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Nazev vynalezu:

Konjugat obsahujici superantigen a
protilaitkovou skupinu, a farmaceuticky
prostiredek s obsahem konjugatu

Anotace:

Konjugdt. ktery obsahuje bakteridni superantigen a
protilitkovou skupinu. v ném? superantigenem je
statylokokovy enterotoxin ¥ (SEL ). kde
aminokyselinova sekvence superantigenu obsahuje
regiony A az F. pri¢em2 region A je vazebné misto
TCR a urcyje vazbu na TCR. a regiony B az T uréuji
vazbu na MHC molekuly tifdy 11. a protilatkovou
skupinou je kompletni protilatka nebo jakvkoliv jiny
aktivni fragment protiltky vazici antigen, kiery je
namifen proti povrchové struktufe asociované s
nadorovou butikou. Je popsan také farmaceuticky
prostiedek obsahujici jako aktivni slorku
terapeuticky G¢inné mnoZstyvi uvedeného konjugaru.
JakoZ i pouZiti tohoto konjugdtu pro vyrobu lé¢iva
pro I¢¢bu zhoubnych nidort.




wn

20

25

30

35

40

45

50

Cz 307180 Bo6

Konjugit obsahujici superantigen a protilitkovou skupinu, a farmaceuticky prostiedek
s obsahem konjugatu

Oblast techniky
Piedkladany vynalez se tyka oblasti imunologie a proliferativnich onemocnéni, jako jsou

zhoubné nadory. Presnéji se tyka konjugatu, jez obsahuji superantigeny. které jsou modifikovany
tak, ze redukuji seroreaktivitu, a pouziti takovych konjugatt pro lécbu zhoubnych nadori.

Dosavadni stav techniky

Superantigeny (SAg) jsou tvofeny skupinou bakteridlnich a virovych proteint, které jsou
extrémné aktivni v aktivaci velké frakce populace T-lymfocytd. Superantigeny se pfimo vazi na
hlavni histokompatibilni komplex (MHC) bez toho, Ze by byly zpracovany. Ve skute¢nosti se
superantigeny vazi nezpracované mimo antigen-vazebnou drazku na MHC molekulach tfidy 11,
coz eliminuje vétsinu polymorfismu v konvenénich vazebnych mistech pro peptid. Mechanismus
vazby zavisi na vazbé superantigenii na receptor T-lymfocytu (TCR) na VB fetézci, misto vazby
na hypervariabilni smy¢cky receptoru T-lymfocytu (TCR).

Stafylokokové enterotoxiny (SE) jsou homologni skupinou superantigent, jak z hlediska struk-
tury, tak z hlediska funkce (Papageorgiou et al., 2000). Jsou znamé jako hlavni pfic¢ina otrav
z potravy a syndromu toxického Soku u ¢lovéka.

Novy terapeuticky postup pro 1é¢bu nadord na bazi SAg se vyvinul pro adjuvantni lécbu
solidnich nadord. Vyuziva obou hlavnich ramen imunitniho systému tim, Ze pouziva Fab Cast
tumor—specifické monoklonalni protilitky a SAg aktivujici T-lymfocyty v jediném
rekombinantnim fiznim proteinu. Fab-SAg proteiny navazané na nadorové buiiky mohou
aktivovat SAg-aktivované cytotoxické T-lymfocyty k zabijeni nadorovych bunék pfimo
mechanismem bunééné cytotoxicity zprostfedkované protilatkou k superantigenu, SADCC.
Kromé toho aktivované T-lymfocyty produkuji tumoricidni a prozanétlivé cytokiny, coz fesi
problémy spojené s heterogenitou nadoru a s vychytavanim makromolekul.

Protinadorové léky na bazi superantigeni maji urcitou Gspé$nost, avSak jednim klinickym
problémem, ktery musi byt vyfesen, je systémové aktivace imunitniho systému. Fuzni proteiny
s piirozenym SEA byly zkoumany v klinickych studiich na kolorektalnim karcinomu a na
karcinomu pankreasu (Alpaugh et al., 1998). Byly sice pozorovany povzbudivé vysledky, ale
také urciti omezeni. Za prvé, pripravky byly velmi toxické. Za druhé, pfedem vytvoiené
protilatky k superantigenim u pacienta zptisobovaly obtize pii davkovani. Kromé toho byly
ptipravky imunogenni. Proto bylo opakovani cykli terapie mozn¢ pouze u omezeného poctu
pacientd.

Do piedkladaného vyndlezu byla terapie na bazi SAg omezena z hlediska davky.
V predkladaném vynalezu je poprvé modifikovan superantigenem, coz vede ke snizeni
séroreaktivity zachovanim aktivity superantigenu; z tohoto diivodu pfedkladany vynalez je novy
a neni zfejmy.

Dosavadni stav techniky je blize diskutovan v dale uvedenych dokumentech:

dokument WO 99/04 820 A2, ktery se tyka zpiisobu desaktivace cilovych bunék v pfitomnosti T—
lymfocytii pfivedenim téchto dvou typi bunék do kontaktu se superantigenem v piitomnosti

modulatoru imunity, pii kterém alespon jeden ze superantigenu a modulatoru imunity je konjugat
mezi "volnym" superantigenem a ¢asti zamétujici konjugat k cilovym buiikam;
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dokument WO 97/36932 Al, ktery se tykda konjugdtu mezi &asti vyhledavajici cil
a modifikovanym superantigenem pfirozeného typu;

dokument WO 96/01 650 Al. jenz se tykd konjugatu obsahujiciho biospecificky protéjsek, ktery
se mize vazat na predem stanovenou strukturu a peptid odvozeny od superantigenu;

dokument WO 01/30 854 A2, ktery se tyka protilatky nebo jejiho derivatu nebo jejiho fragmentu,
s vazebnou strukturou pro cilovou strukturu, jehoz protilatka je zobrazena v lidskych gastro—
intestinalnich epitelialnich tumorovych buiikich a na povrchu jeho bunék, a v subpopulaci
normalnich lidskych gastrointestinalnich epitelidlnich bunék, a ktery zahrnuje specificke
sekvence;

Griggs N. D. et al.: "Mapping of multiple binding domains of the superantigen staphylococcal
enterotoxin A for HLA", Journal of Immunology, sv. 148, ¢. 8, 1992, str. 2516 — 2521, popisuje
rozmanité regiony SEA, které jsou zodpovédné za vézani k HLA Ag na buiikich Raji
a doporuéuje, aby vazani superantigeni SEA na MHC molekuly zahrnovalo nekolik N—
termindlnich regionti na SEA, stejné jako dalsi interni doméng;

Hansson J. et al.: "Genetically engineered superantigens as tolerable antitumor agents", Proc.
Nati. Acad. Sci. USA, sv. 94, biezen 1997 (1997-03), str. 2489 — 2494, ktery zvefejiiuje pouziti
superantigenti vazanych k majoritnimu histokompatibilnimu komplexu (MHC) pfi aktivaci T—
lymfocytovych bunék, a specifického superantigenu, kterym je fizovany protein C215Fab
a SEA, s bodovou mutaci D227A;

dokument WO 01/36486 A2, ktery se tyka pouziti ScFv Ab (ScFv Ab) schopného rozpoznat
molekulu asociovanou s chorobou (DAM) pii vyrobé léku pro prevenci a/nebo 1écbé chorobného
stavu spojeného s DAM;

Rosendahl A. et al.: "Long—term survival and complete cures of B16 melanoma—carrying animals
after therapy with tumor—targeted 11.-2 and sea", Int. J. Cancer, sv. 81, 1999, str. 156 — 163, ktery
prokazuje, ze Fab-SEA imunoterapie je siln¢ zesilena spolenym podavanim Fab-1L-2;

Sogaard M. et al.. "Antibody—targeted superantigens in cancer immunotherapy"”,
Immunotechnology, sv. 2, 1996, str. 151 — 162, co je prehled, ve kterém se popisuje rakovinna
imunoterapie, pri které se superantigeny zaméfuji na tumor pomoci genetické fuze na fragment
Fab monoklonalni protilatky specifické pro tumor;

EP 1 103 268 Al popisuje velmi obecné okolnosti pouziti stafylokokového enterotoxinu (SE)
nebo jeho homologu, fragmentu, fuzniho proteinu, nebo jeho derivatu, pro vyrobu 1éCiva pro
podavani pacientovi infuzi pro 1é¢bu rakoviny; pticemz lé¢ba zhoubnych nadort exprimujicich
MHC molekulu tiidy I je vyloucena; a

dokument WO 91/10 680 Al, ktery soucasné se souvisejicim dokumentem EP 1 103 268, je

zaméfen na lé&bu rakoviny a uginky enterotoxinil umrtvujicich zhoubny nador a ptibuznych
sloucenin, a ktery diskutuje obecné podminky tykajici se enterotoxinii Staphylococous aureus.

