 79, 81, 83 1 84.

U daljnjim izvedbama, podru¢je A moze takoder obuhvaéati supstitucije od ne vise od 15 aminokiselinskih ostataka,
koje se supstitucije pojavljuju u podruéju A na polozajima 20, 21, 24, 27, 173 1 204 aminokiselinskih ostataka. Takoder,
podru¢je E mozZe dalje obuhvacati supstitucije od ne vise od 15 aminokiselinskih ostataka. Specifi¢no, supstitucija u
podru¢ju E moZe biti na poloZaju 227 aminokiselinskog ostatka. Konjugat moze obuhvacati SEE aminokiselinsku
sekvencu (SEQ ID NO : 7) isto kao i dodatne supstitucije R20G, N21T, S24G, R27K, K79E, K81E, K838, K848 i
D2278 ili supstitucije R20G, N21T, $24G, R27K, K79E, K81E, K838, K84S 1 D2278. Jos dalje, farmaceutski pripravak
obuhvaca konjugat koji ima aminokiselinsku sekvencu SEQ ID NO: 1.

Kratki opis crteza

Slijededi crtezi ¢ine dio sadasnje specifikacije 1 ukljueni su da dalje pokazu odredene vidove sadasdnjeg izuma. Izum

predstavljenih ovdje.

SLIKA 1 pokazuje peptidne fragmente prepoznate od ljudskog anti-SEA koji su identificirani iz pepsinom obradene
SEA/E-18 eluirane s anti-SEA stupca. Fragmenti su identificirani i prije 1 nakon proci§¢avanja uporabom reverzno
faznog HPLC povezane s masenim spektrometrom (MS). Fragmenti nadeni u obradenom uzorku kod istog retencijskog
vremena i prije i nakon afinitnog proci§¢avanja su smatrani kao pozitivni.

SLIKA 2 je sedam razli¢itih identificiranih peptida, prikazanih kao crte iznad aminokiselinske sekvence za SEA/E-120.
Slova u svijetlo sivom ukazuju koji ostaci su zamijenjeni u SEA/E-120 u usporedbi prema SEA/E-18.

SLIKA 3 je strukturno poravnanje sekvence SEA, SED i SEH koriStenih kao predlosci za konstrukciju komparativnog
ra¢unalnog modela SEA/E-18. Strukturno sa¢uvana podrudja su oznacena s crnim kutijama.

SLIKA 4 je multiplicirano poravnanje sekvence SEA, SEE, SEA/E-18 i SEA/E-120. Prikazano kao crte iznad
poravnanja su pet razli¢itih podru¢ja A-E unutar kojih se drze sve supstitucije kod SEA/E-120.

SLIKA 5 je SEA/E-18 model (u crnom) prenesen na SEA (1SXT u sivom).
SLIKA 6 su podru¢ja SEA/E-18 koja odgovaraju identificiranim seroreaktivnim peptidima.

SLIKA 7 je scintilacijski proksimitivni test (SPA) koji je izmjerio specifiéno vezivanje '*I humanog anti-SEA vezanog
na C215FabSEA, C215Fab SEA/E-18, -65, -97, -109, -110, -113 ili -120 na biotin konjugiranom anti-miSjemF(ab), na
streptavidin PVT podlogu.

SLIKA 8A I SLIKA 8B ilustriraju sposobnost utjecaja na citotoksi¢nost usmjerenu prema tumoru. SLIKA 8A pokazuje
citotoksi¢nost kako je izmjerena u superantigen antitijelo ovisnom testu staniéne citotoksi¢nosti, SADCC. SLIKA 8B
pokazuje djelotvornost superantigena da utjeée na ubijanje s T stanicama MHC ckspresirajuéih stanica klase II §to
rezultira u sustavnoj citotoksi¢nosti koja moZe uzrokovati pokrajnje efekte izmjerene u superantigen ovisnom testu
stani¢ne citotoksi¢nosti, SDCC. Sve nove kimere su snizile njihov uc¢inak u SDCC s najmanje llog i s ¢ak 3log za
C215Fab SEA/E-120.

SLIKA 9 je vrpasti dijagram modela SEA/E-120. Pokrajnji lanci ostataka G20, T21, G24 1 K27 su oznadeni tamno
sivo, pokrajnji lanci ostataka S34, S39, S40, E41, K42, Ad44, T49, T74, A75, S78, E79, E81, S83 1 S84 su oznadeni sivo,
pokrajnji lanci ostataka T217, S220, T222, S223, S225 su oznaceni crno 1 pokrajnji lanac ostatka 227 je oznacen svijetlo
Sivo.

SLIKA 10 je aminokiselinska sekvenca 5T4Fab SEA/E-120 (SEQ ID NO: 1) s promijenljivim dijelovima iz murinskog
antitijela 5T4 i stalni dijelovi od murinskog antitijela C242. PoloZaji 1-458 je lanac A a poloZaji 459-672 su lanac B.

Detaljan opis izuma

Lako je uoéljivo osobi iskusnoj u podrucju da razlicite se izvedbe 1 modifikacije mogu naciniti u otkrivenom izumu u
ovoj Prijavi bez napuStanja raspona i duha izuma.
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Kako se ovdje koristi specifikacija "a" ili "an" (u engl. tekstu) moze znaditi jedan ili vise. Kako se ovdje koristi u
zahtjevu(ima), kada se koristi skupa s rijeci "obuhvaca", rije¢i "a" ili "an" (u engl. tekstu) moze znaditi jedan ili vise od
jedan. Kako se ovdje koristi "neki drugi" moZe znaciti najmanje drugi ili vise.

Izraz "antitijelo” kako se ovdje koristi, odnosi se na neku imunoglobulinsku molekulu, koja je sposobna specificno se
vezati na specifiéni epitop na nekom antigenu. Kako se ovdje koristi, za antitijelo je namjeravano da se odnosi siroko na
bilo koje imunologi¢no vezivajuce sredstvo kao sto je IgG, IgM, IgA, IgD i IgE. Antitijela mogu biti netaknuti
imunoglobulinski derivati iz prirodnih izvora ili iz rekombinantnih izvora i mogu biti imunoaktivni dijelovi netaknutih
imunoglobulina. Antitijela u sada$njem izumu mogu postojati u mnogim oblicima ukljucujuci, na primjer, poliklonalna
antitijela, monoklonalna antitijela, Fv, Fab i1 F(ab),, kao 1 atitijela jednog lanca i humanizirana antitijela (Harlow i istali,
1988.; Bird i ostali, 1988.).

Izraz "antigen" kako se ovdje koristi je definiran kao molekula koja izaziva imuni odgovor. Ovaj imuni odgovor moZe
ukljucivati produkeiju antitijela, aktiviranje specifiénih imunoloski kompetentnih stanica, ili oboje. Neki antigen moZze
biti izveden iz organizama, podjedinice proteina/antigena, ubijene ili inaktivirane cijele stanice ili lizata. Stoga, osoba
iskusna u podruéju shvaca da bilo koja makromolekula, virtualno ukljuéujuci sve proteine, moze sluziti kao antigeni.
Nadalje, antigeni se mogu izvesti iz rekombinantne DNA.

Izraz "rak" kako se koristi ovdje je odreden kao proliferalno oboljenje ili maligni neoplazam (tumor). Primjeri ukljucuju,
ali nisu ograniceni na, rak dojke, rak prostate, rak jajnika, rak grlica maternice, rak koZze, rak gusterade, rak debelog
crijeva i rak pluca.

Izraz "konjugat” kako se koristi ovdje je odreden kao fuzijski protein superantigena ili inacica superantigena spojenog ili
konjugiranog na neko antitijelo ili dio antitijela.

Izraz "imunogenski" ili "imunogenost" kako se koristi ovdje je odreden kao tvar ili molekula koja pobuduje imuni
odgovor.

Izraz "glavni (veéinski) histokompatibilni kompleks", ili "MHC", kako se koristi ovdje je odreden kao specifiéni grozd
gena, mnogi od kojih kodiraju proteine stani¢ne povr$ine povezane s evolucijom koji su ukljuceni u prezentaciju
antigena, koja je medu najvaznijim determinantama (odrednicama) histokompatibilnosti. Klasa I MHC, ili MHC-I,
funkcionira uglavnom kod antigen prezentacije u CD8 T limfocita. Klasa II MHC, ili MHC-2, funkcionira uglavnom u
antigen prezentaciji u CD4 T limfocita.

Izraz "serorcaktivan", "seroreakcija” ili "seroreaktivnost" kako se koristi ovdje je odredena kao reakcija ili akcija koja se
pojavljuje kao rezultat seruma ili sere. Netko iskusan u podruju shvaéa da serum ili sera pacijenta ili Zivotinje sadrZava
neutraliziraju¢a antitijela ili ranije nastala antitijela ili endogena antitijela u mnostvu antigena ili molekula. Stoga je
seroreaktivnost povezana na reakciju neutralizirajucih antitijela u serumu.

Izraz "superantigen" kako se koristi ovdje je odreden kao klasa molekula koje stimuliraju podskup T-stanica vezivanjem
na MHC molekule klase II i na VB domenu receptora T-stanica, stimuliraju¢i aktiviranje T-stanica koje ekspresiraju
odredene VB V genske segmente.

Izraz "receptor T-stanica” kako se koristi ovdje je odreden kao receptor koji se sastoji od disulfidno vezanog
heterodimera visoko odstupaje¢ih o ili B lanaca ekspresiranih na stani¢noj membrani kao kompleks s nepromjenljivim
CD3 lancima. T-stanice koje nose ovu vrstu receptora se Cesto nazivaju a:fi T-stanice. Jedan alternativni receptor
nacinjen od varijabilnih v i 6 lanaca je ekspresirao CD3 na podskupu T-stanica.

Izraz "terapijski djelotvoran” kako se koristi ovdje je odreden kao koli¢ina farmaceutskog pripravka koja je djelotvorna
kod tretiranja oboljenja ili stanja.

Izraz "inadica" ili "inacice" kako se koristi ovdje odnosi se na proteine ili peptide koji se razlikuju od referentnih
proteina, odnosno peptida. Inadice u ovom smislu su opisane nize 1 drugdje u sadasnjem otkri¢u mnogo podrobnije. Na
primjer, promjene u sekvenci nukleinskih kiselina inafice mogu biti tihe, to jest, ne moraju promijeniti aminokiseline
kodirane sa sekvencom nukleinskih kiselina. Gdje su promjene ograni¢ene na tihu promjenu ove vrste inadica ¢e kodirati
peptid s istom sekvencom aminokiselina kao referentni peptid. Promjene u sekvenci nukleinskih kiselina ina¢ice mogu
promijeniti sekvencu aminokiselina peptida kodiranog referentnom sekvencom nukleinskih kiselina. Takve promjene
sekvence nukleinskih kiselina mogu rezultirati u supstituciji aminokiselina, dodavanju, ponistavanju, fuziji i kracenju
peptida kodiranog referentnom sekvencom, kako je raspravljeno niZe. Opcenito, razlike u aminokiselinskim sekvencama
su ogranicene tako da su sekvence referentne 1 inacice ukupno jako sli¢ne 1, u mnogim podrucjima su iste.
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Peptid inacice 1 referentni peptid se mogu razlikovati u aminokiselinskoj sekvenci u jednoj ili vise supstitucija, dodataka,
ponistavanja, fuzija i skracenja, koji mogu biti nazo¢ni u bilo kojoj kombinaciji. Inacica takoder moze biti fragment
peptida i1z izuma koji se razlikuje od referentne peptidne sekvence $to je kraéi od referentne sekvence, kao $to je
terminalno ili unutrasnje ponistenje. Jedna druga inacica peptida iz izuma takoder ukljucuje peptid koji zadrzava bitno
istu funkciju ili aktivnost takvog peptida. Inaica moze takoder biti (i) jedna u kojoj je jedan ili vise aminokiselinskih
ostataka supstituiran s konzerviranim ili nekonzerviranim aminokiselinskim ostatkom i tako supstituiran aminokiselinski
ostatak moZe ili ne moZe biti kodiran genetickim kodom ili (ii) jedna u kojoj jedan ili vise aminokiselinskih ostataka
ukljucuje supstituentsku skupinu ili (iii) jedna u kojoj je zreli peptid spojen s drugim spojem, kao $to je spoj koji
povecava poluzivot peptida (na primjer, polietilenglikol) ili (iv) jedna u kojoj su dodatne aminokiseline spojene na zreli
peptid kao $to je vodeéa ili izluéna sekvenca ili sekvenca koja je koriStena za proci§cavanje zrelog peptida. Inacice se
mogu naciniti tehnikama mutageneze, ukljuéujuci one primjenjene na nukleinske kiseline, aminokiseline, stanice ili
organizme, ili mogu biti nadinjene uz pomo¢ rekombinacije. Za sve ove inacice odredene gore se smatra da su unutar
ragpona onima iskusnim u podruéju od uéenja ovdje 1 iz podrudja.

Izraz "bioloska aktivnost" kako se koristi ovdje se odnosi na urodena svojstva specifiéne molekule, na primjer
aktiviranja odredenih stanica ili vezivanja na odredenc receptore. Definicija, kako je koriStena ovdje, je prvenstveno
kvalitativna rade nego kvantitativna.

1. Modifikacije superantigena

Sada3nji izum je zamiSljen tako da modificira superantigene sniZavanjem njihove imunogenosti smanjivanjem njihove
seroreaktivnosti. Netko iskusan u podrudju prepoznaje da se seroreaktivnost odnosi na reakciju molekula ili antigena s
neutraliziraju¢im antitijelima u serum. Specifiéno sada$nji izum je zami$ljen da konjugat obuhvada bakterijski
superantigen 1 neko antitijelo, gdje je superantigen superantigen niskog titra koji obuhvaca podrudja A do E, koje
podrudje A je mjesto vezivanja TCR, a podruc¢ja B do E odreduju vezivanje MHC molekula klase IT; 1 aminokiselinska
sekvenca superantigena je supstituirana tako da nije vise od 15 aminokiselinskih ostataka u podru¢ju A zamjenjeno s
razli¢itim aminokiselinama, tako da supstituirani superantigen ima smanjenu seroreaktivhost u usporedbi sa
superantigenom iz kojeg je dobiven; i gdje je antitijelo antitijelo pune duZine ili bilo koja druga molekula koja veze
aktivni fragment antitijela, koji je upucen prema strukturi povrsine stanice povezane s rakom.

A, Superantigeni

Bakterijski superantigeni koji su predvideni za koriStenje u sadasnjem izumu ukljucuju, ali nisu ograni¢eni na
stafilokokni enterotoksin (SE), Streptococcus pyogenes egzotoksin (SPE), Staphylococcos aureus toksin povezan sa
toksi¢nim Sokom (TSST-1), streptokokni mitogenski egzotoksin (SME) i streptokokni superantigen (SSA). Netko
iskusan u podru¢ju shvaca da se trodimenzionalne strukture gore izlistanih superantigena mogu dobiti od Proteinske
banke podataka (PDB, www.rcsb.org). Jo§ dalje, netko iskusan u podrucju mozZe dobiti sekvence nukleinskih kiselina 1
sekvence aminokiselina gore izlistanih superantigena 1 ostalih superantigena od Banke gena (GenBank)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/GenbankSearch.html).

U specifi¢nim izvedbama, superantigen je superantigen niskog titra. Poznato je 1 razumljivo od onih iskusnih u podrucju
da serumi ljudi normalno sadrzava visoki titar antitijela prema superantigenima. Za stafilokokne superantigene, na
primjer, relativni titri su TSST-1 > SEB > SEC-1 > SEC-2 > SEA > SED > SEE. Netko iskusan u podru¢ju shvaéa da
ovi relativni titri ukazuju na imunogenske probleme i probleme sa seroreaktivnosti ili probleme s neutralizirajuc¢im
antitijelima. Stoga sadadnji izum uzima koriStenje superantigena niskog titra, kao §to su SEA ili SEE radi izbjegavanja
seroreaktivnosti parenteralno davanih superantigena.

Jo§ dalje, jasno je poznato i1 shvadeno da su sckvence proteina i imunoloska krosreaktivnost superantigena ili
stafilokoknih enterotoksina podijeljeni u dvije povezane skupine. Jedna skupina se sastoji od SEA, SEE, SED 1 SEH.
Druga skupina je SPEA, SEC, SEB 1 SSA. Stoga sadasnji izum takoder razmatra koristenje superantigena s malim titrom
za smanjenje ili uklanjanje kros reaktivnosti sadaSnjeg izuma s visokim titrom ili endogenim antitijelima prema
stafilokoknim enterotoksinima.

B. Inacdice superantigena

Inadice aminokisleinske sekvence proteina superantigena mogu biti supstitucijske, umetajucée ili ponistavajuée inacice.
Ove inacice se mogu procistiti prema poznatim nacinima, kao §to je taloZenje (na primjer, amonijev sulfat), HPLC,
kromatografija ionske izmjene, afinitetna kromatografija (uklju¢ujué¢i imunoafinitetnu kromatografiju) ili razlicita
odijeljivanja po veli¢ini (taloZenje, gel elektroforeza, gel filtriranje).
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Inacice supstitucije ili inafice zamjenjivanja tipi¢no sadrzavaju izmjenu jedne aminokiseline za drugu kod jednog ili vise
mjesta unutar proteina. Supstitucija moZe biti konzervativna, §to znadi, jedna aminokiselina je zamijenjena s jednom
slicnog oblika i naboja. Konzervativne supstitucije su dobro poznate u podruéju i ukljuéuju, na primjer, izmjene: alanina
sa serinom; arginina s lizinom; asparagina s glutaminom ili histidinom; aspartat s glutamatom; cistein sa serinom;
glutamin s asparaginom; glutamat s aspartatom; glicin s prolinom; histidin s asparaginom ili glutaminom; izoleucin s
leucinom ili valinom; leucin s valinom ili izoleucinom; lizin s argininom; metionin s leucinom ili izoleucinom;
fenilalanin s tirozinom, leucinom ili metioninom; serin s treoninom; treonin sa serinom; triptofan s tirozinom; tirozin s
triptofanom ili fenilalaninom i valin s izoleucinom ili leucinom.

Stoga su izumitelji razmatrali da se razli¢ite promjene mogu nadiniti u sekvencama DNK ili genima bez znafajnog
gubitka bioloske korisnosti ili aktivnosti proteina, kako je raspravljeno niZe. Aktivnost je indukcija odgovorima T-
stanice koja rezultira u citotoksi¢nosti tumorskih stanica. Jo§ dalje, afinitet superantigena za MHC molekule klase II je
smanjen s minimalnim u¢inkom na citotoksi¢nost superantigena.

U ¢injenju takvih promjena, hidropatski indeks aminokiselina se moZe razmatrati. Vaznost hidropatskog indeksa
aminokiseline u doprinosu interaktivnoj bioloskoj funkciji proteina je opéenito razumljiv u podrudju (Kyte i Doolittle,
1982.). Prihvaéeno je da relativni hidropatski karakter aminokiseline doprinosi sekundarnoj strukturi rezultirajuceg
proteina, koji u okretu odreduje medudjelovanje proteina s drugim molekulama, na primjer, enzimima, supstratima,
receptore, DNK, antitijela, antigene 1 sli¢no.

Svakoj aminokiselini je dodijeljen hidropatski indeks na temelju njene hidrofobnosti i naboju (Kyte i Doolittle, 1982.),
koje su: izoleucin (+4,5); valin (+4,2); leucin (+3,8); fenilalanin (+2,8); cistein/cistin (+2,5); metionin (+1,9); alanin
(+1,8); glicin (-0,4); treomnin (-0,7); serin (-0,8); triptofan (-0,9); tirozin (-1,3); prolin (-1,6); histidin (-3,2); glutamat (-
3,5); glutamin (-3,5); aspartat (-3,5); asparagin (-3,5); lizin (-3,9) i arginin (-4,5).

Poznato je u podru¢ju da odredene aminokiseline mogu biti supstituirane s drugim aminokiselinama koje imaju sli¢ni
hidropatski indeks ili omjer 1 jos rezultiraju u proteinu sa slicnom bioloskom aktivnoscu, to jest, jo§ dobivaju biolosko
funkcionalni ekvivalentni protein. Kada se rade takve promjene, supstitucija aminokiselina ¢ije su hidropatske razlike
unutar £2 su poZeljne, one ¢ije su unutar £1 su posebno poZeljne, a one unutar £0,5 su ¢ak jo§ poZeljnije.

Takoder je raumljivo u podrudju da se supstitucija slicnih aminokiselina moZe naciniti djelotvorno na temelju
hidrofilnosti. U.S. Patent 4,554,101, ukljucen ovdje pozivanjem na njega, tvrdi da najveci lokalni prosjek hidrofilnosti
proteina, uzrokovan s hidrofilno§¢u njegovih susjednih aminokiselina, korelira s bioloskim vlasnistvom proteina. Kako
je detaljnije u US Patent 4,554,101, slijedeée vrijednosti hidrofilnosti su oznatene za aminokiselinske ostatke: arginin
(+3,0); lizin (+3,0); aspartat (+3,0 £ 1); glutamat (+3,0 £ 1); serin (+0,3); asparagin (+0,2); glutamin (+0,2); glicin (0);
treonin (-0,4); prolin (-0,5 £ 1); alanin (-0,5); histidin (-0,5); cistein (-1,0); metionin (-1,3); valin (-1,5); leucin (-1,8);
izoleucin (-1,8); tirozin (-2,3); fenilalanin (-2,5); triptofan (-3,4).

[0064] Razumljivo je da aminokiselina moZe biti supstituirana za drugu koja ima sli¢nu hidrofilnu vrijednost 1 jo$ uvijek
dobivati bioloski 1 imunoloski ekvivalentan protein. Kod takvih promjena, supstitucija aminokiselina ¢ija je hidrofilna
vrijednost unutar +2 je poZeljna, one koje su unutar +1 su posebno poZzeljne, a one unutar +0,5 su ¢ak jos vise pozeljne.

C. Fuzijski proteini

Specijalizirana vrsta umetajuée inacice je fuzijski protein. Ova molekula opcenito ima sve ili bitne dijelove prirodne
molekule, vezane na N- ili C-kraj, na sve ili dio drugog polipeptida. Na primjer, fuzijski protein sadaSnjeg izuma
ukljucuje dodatak imunoloski aktivne domene, kao $to je fragment antitijela, na ciljane specifiéne tumorske stanice.
[0066] Jos dalje, uklju¢ivanje mjesta cijepanja kod ili blizu mjesta fuzije ¢e olaksati uklanjanje tudeg polipeptida nakon
proci§¢avanja. Ostale korisne fuzije ukljucuju vezivanje funkcijskih domena, kao §to su aktivna mjesta iz enzima,
glikozilacijskih domena, ostalih stani¢nih ciljajucih signala ili transmembranskih podrudja.

D. Promjena domene

Zanimljiva serija inadica se¢ moZze stvoriti supstituiranjem homolognih podrucja razli¢itih proteina. To je poznato, u
odredenom kontekstu, kao "promjena domene".

Promjena domene ukljuduje generaciju kimernih molekula koriste¢i razliéite ali, u ovom slucaju, povezane polipeptide.
Usporedujuci razli¢ite SAg proteine, netko moze se pretpostaviti kao za funkcionalno znacajna podru¢ja ovih molekula.
Mogucée je tada promjeniti povezane domene ovih molekula u pokus§aj odredivanja kritiénosti ovih podru¢ja prema SAg
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funkciji. Ove molekule mogu imati dodatne vrijednosti u tome $to se ovi "kimeri" mogu razlikovati od prirodnih
molekula s moguénosti osiguranja iste funkcije.

E. ProciS¢avanje proteina

Bit ¢e pozeljno procistiti SAg ili njegove inacice. Tehnike prodi§¢avanja proteina su dobro poznate onima iskusnima u
podru¢ju. Ove tehnike ukljucuju, na jednoj razini, sirovo frakcioniranje stani¢nog okruZenje u peptidne i nepeptidne
frakcije. Nakon $to imamo odijeljen protein od drugih proteina, protein koji nas zanima se moZe dalje distiti
kromatografijom 1 elektroforezom radi postizanja djelomicnog ili potpunog pro¢isc¢avanja (ili procis¢avanja do
homogenosti). Analiticke metode posebno odgovarajuce za pripravu Cistog peptida su kromatografija ionskom
izmjenom, ckskluzijska kromatografija; poliakrilamidna elektroforeza; izoelekiricno fokusiranje. Posebno djelotvoran
nacin proc¢i§cavanja peptida je brza proteinska tekuca kromatografija ili ¢ak HPLC.

Odredeni aspekti sadasnjeg izuma ti¢u se pro¢iséavanja, 1 u posebnim izvedbama, bitno pro¢is¢avanje, nckog kodiranog
proteina ili peptida. Izraz "pro¢isceni protein ili peptid" kako se koristi ovdje, namjeravan je da se odnosi na smjesu,
koja se moZe izolirati od ostalih komponenata, gdje je protein ili peptid pro¢iséen do bilo kojeg stupnja relativno prema
svom stanju koje se prirodno moze dobiti. Pro¢iséeni protein ili peptid se stoga takoder odnosi na protein ili peptid,
slobodan od okruZenja u kojem se prirodno pojavljuje.

Opcenito, "proc¢iscen” ¢e se odnositi na smjesu proteina ili peptida koja je bila podvrgnuta frakcioniranju radi uklanjanja
razli¢itih drugih komponenata, 1 koja smjesa bitno zadrZava svoju ekspresiranu biolosku aktivnost. Gdje se koristi izraz
"bitno pro¢iscen", ova oznaka ¢e se odnositi na smjesu u kojoj protein ili peptid ¢ine ve¢inu komponenti u smjesi, kao
§to je ucesce oko 50%, oko 60%, oko 70%, oko 80%, oko 90%, oko 95% ili vise proteina u smjesi.

Razni nadini za kvantificiranje stupnja ¢istoce proteina ili peptida ¢e biti poznati onima iskusnim u podrudju u svjetlu
danasnjeg otkri¢a. Oni uklju¢uju, na primjer, odredivanje specifiéne aktivnosti aktivne frakcije ili odredivanje koli¢ine
polipeptida unutar frakcije s SDS/PAGE analizom. Pozeljan na¢in utvrdivanja ¢istoce frakcije je izracunati specificnu
aktivnost frakcije, usporediti je sa specifi¢nom aktivnosti pocetnog ekstrakta 1 prema tome izracunati stupanj ¢istoce,
ovdje odredena s "umnozak broja proci§cavanja". Aktualne jedinice koriStene za predstavljanje koli¢ine aktivnosti ¢e
naravno biti ovisne o pojedinacnoj tehnici odabranoj da slijedi proc¢is¢avanje 1 da li ili ne ekspresirani protein ili peptid
pokazuju aktivnost koja se moZe detektirati.

Razli¢ite tehnike pogodne za uporabu u proc¢isc¢avanju proteina bit ¢e dobro poznate onima iskusnim u podruéju. One
ukljucuju, na primjer, taloZenje s amonijevim sulfatom, PEG, antitijelima 1 sliénim ili denaturiranje zagrijavanjem,
nakon Cega slijedi centrifugiranje; kromatografski stupnjevi kao §to je ionska izmjena, gel filtriranje, reverzna faza i
afinitetna kromatografija; izoelektricno fokusiranje; gel elektroforeza; i kombinacije takvih i drugih tehnika. Kako je
opcenito poznato u podruéju, vjeruje se da redoslijed vodenja razli¢itih stunjeva procis¢avanja mogu promijeniti, ili da
se neki stupnjevi mogu ispustiti, 1 jo$ rezultirati u pogodnom nadinu priprave bitno proc¢iscenog proteina ili peptida.