Podstata vynalezu

Nyni budou popsany spise poviechné rysy a technické vyhody pfedmétného vynélezu pro
dosazeni podrobného popisu vynalezu, kterému miize byt tak lépe porozuméno. Take dalsi znaky
a vyhody vynalezu, které tvoii pfedmét patentovych narokd zaméfenych na tento vynalez, budou
zde déle popsany. Nové rysy, o kterych se predpoklada, ze jsou charakteristické pro piedkladany
vynalez, jak z hlediska organizace, tak z hlediska provedeni, spole¢né s dalsimi predméty
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a vyhodami vynalezu, budou pochopitelngjsi z nasledujiciho podrobného popisu a p¥ipojenych
vykrest.

Predkladany vynalez poskytuje konjugat tvoreny bakterialnim superantigenem a protilatkovou
skupinou, kde superantigenem je stafylokokovy enterotoxin (SEE), kde aminokyselinova
sekvence superantigenti obsahuje regiony A aZz E, pfiemz region A je vazebné misto TCR
a urCuje vazbu na TCR, a regiony B az E ur¢uji vazbu na MHC molekuly t¥idy I,

kde nahrady dale uvedenych aminokyselinovych zbytki jsou zavedeny do regionu C: K79E,
K81E, K83S, K84S a

kde nahrady dale uvedenych aminokyselinovych zbytkd jsou zavedeny do regionu A: R20G,
N2IT, S24G, R27K, a kde je nebo jsou nahrazeny popiipadé také aminokyseliny v poloze 173
a/nebo v poloze 204 v regionu A, a

kde ndhrada D227S(nebo A) je zavedena do regionu E, a

kde je nebo jsou dale nahrazen(y) jeden nebo vice aminokyselinovy(ch) zbytek (zbytky)
v polohach 34, 35, 39, 40, 41, 42, 44, 45 a 49 v regionu B a/nebo v polohach 74, 75, 78 v regionu
C a/nebo v polohach 187, 188, 189, 190 v regionu D a/nebo v polohach 217, 220, 222, 223, 225
v regionu E,

tak, Ze substituovany superantigen ma redukovanou séroreaktivitu ve srovnani se
superantigenem, od kterého je odvozen,

a kde protilatkovou skupinou je kompletni protilatka nebo jakykoliv jiny aktivni fragment
protilatky vazici antigen, ktery je namifen proti povrchové struktuie asociované s nadorovou

burikou.

Ve zvlastnich provedenich superantigen v konjugatu ma aminokyselinovou sekvenci uvedenou
v SEQ ID NO: 2 (SEA/E-120).

V dalSich provedenich protilatkova skupina konjugatu je fragment Fab. Mezi zvlastni fragmenty
Fab se zahrnuje C215Fab nebo 5T4Fab.

Ve zvlastnich provedenich konjugat ma aminokyselinovou sekvenci uvedenou v SEQ ID NO: 1.
Jiné provedeni se tyka konjugatu vysvétleného vySe pro pouziti v 1é¢bé zhoubnych nadori.
Zhoubny nador miize byt vybran ze skupiny zahrnujici karcinom plic, prsu, tlustého stieva,

ledviny, slinivky bfisni, vaje¢niku, zaludku, ¢ipku délozniho a prostaty.

Jiné provedeni se tyka pouziti konjugatu vysvétleného vyse pro vyrobu Iéku pro lé¢bu zhoubnych
nadori. Lék mize byt uréen pro pouziti intravenéznim podavanim pro léébu zhoubného nadoru.

Jind zvlaStni pouziti poskytuji farmaceuticky prostiedek, ktery obsahuje terapeuticky u¢inné
mnozstvi konjugatu vysvétleného vyse.

Objasnéni vykresa

Nasledujici vykresy tvofi soudast piitomného popisu a jsou zahrnuty pro daldi ilustrovani
nékterych aspekti predkladaného vynalezu. Vynalezu se miize Iépe porozumét s odkazem na
alespofi jeden z téchto vykresii v kombinaci s podrobnym popisem zde uvedenych zvlastnich
provedeni.
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Obr. 1 ukazuje peptidové fragmenty rozpoznavané lidskymi anti-SEA, které byly identifikovany
z pepsinového traveni SEA/E-18 eluovaného z anti-SEA kolony. Fragmenty se identifikovaly
pied a po pretisténi za pouziti HPLC s reverzni fazi sprazené s hmotovym spektrometrem (MS).
Fragmenty zjisténé ve traveném piipravku pii stejném retenénim Case pred a po afinitnim
precisténi se povazovaly za pozitivni.

Obr. 2 ukazuje sedm riznych identifikovanych peptidi, které jsou uvedeny jako &ary nad
aminokyselinovou sekvenci pro SEA/E-120. Svétle $edé znaky ukazuji, které zbytky byly
alterovany v SEA/E—120 ve srovnani s SEA/E-18.

Obr. 3 je strukturalni srovnani sekvence SEA, SED a SEH pouzitych jako templaty pro pfipravu
komparativniho pocitadového modelu SEA/E-18. Strukturdlné konzervované regiony jsou
v ¢ernych ramecceich.

Obr. 4 je nékolikanasobné srovnani sekvenci SEA, SEE, SEA/E-18 a SEA/E-120. Jako Cary
umisténé v usporadani nahote je oznaeno pét riznych regioni A az E, ve kterych jsou
provadény vsechny substituce v SEA/E-120.

Obr. 5 je SEA/E-18 model (Eerné) slozeny na SEA (1SXT, Sed¢).
Obr. 6 jsou regiony SEA/E~18, které koresponduji s identifikovanymi séroreaktivnimi peptidy.

Obr. 7 je test blizkosti scintilace (SPA), ktery méfi specifickou vazbu I lidské anti-SEA
navazané na C215FabSEA, C215FabSEA/E—~18, —65, -97, =109, —110, —113 nebo —120 na anti-
my3i F(ab)2 konjugovany s biotinem na streptavidinovych PVT koralkach.

Obr. 8A a obr.8B ilustruje schopnost zprostiedkovat cytotoxicitu namifenou k zhoubnému
nadoru. Obr. 8A ilustruje cytotoxicitu, jak je méfena v testu bun&né cytotoxicity zavislé na
protilatce proti superantigenii, SADCC. Obr. 8B ukazuje (Cinnost superantigeni ve
zprostiedkovani zabijeni bunék exprimujicich MHC antigeny t¥idy I T-lymfocyty, coz milze
zpuisobovat vedlejsi G¢inky v testu bunétné cytotoxicity zavislé na superantigenu, SDCC.
Viechny nové chiméry snizovaly jejich G¢inek v SDCC o alespofi jeden log a o az 3 log pro
C215FabSEA/E-120.

Obr. 9 je sloupcovy diagram SEA/E-120 modelu. Vedlejsi fetézce zbytki G20, T21, G24 a K27
jsou znazornény tmavosedé, vedlejsi fetézce zbytkd S34, S39, S40, E41, K42, A44, T49, T74,
A75,S78, E79, E81. S83 a S84 jsou znazornény Sed¢, vedlejsi fetézce zbytkd T217, S220, T222,
$223, S225 jsou znazornény erné a vedlej3i Fetézce zbytku S227 jsou znazorn€ny svétle Sedé.

Obr. 10 je aminokyselinova sekvence 5T4FabSEA/E~120 (SEQ ID NO: 1) s variabilnimi ¢astmi

z mysi 5T4 protilatky a konstantnimi ¢astmi z my3i C242 protilatky. Pozice 1 az 458 je fetézec A
a pozice 459 az 672 je fetézec B.

Priklady uskutecnéni vynalezu

Pokud se v tomto popisu pouziva podstatné jméno v jednotném Cisle, mize vyjadfovat totéz
podstatné jméno i v &isle mnozném a naopak. Pokud se v patentovém naroku nebo patentovych
narocich pouziva podstatné jméno ve spojeni s vyrazem "obsahujici” nebo "zahrnujici", pouzité
podstatné jméno vyjadiuje jednotné nebo mnozné CEislo. Pokud se zde pouziva vyraz "jiny",
znamena alespon dva neboli vice.

Termin "protilatka" jak je zde pouzit, ozna¢uje imunoglobulinovou molekulu, ktera je schopna se
specificky vazat na specificky epitop na antigenu. Jak je zde pouZit, oznaduje termin protilatka
jakékoliv imunologické vazebné ¢inidlo, jako je 1gG, IgM, IgA, IgD a IgE. Protilatkami mohou
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jakykoliv jiny fragment protilatky vazici molekulu, ktery je namifen proti struktuie asociované
s povrchem nadorové burky.

A. Superantigeny

Bakterialnim superantigenem pouzivanym podle tohoto vynalezu je SEE. Mezi dalsi bakterialni
superantigeny, nez byly pouzity pti praci vedouci k piitomnému vynalezu, patii jiné
superantigeny: stafylokokovy enterotoxin (SE), Streptococcus pyogenes exotoxin (SPE), toxin
asociovany se syndromem toxické¢ho Soku Staphylococcus aureus (TSST-1), streptokokovy
mitogenni exotoxin (SME) a streptokokovy superantigen (SSA). Odbornik v oboru je si védom,
Ze trojrozmérné struktury vyse uvedenych superantigeni mohou byt ziskany z Protein Data Bank
(PDB, www.resb.org). Dale odbornik v oboru mize ziskat sekvence nukleové kyseliny
a aminokyselinové sekvence vy3e uvedenych superantigen( a jinych superantigeni z GenBank
(http://www.nebi.nim.nih.gov/Genbank/GenbankSearch.html).

Superantigenem SEE je nizko-titrovy superantigen. Obecné je znamo a odbornikem v oboru je
chapano, ze lidskd séra za normalnich okolnosti obsahuji vysoké titry protilatek proti
superantigeniim. Napfiklad pro stafylokokové superantigeny jsou relativni titry TSST—1 > SEB >
SEC-1 > SEC-2 > SEA > SED > SEE. Odbornik v oboru vi, Ze tyto relativni titry ukazuji na
problémy s imunogenicitou a problémy se séroreaktivitou nebo problémy s neutralizadnimi
protilatkami. Proto ptedkladany vynalez piedpoklada pouziti tohoto nizko—titrového
superantigenu SEE, aby se zabranilo séroreaktivité parenteralné aplikovanych superantigend.

Dale je jasn¢ znamo a pochopeno, Zze proteinové sekvence a imunologicka zk¥izena reaktivita
superantigent nebo stafylokokovych enterotoxini se déli do dvou piibuznych skupin. Jedna
skupina sestava z SEA, SEE, SED a SEH. Do druhé skupiny patii SPEA, SEC, SEB a SSA. Tak
pfedkladany vynélez také predpoklada pouziti tohoto nizko-titrového superantigenu SEE pro
snizeni nebo eliminaci zkiizené reaktivity superantigeni podle predkladaného vynalezu
s endogennimi protilitkami o vysokém titru proti stafylokokovym enterotoxinim.

B. Varianty superantigenti

Varianty aminokyselinové sekvence superantigennich proteint mohou byt substituéni, inseréni
nebo delecni varianty. Tyto varianty mohou byt predistény za pouziti znamych metod, jako je
srazeni (napfiklad siranem amonnym), HPLC, iontoméni¢ovd chromatografie, afinitni
chromatografie (v€etné imunoafinitni chromatografie) nebo technik separace podle riznych
velikosti (sedimentace, gelova elektroforesa, gelova filtrace).

Substitu¢ni varianty nebo varianty s nahradou jsou obvykle pripraveny vyménou jedné
aminokyseliny za jinou v jednom nebo vice mistech proteinu. Substituce mohou byt
konzervativni, coZ znamend, ze jedna aminokyselina je nahrazena aminokyselinou podobného
tvaru a naboje. Konzervativni substituce jsou dobfe znamé v oboru a patii mezi né, napiklad
zam&na: alaninu za serin; argininu za lysin: asparaginu za glutamin nebo histidin; aspartatu za
glutamat; cysteinu za serin; glutaminu za asparagin; glutamatu za aspartat; glycinu za prolin;
histidinu za asparagin nebo glutamin; isoleucinu za leucin nebo valin; leucinu za valin nebo
isoleucin; lysinu za arginin: methioninu za leucin nebo isoleucin; fenylalaninu za tyrosin, leucin
nebo methionin; serinu za threonin; threoninu za serin: tryptofanu za tyrosin; tyrosinu za
tryptofan nebo fenylalanin; a valinu za isoleucin nebo leucin.

Pivodci tohoto vynélezu tak piedpokladaji, ze v DNA sekvencich geni mohou byt provedeny
rizné zmény bez toho, ze by doslo k vyznamngjsi ztraté biologické aktivity nebo pouzitelnosti
proteinil, jak je popsano dale. Aktivita je dosahovana T-lymfocytarnimi reakcemi vedoucimi
k cytotoxicité pro nadorové buiiky. Jest¢ dale, afinita superantigenu pro MHC molekuly téidy 11
snizena za minimalniho ovlivnéni cytotoxicity superantigenu.
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Pii provadéni takovych zmén musi byt bran v Gvahu hydropaticky index aminokyselin.
Dilezitost hydropatického indexu aminokyselin je prokazana interaktivni biologickou funkci na
protein, jak je v oboru obecné znamo (Kyte a Doolittle, 1982). Predpoklada se, ze relativni
hydropaticky charakter aminokyselin ovliviiuje sekundéarni strukturu vysledneho proteinu, ktera
potom definuje interakci proteinu s jinymi molekulami, napiiklad s enzymy, substraty, receptory,
DNA, protilatkami, antigeny a podobné.

Kazdé aminokyseliné mize byt piifazen hydropaticky index na zakladé jeji hydrofobicity
a naboje (Kyte a Doolittle, 1982), a tyto indexy jsou: isoleucin (+4,5); valin (+4,2); leucin (+3,8);
fenylalanin (+2,8); cystein/cystin (+2,5); methionin (+1.9); alanin (+1.8); glycin (=0.4); threonin
(=0.7); serin (—0,8); tryptofan (-0,9); tyrosin (-1,3); prolin (=1.6); histidin (-3,2); glutamat (-3,5);
glutamin (-3,5); aspartat (-3.5); asparagin (-3.5); lysin (=3,9): a arginin (-4.5).

V oboru je znamo, ze nékteré aminokyseliny mohou byt substituovany jinymi aminokyselinami
majicimi podobny hydropaticky index nebo skore a majicimi staly vysledek za zisku proteinu
s podobnou biologickou aktivitou, tj. za zisku biologicky funkéné ekvivalentniho proteinu. Pfi
provadéni takovych zmén jsou vyhodné substituce aminokyselin, jejichz hydropatické indexy
jsou vyhodné + 2, zvlasté vyhodné = 1 a nejlépe + 0.5.

Také je v oboru znamo, ze substituce podobnych aminokyselin miize byt provedena na zéklade
hydrofilnosti. Patent US 4 554 101 uvadi, ze nejvétsi lokalni primérna hydrofilnost proteinu,
ktera je ur¢ena sousednimi aminokyselinami, koreluje s biologickymi vlastnostmi proteinu. Jak je
podrobné uvedeno v patentu US 4554 101, jsou aminokyselinovym zbytkim pfifazeny
nasledujici hodnoty hydrofilnosti: arginin (+3.0); lysin (+3,0); aspartat (+3,0 + 1); glutamat (+3,0
+ 1); serin (+0,3); asparagin (+0,2); glutamin (+0,2); glycin (0); threonin (-0.4); prolin (=0,5 + 1);
alanin (=0.,5); histidin (-0,5); cystein (~1,0); methionin (~1,3); valin (-1,5); leucin (-1,8);
isoleucin (~1,8); tyrosin (-2,3); fenylalanin (-2.5); tryptofan (-3,4).

Je tieba si uvédomit, ze aminokyselina miize byt substituovana za jinou aminokyselinu majici
podobnou hydrofilnost a piesto se ziskd biologicky a imunologicky ekvivalentni protein. Pfi
takovych zaménach jsou preferovany substituce aminokyselin, jejichZ hodnoty hydrofilnosti jsou
vyhodné + 2, zvlasté vyhodné £ 1 a nejlépe + 0,5.

C. Fuzni proteiny

Specialnim typem inseréni varianty je fuzni protein. Tato molekula obvykle obsahuje vsechny
nebo vyznamné ¢asti pivodni molekuly. které jsou navazané na N— nebo C—konec, na cely nebo
na ¢ast druhého polypeptidu. Naptiklad fazni protein podle predkladaného vynalezu obsahuje
pfidanou imunologicky aktivni doménu, jako je protilatkovy fragment, pro zacileni nadorovych
bunék.

Dale, pouziti mista pro $tépeni v misté nebo pobliz mista spojeni fuznich casti usnadni odstranéni
ciziho polypeptidu po pre¢isténi. Dalsimi vyhodnymi fiizemi je navazani funkenich domén, jako
jsou aktivni mista pro enzymy. glykosylacni domény nebo jiné buné¢né zamefovaci signaly nebo
transmembranové regiony.

D. Pfesmyk domén

Zajimava série variant mize byt vytvofena substituovanim homolognich regionii rtiznych
proteinii. Toto je znamo — v ur¢itém kontextu — jako "pfesmyk domén".

Piesmyk domén zahrnuje tvorbu chimérické molekuly za pouziti odliSnych, ale — v tomto piipadé
— pribuznych polypeptidii. Porovnanim riznych SAg proteinii je mozné provést odhad toho, jak
jsou tyto regiony molekuly funkéné vyznamné. Potom je mozné vymeénit piibuzné domény
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molekul a urcit vliv téchto domén na funkce SAg. Takové "chiméry" jsou déle vyhodné v tom, ze
mohou byt odliseny od pirozenych molekul a zarovei maji stejnou funkei.

E. Pfecisténi proteinii

Je Zadouci precistit SAg nebo jeho varianty. Techniky pro pregisténi proteini jsou dobfe znamé
odbornikiim v oboru. Tyto techniky zahrnuji, na jedné strané, surovou frakcionaci bunééné drté
na peptidové a nepeptidové frakce. Po separovani proteinu od dal$ich proteinii miize byt vybrany
protein dale precistén za pouziti chromatografickych a elektroforetickych technik, za dosaZeni
Castecného nebo kompletniho precisténi (nebo precisténi do homogenity). Analytickymi
metodami zejména vhodnymi pro pfipravu istého peptidu jsou iontoménitova chromatografie,
vyluCovaci chromatografie, elektroforesa na polyakrylamidovém gelu; isoelektrické fokusovani.
Zejména G¢innou metodou pro piecisténi peptidu je rychld kapalinova chromatografie pro
proteiny nebo HPLC.