Poznato je da migracija polipeptida moZe odstupati, ponckad znacajno, s razliCitim stanjima SDS/PAGE (Capaldi 1
ostali, 1977.). Stoga Ce se cijeniti da uz razlicita stanja elektroforeze, neke molekulske teZine prociscenih ili djelomic¢no
proc¢iséenih produkata ekspresije mogu odstupati.

Tekucinska kromatografija visokog uéinka (HPLC) je karakterizirana s vrlo brzim odijeljivanjem s izvanrednom
rezolucijom pikova. To je postignuto koristenjem vrlo finih Cestica 1 visokim tlakom radi postizanja odgovarajuée brzine
protoka. Odijeljivanje moZe biti okonéano u minutama, ili najvise jedan sat. Stovise, samo vrlo mali volumen uzorka je
potreban, jer su Cestice toliko male 1 gusto pakirane te je prazan volumen vrlo mala frakcija ukupnog volumena. Takoder
nije potrebno da koncentracija uzorka bude jako visoka, jer su vrpce toliko uske tako da postoji vrlo malo razrijedenje
uzorka.

Gel kromatografija ili kromatografija molekularnih sita, je posebna vrsta particijske kromatografije koja je temeljena na
veli¢ini molekule. Teorija koja stoji iza gel kromatografije je ta da stupac, koji je pripravljen sa si¢u$nim cesticama
inertne tvari koja sadrzi male pore, odvaja vece molekule od manjih molekula kako one prolaze kroz ili oko pora, ovisno
o njihovoj veliéini. Tako dugo dok tvar od kojeg su nainjene &estice ne apsorbira molekule, jedini ¢imbenik
odredivanja brzine protoka je veli¢ina. Molekule se eluiraju sa stupca prema smanjujucoj velicini, tako dugo dok je oblik
relativno stalan. Gel kromatografija je nezaobilazna za odijeljivanje molekula razli¢itih veli¢ina zato jer je odijeljivanje
neovisno od svih ostalih ¢imbenila, kao §to su pH, ionska jakost, temperatura itd. Takoder prakticki nema apsorpcije,
manje §irenje zone i zapremnina eluacije je povezana samo s molekulskom masom.
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Afinitetna kromatografija je kromatografski postupak koji po¢iva na posebnom afinitetu izmedu tvari koja e se izolirati
i molekule koja se moze specifiéno vezati na nju. To je receptor-ligand tip medudjelovanja. Tvar za stupac je
sintetizirana kovalentnim vezanjem jednog od vezivajucih partnera na netopivi nosac. Tvar za stupac je tada sposobna
specificno apsorbirati tvar iz otopine. Eluiranje se pojavljuje promjenom uvjeta u one u kojima se vezivanje neée
pojaviti (promjena pH, ionske jakosti, temperature itd.).

F. Mutageneza inalica

Sadasnji izum predvida da modifikacija afiniteta superantigena za NHC molekule klasa II moZe smanjiti otrovnost
superantigena. Stoga, smanjeni afinitet za MHC molekule klase II rezultira u smanjenoj seroreaktivnosti ili smanjenoj
reakeiji s neutralizirajuc¢im antitijelima ili endogenim ili prije nastalim antitijelima.

U specifiénim izvedbama ¢e se mutageneza koristiti za modifikaciju podru¢ja superantigena koje odreduje vezivanje na
MHC klase IT molekula. Mutageneza ¢e se provesti razli¢itim standardnim mutagenim postupcima. Mutacija je postupak
gdje se promjene pojavljuju u koli¢ini ili strukturi nekog organizma. Mutacija moZe uklju¢ivati modifikaciju sekvence
nukleotida pojedinog gena, bloka gena ili cijelog kromosoma. Promjene u pojedinom genu mogu biti posljedica mutacije
na odredenom mjestu, Sto ukljucuje uklanjanje, dodavanje ili supstituciju jedne nukleotidne baze unutar DNK sekvence,
ili one mogu biti posljedica promjena koje ukljucuju umetanje ili unustavanje velikog broja nukleotida.

Jedna posebno korisna tehnika mutageneze je mutageneza skeniranja alanina u kojoj je odreden broj ostataka
supstituiran pojedinacno s aminokiselinom alaninom tako da mogu biti odredeni ucinci gubitka pokrajnjih lanaca 1
njihovih interakcija, istovremeno minimaliziraju¢i rizik perturbacija proteinske konformacije na velikoj skali
(Cumningham i ostali, 1989.).

Prethodnih godina su se razvile tehnike za utvrdivanje konstante ravnoteZe za vezanje liganda koristenjem vrlo malih
koli¢ina proteina (U.S. Patent 5,221,605 1 5,238,808). Sposobnost izvedbe funkcijskih testova s malim koli¢inama
materijala se moZe iskoristavati za razvoj visoko u¢inkovitih, in vitro metodologija za zasi¢enu mutagenezu antitijela.
Izumitelji su preskodili stupnjeve kloniranja kombiniranjem PCR mutageneze sa sparenom in Vvitro
transkripcijom/translatacijom za visoko uéinkovitu generaciju proteinskih mutanata. Ovdje su PCR produkti koristeni
izravno kao templati za in vitro transkripciju/translataciju mutanta jednolanéanih antitijela. Radi visoke u¢inkovitosti s
kojom svih 19 aminokiselinskih supstitucija moZe biti generirano i analizirano na ovaj nacin, sada je moguce izvesti
mutagenezu zasi¢enja na brojnim ostacima koji nas zanimaju, postupak koji moze biti opisan kao in vitro skenirajuca
zasi¢ena mutageneza (Burke 1 ostali, 1997.).

In vitro skenirajua zasi¢enas mutageneza osigurava brzi nafin za dobivanje velike koli¢ine informacija o strukturi-
funkeciji koja ukljuéuje: (1) identifikaciju ostataka koji moduliraju specifiénost vezivanja liganda, (i1) bolje razumijevanje
vezivanja liganda temeljeno na identifikaciji onih aminokiselina koje zadrzavaju aktivnost i onih koje odbacuju aktivnost
na danoj lokaciji, (iil) evaluaciju potpune plasti¢nosti nekog aktivnog mjesta ili proteinske subdomene, (iv) identifikaciju
aminokiselinskih supstitucija koje rezultiraju u povecanom vezivanju.

Strukturom vodena, po mjestu specifi¢na, mutageneza predstavlja mocni alat za izrezivanje 1 inZinjerstvo interakcija
protein-ligand (Wells, 1996., Braisted i ostali, 1996.). Tehnika osigurava pripravu i ispitivanje inacica sekvence
uvodenjem jedne ili vise promjena sekvence nukleotida u odabranu DNK.

Po mjestu specificna mutageneza koristi specificnu oligonukleotidnu sekvencu koja kodira DNK sekvencu Zeljene
mutacije, kao 1 dovoljan broj susjednih, nemodificiranih nukleotida. Na taj nacin je osigurana sckvenca pocetnika s
dovoljnom veli¢inom 1 kompleksnosti da nadini stabilan dupleks na obje strane mjesta spajanja koje je premosteno.
Pocetnik od oko 17 do 25 nukleotida u duzini je poZeljan, s oko 5 do 10 ostataka na obje strane mjesta spajanja
sekvence koja je zamjenjena.

Tehnika tipi¢no koristi vektor bakteriofaga koji postoji i u jednolan¢anom i dvolan¢anom obliku. Vektori korisni u
mutagenezi usmjerenoj na mjesto ukljucuju vektore kao $to su M13 fag. Ovi fag vektori su trgovacki dostupni 1 njihovo
koristenje je opcenito dobro poznato onima iskusnima u podruéju. Dvolan¢ani plazmidi se takoder rutinski koriste u
mutagenezi usmjerenoj na mjesto, $to iskljucuje stupan;j prijenosa gena koji nas zanima od faga u plazmid.

Opcenito se prvo dobiva jednolancani vektor, ili se rastale dva lanca dvolanc¢anog vektora, koji ukljucuje unutar svoje
sekvence DNK sekvencu koja kodira Zeljeni protein ili genetski element. Neki oligonukleotidni pocetnik koji nosi
7eljenu mutiranu sekvencu, sintetski pripravljenu, je tada staljen s jednolané¢anim DNK pripravkom, uzimajuci u obzir
stupanj neslaganja kada se odabiru uvjeti hibridizacije. Hibridizirani produkt je podvrgnut DNK polimerizirajucem
enzimu kao §to je E. coli polimeraza I (Klenov fragment) s ciljem upotpunjavanja sinteze lanca koja nosi mutaciju. Tako
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je nastao heterodupleks, gdje jedan lanac kodira originalnu nemutiranu sekvencu, a drugi lanac nosi Zeljenu mutaciju.
Ovaj heterodupleksni vektor je tada koriSten za transformaciju odgovaraju¢ih stanica domacina, kao §to su stanice E.
coli, 1 klonovi su odabrani da ukljucuju rekombinantne vektore koji nose mutiranu sekvencu.

OpseZna obavijest o funkcionalnom znadenju 1 sadrzaj obavijesti danog ostatka proteina moZe se najbolje dobiti
mutagenezom zasicenja u kojoj su ispitane supstitucije svih 19 animokiselina. Nedostatak ovog pristupa je taj $to je
podrska multiostataka mutageneze zasic¢enja obeshrabruju¢a (Warren 1 ostali, 1996.; Brown 1 ostali, 1996.; Zeng 1 ostali,
1996.; Burton i1 Barbas, 1994.; Yelton i ostali, 1995.; Jackson i ostali, 1995.; Short i ostali, 1995.; Wong i ostali, 1996.;
Hilton 1 ostali, 1996.). Moraju se prouciti stotine, a moguce 1 tisu¢e po mjestu specificnih mutanata. Medutim,
poboljsane tehnike ¢ine produkeiju 1 brzi pregled mutanata mnogo jednostavnijom. Vidi takoder U.S. patente 5,798,208
15,830,650, za opis Setnje (walk-through) mutagenezom.

Ostali nadini mutagencze usmjerene na mjesto su otkriveni u U.S. patentima 5,220,007; 5,284,760; 5,354,670;
5,3660,878; 5,389,514; 5,635,377 1 5,789,166.

Dodatno bioloski funkcionalnim ekvivalentima koji su proizvedeni kori§tenjem tehnika mutageneze raspravljanih gore,
sadaS$nji izumitelji razmatraju takoder da strukturno sliéni spojevi mogu nastati imitacijom kljuénih dijelova
superantigena ili konjugata sada$njeg izuma. Takvi spojevi, koji mogu biti nazvani peptidomimetici, se mogu koristiti na
iste nacine kao konjugati iz izuma 1, stoga su takoder funkcionalni ekvivalenti.

Neki mimetici koji imitiraju elemente proteinske sekundarne i tercijarne strukture su opisani kod Johnson i ostali (1993).
Razlog uporabe peptidnih mimetika je to $to peptidna okosnica proteina postoji uglavnom radi orijentiranja
aminokiselinskih pokrajnjih lanaca na takav nacin da olaksaju molekulska medudjelovanja, kao $to su ona antitijelo 1/ili
antigen. Mimetik peptida je stoga dizajniran da dozvoljava molekulska medudjelovanja sli¢na prirodnoj molekuli.

Neke uspjesne primjene koncepta peptidnih mimetika su se usredotocile na mimetiku B-okreta unutar proteina, koji je
poznat kao jako antigenski. Vjerovatno se struktura B-okreta unutar polipeptida moZe predvidjeti algoritmima
temeljenim na racunalu, kako je raspravljeno ovdje. Jedanput kada je odredena komponenta okreta aminokiselina,
mimetici se mogu konstruirati da postignu sli¢nu prostornu orijentaciju bitnih elemenata aminokiselinskih pokrajnjih
lanaca.

Ostali pristupi su se usredotocili na koristenje malih proteina koji sadrzavaju vise disulfida, kao privlaénog strukturnog
predloska za produkciju bioloski aktivnih konformacija koji imitiraju vezaju¢a mjesta velikih proteina. Vita 1 ostali
(1998.). Strukturni motiv koji je evolucijski konzerviran u odredenim otrovima je mali (30-40 aminokiselina), stabilan i
visoko dopustajuéi za mutaciju. Ovaj motiv je sastavljen od beta povrsine 1 nekog alfa heliksa premo$tenog u unutra$njoj
jezgri s tri disulfida.

Beta II okreti su mimicirani uspjesno uporabom ciklickog L-pentapeptida i onih s D-aminokiselinama (Weisshoff i
ostali, 1999.). Takoder su Johannesson 1 ostali (1999.) izvjestili o biciklickim tripeptidima sa svojstvom induciranja
obrnutog okreta.

Nacini generiranja specifi¢ih struktura su otkriveni u podru¢ju. Na primjer, mimetici alfa-heliksa su otriveni u U.S.
patentima 5,446,128; 5,710,245; 5,840,833 i 5,859,184. Ove strukture zadrzavaju peptid ili protein viSe termalno
stabilnim, takoder povecavaju otpornost na proteoliticku razgradnju. Otkrivene su $est-, sedam-, jedanaest-, dvanaest-,
trinajest- 1 Cetrnaest-eroclane prstenaste strukture.

Nacini generiranja konformacijski ogranicenih beta okreta 1 beta izbo¢ina su opisani, na primjer, u U.S. patentima
5,440,013; 5,618,914 1 5,670,155. Beta okreti dozvoljavaju promjene pokrajnjih supstituenata bez promjena u
odgovaraju¢im konformacijama okosnice, 1 imaju odgovarajuci kraj za ugradnju u peptide standardnim sintetskim
postupcima. Ostale vrste mimeti¢kih okreta uklju¢uju obrnute 1 gama okrete. Obrnuti okreti su otkriveni u U.S.
patentima 5,475,085 1 5,929,237, a mimetici gama okreta su opisani u US patentima 5,672,681 1 5,674,976.