Nekteré aspekty pfedkladaného vyndlezu se tykaji pie€isténi, a v nékterych aspektech
vyznamného precisténi, kédovaného proteinu nebo peptidu. Termin "piedidtény protein nebo
peptid”, jak je zde pouzit, oznaCuje piipravek, izolovany od jinych slozek, ve kterém je protein
nebo peptid precistény na jakykoliv stupeii ve srovnani s jakymkoliv stavem, ve kterém je mozno
Jej ziskat z prirozeného materialu. Pre¢istény protein nebo peptid je proto také protein nebo
peptid, ktery je izolovan z prostiedi, ve kterém se obvykle vyskytuje.

Termin "pfeciStény" oznaCuje proteinovy nebo peptidovy pripravek, ktery byl zpracovan
frakcionaci pro odstranéni riznych dalsich slozek, kde tento piipravek si v podstaté zachovavé
svou biologickou aktivitu. Kdyz je pouzZit termin "vyznamné piecistény”, tak tento termin
oznaCuje piipravek, ve kterém protein nebo peptid tvofi hlavni slozku p¥ipravku, napiiklad tvori
priblizné 50 %, piiblizn¢ 60 %, piiblizné 70 %, priblizné 80 %, pfiblizné 90 %, pFiblizné 95 %
nebo vice proteinu v piipravku.

V oboru jsou zndmé riizné metody pro kvantifikovani stupné pre¢isténi proteinu nebo peptidu.
Mezi takové metody patfi, naptiklad, stanoveni specifické aktivity aktivni frakce nebo hodnoceni
mnozstvi polypeptidu ve frakci SDS/PAGE analyzou. Vyhodnou metodou pro hodnoceni Cistoty
frakee je vypocteni specifické aktivity frakce a srovnani této aktivity se specifickou aktivitou
puvodniho extraktu a podle tohoto srovnani se mize urdit stupen &istoty, ktery je zde hodnocen
Jako "nasobek precisténi". Skutecné jednotky pouzité pro vyjadreni aktivity budou samoziejmé
zavislé na vybrané testovaci metodé a na tom, zda exprimovany protein nebo peptid vykazuje
detekovatelnou aktivitu.

Odbornikiim v oboru budou znamé rizné techniky pro pregisténi proteinii. Mezi takové techniky
patii, napfiklad, srazeni siranem amonnym, PEG, protilitkami a podobn& nebo tepelnou
denaturaci, po které nasleduje odstiedéni; chromatografické stupné, jako je iontova vymena,
gelova filtrace, reversni faze, hydroxyapatitovd a afinitni chromatografie; iso—elektrické
fokusovani; gelova elektroforesa; a kombinace takovych a dalsich technik. V oboru je znamo, Ze
poradi jednotlivych stupfid pre¢istovani se mize ménit, nebo 7e nékteré kroky mohou byt
vynechany, a stile se jedna o metodu vhodnou pro pfipravu vyznamné precisténého proteinu
nebo peptidu.

Je znamo, 7e migrace polypeptidu mize byt rizna, nékdy znaéné, pii pouziti riznych podminek
SDS/PAGE (Capaldi et al., 1977). Proto je jasné, 7e za riiznych elektroforetickych podminek
mohou byt zfetelné molekulové hmotnosti pie¢iiténych nebo castednd precisténych produkta
exprese rdzné.

Vysoce ¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je charakterizovana velmi rychlou separaci
s mimofadnym rozlidenim pikii. Tohoto je dosazeno pomoci pouziti velmi jemnych ¢&astic
a vysokeho tlaku pro udrzeni adekvatniho pritoku. Separace muize byt provedena v fadu minut
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nebo maximalné nékolika hodin. Kromé toho je potieba vzorek velmi malého objemu, protoze
&astice jsou tak malé a t&sné u sebe, ze objem pord je velmi malou frakei objemu loze. Take
koncentrace vzorku nemusi byt prilis velka, protoze prouzky jsou tak uzké, Ze je potiecba velmi
malé fedéni vzorku.

Gelova chromatografie, nebo chromatografie s molekulovymi sity, je specifickym typem
rozd&lovaci chromatografie, ktera je zalozena na molekulové velikosti. Teoretickym zakladem
gelové chromatografie je to, ze kolona, ktera je pfipravena s jemnymi ¢asticemi inertni substance,
které obsahuji malé pory, separuje vétsi molekuly od mensich molekul pfi jejich prichodu pory,
kde rychlost tohoto prichodu zavisi na velikosti molekul. Protoze material, ze kterého jsou
Gastice pfipraveny, neabsorbuje molekuly, je jedinym faktorem ovliviiujicim rychlost prichodu
velikost molekul. Proto jsou molekuly eluovany z kolony s klesajici velikosti, protoZe jejich tvar
je relativn& konstantni. Gelova chromatografie je neptekonatelné pro separovani molekul riznych
velikosti, protoZe separace je nezavisla na jinych faktorech, jako je pH, iontova sila, teplota atd.
Pfi této metod® se také prakticky nevyskytuje zadna absorpce, je ptitomno mensi rozsifeni zon
a elu¢ni objem je v pfimém vztahu s molekulovou hmotnosti.

Afinitni chromatografie je chromatografickou metodou, ktera spociva ve specifické afinité¢ mezi
substanci, ktera ma byt izolovana, a molekulou, ktera se na ni mize specificky vazat. Jedna se
o interakei typu receptor-ligand. Material v koloné je pfipraven pomoci kovalentniho navazani
jednoho z vazebnych partnerii na nerozpustnou matrici. Material kolony je potom schopen
specificky adsorbovat substanci z roztoku. Eluce probihd zménou podminek na takove, pri
kterych k vazbé& nedochazi (zména pH, iontové sily, teploty atd.).

F. Mutagenese variant

Predkladany vynalez predpoklada, ze modifikace afinity superantigenu pro MHC molekuly tfidy
Il méize sniZit toxicitu superantigenu. Snizena afinita pro MHC molekuly tfidy Il ma za vysledek
snizenou séroreaktivitu nebo snizenou reakci s neutralizacnimi protilatkami nebo endogennimi
nebo dfive vytvofenymi protilatkami.

V konkrétnich provedenich je mutagenese pouzita pro modifikaci regionu superantigenu, ktery
uréuje vazbu na MHC molekulu tfidy II. Mutagenese se muze provest za pouziti n€které ze
standardnich technik mutagenese. Mutace je proces, pfi kterém dochazi ke zméné v kvantité nebo
struktufe organismu. Mutaci mize byt modifikace nukleotidové sekvence jedincho genu, blokt
genii nebo celého chromosomu. Zmény v jednotlivych genech mohou byt nasledkem bodovych
mutaci, pi kterych dochézi k odstranéni, piidani nebo substituci jediné nukleotidové baze v DNA
sekvenci, nebo mohou byt nasledkem zmén, jako je inserce nebo delece vétsiho poctu nukleotidu.

Jednou zejména vyhodnou technikou mutagenese je alaninova skenovaci mutagenese, pii které je
urdity pocet zbytkii substituovan jednotlivé aminokyselinou alaninem tak, ze mohou byt uréeny
vlivy interakci odstranénych vedlejsich fetézci za minimalizace rizika vét§ich zmén
v konformaci proteinu (Cunningham et al., 1989).

V poslednich letech byly vyvinuty techniky pro hodnoceni rovnovazné konstanty pro vazbu
ligandu za pouziti malych mnoZstvi proteinu (patenty US 5 221 605 a US 5 238 808). Schopnost
provadét funkéni testy za pouziti malych mnozstvi materialu mize byt vyuZita pro vysoce G¢inné
in vitro techniky saturaéni mutagenese protilatek. Predkladatelé vynalezu obesli kroky klonovani
kombinaci PCR mutagenese a in vitro transkripce/translace pro pfipravu mutantnich proteini
s vysokym vytézkem. Zde jsou produkty PCR pouzity piimo jako templaty pro in vitro
transkripci/translaci mutantni jednofetézcové protilatky. V dusledku vysoké Gcinnosti, se kterou
miize byt nyni piipraveno a analyzovéno véech 19 aminokyselinovych substituci je nyni mozné
provést saturadni mutagenesi mnoha zbytki a tento proces se oznacuje jako in vitro saturani
skenovaci mutagenese (Burks et al., 1997).

- 10 -
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In vitro skenovaci saturacni mutagenese je rychlou metodou pro ziskani velkych mnozstvi
informaci o struktufe—funkei, véetné: (i) identifikace zbytka, které moduluji specificitu vazby
ligandu; (ii) lepsi pochopeni vazby ligandu podle identifikace téch aminokyselin, které
zachovavaji aktivitu a téch, které rusi aktivity v dané lokalizaci; (iii) hodnoceni celkové plasticity
aktivniho mista nebo proteinové subdomény; (iv) identifikace aminokyselinovych substituci,
které vedou ke zvySené vazbeé.