G. Ekspresija superantigena
Sadasnji izum takoder ukljuduje koriStenje vektora ekspresije 1 stanice domacina. Ovi vektori ekspresije, koji su
genetskim inZinjeringom naéinjeni da sadrze sekvencu nukleinskih kiselina konjugata, su uvedeni ili transformirani u

stanice domacina radi produkcije konjugata iz sadaSnjeg izuma.

Stanice domacina mogu genetskim inZenjeringom ugradivati seckvence nukleinskih kiselina 1 ekspresirati peptide iz
sadasnjeg izuma. Uvodenje sekvence nukleinskih kiselina u stanicu domacéina moZe se postii s transfekcijom s
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kalcijevim fosfatom, DEAE-dekstran uzrokovanom transfekcijom, transvekcijom, mikroinjektiranjem, transfekcijom
uzrokovanom kationskim lipidima, elektroporacijom, transdukcijom, tankim namazivanjem, balistickim uvodenjem,
zarazom ili na ostale na¢ine. Takvi nadini su opisani U mnogim standardnim laboratorijskim priruénicima, kao §to je
Davis i ostali, TEMELINI NACINI U MOLEKULSKOJ BIOLOGIJI (1986) i Sambrook i ostali, MOLEKULSKO
KLONIRANJE: LABORATORIJSKI PRIRUCNIK, drugo izdanje, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. (1989).

Reprezentativni primjeri odgovarajucih stanica domacina ukljucuju bakterijske stanice, kao §to su stanice streptokoka,
stafilokoka, E. coli, streptomiceta i stanice Bacillus subtilis; gljivicne stanice, kao §to su stanice kvasca i stanice
aspergillusa; stanice kukaca kao $to su stanice Drosophila S2 1 Spodoptera Sf9; Zivotinjske stanice kao $to su CHO,
COS, HeLa, C127, 3T3, BHK, 293 i Bowes melanoma stanice.

11, Tretiranje raka

U sada$njem izumu, superantigen je konjugiran na antitijelo ili fragment antitijela zbog lociranja i uniStavanja stanica
raka. Primjeri raka ukljucuju, ali nisu ograniceni na, rak pluca, dojke, debelog crijeva, bubrega, gusterace, jajnika,
Zeluca, grlica maternice i prostate.

U jednom aspektu sadaSnjeg izuma, tumorske stanice moraju nositi neki marker koji je odgovoran za ciljanje, to jest,
nije nazo¢an na vecéini ostalih stanica. Mnogi tumorski markeri postoje 1 bilo koji od njih moZe biti pogodan za ciljanje u
kontekstu sadas$njeg izuma. Specifi¢ni ciljevi sadasnjeg izuma ukljucuju antitijela. Antitijela koja se razmatraju u
sadas$njem izumu ukljucuju, ali nisu ograni¢ena na, Fab fragment. Primjeri Fab fragmenta ukljucuju C215Fab ili 5T4Fab.
Kao dodatak Fab-u, drugi uobic¢ajeni tumorski markeri ukljucuju karcinoembrionski antigen, specifiéni antigen prostate,
antigen povezan s urinarnim tumorom, fetalni antigen, tirozinazu (p97), gp68, TAG-72, HMFG, sialiéni Lewisov
antigen, MucA, MucB, PLAP, receptor estrogena, receptor laminina, erb B 1 p155.

Jedan drugi aspekt sadasnjeg izuma je koristenje neke imunostimulirajuée molekule kao sredstva, ili jo§ pozeljnije u
konjukciji s drugim sredstvom, kao 3to su na primjer, citokini kao na primjer IL-2, IL-4, IL-12. GM-CSF, tumorski
nekrozni faktor; interferoni alfa, beta i gama; F42K 1 ostali analozi citokina; kemokin kao $to je na primjer MIP-1, MIP-
Ibeta, MCP-1, RANTES, IL-8; ili faktor rasta kao $to je na primjer FLT3 ligand. Stimuliraju¢a molekula moze biti
konjugirana na konjugat sada$njeg izuma ili davana kao neki adjuvant u kombinaciji s konjugatom sadasnjeg izuma.

Jedan odredeni citokin razmatran za koristenje u sadasnjem izumu je IL2 ili njegov derivat koji ima bitno istu biolosku
aktivnost prirodnog I12. Interleukin-2 (IL.-2), originalno oznacen faktor I rasta T-stanice, je visoko u¢inkovit u indukciji
proliferacije T-stanica i faktor rasta za sve suppopulacije T-limfocita. II-2 je antigen neovisni faktor proliferacije koji
inducira napredak stani¢nog ciklusa u odmaraju¢im stanicama i stoga dozvoljava klonalnu ekspanziju aktiviranih T-
limfocita. S obzirom da svjeZe izolirane stanice leukemije takoder izlu¢uju IL2 1 odgovor na na njega, IL2 moZe
djelovati kao neki autokrini modulator rasta za te stanice sposobne pogorSati ATL. IL2 takoder poti¢e proliferaciju
aktiviranih B-stanica iako to zahtjeva nazo¢nost dodatnih ¢imbenika, na primjer, IL4. In vitro IL2 takoder stimulira rast
oligodendroglijalnih stanica. Radi svojih u¢inaka na T-stanice i B-stanice IL.2 je sredi$nji regulator imunih odgovora. On
takoder igra ulogu u protuupalnim reakcijama, kod hematopoeze i kod tumora. IL-2 stimulira sintezu IFN-y kod
perifernih leukocita i1 takoder inducira izlu¢ivanje IL-1, TNF-a i TNF-f. Poticanje izlu¢ivanja tumoricidalnih citokina,
neovisno o aktivnosti u ekspresiji LAK stanica, (limfokin-aktivirane stanice ubojice) su vjerovatno glavni ¢imbenici
odgovorni za antitumorsku aktivnost IL2.

Razmatrano je da se sada$nji izum moZe davati pacijentu koji pati od raka ili proliferativnog oboljenja. Koli¢ina koja se
daje pacijentu je terapijski ucinkovita koli¢ina ili neka koli¢ina koja rezultira u tretiranju raka ili oboljenja. Davanje
konjugata moze biti posebno alimentirano. Primjerno alimentarno davanje ukljucuje, ali nije ograni¢eno na, oralno,
rektalno, podjezi¢no ili kroz usta. Primjerno parenteralno davanje ukljucuje, ali nije ograni¢eno na, u potrbusnicu, u
venu, potkoZno, u misi¢, u kozu, u tumor i u zilu.

1. Farmaceutski pripravci

Spojevi iz sadasnjeg izuma se mogu koristiti sami ili konjugirano s ostalim spojevima, kao $to su terapijski spojevi.
Farmaceutski oblici pogodni za injektiranje ukljuéuju sterilne vodene otopine i/ili disperzije; pripravei ukljuéuju
sezamovo ulje, kikirikijevo ulje i/ili vodeni propilen glikol; i/ili sterilne praske za nepripremljeni pripravak sterilne
injektibilne otopine i/ili disperzije. U svim sluéajevima oblik mora biti sterilan 1/ili mora biti teku¢i tako da se lako uvuce

u Spricu. Mora biti stabilan pod uvjetima proizvodnje i/ili skladiStenja i/ili mora biti konzerviran protiv zagadenja
mikroorganizmima, kao §to su bakterije 1/ili gljivice.
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Otopine aktivnih komponenata kao slobodne baze i/ili farmakoloski prihvatljivih soli se mogu pripraviti u vodi pogodno
pomijesanoj sa povrsinski aktivnom tvari, kao $to je hidroksipropilceluloza. Disperzije se takoder mogu pripraviti u
glicerolu, tekuc¢im polietilen glikolima, ili njihovim smjesama i/ili u uljima. Pod uobicajenim uvjetima skladistenje 1/ili
uporabe, ovi pripravci sadrze konzervans radi sprjeCavanja rasta mikroorganizama.

Konjugat sada$njeg izuma moZe biti pripravljen u smjesu u neutralnom obliku i/ili kao sol. Farmaceutski prihvatljive soli
ukljucuju kiselinske adicijske soli ( nastale sa slobodnim amino skupinama proteina) 1/ili koje su nastale s anorganskim
solima kao §to su, na primjer, kloridna i/ili fosforna kiselina, i/ili takve organske kiseline kao $to su octena, oksalna,
vinska, bademova 1/ili sliéne. Soli nastale sa slobodnim karboksilnim skupinama se takoder mogu dobiti iz anorganskih
baza kao $to su, na primjer, natrijev, kalijev, amonijev, kalcijev i/ili Zeljezo hidroksid, i/ili takvih organskih baza kao Sto
su izopropilamin, trimetilamin, histidin, prokain /ili sli¢ne. U uvjetima koristenja peptidnih terapeutika kao aktivnih
sastojaka, mogu se koristiti tehnologije U.S. patenata 4,608,251; 4,601,903; 4,599,231; 4,599,230; 4,596,792 i/ili
4,578,770, svaki od njih je ukljucen ovdje pozivanjem na njega.

Nosa¢ takoder moZe biti otapalo i/ili disperzijski medij koji sadrzava, na primjer, vodu, etanol, poliol (na primjer,
glicerol, propilen glikol /ili tekué¢i polietilen glikol i/ili sliéno), njihove pogodne mjesavine i/ili biljna ulja.
Odgovarajuca Zitkost sc moze odrzavati, na primjer, koristenjem prevlakaca, kao §to je lecitin, odrzavanjem traZzene
veli¢ine Cestice u sluéaju disperzije 1/ili koristenjem povrsinski aktivnih tvari. Sprije¢avanje djelovanja mikroorganizama
se moZe posti¢i razli¢itim antibakterijskim 1/ili antigljiviénim sredstvima, na primjer, parabenima, klorbutanolom,
fenolom, sorbi¢nom kiselinom, timerosalom 1/ili sliénim. U mnogo slucajeva ¢e biti poZeljno ukljuciti izotoni¢na
sredstva, na primjer, Secere 1/ili natrijev klorid. ProduZena apsorpcija injektibilnih pripravaka se moze dobiti koristenjem
u pripravcima sredstava koja odgadaju apsorpciju, na primjer, aluminij monostearat 1/ili Zelatina.

Sterilne injektivne otopine su pripravljene ugradivanjem aktivnih spojeva u trazenoj koli¢ini u odgovarajuce otapalo s
raznim drugim sastojcima nabrojenim gore, kako se trazi, nakon cega slijedi sterilizacija filtriranjem. Opcenito,
disperzije su pripravljene ugradivanjem raznih steriliziranih aktivnih sastojaka u sterilno sredstvo koje sadrzi temeljni
disperzijski medij 1/ili traZene ostale sastojke od onih nabrojanih gore. U slucaju sterilnih prasaka za pripravu sterilnih
injektibilnih otopina, poZeljni nacini priprave su susenje u vakuumu #/ili liofilizacija koja daje prah aktivnog sastojka 1
bilo koji dodatni sastojak od njihovih prije sterilno filtriranih otopina. Takoder je razmatrana priprava vise i/ili visoko
koncentriranih otopina za izravno injektiranje, gdje je uporaba DMSO kao otapala vidljivo rezultirala u krajnje brzom
prodiranju, isporucujuci visoku koncentraciju aktivnih sredstava na malu povrsinu.

Nakon priprave ¢e se otopine davati na nac¢in kompatibilan s dozom pripravka 1/ili u takvoj kolic¢ini koja je terapijski
udinkovita. Pripravci su lako davani u razli¢itim oblicima doza, kao §to su vrste injektibilnih otopina opisanih gore, ali se
takoder mogu primjeniti i kapsule koje otpustaju lijek 1/ili sli¢no.

Za parenteralno davanje u vodenoj otopini, na primjer, otopina treba biti pogodno puferirana ukoliko je neophodno i/ili
razrjedenoj tekuéini prvo zadrZati izotoni¢nost s dovoljno zasiene otopine soli i/ili glukoze. Ove posebne vodene
otopine su osobito pogodne za davanje u venu, u misi¢, potkozno 1/ili u trbuh. Povezano s tim, sterilni vodeni medij koji
se moZe primjeniti bit ée poznat onima iskusnim u podruéju u svjetlu sadasnjeg otkrica. Na primjer, jedna doza moze biti
otopljena u 1 mL izotoni¢ne NaCl otopine 1/ili dodana u 1000 mL u hipodermoklzi¢ne tekuéine 1/ili injektirana na
predloZeno mjesto infuzije (vidi na primjer, "Remington's Pharmaceutical Sciences” 15. izdanje, str. 1035-1038 i/ili
1570-1580). Neke inadice u doziranju ¢e se neophodno pojaviti ovisno o stanju subjekta koji se tretira. Osoba
odgovorna za davanje ¢e, u svakom slucaju, odrediti odgovarajucu dozu za pojedinca.

Aktivni konjugat i/ili sredstva mogu se pripraviti unutar terapijske smjese da obuhvacaju oko 0,0001 do 1,0 miligrama
1/ili oko 0,001 do 0,1 miligrama 1/ili oko 0,1 do 1,0 1/ili ¢ak oko 10 miligrama po dozi 1/ili tako. Mogu se takoder davati
umnoZene doze.

Dodatno spojevima pripravljenim za izvorno davanje, kao Sto je injektiranje u venu, u zglob 1/ili u misi¢, ostali
farmaceutski prihvatljivi oblici ukljucuju, na primjer tablete 1/ili ostale krutine za davanje kroz usta; liposomalne
pripravke; kapsule koje s vremenom otpustaju 1/ili bilo koji oblik trenutno u uporabi, ukljuc¢ujuéi kreme.

Netko takoder moZe koristiti nazalne otopine 1/ili raspr$ivace, acrosole 1/ili inhalatore u sadasnjem izumu. Nazalne
otopine su obi¢no vodene otopine predvidene za davanje kroz nazalne prolaze u kapljicama 1/ili raspr§ivacima. Nazalne
otopine su pripravljene tako da su slicne u mnogim pogledima nazalnim izlu¢evinama, tako da se odrZzava normalno
cilijarno djelovanje. Stoga su vodene nazalne otopine obi¢no izotoni¢ne 1/ili lagano puferirane radi odrzavanja pH od 5,5
do 6,5. Dodatno se u pripravak mogu ukljuéiti antimikrobijski prezervativi, slicni onima koji se koriste u o¢nim
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pripravcima 1/ili odgovarajuéi stabilizatori lijekova, ukoliko se trazi. Poznati su razli¢iti trgovacki nazalni pripravei 1/ili
ukljucuju, na primjer, antibiotike 1/ili antihistamine i/ili se koriste za profilaksu astme.

Dodatni pripravei koji su pogodni za druge na¢ine davanja ukljucuju vaginalne supozitorije (Cepice) 1/ili pesare. Takoder
umetanje u rektum, vaginu 1/ili mokra¢ni kanal. Nakon ulaganja, ¢epici omeksaju, rastope se 1/ili otope u tekucinama
otvora. Opcenito, za Cepice, tradicionalna veziva 1/ii nosa¢i mogu ukljuciti, na primjer, polialkilen glikole i/ili
trigliceride; takvi Cepi¢i se mogu naciniti iz mjesavina koje sadrze aktivni sastojak u rasponu od 0,5% do 10%, pozeljno
1%-2%.

Oralni pripravei ukljuuju takve normalno koristene dodatke kao $to su, na primjer, farmaceutski stupnjevi manitola,
laktoze, skroba, magnezijevog stearata, natrijevog saharina, celuloze, magnezijevog karbonata i/ili sli¢no. Ove smjese
uzimaju oblik otopina, suspenzija, tableta, pilula, kapsula, pripravaka sa zadrZanim otpustanjem i/ili praSkove. U nekim
odredenim izvedbama, oralne farmaceutske smjese Ce obuhvacati neki inertni razrjediva¢ 1/ili asimilirajuéi nosac
pogodan za jelo 1/ili one mogu biti zatvorene u ¢vrste 1/ili mekane kapsule Zelatine 1/ili mogu biti stladene u tablete 1/ili
mogu biti izravno ugradene s hranom u prehrani. Za oralno terapijsko davanje, aktivni spojevi mogu biti ugradeni s
dodacima i/ili koriSteni u obliku probavljivih tableta, tableta za usta, pastila, kapsula, eliksira, suspenzija, sirupa, hostija
1/1li sli¢no. Takve smjese 1/ili pripravcei trebaju sadrzavati najmanje 0,1% aktivnog spoja. Postotak smjesa i/ili pripravaka
moZe, naravno, odstupati 1/ili moZe uobicajeno biti izmedu oko 2 do oko 75% tezine jedinice 1/ili poZeljno izmedu 25-
60%. Koli¢ina aktivnih spojeva u takvim terapijski korisnim smjesama je takva da ¢e se dobiti pogodna doza.

Tablete, pastile, pilule, kapsule i/ili sli¢no takoder mogu sadrZavati: vezivo, kao guma tragakant, akacija, kukuruzni
Skrob 1/ili Zelatina; dodatke, kao 3$to je dikalcijev fosfat; sredstvo za raspadanje, kao $to je kukuruzni Skrob, krumpirov
skrob, alginska kiselina 1/ili sli¢no; podmazivac, kao §to je magnezijev stearat i/ili sredstvo za sladenje, kao $to je
saharoza, laktoza 1/ili saharin mogu se dodati i/ili sredstvo za aromu, kao §to je pepermint, ulje zimzelena i/ili aromu po
visnji. Kada je oblik jedini¢ne doze kapsula, ona moZe sadrzavati, dodatno tvarima gornje vrste, teku¢i nosac. Razli¢iti
drugi materijali mogu biti nazo¢ni kao prevlakaci/ili drugadije modificirani fizikalni oblik jedini¢ne doze. Na primjer,
tablete, pilule ¥/ili kapsule mogu biti prevucéene sa Selakom, Secerom 1/ili s oboje. Sirup eliksira moZe sadrZavati aktivne
spojeve kao $to je saharoza kao sladilo, metil i/ili propilparabene kao prezervative, boju i/ili aromat, kao $to je aroma
visnje ili narance.

U nekim izvedbama je razmatrana uporaba lipidnih pripravaka i/ili nanokapsula za uvodenje konjugata 1/ili sredstava,
1/ili vektora genske terapije, ukljuc¢ujuéi oba, 1 divlju vrstu 1/ili antisens vektore, u stanice domacina.

Nanokapsule mogu opcenito uhvatiti spojeve na stabilan 1/ili reproducibalan na¢in. Radi sprje¢avanja pokrajnjih uc¢inaka
zbog intracelularnog polimernog prepunjenja, takve ultrafine Cestice (veli¢ine oko 0,1 um) bi trebale biti nacinjene
koristenjem polimera sposobnog da se raspadne in vivo. Bioraspadajuce polialkil-cijanoakrilatne nanodestice koje
zadovoljavaju ove zahtjeva su razmatrane za uporabu u sadasnjem izumu, 1/ili takve se Cestice mogu lako nadiniti.

U nekoj izvedbi izuma, konjugat moZe biti povezan s lipidom. Konjugat povezan s lipidom moZe biti kapsuliran u
vodenoj unutrasnjosti liposoma, razasut unutar lipidnog dvosloja liposoma, prikvaden na liposom peko vezajuce
molekule koja je povezana s oboje, 1 liposomom 1 oligonukleotidom, uhvacen u liposom, kompleksiran s liposomom,
disperziran u otopini koja sadrZi lipid, smjeSan skupa s lipidom, kombiniran s lipidom, sadrZan kao suspenzija u lipidu,
sadrzan ili kompleksiran s micelom, ili na drugi nadin povezan s lipidom. Lipid ili lipid/konjugat povezane smjese
sada$njeg izuma nisu ograni¢ene na bilo koju pojedinaénu strukturu u otopini. Na primjer, oni mogu biti nazo¢ni u
dvoslojnoj strukturi, kao $to su micele, ili s uruSenom strukturom. Oni takoder mogu jednostavno biti razasuti u otopini,
moguce oblikovati agregate koji nisu jednoliki bilo po veli¢ini, bilo po obliku.

Lipidi su masne tvari koje mogu prirodni ili sintetski lipidi. Na primjer, lipidi ukljucuju masne kapljice koje se prirodno
pojavljuju u citoplazmi isto tako kao i klasa spojeva koji su dobro poznati onima iskusnim u podrucju, koji sadrze
alifatske ugljikovodike i njihove derivate, kao $to su masne kiseline, alkoholi, amini, amino alkoholi i aldehidi.

Fosfolipidi se mogu koristiti za pripravu liposoma prema sada$njem izumu i mogu nositi pozitivni, negativni ili neutralni
naboj. Diacetil fosfat se moZe koristiti da doprinese negativnom naboju na liposomima, a stearilamin se moZe koristiti da
doprinese pozitivhog naboja na liposomima. Liposomi mogu biti nadinjeni od jednog ili vise fosfolipida.

Neutralno nabijeni lipidi mogu obuhvatiti lipid bez naboja, bitno nenabijeni lipid, ili smjesu lipida s jednakim brojem

pozitivnih 1 negativnih naboja. Pogodni fosfolipidi ukljucuju fosfatidil koline i ostale koji su dobro poznati onima
iskusnim u podrudju.
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Lipidi koji su pogodni za koriStenje prema sadasnjem izumu mogu se dobiti iz trgovackih izvora. Na primjer, dimiristil
fosfatidilkolin ("DMPC") se moZe dobiti od Sigma Chemical Co., diacetil fosfat ("DCP") je dobiven iz K & K
Laboratories (Plainview, NY); kolesterol ("Chol") je dobiven od Calbiochem-Behring; dimiristil fosfatidilglicerol
("DMPG") 1 ostali lipidi se mogu dobiti od Avanti Polar Lipids, Inc. (Birmingham, Ala.). Standardna otopina lipida u
kloroformu ili kloroform/metanolu se moZe skladistiti kod oko -20°C. PoZzeljno, kloroform se koristi kao jedino otapalo
jer se puno lakSe uparava od metanola.

Fosfolipidi iz prirodnih izvora, kao sto su fosfatidilkolin iz jaja ili soje, fosfatidi¢na kiselina iz mozga, fosfatidilinosite iz
mozga ili biljke, kardiolipin iz srca i biljni ili bakterijski fosfatidiletanolamin se poZeljno ne koriste kao primarni
fosfatidi, to jest, ¢inec¢i 50% ili vise od ukupne fosfatidne smjese, zbog nestabilnosti 1 curenja rezultirajuéih liposoma.

Fosfolipidi mogu oblikovati brojne strukture razlicite od liposoma kada se dispergiraju u vodi, ovisno o molarnom
odnosu lipida prema vodi. Kod niskih odnosa je liposom poZeljna struktura. Fizikalne osobine liposoma ovise o pH,
ionskoj jakosti i/ili nazocnosti divalentnih kationa. Liposomi mogu pokazivati nisku propusnost prema ionskim i/ili
polarnim tvarima, ali kod povisenih temperatura prolaze fazni prijelaz koji znacajno mijenja njihovu propusnost. Fazni
prijelaz ukljuéuje promjenu od blisko pakiranih, uredenih struktura, poznatih kao stanje gela, do slabo pakirane, manje
uredene strukture, poznate kao tekuce stanje. To se pojavljuje kod karakteristicne temperature faznog prijelaza 1/ili
rezultira u povecanju propusnosti prema ionima, Secerima i lijekovima.

Liposomi medusobno djeluju sa stanicama preko cetiri razli¢ita mehanizma: Endocitozom fagocitiénih stanica
retikuloendotelijalnih stanica kao §to su makrofagi i/ili neutrofili; apsorpcijom na stani¢nu povrsinu, bilo nespecifi¢nim
slabim hidrofobnim i/ili elektrostatskim silama, i/ili specifiénim medudjelovanjima s komponentama povrsine stanice;
fuzijom s plazmom stani¢ne membrane umetanjem lipidnog dvosloja liposoma u plazmatsku memranu, s istovremenim
otpustanjem liposomalnog sadrzaja u citoplazmu; i/ili prijenosom liposomalnih lipida u staniéne i/ili podstani¢ne
membrane, 1/ili obrnuto, bez bilo kakve asocijacije sadrzaja liposoma. Mijenjajuéi pripravak liposoma moZe se¢
promijeniti mehanizam koji djeluje, premda viSe od jednog moZe djelovati u isto vrijeme.

S liposomom povezana dostava oligonukleotida i ekspresija strane DNK u vitro je bila jako uspjeSna. Wong i ostali
(1980.) su pokazali isplativost s liposomom povezane dostave 1 ekspresiju strane DNK u uzgojenom pileCem embriju,
HelL a 1 hepatomskim stanicama. Nicolau 1 ostali (1987.) su postigli uspjeSan s liposom povezan prijelaz gena kod Stakora
nakon intravenoznog injektiranja.

Kod nekih izvedbi izuma, lipid moZe biti povezan s hemaglutinirajuéim virusom (HVJ). Pokazano je da to olaksava
fuziju sa stani¢cnom membranom 1 promovira stani¢ni ulaz u liposomu kapsulirane DNK (Kaneda 1 ostali, 1989.). U
ostalim izvedbama, lipid moZe biti kompleksiran ili ukljucen u konjukciju s nuklearnim ne histonskim kromosomalnim
proteinima (HMG-1) (Kato i ostali, 1991.). U jo§ daljim izvedbama, lipid moZe biti kompleksiran ili ukljucen u
konjukciju s oba 1 HV] i HMG-1. U tome takvi vektori ekspresije su uspje$no koriSteni u prijenosu i ekspresiji
oligonukleotida in vitro 1 in vivo, tada su oni primjenjljivi za sadasnji izum. Kada je ukljucen bakterijski promotor u
DNK konstrukeiji, takoder ¢e biti poZeljno ukljuditi unutar liposoma odgovarajucu bakterijsku polimerazu.

Liposomi koristeni prema sadasnjem izumu m ogu se naciniti na razli¢ite nacine. Veli¢ine liposoma odstupaju ovisno o
nacinu sinteze. Liposom suspendiran u vodenoj otopini je opéenito u obliku sfericne Cestice, 1 ima jedan ili vise
koncentri¢nih slojeva lipidnih dvoslojnih molekula. Svaki sloj se sastoji od usporednih molekula predstavljenih
formulom XY, gdje je X hidrofilna skupina i Y je hidrofobna skupina. U vodenoj suspenziji, koncentriéni slojevi su
postavljeni tako da hidrofilni dijelovi nastoje ostati u dodiru s vodenim slojem, a hidrofobna podrucja se nastoje sama
povezati. Na primjer, kada je nazo¢an vodeni dio unutar kao 1 bez liposoma, lipidne molekule mogu oblikovati dvosloj,
poznat kao lamela uredenja XY-YX. Agregati lipida mogu nastati kada hidrofilni i hidrofobni dijelovi viSe nego jedne
lipidne molekule postanu povezani jedni sa drugima. Veli¢ina i oblik ovih agregata ¢e ovisiti o mnogo razliCitih
varijabli, kao §to su priroda otapala 1 nazo¢nost drugih spojeva u otopini.

Liposomi unutar raspona sada$njeg izuma se mogu pripraviti u skladu s poznatim laboratorijskim tehnikama. U jednoj
pozeljnoj izvedbi, liposomi su pripravljeni mijeSanjem liposomalnih lipida, u otapalu u spremniku, na primjer, staklenoj,
kruskolikoj tikvici. Spremnik bi trebao imati zapremninu deset puta vecu od zapremnine oéekivane suspenzije liposoma.
Koristenjem rotacijskog uparivaca, otapalo je uklonjeno kod priblizno 40°C uz negativni tlak. Otapalo je normalno
uklonjeno unutar oko 5 minuta do 2 sata, ovisno o Zeljenomj zapremnini liposoma. Smjesa se moZe dalje susiti u
eksikatoru pod vakuumom. Osuseni lipidi se opcenito bacaju nakon oko 1 tjedan radi sklonosti deterioracije s
vremenom.
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SuSeni lipidi se mogu hidratirati kod priblizno 25-50 mM fosfolipida u sterilnoj, apirogenoj vodi treskanjem dok se sav
lipidni film ne resuspendira. Vodeni liposomi se tada mogu odijeliti u alikvote, od kojih se svaki smjesta u bocicu,
liofilizira 1 zacepi uz vakuum.