Strukturaln€ fizena mistné cilena mutagenese piedstavuje u¢inny ndstroj pro zjisténi a upravovani
interakei protein-ligand (Wells, 1996, Braisted et al., 1996). Technika umoziiuje piipravu
a testovani variant sekvence pomoci vkladani jedné nebo vice zmén nukleotidové sekvence do
vybrané DNA.

Mistn¢ specificka mutagenese vyuzivé specifické oligonukleotidové sekvence, které koduji DNA
sekvence s pozadovanou mutaci, stejné jako dostateny pocet sousednich, nemodifikovanych
nukleotidd. Timto zpisobem je poskytnuta pfimérova sekvence dostate¢né dlouha a komplexni
pro to, aby vytvarela stabilni dvojsroubovici na obou stranach delece, ktera ma byt spojena.
Vyhodné jsou primery délky piiblizné 17 az 25 nukleotidd, s piiblizné 5 az 10 zbytky na obou
stranach sekvence, ktera je zménéna.

Technika obvykle vyuziva bakteriofagovy vektor, ktery existuje jak v jednofetézcové, tak ve
dvoufetézcove formé. Vektory pouzitelné v mistné cilené mutagenesi jsou vektory jako je M13
fag. Tyto fagové vektory jsou komeréné dostupné a jsou znamé odbornikiim v oboru. Dvoufetéz-
cové plazmidy se také bézné pouzivaji v mistné cilené mutagenesi. Coz eliminuje krok prenosu
vybraného genu z fagu do plazmidu.

Obecné, nejprve se pripravi jednofetézcovy vektor, nebo se rozvolni dva Fetézce
dvouretézcového vektoru, ktery obsahuje ve své sekvenci DNA koédujici pozadovany protein
nebo geneticky element. Oligonukleotidovy primer nesouci pozadovanou mutovanou sekvenci,
pfipraveny synteticky, se potom tepelné zpracuje s pfipravkem jednofetézcové DNA, piicemZ se
berou v ivahu potty chyb, které jsou dany vybérem podminek hybridizace. Hybridizovany pro-
dukt se potom zpracuje DNA polymerizujicimi enzymy, jako je E. coli polymeraza I (Klenow
fragment) pro dokonceni syntézy fetézce nesouciho mutaci. Takto vznikne heteroduplex, ve
kterém jeden fetézec kéduje plvodni nemutovanou sekvenci a druhy duplex nese pozadovanou
mutaci. Tento heteroduplexni vektor se potom pouzije pro transformaci vhodnych hostitelskych
bunék, jako jsou E. coli buriky, a vyberou se klony, které obsahuji rekombinantni vektory nesouci
mutovanou sekvenci.

Duikladna informace o funk¢nim vyznamu a informacnim obsahu daného zbytku se ziska nejlépe
saturaCni mutagenesi, pfi které se hodnoti viech 19 aminokyselinovych substituci. Nevyhodou
této techniky je to, Ze logistika multizbytkové saturaéni mutagenese je sklicujici (Warren et al.,
1996, Brown et al., 1996; Zeng et al., 1996; Burton a Barbas, 1994; Yelton et al., 1995; Jackson
ctal., 1995; Short et al., 1995: Wong et al., 1996; Hilton et al., 1996). Musi byt studovany stovky
a nekdy i tisice mistné specifickych mutanti. Nicméné, lepsi techniky umoziiuji rychlejsi
a snadn¢jsi skrining mutanti. Viz téz patenty US 5 796 208 a US 5 830 650, kde je popsana
"walkthrough™ mutagenese.

Dal8i metody mistné cilené mutagenese jsou popsany v patentech US 5 220 007; US 5 284 760:
US 5354 670; US 5366 878; US 5389 514; US 5635377,aUS 5 789 166.

Kromé biologicky funkénich ekvivalentii, které jsou produkovany za pouziti technik mutagenese
popsanych vySe, piivodei tohoto vynalezu také predpoklddaji, 7e mohou byt piipraveny
strukturalné podobné slouceniny, které napodobuji klicové ¢asti superantigenu nebo konjugatu
podle pfedklidaného vynalezu. Takové sloueniny, které mohou byt oznaCovany jako
peptidomimetika, mohou byt pouzity stejnym zpiisobem jako konjugaty podle predkladaného
vynalezu a také jsou tedy funkénimi ekvivalenty.

11 -
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Néktera mimetika, ktera napodobuji nékteré rysy sekundarni a terciarni struktury proteinu, popsal
Johnson et al. (1993). Podkladem pro pouziti peptidovych mimetik je to, Ze peptidovy skelet
proteinu existuje proto, aby orientoval aminokyselinové vedlejsi fetézce tak, aby byly usnadnény
molekulové interakce, jako jsou interakce protildtky a/nebo antigenu. Peptidové mimetikum je
proto navrzeno tak, aby umoznilo molekulové interakce podobné interakeim plvodni molekuly.

Nekteré uspésné aplikace konceptu peptidomimetik se zaméfily na napodobeni (-smycek
v proteinech, o kterych je znamo, Ze jsou vysoce antigenni. Pravdépodobna [-struktura
v polypeptidu mize byt predpovézena poéitatovym algoritmem, jak je zde popsano. Jakmile jsou
uréeny aminokyselinové slozky smycky, mohou byt pfipravena mimetika majici podobnou
prostorovou orientaci zakladnich elementi aminokyselinovych vedlejsich fetézeu.

Jiné piistupy se zaméfily na pouziti malych proteini obsahujicich mnoho disulfidovych vazeb
jako atraktivnich strukturdlnich templati pro produkei biologicky aktivni konformace, ktera
napodobuje vazebné misto vétsiho proteinu (Vita et al. (1998). Strukturalni motiv, ktery se zda
byt evoluéné konzervovany v nékterych toxinech, je maly (30 az 40 aminokyselin), stabilni
a vysoce permisivni pro mutace. Tento motiv se sklada z beta listu a alfa Sroubovice, ktera je
premosténa ve vnitinim jadru tfemi disulfidovymi vazbami.

Beta I smycky byly Gspésné napodobeny za pouziti cyklickych L-pentapeptidi a D-
aminokyselin (Weisshoff et al., 1999). Téz Johannesson et al. (1999) popsali bicyklické
tripeptidy s vlastnostmi indukujicimi reverzni smycku.

V oboru jsou popsany zpiisoby pro generovani specifickych struktur. Napiiklad, alfa-helix
mimetika jsou popsana v patentech US 5 446 128; US 5 710 245; US 5 840 833; a US 5 859 184.
Tyto struktury &ini peptid nebo protein vice termalné stabilnim a zvy3uji rezistenci
k proteolytické degradaci. Jsou popsany Sesti, sedmi, jedenacti, dvanacti, tfinicti a Etrnacticlenné
kruhové struktury.

Jsou popsany zplisoby pro piipravu konformagné restrihovanych beta smycek a beta vycnélka,
naptiklad, v patentech US 5440 013; US5618914; US 5670 155. Beta-smycky umoZiiuji
zménu vedlejich substituentii bez odpovidajici zmény skeletu a maji vhodné konce pro
inkorporaci do peptidu pomoci standardnich syntetickych procesii. Mezi dalsi typy mimetik patfi
reversni a gamma smycky. Mimetika reverzni smy&ky jsou popsana v patentech US 5 475 085
aUS 5929237, a mimetika gamma smycky jsou popsana v patentech US5 672 681
aUS 5674 976.

G. Exprese superantigent

Predkladany vynalez také zahrnuje pouziti expresnich vektord a hostitelské buiiky. Tyto expresni
vektory, které byly geneticky upraveny tak, aby obsahovaly sekvence nukleové kyseliny
konjugatu, jsou vlozeny nebo transformovany do hostitelské buiiky tak, aby doslo k produkei
konjugatu podle predkladaného vynalezu.

Hostitelské buniky mohou byt geneticky upraveny tak, aby inkorporovaly sekvence nukleové
kyseliny a exprimovaly peptidy podle predkliadaného vynalezu. VloZeni sekvenci nukleove
kyseliny do hostitelské buiiky mize byt provedeno transfekei fosfore¢nanem vapenatym, DEAE-
dextranem zprostiedkovanou transfekei, transvekei, mikroinjekei, transfekei zprostfedkovanou
kationtovymi lipidy, elektroporaci, transdukci, vnesenim pomoci nastroje, balistickym vnesenim,
infekci nebo jinou technikou. Takové techniky jsou popsany v mnoha standardnich laboratornich
manualech, jako je Davis, et al., BASIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, (1986)
a Sambrook, et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2nd Ed., Cold
spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989).

-12-
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Reprezentativnimi piiklady vhodnych hostitelskych bun¢k jsou bakterialni buiiky, jako jsou
streptokoky, stafylokoky, B. coli, streptomyces a Bacillus subtilis; houby, jako jsou kvasinky
a aspergily; hmyzi buiiky, jako jsou Drosophila S2 a Spodoptera Sf9 buiiky; Zivo¢iiné buiiky,
jako jsou CHO, COS, HeLa, C127. 3T3, BHK, 293 a Bowes melanomové bunky.

II. Protinadorova lééba

V predkladaném vynalezu je superantigen konjugovan na protildtku nebo fragment protilatky pro
zacileni a destrukci nadorovych bunék. Priklady nadord, na které viak vydet neni omezen, jsou
nadory plic, prsu, tlustého stfeva, ledvin, slinivky bfisni, vaje¢niki, zaludku, ¢ipku délozniho
a prostaty.