U drugom nacinu, liposomi se mogu pripraviti u skladu s drugim poznatim laboratorijskim postupcima: nac¢in Bangham 1
ostalih, (1965), &iji nadini su ovdje ukljudeni pozivanjem na njih, na¢in Gregoriadisa, kako je opisan u NOSACI
LIJEKOVA U BIOLOGII I MEDICINI, G. Gregoriadis izdavac (1979) str. 287-341, sadrzaj kojeg je ovdje ukljucen
pozivanjem na njega; 1 nafin uparavanja reverznom fazom kako su opisali Szoka 1 Papahadjopoulos (1978). Ranije
spomenuti naéini se razlikuju u njihovim sposobnostima hvatanja vodene tvari i njihovih odnosa vodenih prostora prema
lipidu.

SuSeni lipidi ili liofilizirani liposomi pripravljeni kako je gore opisano mogu se dehidrirati ili rekonstruirati u otopini
inhibitornog peptida i razrjediti na odgovaraju¢u koncentraciju s pogodnim otapalom, na primjer, DPBS. Mijesavina s¢
tada jako treska u vortex mikseru. Nekapsulirane nukleinske kiseline se uklone centrifugiranjem kod 29,000 x g i
liposomalni peleti se isperu. Isprani liposomi su ponovno suspendirani kod neke odgovarajuce ukupne koncentracije
fosfolipida, na primjer, oko 50-200 mM. Koli¢ina kapsuliranih nukleinskih kiselina se moze odrediti u skladu sa
standardnim nadinima. Nakon odredivanja koli¢ine kapsuliranih nukleinskih kiselina u pripravku liposoma, liposomi se
mogu razrijediti do odgovarajuée koncentracije 1 drzati kod 4°C do kori§tenja.

Farmaceutski pripravak koji obuhvada liposome ¢e uobicajeno ukljucivati sterilni, farmaceutski prihvatljiv nosac ili
razrjedivac, kao $to je voda ili zasi¢ena otopina soli.

v PRIMIJERI

[0136] Slijedeci primjeri su ukljuéeni da bi pokazali poZeljne izvedbe izuma. Netko iskusan u podrucju bi trebao cijeniti
Sto otkrivene tehnike u primjerima koji slijede predstavljaju tehnike otkrivene od izumitelja, koje funkcioniraju dobro u
primjeni izuma i stoga se mogu smatrati da ¢ine poZeljni nacin za njegovu primjenu. Medutim, oni iskusni u podrucju, u
svjetlu sadasnjeg otkri¢a, cijene §to mmoge promjene mogu biti na¢injene u specifi¢énim izvedbama koje su otkrivene i
jos dobiti rezultat slican ili nalik bez udaljavanja od duha i raspona izuma.

Primjer 1
Mutageneza in vitro

Razli¢ite inafice superantigena su nacinjene koristenjem nacina temeljenog na lan¢anoj reakciji polimeraze (PCR).

Ukratko, PCR produkti sadrZavaju dva jedinstvena mjesta restriktivnog enzima, jedno na svakom kraju. Za postupke
podkloniranja je kori§ten pUCI19, (GIBCO BRL Life Technologies, Midllesex, U.K.), pripravljen prema QIAprep Spin
Miniprep Kit Protocol-u (QIAGEN, Hilden, Njemacka). Tockaste mutacije koje ne djeluju na aminokiselinsku sekvencu
su bile uklju¢ene za olakSavanje daljnjih analiza. PCR reakcija je izvedena na Perkin Elmer Gene Amp PCR sustavu
2400 s Tag DNK polimerazom i odgovaraju¢im PCR puferom koji je sadrZzavao 15 mM MgCl, (Roche Molecular
Biochemicals, Basel, Svicarska). PCR produkti i vektori su cijepani preko noé¢i s odgovarajuéim restrikcijskim
enzimima. Oni su pro¢isceni koristenjem elektroforeze u 1%-tnom agaroznom gelu (GIBCO BRL Life Technologies)
koji je sadrzavao 0,5 ug/ml etidijum-bromida (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka) u TAE puferu (Sigma-Aldrich).
Fragment koji je sadrZzavao DNK je izrezan iz gela i1 ekstrahiran kori§tenjem CONSERT™ Rapid Gel Extraction sustava
(GIBCO BRL Life Technologies). Vektor i umetak su ligatirani (T4 DNK ligaza, Roche Molecular Biochemicals) kod
sobne temperature kroz 3-4 sata. Ligacijska smjesa je transformirana u DH5o. lanac Echerichia coli (GIBCO BRL Life
Technologies), prema priloZenim uputstvima, uz stanice. Pozitivni klonovi su potvrdeni koristenjem DNK
sekvencioniranja. Ispravne sekvence su skinute s RsrII/HindIII kod 37°C preko noéi 1 ligatirani u ekspresijskom vektoru
(Dohlsten 1 ostali, 1994.). Razni dijelovi Faba su promijenjeni za C215 da pristaju kuénim Zivotinjskim modelima.
Konstrukceija je konacno elektroporirana u Echerichia coli K12 spoj UL635 (xyl-7, ara-14, T4R, Aompt).

Primjer 2
Identifikacija humanih anti-SEA vezivajuéih podrudja

Podrudja koja je prepoznao humani anti-SEA su identificirana iz pepsinom obradenog SEA ili kimeri¢énom inac¢inom
SEA ili SEE, SEA/E-18, ranije opisanom kao SEE/A-A (Antonsson 1 ostali, 1997.) sa supstitucijom D227A.

Svaki superantigen je inkubiran s 0,5%-tnim pepsinom 10 mM HCI, 150 mM NaCl (teZinski) kroz 60 minuta kod 37°C.

Peptidna smjesa je neutralizirana s 2M Tris-HC1 pH 8,0 i naneSena na 1 mL HiTrap stupac (Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Svedska) s imobiliziranom ljudskom SEA. PBS, §,1 mM Na,HPO4, 1,5 mM KH,PO,, 137 mM NaCl,
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2,7 mM KCI, pH 7,3 su koriSteni kao pufer za ispiranje i fragmenti koji veZu antitijela su eluirani koriStenjem 0,1 M
octene kiseline pH 3,0. Fragmenti su identificirani 1 prije 1 nakon procis¢avanja s HPLC povezanim s masenim
spektrometru (MS) (SL. 1). Kromatografija je provedena na C18 stupcu (2 x 250 mm) (VYDAC™, Hesperia, California,
USA) koriStenjem linearnog gradijenta od 10 do 60% acetonitrila u 0,1%-toj trifluoroctenoj kiselini kroz 30 minuta kod
40°C. Masena detekcija je provedena koriStenjem MS (Finnigan LCQ, Termoquest, San Jose, California, USA).
Fragmenti nadeni u enzimskom hidrolizatu kod istog retencijskog vremena 1 prije 1 nakon afinitetnog proc¢iscavanja su se
smatrali pozitivnima (SI. 2).

Primjer 3
Molekulsko modeliranje

Kimeri¢ni superantigen SEA/E-18 je temeljen na SEE sekvenci osim za Cetiri aminokiselinska ostatka blizu N-kraja koje
su bile od SEA i supstituciju u dijelu D227A C-kraja (SI. 3 1 S1. 4)(Antonsson i ostali, 1997.).

Ukratko, trodimenzionalne strukture superantigena s mnogo visom identi¢noscu sekvence prema SEE koje su bile
dostupne od PBD, su koriStene kao templati za konstrukciju homolognog modela SEAE-18, to jest, SEA (1ESF, Shard i
ostali, 1SXT, Sundstrom i ostali, 1996. A), SED (Sundstrom i ostali, 1996. B) i SEH (1ENF) (Hakansson i ostali, 2000.).
SEA je bila najsli¢nija prema SEE sa identi¢noscu sekvence od 80%. SED je imala identi¢nost sekvence od 60% 1 SEH
50% prema SEE.

Konstrukcija modela je provedena koriStenjem HOMOLOGNY modula 1 INSIGHTII softveru (MSI, San Diego).
Strukture za tri superantigena SEA, SED i SEH su poravnate 1 odredena su strukturno konzervirana podruéja (SCRs) (SL
3). Ova podru¢ja su tipi¢no ucrtana u regularnoj sekundarnoj strukturi u molekulama. Sirova sekvenca za SEA/E-18 je
upisana 1 proucen preko SCR od strukture SEA (Sl. 5) 1SXT koordinate za SEA su bile koriStene osim za prvih devet
ostataka na N-kraju gdje je koristen 1ESF. Podrucja izmedu SCR su bila u najvecem broju slué¢ajeva podrudja fleksibilne
petlje 1 bile su ugradene od SEA 1 SED. Najveci broj petlji su izgradene od SEA osim za ostatke GIn19, Ile140, Asp141,
Lys142, Ser189, Glyl91, Asp200, Pro206, Asp207 1 Leu224, koje su ugradene od SED. Neke povrsine unutar SCR su
pokazale vecu slicnost sekvenci sa SED 1 stoga su bile ugradene koristenjem SED kao strukturalnog templata (Ile37,
Glud9, Asn50, Thr51, Leu52, Ser195 i Thr218)(SI. 3).

Zahvaljuju¢i ¢injenici da je SEA koristen kao strukturalni templat za veéinu ostataka u SEA/E-18, nisu se pojavili
problemi vezani s preklapanjem pokrajnjih lanaca. Povezne tocke prije 1 poslije SCR su popravljene. Najprije su
supstituirani pokrajnji lanci relaksirani i tada su minimalizacijom energija i molekularno dinamickom simulacijom
relaksiran svi pokrajnji lanci unutar SCR koristenjem standardnih protokola u HOMOLOGY. Podrucja petlji su
relaksirana jedna po jedna koriste¢i prvih 1000 stupnjeva minimalizacije energije nakon Cega slijedi 1000 stupnjeva
molekularne dinamike. Ovaj oplemenjeni protokol je primjenjen prvo na petlju pokrajnjih lanaca i tada na sve atome u
petlji. Za sve simulacije je koriSteno CVEF polje sile s konstantom sile od 100 kcal/A2 uporabom vremenskog razmaka
od 2 fs.

Kona¢ni model je testiran na losa podrucja koristenjem PROSTAT modula u INSIGHTTI. Nisu otkrivena losa podrudja.
Unutrasnjost proteina je pakirana u redu bez znacajne razlike u usporedbi sa SEA. Svi ostaci su bili u dozvoljenim
podru¢jima u ramachandran dijagramu. Preklapanje 1SXT s modelom je rezultiralo s RMSD od 0,4A kada su
usporedeni Co atomi. Glavna razlika izmedu dviju struktura je videna u petlji f9-$10 (ostaci His187-Thr193)(S1. 5).

Novi modeli novih inadica superantigena su konstruirani koristenjem SEA/E-18 modela kao templata. Specifiéni
aminokiselinski ostaci su izmjenjeni izravno na modelu. NajpoZeljnija konformacija pokrajnog lanca je odabrana
koristenjem jednostavnim pretrazivanjem stericke smetnje 1 nakon toga kratkom minimizacijom energije.

Primjer 4
Uzgajanje i proci§¢avanje

C215FabSEA/E kimere su ekspresirane kao fuzijski proteini u E. coli K12 lancu UL635 koriStenjem plazmida s IPTG
induciranim Lac UV-5 promotorom i genom otpornim na kanamicin.

Ukratko, bakterije iz smrznutih (-70°C) prethodno pripravljenih, 20%-tnih otopina u glicerolu su inkubirane kod 25°C
kroz 22-24 sata u tikvici za treSenje koja je sadrZavala (po litri) 2,5 g (NH4).SO,, 3 g KH,PO,, 2 g K,HPO,, 0,5 g
natrijevog citrata, 1 g MgSO, x H,0, 0,05 g kanamicina, 12 g glukoza monohidrata i 1 mL otopine elemenata u
tragovima, medutim bez Na,MoO, x 2H,0. Stanice su rasle do Absgyo 2-3 i 10 mL uzgojnog medija je koriSteno za
inokulaciju fermentera od 1 L (Belach Bioteknik, Svedska) s po&etnom zapremninom od 800 mL. Medij u fermentoru je
sadrzavao (po litri) 2,5 g (NH4),S0,, 9 g KH,PO,, 6 g K,HPO,, 0,5 g natrijevog citrata, 1 g MgSO, x 7H,0, 0,05 g
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kanamicina, 23,1 g glukoza monohidrata i 1 mL otopine elemenata u tragovima kao gore. pH je drZzan stalnim kod 7,0
titriranjem s 25%-tnim NH;, aeracija je bila 1 litra/minuti i temperatura 25°C. Tijekom SarZne faze otopljeni O, je
odrzavan kod 30% reguliranjem okretanja od 400 okretaja u minuti do 2000 okretaja u minuti i tijekom SarZe dodavanja
reguliranjem dodavanja glukoze (60% teZine/zapremnini). Nastajanje produkta je inducirano kada je Apsorbancija kod
620 nm bila 45 dodavanjem 0,1 mM izopropil-B-D-tiogalaktopiranozida (IPTG). Nakon fermentacije su stanice
uklonjene centrifugiranjem kod -20°C prije procis¢avanja.

Postupak procis¢avanja je podijeljen u tri stupnja. Prvo je uklonjena DNK iz supernatanta uzgoja s 0,19%-tnim
polietileniminom (teZinski/zapremnina) u 0,2 M NaCl, pH 7.4, kori$tenjem peristalticke crpke s brzinom protoka od 12
mL/minuti. Nakon centrifugiranja kod 7500 x g kroz 30 minuta, supernatant je ohladen.