V jednom aspektu predkladaného vynalezu musi nadorové bunky nést n&jaky marker, ktery je
vhodny pro zaméfeni, neni piitomny na vét$in¢ dalsich bunék. Existuje mnoho nadorovych
markeru a jakykoliv z nich mize byt vhodny pro zaméfeni v kontextu predkliadaného vynélezu.
Specifickymi cili podle predkladaného vynalezu jsou protilatky. Protilatky, které jsou brany
v Gvahu v pfedkladaném vynalezu, jsou napiiklad Fab fragmenty; na né& viak vy&et neni omezen.
Priklady Fab fragmentii jsou C215Fab nebo ST4Fab. Kromé Fab patfi mezi daldi obvyklé
nadorové markery karcinoembryonalni antigen, prostaticky specificky antigen, antigen
asociovany s nddory mocového traktu, fetalni antigen, tyrosinasa (p97), gp68, TAG-72, HMFG,
Sialyl Lewis antigen, MucA, MucB, PLAP, estrogenovy receptor, lamininovy receptor, erb B
a pl5s.

Predpoklada se, ze ptedmét podle predkladaného vynélezu miize byt aplikovan na pacientovi
trpicim nadorovym nebo proliferativnim onemocnénim. Déavkou podanou pacientovi je
terapeuticky ¢inné mnozstvi nebo mnozstvi, které vede k 1é¢bé nadoru nebo onemocnéni.
Podani konjugatu mize byt parenterdlni nebo alimentarni cestou. Piklady alimentarnich cest jsou
oralni, rektalni, sublingualni a bukélni podani, na které viak vycet neni omezen. Piiklady
parenterdlnich podani jsou, aniz by na né& byly omezeny, intraperitonealni, intravendzni,
podkoZzni, intramuskularni, intradermélni, intratumoralni a intravaskularni podan.

III. Farmaceutické prostiedky

Slou¢eniny podle predkladaného vynilezu mohou byt pouzity samostatné nebo spolecné
s dalSimi slouc¢eninami, jako jsou terapeutické slougeniny:.

Mezi farmaceutické formy vhodné pro injekeni pouziti patii sterilni vodné roztoky a/nebo
disperze; prostredky obsahujici sezamovy olej, podzemnicovy olej a/nebo vodny roztok
propylenglykolu; a/nebo sterilni prasky pro okamzitou ptipravu sterilnich injekénich roztokd
a/nebo disperzi. Ve vSech piipadech musi byt forma sterilni a/nebo musi byt dostate¢né tekuta
pro to, aby ji bylo mozné snadno podat injekéni stitkackou. Forma musi byt stabilni za podminek
vyroby a/nebo skladovani a/nebo musi byt chranéna pred kontaminujicim u¢inkem
mikroorganismi, jako jsou bakterie a/nebo houby.

Roztoky aktivni slouceniny ve formé volné baze a/nebo farmakologicky pfijatelné soli mohou byt
piipraveny ve vodé vhodné smisené se surfaktantem, jako je hydroxypropylceluloza. Disperze
mohou byt pfipraveny v glycerolu, kapalném polyethylenglykolu, a/nebo jejich smési a/nebo
v oleji. Za béznych podminek skladovani a/nebo pouziti obsahuji tyto piipravky konzervagni
Cinidla pro zabranéni ristu mikroorganism.

Konjugat podle predkladaného vynalezu miize byt pouzit v prostiedku v neutralni formé a/nebo
ve formé soli. Mezi farmaceuticky pfijatelné soli patii adi¢ni soli s kyselinami (tvofené s volnymi
aminoskupinami proteinu) a/nebo soli tvofené s anorganickymi kyselinami, jako je napiklad
kyselina chlorovodikova a/nebo fosfore¢na, a/nebo s takovymi organickymi kyselinami, jako je
kyselina octova, Stavelova, vinna, mandlova a podobné. Soli tvorené s volnymi karboxylovymi
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skupinami mohou byt také odvozeny od anorganickych bazi, jako jsou naptiklad hydroxid sodny,
draselny, amonny, vapenaty a/nebo Zelezity, a/nebo od organickych bazi, jako je isopropylamin,
trimethylamin, histidin, prokain a/nebo podobné. Pro pouziti peptidovych terapeutik jako
aktivnich slozek maze byt pouzita technologie z patentd US 4 608251; US4 601 903;
US 4 599 231; US 4 599 230; US 4 596 792; a/nebo 4 578 770.

Nosi¢em mize byt také rozpoustédlo a/nebo disperzni médium obsahujici napiiklad vodu,
ethanol, polyol (napiiklad glycerol, propylenglykol a/nebo kapalny polyethylenglykol a/nebo
podobné), jejich vhodné smési a/nebo rostlinné oleje. Spravna tekutost mize byt udrzovana
napiiklad pouzitim potahu, jako je lecitin, dodrzenim spravné velikosti ¢astic v pripadé disperzi
a/nebo pomoci pouziti surfaktantd. Prevence ristu mikroorganismi miZze byt dosazena pfidanim
riznych antibakterialnich a/nebo antimykotickych Cinidel, napiiklad parabenii, chlorbutanolu,
fenolu, kyseliny sorbové, thimerosalu a/nebo podobné. V mnoha piipadech je vhodné pridat
ginidlo upravujici isotonicitu, naptiklad sacharidy a/nebo chlorid sodny. Prodlouzené absorpce
injekénich ptipravkii Ize dosahnout pouzitim ¢inidel oddalujicich absorpei, napfiklad
monostearatu hlinitého a/nebo zelatiny.

Sterilni injek&ni roztoky se piipravi inkorporovanim pozadovaného mnozstvi aktivni sloueniny
do vhodného rozpoustédla s riiznymi dal$imi pfisadami uvedenymi vySe, a potom se provede
sterilizace. Obecné, disperze se pripravi inkorporovanim riaznych sterilizovanych aktivnich
slozek do sterilniho vehikula, které obsahuje zakladni disperzni médium a/nebo vybrané dalSi
slozky ze slozek uvedenych vyse. V piipadé sterilnich praski pro ptipravu sterilnich injekénich
roztoki je vyhodnym zplisobem piipravy suseni ve vakuu a/nebo lyofilizace, které vedou k zisku
prasku aktivni slozky s jakoukoliv dalsi piisadou z predem sterilné prefiltrovaného roztoku téchto
slozek. P¥iprava vice, a/nebo vysoce, koncentrovanych roztokii pro piimou injekei je také mozna
a pouzije se pii ni DMSO jako rozpoustédlo, protoze se tak dosahne extrémné€ rychlé penetrace,
dodani vysokych koncentraci aktivnich slozek do malé oblasti.

Po piipravé prostiedku se roztoky aplikuji zpisobem kompatibilnim s formou ptipravku a/nebo
v takovém mnozstvi, které je terapeuticky efektivni. Prosttedky mohou byt snadno podany
v riiznych davkovych forméch, jako typy injekénich roztoki popsané vyse, ale mohou byt také
pouzity kapsle uvoliiujici Ié¢ivo a podobné formy.

Pro parenterdlni podani ve vodném roztoku by roztok mél byt vhodné pufrovany, pokud je to
nutné, a/nebo by mél byt nafedény salinickym roztokem a/nebo glukézou, aby byl izotonicky.
Uvedené vodné roztoky jsou zejména vhodné pro intravendzni, intramuskularni, podkozni a/nebo
intraperitonealni podani. Sterilni vodnd média, ktera mohou byt pouzita pro tento uCel, jsou
znama odbornikiim v oboru. Napiiklad, jedna davka muze byt rozpusténa v 1 ml isotonického
NaCl roztoku a/nebo miize byt pridana do 1000 ml hypodermoklyza¢ni tekutiny a/nebo mize byt
injikovana ve vybraném misté infuze (viz, napiiklad, Remington’s Pharmaceutical Sciences" 15th
Edition, strany 1035-1038 a/nebo 1570-1580). V davce se budou vyskytovat urcité variace,
v zavislosti na stavu lé¢eného jedince. Osoba zodpovédna za aplikaci v kazdém ptipadé urci
davku vhodnou pro konkrétniho jedince.

Aktivni konjugat a/nebo ¢inidla mohou byt formulovéna v terapeutické smési tak, ze prostiedek
obsahuje piiblizng 0,0001 az 1.0 mg, a/nebo pfiblizné 0,001 az 0,1 mg, a/nebo pfiblizn¢ 0,1 az
1,0 a/nebo i pFiblizné 10 mg na davku. Mize byt aplikovano vice davek.

Kromé sloucenin formulovanych pro parenteralni podani, jako je intravenozni, intraartikularni
a/nebo intramuskularni injekce, patii mezi dalsi farmaceuticky pfijatelné formy napiiklad tablety
a/nebo jiné pevné pripravky pro oralni podani; liposomalni ptipravky; kapsle s nacasovanym
uvoliiovanim; a/nebo jakékoliv dalsi v soutasnosti pouzivané formy, véetn€ krémii.