NaneSen je na 60 mL protein-G Sepharose 4, stupac s brzim protokom (Amersham Pharmacia Biotech) s brzinom
protoka od 14 ml./minuti. Stupac je ispran koriStenjem PBS i eluiranje je provedeno s 100 mM octenom kiselinom,
0,025% Tween 20, pH 3,0. Eluirani produkt je skupljen i pH je podesen na 1,5 jedinica ispod teorijske izoelektri¢ne
to¢ke s 1 M NaOH, filtriran (0,2 um) i razrjeden Cetiri puta s 0,025%-tnim Tween 20. Raspadnute inacice su uklonjene
koristenjem ionsko-izmjenjivacke kromatografije. Ionska jakost uzorka je podesena na 2 mS/cm 1 koriSteni stupac je bio
SP-Sepharose-HP, Hiload 16/10 (Amersham Pharmacia Biotech). Eluiranje je provedeno s protokom 4,0 ml/minuti
kroz 50 minuta koriStenjem linearnog gradijenta od 0-55% pufera B, 100 mM NaAc, 400 mM NaC(l, 0,025% Tween 20,
pH 5,0 u puferu A, 10 mM NaAc, 0,025% Tween 20, pH 5,0.

Primjer S
Seroreaktivnost

Reaktivnost izmedu inaica superantigena 1 humanog anti-SEA je izmjerena u scintilacijskom testu srodstva (engl.
Scintillation Proximity Assay) (SPA).

U mikrotitarskoj ploc¢i (OptiPlate, Packard Instruments) su inkubirane streptavidinom prevucena PVT zrnca, 150 ug
zrnaca/jaZici (Amersham Pharmacia Biotech) sa biotin konjugiranim F(ab), fragmentima anti-miSjeg IgG, 3 pg/mg
zrnaca kroz 30 minuta kod sobne temperature. Zrnca su predinkubirana s C215Fab konjugiranim superantigenima u 1:2
razrjedenoj seriji, gdje je najveca konacna koncentracija u jazicama bila 40 nM. Konacno su inkubirani s 1 nM 1251
konjugiranim, afinitetno pro¢isc¢enim, humanim anti-SEA antitijelima 1 koli¢ina [J-scintilacije je izmjerena u Top-
Counteru (Packard Instruments).

Reaktivnost humane anti-SEA za inadice superantigena je takoder izmjerena u enzim-povezanom imunosorbentskom
testu, ELISA (Cavallin 1 ostali, 2000.). Rezultati su bili sli¢ni onima dobivenima u SPA.

Primjer 6
BioloSka funkcija

Sposobnost induciranja o superantigen antitijelu ovisne stani¢ne citotoksi¢nosti, SADCC 1 o superantigen ovisne o
staniéne citotoksi¢nosti, SDCC je usporeden u standardnom 4h *'Cr-oslobadajuéim testom.

Ukratko, ciljevi koji su koriSteni za SDCC su bile humane B-stanice limfoma Raji stanice i ciljevi za SADCC su bile
humane stanice karcinoma debelog crijeva Colo205. Stanice su oznatene s *'Cr i razrjedene na koncentraciju od 50000
stanica/mL u mikrotitarske jaZice V-oblika. Kao efektorske stanice je koriStena SEA reaktivna humana T-stani¢na linija
kod nekog efektora prema omjeru ciljanja od 45:1 za SADCC 1 30:1 za SDCC. Sag inacice su dodane u koncentraciji od
10° — 10" M za SADCC i od 10”7 — 10™* M za SDCC. Supernatanti su skupljeni i oslobodeni od *'Cr je izmjeren u
TopCount-u (Packard Instruments). Postotak specificne citotoksicnosti je izratunat kao 100 x [(cpm eksperimentalno
oslobadanje — cpm pozadinsko oslobadanje)/(cpm ukupno oslobadanje — ¢cpm pozadinsko oslobadanje)].

Primjer 7
Identifikacija epitopa antitijela

Kod pacijenata, ranije postojeca tijela prema superantigenima s zakomplicirala njihovu klinicku primjenu, zahtjevajuéi
podesavanje njihovog doziranja u terapiji (Alpaugh 1 ostali, 1998.). Drugi pristup ograni¢enja utjecaja ranije nastalih
antitijela je bio modificirati podrucje superantigena odgovornog za vezivanje T-stani¢nog receptora (Antonsson 1 ostali,
1997.). Medutim, sadasnji izum je dalje poboljSao terapijske mogucnosti superantigena koriStenjem genetskog
inZenjeringa za uklanjanje epitopa antitijela superantigena.
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Nadeno je da SEE pokazuje jako smanjenje reaktivnosti antitijela u usporedbi prema SEA (Antonsson i ostali, 1997.).
Na nesrecu, s ovim smanjenjem je bilo 1 znacajno smanjenje svojstva ubijanja tumora kada se spoji na tumor reaktivni
Fab (Antonsson i ostali, 1997.). Stoga su proucene kimeri¢ne konstrukcije SEA 1 SEE. Kada su se uvodile odgovarajuce
aminokiseline iz SEA u Cetiri poloZaja u TCR-vezaju¢em podrucju SEE, dobivene su Zeljene osobine. Ove supstitucije;
Arg20Gly, Asn21Thr, Ser42Gly 1 Arg27Lys (podrudje A) kod SEE, rezultiralo je u kimeri SEA/E-18 (SI. 4) (Antonsson
1 ostali, 1997.). Ova kimera je pokazivala viSe od 50% smanjenja reaktivnosti antitijela, kao kod SEE, dok je zadrZavala
djelotvornu razinu citotoksicnosti, kao kod SEA. Dodatno, radi smanjenja afiniteta izmedu superantigena i MHC klase
II, koja smanjuje SDCC i stoga poboljsava terapijski prozor, SEA/E-18 takoder sadrzi supstituciju Asp227Ala
(Abrahmsén i ostali, 1995.).

Za daljnje smanjenje sposobnosti humanog anti-SEA da prepozna SEA/E-18, odredena su antitijela koja vezu epitope
unutar superantigena. Peptidni fragmenti od djelomi¢nog pepsinskog hidrolizata bilo SEAwt ili SEA/E-18 su uhvaceni
koristenjem imobiliziranih anti-SEA antitijela. Nakon pro¢i§cavanja, peptidna sekvenca je identificirana koriStenjem LC-
MS (SL. 1). Stoga su moguca podru¢ja ukljuéena u prepoznavanje antitijela lokalizirana u aminokiselinskoj sekvenci. Za
zabiljeziti je da je veéina izoliranih peptida bila smjestena oko podrudja poznatih da medudjeluju s MHC klasom II
(Abrahmsén 1 ostali, 1995.) (SI. 2 1 S1. 6). Trodimenzionalna struktura SEA (Schad i ostali, 1995.; Sundstrém i ostali,
1996.) i kompjutorski model SEA/E-18 (Sl 5), temeljena na kristalnoj strukturi SEA (Schad i ostali, 1995.; Sundstrom 1
ostali, 1996. A) je koriStena za lociranje na povrsinu izloZenih ostataka unutar identificiranih peptida. Slijedeéi ostaci su
identificirani kao izloZeni 1 moguéi kandidati za epitope koji vezu antitijela: Glu34, Lys35, Glu39, Asn40, Lys41, Glu42,
Asp44, Asp45, Glu 49, Lys74, Asp75, Asn78, Lys79, Lys81, Lys83, Lys84, Aspl173, His187, Ser189, Glul190, GIn204,
Lys217, Asn220, Glu222, Asn223, His225 1 Asp227 (Tablica 1).

Ovi ostaci su nakon toga supstituirani da smanje vezanje na antitijela. Novi raunalni modeli s daljnjim pobolj§anjem
Sag inadica su neprekidno radeni da potvrde 1 usporede traZene rezultate s novijim. Specifiéni utjecaj pokrajnjih lanaca
je proucavan 1 identificirane su promjene koje djeluju na stabilnost proteina.

Primjer 8
Modifikacija superantigena radi smanjenja seroreaktivnosti

Razine vezanja antitijela identificiranih ostataka su pocetno karakterizirane s dvije do Sest istovremenih supstitucija kod
SEA/E-18. Stoga su dobivene Sag inadice SEA/E-62 (Lys217Thr, Asn220Ala, Glu222Thr, Asn223Ala, His225Ala)
(podrucje E), SEA/E-63 (Ser189Asp, Glul90Ala) (podru¢je D), SEA/E-64 (Glu34Lys, Glu35Lys, Glu39Lys, Asn40Ser,
Lys41Glu, Glu42Lys) (podrucje B), SEA/E-65 (Lys79Glu, Lys81Glu, Lys83Glu, Lys84Glu) (podru¢je C), SEA/E-74
(Asp44Ala, Asp45Ala, Glud9Thr) (podrucje B) 1 SEA/E-75 (Lys74Thr, Asp75Ala, Asn78Ser) (podrugje C) (Tablica 1,
S1. 4).

Razvijen je scintilacijski test srodstva (SPA) za istraZivanje da li anti-SEA antitijela iz humane IgG rezerve (izvora)
mogu prepoznati razliCite Sag inadice. Modificirane inaice su sve prepoznate u manjem obimu u usporedbi prema
SEA/E-18 (Tablica 1). Najbitnije smanjenje u vezivanju je uzrokovano supstitucijama nacinjenim u SEA/E-65. U SPA
analizi je opazeno smanjenje od vise od 40% (Sl. 7). Medutim, mnoge zamjene takoder generiraju smanjenje u razini
produkcije E. coli i dodatno, bioloSka aktivnost je isto tako povremeno smanjena. Pregledavanjem zamjena mi moZemo
identificirati odgovorne ostatke unutar svake inaéice 1 iskljuditi ih ili modificirati da bi dobili bolja svojstva. Opéenito,
razina produkcije je poveéana hidrofilnim zamjenama u usporedbi s onima vise hidrofobnim.

Smanjenje vezanja antitijela je sinergisticki povec¢ano kada su inacice kombinirane, kao kod SEA/E-91 koju ¢ini SEA/E-
63, SEA/E-65 i modificirani SEA/E-74 (s divljom vrstom Asp45) (Tablica 1). Inacica s najboljim rezultatom u SPA
analizi sa smanjenjem vezivanja blizu 70% u usporedbi prema SEA/E-18 je bila SEA/E-110, kombinacija SEA/E-63,
SEA/E-75 i modificiranog SEA/E-62 (SEA/E-97), SEA/E-64 (SEA/E-108), SEA/E-65 (SEA/E-84) i SEA/E-74 (wt
Asp45) (S1. 7, Tablica 1). Modifikacije odgovorne za najviSe smanjenja u vezivanju antitijela su bile unutar SEA/E-109
(Glu34Ser, Glu39Ser, Asnd0Ser, Lys41Glu, Glud42lys, Asp44Ala, Glud9Thr, Lys74Thr, Asp75Ala, Asn78Ser,
Lys79Glu, Lys81Glu, Lys83Ser, Lys84Ser) kombinacije SEA/E-75 1 modificirane SEA/E-64 (SEA/E-108), SEA/E-65
(SEA/E-84) i SEA/E-74 (wt Asp45). To je zbog toga §to inafice superantigena koje sadrZe ove supstitucije, sve
pokazuju dobro smanjenje u SPA analizi.

Stoga su ostaci supstituirani u SEA/E-62, SEA/E-64, SEA/E-65 i SEA/E-74 rezultirali u izmedu 20 1 40% smanjenja
vezivanja antitijela u usporedbi s SEA/E-18 (Tablica 1).

Primjer 9
Zamjene koje utjeu na razine produkcije
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Kako je naznadeno gore, neke od supstitucija na povr§ini superantigena su rezultirale u smanjenju razina produkcije kod
E. coli. Mnoge kombinacije takvih zamjena nije ¢ak bilo moguce proizvesti. Stoga je odluceno istraziti alternativne
modifikacije onih ostataka koji olito uzrokuju smanjenje u iskoristenju. Supstitucije koje djeluju na iskoristenje bez
smanjenja vezivanja na antitijela nisu dalje istraZivane. Umjesto toga su koriSteni ostaci divlje vrste.

U pocetnom paketu inacica superantigena, ostatak Lys35 u SEA/E-64 je djelovao na razinu ekspresije negativno. Kada
se koristio ostatak divlje vrste na poloZaju 35 skupa sa serinskim supstitucijama Glu34 i Glu39, koji je rezultirao u SAg
nacici SEA/E-108, nadeno je povecanje u iskoristenju od 23 mg/L na 30 mg/L. Smanjenje reaktivnosti antitijela je
medutim zadrZano. Kada su se uvodile supstitucije glutaminske kiseline ostataka Lys79, Lys81, Lys83 i Lys84 u SEA/E-
65, to je rezultiralo u razini produkcije od samo 1,5 mg/L. Radi ¢injenice $to je ucinak kod reaktivnosti antitijela
smanjen s 43% u usporedbi prema SEA/E-18, nadinjen je napor za identifikacijom boljih zamjena. Najbolja
kombinacija, s obzirom 1 na iskori§tenje 1 na smanjenu reaktivnost antitijela, koja je nadena je bila SEA/E-84 sa
serinskim ostacima na poloZaju 83 1 84 1 saCuvanom glutaminskom kiselinom na polozaju 79 i 81 (Tablica 1). Razina
produkcije je povecana desct puta i reaktivnost antitijela je smanjena s 41% u usporedbi prema SEA/E-18 (Tablica 1).
Razina produkcije je takoder smanjena vise od deset puta sa zamjenama Lys217Thr, Asn220Ala, Glu222Thr,
Asn223Ala, His225Ala i Asp227Alau SEA/E-62, na 0,1 mg/L. Medutim, zamjenjujuéi alaninske supstitucije za serinske
ostatke, rezultirajuci u SEA/E-97, dobiveno je iskoristenje produkcije od 48 mg/L. (Tablica 1).