V predkladaném vynélezu je také mozno pouzit nasalnich roztoki a/nebo spray, aerosoli a/nebo
inhala¢nich piipravki. Nasalni roztoky jsou obvykle vodné roztoky uréené k podani do nosnich
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priduchi ve form¢ kapek a/nebo sprayi. Nasalni pripravky jsou pfipraveny tak, ze jsou v mnoha
ohledem podobné nasilnimu sekretu, takze je zachovana normélni funkce fasinkového epitelu.
Proto jsou nasalni roztoky obvykle isotonické a/nebo mimé pufrované tak, aby mély pH 5,5 az
6,5. Kromé toho mohou nasiini prostiedky obsahovat antimikrobilni konzervaéni latky,
podobné, jako jsou latky pouzivané v oftalmologickych pripravcich. Jsou znamé rizné komereni
nasalni prostfedky a patii mezi né, napiiklad, antibiotika a/nebo antihistaminika a/nebo 1é¢iva pro
profylaxi astmatu.

Dal$imi piipravky, které jsou vhodné pro jiné zpisoby podani, jsou vaginalni &ipky a/nebo
pesary. Také mohou byt pouzity rektalni ¢ipky a/nebo pesary. Cipky jsou pevné davkové formy
rizné hmotnosti a/nebo tvaru, které obvykle obsahuji medikaci a které se zavadéji do rekta,
vaginy a/nebo urethry. Po zavedeni ¢ipek mékne, taje a/nebo se rozpousti v duting. Pro &ipky
mohou byt pouzZity tradi¢ni pojiva a/nebo nosice, jako jsou, napriklad, polyalkylenglykoly a/nebo
triglyceridy; takové ¢ipky mohou byt pripraveny ze smési obsahujicich aktivni slozku v mnoZstvi
0,5 az 10 %, vyhodné 1 az2 %.

Oralni prostiedky obsahuji bézné pouzivané prisady, jako jsou, naptiklad, mannitol, laktoza,
Skrob, magnesium-—stearat, natrium-sacharin, celuldza, uhli¢itan hore¢naty a podobné, vie
farmaceutické Cistoty. Tyto prostiedky mohou mit formu roztoki, suspenzi, tablet, pilulek,
kapsli, prostfedkii se zpomalenym uvolnovanim a/nebo praskd. V nékterych definovanych
provedenich obsahuje oralni farmaceuticky prostiedek inertni fedidlo a/nebo poZivatelny nosi¢,
nebo mohou byt prostiedky obaleny v mékké nebo tuhé zelatinové kapsli, lisovany do tablet,
a/nebo mohou byt p¥imo zapracovany do potravy. Pro oralni terapeutické podani mohou byt
aktivni slouceniny ve smési s ptisadami a/nebo mohou byt pouzity ve formé pozivatelnych tablet,
bukalnich tablet, pastilek, kapsli, elixird, suspenzi, sirupli, oplatek a podobné. Takové prostiedky
a/nebo piipravky by mély obsahovat alespon 0,1 % aktivni slou¢eniny. Procentualni obsah
v prostiedku nebo pfipravku mize byt riizny, ale obvykle je v rozmezi od ptiblizné 2 do piiblizné
75 % hmotnosti davkové jednotky, nebo mezi 25 az 60 %. Mnozstvi aktivnich sloucenin
v takovych terapeuticky pouzitelnych pfipravcich je takové, aby mohlo byt dosazeno vhodné
davky.

Tablety, pastilky, pilulky, kapsle a podobn¢ mohou také obsahovat nasledujici slozky: pojivo,
Jako je tragant, arabska klovatina, kukufi¢ny $krob a/nebo Zelatina; piisady, jako je fosfore¢nan
vapenaty; Cinidlo podporujici rozpadavost, jako je kukufi¢ny $krob, bramborovy $krob, kyselina
alginova a podobn¢; kluzné ¢inidlo, jako je magnesium-stearat; a/nebo sladidlo, jako je
sachar6za, laktéza a/nebo sacharin: a/nebo chutové korigens, jako je pepermint, matova silice
a/nebo tresfiova prichut. Kdyz je davkovou jednotkou kapsle, tak miize obsahovat kromé
materiali uvedenych vyse, kapalny nosi¢. Mohou byt pouzity riizné dalsi materialy, ve formé
potahtl a/nebo jako materialy jinak modifikujici fyzikalni formu davkové jednotky. Napiiklad
tablety, pilulky a/nebo kapsle mohou byt potazeny Selakem, sacharidem nebo ob&ma. Sirup nebo
elixir mize obsahovat kromé& aktivni slozky sacharézu jako sladidlo, methyl a/nebo
propylparabeny jako konzervaéni ¢inidlo, a barvivo a/nebo chutové korigens, jako je tiesiiova
a/nebo pomeranc¢ova piichut’.

V nékterych provedenich se predpoklada pouziti lipidovych pripravkl a/nebo nanokapsli pro
podani konjugatu a/nebo Cinidel a/nebo vektorii pro genovou terapii, véetné piirozenych a/nebo
protismyslnych vektorti, do hostitelské burky.

Nanokapsle mohou obecné zachycovat slouceninu stabilnim a/nebo reprodukovatelnym
zpisobem. Pro eliminaci vedlejsich u¢inkd zpiisobenych nadmérnym intracelularnim obsahem
polymeru by mély byt pouzity ultrajemné &astice (velikosti okolo 0,1 pm) a mély by byt pouzity
polymery, které mohou byt degradovany in vivo. Biodegradovatelné polyalkylkyanakrylatové
nanocastice spliiuji tyto pozadavky a mohou byt pouzity v predkladaném vynélezu a/nebo mohou
byt takové Castice snadno vyrobeny.
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V jednom provedeni predklddaného vynalezu mize byt konjugat asociovan s lipidem. Konjugaty
asociované s lipidy mohou byt enkapsulované ve vodném nitru liposomu, v lipidové dvojvrstvé
liposomu, mohou byt navazany na liposom pomoci spojovaci molekuly, ktera je asociovana
s liposomem i oligonukleotidem, mohou byt zachyceny v liposomu, mohou byt v komplexu
s liposomem, mohou byt dispergovany v roztoku obsahujicim lipid, mohou byt ve smési
s lipidem, mohou byt obsazeny jako suspenze v lipidu, mohou byt obsazeny v komplexu
s lipidem nebo mohou byt jinak asociovany s lipidem. Lipidové nebo lipid/konjugat asociované
prostfedky podle predkladaného vynalezu nejsou omezeny na jakoukoliv strukturu v roztoku.
Naptiklad mohou byt ve form& dvouvrstvé struktury, ve formé micely nebo ve forme kolabované
struktury. Mohou byt také pouze volné ulozené v roztoku, coz umoZzni tvorbu agregati, ktere
nemaji uniformni tvar ani velikost.

Lipidy jsou mastné substance, a mohou byt syntetické nebo pfirozené. Lipidy jsou napfiklad
mastné kapky, které se v pfirozeném stavu vyskytuji v cytoplazmé, stejné jako slouceniny, ktere
jsou dobie znamé odbornikiim v oboru a kterymi jsou alifatické uhlovodiky s dlouhym fetézcem
a jejich derivaty, jako jsou mastné kyseliny, alkoholy, aminy, aminoalkoholy a aldehydy.

Fosfolipidy mohou byt pouzity pro ptipravu liposomu podle piedkladaného vynalezu a mohou
mit pozitivni, negativni nebo neutraini elektricky naboj. Diacetylfosfit mize byt pouzit pro
dosazeni negativniho naboje na liposomech a stearylamin miZze byt pouzit pro dosazeni
pozitivniho naboje na liposomech. Liposomy mohou byt pfipraveny z jednoho nebo vice
fosfolipidu.

Neutralné nabitym lipidem méize byt lipid bez naboje, lipid s malym nabojem nebo smés lipidii se
stejnym podtem pozitivnich a negativnich naboji. Mezi fosfolipidy patti fosfatidylcholiny a dalsi
lipidy znamé odbornikim v oboru.

Lipidy vhodné pro pouziti v predkladaném vynalezu mohou byt ziskany z komer¢nich zdroju.
Naptiklad, dimyristylfosfatidylcholin ("DMPC") miize byt ziskan od Sigma Chemical Co.,
dicetylfosfat ("DCP") mize byt ziskan od K and K Laboratories (Plainview, NY); cholesterol
("Chol") mize byt ziskan od Calbiochem—Behring; dimyristylfosfatidylglycerol ("DMPG")
a dal3i lipidy mohou byt ziskany od Avanti Polar Lipids, Inc. (Birmingham, Ala.). Zasobni
roztoky lipidii v chloroformu nebo chloroformu/methanolu mohou byt skladovany pfi pfiblizné
—20 °C. Vyhodné se jako jediné rozpoustédlo pouzije chloroform, protoze je mozno jej snadngji
odpafit nez methanol.

Fosfolipidy z piirozenych zdroji, jako jsou vajecné nebo sojové fosfolipidy, mozkova kyselina
fosfatidova, mozkovy nebo rostlinny fosfatidylinositol, srde¢ni kardiolipin a rostlinny nebo
bakterialni fosfatidylethanolamin, nejsou pouzivany jako primarni fosfatid, tj. netvofi 50 % nebo
vice celkovych fosfatidi, protoze jsou nestabilni a zpisobuji propustnost vyslednych liposomi.