Zanimljivo, kada se kombinira SEA/E-65 s vise inacica, kao §to su SEA/E-63 i modificiran SEA/E-74, kao kod SEA/E-
91, niska razina produkcije je preokrenuta na 12 mg/L (Tablica 1). U drugu ruku postoji samo razina ekspresije inacice
superantigena SEA/E-110 od 0,5 mg/L., odnosno 14 mg/L.. Razina produkcije SEA/E-110 je medutim poveéana na 30
mg/L kada su se uklonile supstitucije Aspl74Ala, His87Ala, Ser188Thr, Ser1 89Asp, Glul90Ala i Gln 204 Thr stvarajuéi
SEA/E-120 (Tablica 1).

Uvodenje velikog broja supstitucija unutar superantigena moZe dovesti do problema s ekspresijom E. coli. Postoje
najmanje tri razlicita mehanizma za to; smanjena termodinami¢nost, unisten prirodni ciklus savijanja ili novo uvedena
proteoliti¢ka mjesta. Premda je cilj ovog proucavanja bio ukloniti antigenske epitope na povrsini, koji najvjerovatnije ne
bi interferirali s bilo kojom strukturalnom okosnicom, postoji uvijek moguénost da su nove strukture bile ovisne o
drugim ostacima osim konstrukcije divlje vrste, za zadrzavanje njihove stabilnosti. Stoga su novi racunalni modeli stalno
radeni radi predvidanja ili potvrdivanja lokacije supstituiranih ostataka unutar nove strukture. Na taj na¢in mozemo
identificirati odgovorne ostatke unutar ranih inacica superantigena koji uzrokuju probleme s, na primjer, razinama
ekspresije i dobiti poboljSane inacice bilo s ostacima divlje vrste ili boljim supstitucijama (Tablica 1).

U zakljuc¢ku, radi dovrSenja bolje razine produkeije, slijedeci ostaci, Lys83, Lys84, Asn220, Asn223, His225 1 Asp227,
bi trebali biti supstituirani u serin, ne alanin. Dodatno, radi sprje¢avanja smanjenja u razinama ekspresije, ostaci Lys35,
Aspl73, His 187, Serl188, Ser189, Glul190 i GIn204 bi trebali biti sa¢uvani.

Primjer 10
Evaluacija bioloSke funkcije unutar razli¢itih Sac inacica

7Zbog toga $to su superantigeni primarno bili odredeni za terapiju tumora (Dohlsten i ostali, 1994.), bilo je vaZno
sprije¢iti zamjene koje smanjuju na tumor usmjerenu citotoksi¢nost unutar novih inacica superantigena. Sposobnost
utjecanja na tumor usmjerene citotoksi¢nosti je stoga bila mjerena za sve nove inacice superantigena SADCC testom (S1.
3). Dodatno, ucinkovitost superantigena da posreduju ubijanje T stanicama MHC klase II ekspresirajucih stanica je
rezultiralo u sustavnoj citotoksi¢nosti koja moze uzrokovati pokrajnje u¢inke mjerene u SDCC testu (SL. 3). Za klinicku
uporabu SDCC bi morao biti nizak da poveéa terapijski prozor.

Vecina od podetnog paketa SAg inadica ima istu razinu specifiéne citotoksiéne potencije kao SEA/E-18 (Tablica 1).
Iznimke su SEA/E-75 sa zamjenama Lys74Thr, Asp75Ala i Asn78Ser koji je bio smanjen deset puta i SEA/E-64 sa
zamjenama Glu34Lys, Lys35Glu, Gly39Lys, Asn40Ser, Lys41Glu 1 Glu42Lys, koji je smanjen pet puta u usporedbi
prema SEA/E-18 (Tablica 1). Zanimljivo, smanjena aktivnost kod SEA/E-75 je opaZena samo u ovoj inadici, u
kombinaciji s daljnjim supstitucijama, na primjer, u SEA/E-109 detektirana je puna aktivnost (Tablica 1). Dodatno je
SDCC aktivnost bila nepromijenjena u SEA/E-75 u usporedbi prema SEA/E-18. Supstitucije Lys74Thr, Asp75Ala i
Asn78Ser su stoga vjerovatno poremetile interreakcije vazne za samu citotoksi¢nost ovisnu o antitijelu.

SEA/E-eéina inacica superantigena opisanih ovdje je pokazala jasno smanjenje kod SDCC. Slabo smanjenje u SDCC je
opazeno za podéetne inadice SEA/E-62, SEA/E-63, SEA/E-64, SEA/E-65 i SEA/E-74 u usporedbi sa SEA/E-18.

Sve su inadice superantigena sadrZavale supstituirani ostatak Asp227Ala ili Ser. Ova supstitucija je bila poznata da
smanjuje afinitet prema MHC klase II 100 puta i stoga i SDCC aktivnost (Abrahmsén i ostali, 1995.).
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Medutim, zbog toga $to je inadica SAg SEA/E-109, s N-terminalnim supstitucijama, pokazala vece smanjenje u
usporedbi sa SEA/E-18 nego SEA/E-113, s C-terminalnim supstitucijama, to je ukazivalo da su se unutar SEA/E-109
dodatni ostaci promijenili §to je vazno za SDCC 1 najvjerovatnije vezanje na MHC klasu II (SL. 8).

Stoga su ostaci koji su uzrokovali najvece smanjenje bili Lys79Ser 1 Lys81Ser kod SEA/E-83 i supstitucija Asp45Ala
kod SEA/E-74. Veéina ovih supstitucija je locirana oko ostataka za koje je ranije pokazano da medusobno djeluju s
MHC klase IT (Abrahmsén i ostali, 1995.).

Primjer 11
Dizajniranje nove inalice superantigena

S ciljem dizajniranja optimalne inacice superantigena, kombinirane su sve pozeljne supstitucije vode¢i prema
superiornom SEA/E-120 (S1.4 1 S1. 9).

Prvo, sve poZeljne modifikacije na C-kraju, to jest, Aspl73Ala, Ser189Thr, Glul90Ala, Lys217Thr, Asn220Ser,
Glu222Thr,Asn223Ser, His225Ser 1 Asp227Ser skupa s GIn204Thr su sastavljene ¢ineéi SAg inadicu SEA/E-113. Ova
inacica pokazuje ocekivano smanjenje u anti-SEA reaktivnosti i prihvatljive razine ekspresije ali s neSto smanjenom
biolo§kom aktivnosti (Tablica 1, S1. 7 1 S1. 8A 1 S1. 8B). Sve poZeljne supstitucije na N-kraju, to jest, ostaci Glu34Ser,
Glu39Ser, Asn40Ser, Lys41Glu, Glu42Lys, Asp44Ala, Glu49Thr, 1.ys74Thr, Asn78Ser, Lys79Glu, Lys81Glu, Lys83Ser
i Lys84Ser su sastavljene u SEA/E-109. Znacajno smanjenje anti-SEA reaktivnosti je opaZeno za ovu inadicu
superantigena skupa s visokom razinom ekspresije 1 ¢ak pobolj$anim bioloskim profilom (Tablica 1, S1. 71 SI. 8A i SL
8B). Medutim, kod stvaranja kombinacije ovih dviju inaica SEA/E-113 i SEA/E-109 u SEA/E-110, dogodio se
dramati¢ni gubitak 1 iskoristenja 1 bioloske funkcije (Tablica 1). Bioloska potencija je potpuno vra¢ena kada su ostaci
divlje vrste Ser189, Glul90 i GIn204 ponovno koriSteni u SEA/E-115 (Tablica 1), ali razine produkcije su jo§ bile na
niskoj razini. Molekulsko modeliranje ove inacice je sugeriralo da bi ostaci Aspl73, His187 1 Ser188 mogli biti vazni za
stabilizaciju savijanja 1 stoga rezultirajuéi u visim iskoristenjima.

Nekoliko razli¢itih kombinacija je nacinjeno radi evaluacije ovih ostataka, rezultiraju¢i u SEA/E-118, SEA/E-119,
SEA/E-120, SEA/E-121 1 SEA/E-122 (Tablica 1). Najbolja produkcija je dobivena s SEA/E-120 s ostacima divlje vrste
na sva tri poloZaja. Skupa s ranije nadinjenim SEA/E-21, SEA/E-74, SEA/E-97, SEA/E-108 i SEA/E-109, to su bile
jedine SAg inacice koje su dostigle razine ekspresije vise od 20 mg/L (Tablica 1). Nisu opaZene nikakve bitne razlike s
obzirom na biolosku aktivnost ili reaktivnost antitijela izmedu inacica.

Dizajn novog konjugata
SEA/E-120 je genetski fuzirana na Fab dio tumor reaktivnog antitijela, §to je 5T4 (Dohlsten i ostali, 1994.). (S1. 10).

5T4 antigen je ekspresiran na mno$tvu razli¢itih tumora, kao $to su ne-male stanice raka pluéa, raka dojke, renalnih
stanica raka, raka gusterace, raka jajovoda i raka debelog crijeva. Supstitucije u sekvenci divlje vrste 5T4 su takoder
nacinjene radi postizanja visih iskoristenja. U teSkom lancu; His41Pro, Serd44Gly, Ile69Thr i Vall13Gly i u lakom lancu;
Phel0Ser, Thr451Lys, lle63Ser, Phe731.eu, Thr77Ser, L.eu78Val i Leu83Ala.

Premda su sadasnji izum i njegove prednosti opisani detaljno, treba biti razumljivo da razliite promjene, supstitucije 1
alteracije mogu biti na¢injene bez napustanja duha i raspona izuma kako je odreden u pridodanim zahtjevima. Stovise,
namjera raspona sadaSnje prijave nije da bude ograni¢ena na pojedinacne izvedbe postupka, stroja, proizvodnje, smjese
tvari, sredstava, nacina 1 stupnjeva opisanih u specifikaciji. Kao netko uobicajeno iskusan u podruéju ¢e lako procijeniti
iz otkri¢a sadasnjeg izuma, postupke, strojeve, proizvodnju, smjesu tvari, sredstva, nacine ili stupnjeve, sada postojece
ili koji ¢e se kasnije otkriti da provode bitno istu funkciju ili postizu bitno isti rezultat kao odgovarajuée izvedbe ovdje
opisane, mogu biti iskoristene prema sadasnjem izumu. Prema tome, pridodanim zahtjevima je namjera ukljuciti unutar
njihovog raspona takve postupke, strojeve, proizvodnju, smjesu tvari, sredstva, nacine ili stupnjeve.

Netko iskusan u podruc¢ju odmah cijeni $to je sadadnji izum dobro podesen za provedbu spomenutih ciljeva 1 dobivenih
krajeva i prednosti kao i onih tamo svojstvenih. Pripravci, na¢ini, postupci 1 tehnike opisane ovdje su sadasnji
predstavnici poZeljnih izvedbi 1 namjera im je da budu primjeri i1 nije im namjera da budu ograni¢enja raspona. Promjene
u njima i ostala koristenja ¢e se pojaviti onima iskusnima u podruéju koja su okruZzena unutar duha izuma ili odredena s
rasponom pridodanih zahtjeva.
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PATENTNI ZAHTJEVI

1.

N

® NN kW

10.
11.

Konjugat koji obuhvaca bakterijski superantigen i dio antitijela, u kojem je superantigen Stafilokokni enterotoksin
E (SEE), u kojem aminokiselinska sekvenca superantigena obuhvacéa podru¢ja A do E, koje je podrudje A unutar
TCR vezujuceg mjesta 1 odreduje vezivanje na TCR, a podru¢ja B do E odreduju vezivanje na MHC molekule
klase II, naznaden time, $to su sljedeée zamjene aminokiselinskih ostataka uvedene u podrudje C: K79E, K81E,
K835, K845, 1 §to su sljedeée zamjene aminokiselinskih ostataka uvedene u podruéje A: R20G, N21T, S24G,
R27K, 1 §to su po izboru aminokiseline na polozaju 173 1/ili na poloZaju 204 unutar podrucja A takoder bile
zamijenjene, i $to je unutar podru¢ja E uvedena zamjena D227S (ili A), 1 $to su najmanje jedan ili vise
aminokiselinskih ostataka na polozajima 34, 35, 39, 40, 41, 42, 44, 45 1 49 unutar podru¢ja B v/ili na poloZajima
74, 75, 78 unutar podrud¢ja C 1/ili na poloZzajima 187, 188, 189, 190 unutar podru¢ja D, 1/ili na poloZajima 217, 220,
222, 223, 225 unutar podru¢ja E zamijenjeni, tako da je supstituirani superantigen smanjio serorcaktivnost u
usporedbi sa superantigenom iz kojeg je dobiven, 1 u kojem je antitijelo pune duZine, ili bilo koji drugi aktivni dio
antitijela koji vezuje antigen, koji je usmjeren prema strukturi na povrSini stanica raka.

Konjugat prema zahtjevu 1, naznafen time, $to superantigen ima aminokiselinsku sekvencu opisanu u SEQ ID
NO: 2 (SEA/E-120).

Konjugat prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, naznacen time, Sto je antitijelo fragment Fab-a.

Konjugat prema zahtjevu 3, naznacen time, $to je antitijelo C215Fab.

Konjugat prema zahtjevu 3, naznacen time, $to je antitijelo ST4Fab.

Konjugat prema zahtjevu 1, naznacen time, $to ima aminokiselinsku sekvencu opisanu u SEQ ID NO: 1.

Konjugat prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, naznaden time, $to se koristi u tretiranju raka.

Konjugat kako je zahtjevan u zahtjevu 7, naznalen time, $to je rak odabran od skupine koja se sastoji od raka
pluca, dojke, debelog crijeva, bubrega, gusterade, jajnika, Zeluca, grli¢a maternice 1 prostate.

Konjugat prema bilo kojem od zahtjeva 1 do 6, naznaden time, $to se koristi za proizvodnju medikamenata za
tretiranje raka.

Medikament prema zahtjevu 9, naznacen time, $to se koristi za intravenozno davanje.

Farmaceutski pripravak, naznafen time, Sto obuhvaca kao aktivni sastojak, terapijski udinkovitu koli¢inu
konjugata prema bilo kojem od zahtjeva 1 do 6.
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