Fosfolipidy mohou vytvaret rizné struktury jiné nez liposomy, kdyz jsou dispergovany ve vode,
v zavislosti na molarnim poméru lipidu a vody. Pfi nizkych pomérech je liposom vyhodnou
strukturou. Fyzikalni charakteristiky liposomd zavisi na pH, iontové sile a/nebo na pfitomnosti
divalentnich kationtii. Liposomy mohou vykazovat nizkou permeabilitu pro iontové a/nebo
polarni substance, ale pii zvy3ené teploté u nich mize dochazet k fazovemu piechodu, ktery
znaéné zvysuje jejich permeabilitu. Fazovym prechodem je zména z pevné sloZené, pravidelné
struktury, kterd se oznaduje jako gelovy stav, na méné sbalenou, méné pravidelnou strukturu,
ktera se oznaGuje jako kapalny stav. K tomuto dochdzi pii charakteristické teploté fazového
piechodu a vysledkem je zvyseni permeability pro ionty, sacharidy a/nebo l1éciva.

Liposomy interaguji s bufikami ¢tyfmi riiznymi mechanismy: endocytosou fagocytarnimi
bunikami retikuloendotelového systému, jako jsou makrofagy a/nebo neutrofily; adsorpci na
povrch bungk, zprosttedkovanou bud’ nespecifickymi  slabymi hydrofobnimi  a/nebo
elektrostatickymi silami, nebo specifickymi interakcemi se slozkami bunééného povrchu; fazi
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s plazmatickou buné¢nou membranou, kterd probiha prostiednictvim inserce lipidové dvojvrstvy
liposomu do plazmatické membrany, se simultdnnim uvolnénim obsahu liposomu do
cytoplazmy; a/nebo pienosem liposomalnich lipidi do bunéénych a/nebo subcelularnich
membran, a/nebo naopak, bez jakékoliv asociace obsahu liposomu. Podle zmény slozeni
liposomu se miize ménit mechanismus interakce, ackoliv tyto mechanismy mohou byt soub&zné.

Liposomy—zprostfedkované podani oligonukleotidii a exprese cizorodé DNA in vitro byly velmi
aspéSné. Wong et al., (1980) prokéazali proveditelnost liposomy—zprostiedkované aplikace
a exprese cizorodé DNA v kultivovanych kufecich embryich, Hela a hepatomovych buiikéach.
Nicolau et al., (1987) provedli Gspény liposomy zprostiedkovany genovy pienos u krys po
intravendzni injekci.

V nékterych provedenich predkladaného vynalezu maze byt lipid asociovany s hemaglutinaénim
virem (HVJ). Bylo prokazano, ze toto usnadiuje fuzi s bunéénou membranou a podporuje vstup
DNA obalené v liposomu (Kaneda et al., 1989). V jinych provedenich miize byt lipid v komplexu
nebo konjugovany s non-histonovymi chromosomalnimi proteiny (HMG-1) (Kato et al., 1991).
V jesté dalSich provedenich muze byt lipid v komplexu nebo konjugovany s HVJ i HMG-1.
Takové expresni vektory byly Gspé$né pouzity pro pienos a expresi oligonukleotidii in vitro a in
vivo a jsou tedy pouzitelné v predkladaném vynalezu. Kdyz je v DNA konstruktu pouzit
bakterialni promotor, tak je také zadouci, aby byla obsazena v liposomu vhodna bakterialni
polymeraza.

Liposomy pouzité podle predkladaného vynalezu mohou byt pripraveny riiznymi zpusoby.
Velikost liposomu zavisi na zplsobu jejich syntézy. Liposom suspendovany ve vodném roztoku
ma obvykle sféricky tvar a ma jednu nebo vice koncentrickych vrstev molekul lipidové
dvouvrstvy. Kazda vrstva se sklada ze seskupeni molekul reprezentovanych vzorcem XY, kde X
Je hydrofilni skupina a Y je hydrofobni skupina. Ve vodné suspenzi jsou koncentrické vrstvy
uspofadany tak, ze hydrofilni skupiny maji tendenci zlistavat v kontaktu s vodnou fazi
a hydrofobni regiony maji tendenci k asociaci mezi sebou. Naptiklad, kdyz jsou vodné faze
pfitomny uvniti i vn¢ liposomu, tak mohou lipidové molekuly tvofit dvojvrstvu, ktera je
oznaCovana jako lamela, uspofadani XY-YX. Agregaty lipidi se mohou tvofit tehdy, kdyz se
hydrofilni a hydrofobni ¢asti vice nez jedné lipidové molekuly asociuji mezi sebou. Velikost
atvar téchto agregatli zavisi na mnoha raznych proménnych, jako je charakter rozpoustédla
a pritomnost dalSich slouéenin v roztoku.

Liposomy podle predkliddaného vynalezu mohou byt ptipraveny za pouziti zndmych
laboratornich technik. V jednom vyhodném provedeni jsou liposomy pfipraveny smisenim
liposomalnich lipidii v rozpoustédle v zasobni nadobé, naptiklad ve sklenéné barice hruskovitého
tvaru. Zasobni nadoba by méla mit objem 10krat vétsi nez je predpokladany objem suspenze
liposomu. Pomoci rotacni odparky se odstrani rozpoustédlo pfi piiblizné 40 °C za podtlaku.
Rozpoustedlo se normdlné odstrani béhem piiblizné 5 minut az 2 hodin, podle pozadovaného
objemu liposomu. Pfipravek mize byt potom susen v susi¢ce za vakua. Vysusené lipidy mohou
byt zlikvidovany po pfiblizné 1 tydnu, protoze jejich kvalita ma sklon s Gasem se zhorSovat.

Sudené lipidy mohou byt hydratovany pfi piiblizné 25 az 50 mM fosfolipidu ve sterilni,
apyrogenni vode¢ tak, ze se provadi tfepani do té doby, nez je veskery lipidovy film
resuspendovan. Vodny roztok liposomu mize byt potom rozdélen do podili, které se umisti do
fiol, lyofilizuji a poté uzaviou pod vakuem.

Alternativné mohou byt liposomy pfipraveny za pouziti jinych laboratornich metod: metodou,
kterou popsal Bangham et al. (1965); metodou, kterou popsal Gregoriadis, jak je uvedeno
v DRUG CARRIERS IN BIOLOGY AND MEDICINE, G. Gregoriadis ed. (1979) str. 287 az
341 a metodou odpaieni reverzni faze, jak popsal Szoka a Papahadjopoulos (1978). Vyse
uvedené metody se li$i ve schopnosti zachycovat vodny material a v pomérech voda — lipid.
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Susené lipidy nebo lyofilizované liposomy pfipravené zplsoby popsanymi vyse mohou byt
dehydratovany a rekonstituovany v roztoku inhibitorového peptidu a zfedény na vhodnou
koncentraci vhodnym rozpoustédlem, napiiklad DPBS. Smés se potom dikladné protiepe
v misicim zafizeni vytvarejicim vifeni. Nezachycena nukleové kyselina se odstrani odstfedénim
pfi 29 000 x g a liposomalni pelety se promyji. Promyté liposomy se resuspenduji pfi vhodné
koncentraci celkovych fosfolipidi, napiiklad pfi koncentraci ptiblizn¢ 50 az 200mM. MnoZstvi
enkapsulované nukleové kyseliny miize byt stanoveno pomoci standardnich metod. Po stanoveni
mnozstvi nukleové kyseliny zachycené v liposomovém prostfedku mohou byt liposomy nafedény
na vhodné koncentrace a uskladnény pii teplot¢ 4 °C do pouZiti.

Farmaceuticky prostfedek obsahujici liposomy bude obvykle obsahovat sterilni, farmaceuticky
ptijatelny nosi¢ nebo fedidlo, jako je voda nebo salinicky roztok.

Ptiklady uskuteé¢néni vynalezu

Nasledujici priklady ukazuji vyhodna provedeni predkladaného vynalezu. Odbornikovi v oboru
bude jasné, ze techniky popsané v nasledujicich piikladech pfedstavuji techniky, které dobre
funguji pii provadéni predkladaného vynalezu, jak zjistili piivodci, a tak mohou byt povazovany
za vyhodné zpiisoby jeho provedeni.

V piikladech uvedenych dale se pouzivaji rozdilné superantigeny, avSak pouze konjugaty
obsahujici superantigen stafylokokovy enterotoxin E (SEE) se souborem modifikaci uvedenym
v patentovych narocich je podle tohoto vynalezu, zatimco jiné superantigeny a konjugaty jsou
zahrnuty pro ilustraci a kvili diivodiim srovnavacim.

Priklad 1: In vitro mutagenese

Riizné varianty superantigend byly pfipraveny metodami na bazi polymerdzové fetézové reakce
(PCR).

Uvedeno struéné, PCR produkty obsahovaly dvé jedinetna restrikéni mista, kazdé na jedné
strané. Pro subklonovéni se pouzil pUC19 (GIBCO BRL Life Technologies, Middlesex, U.K.),
pfipraveny za pouziti QIAprep Spin Miniprep Kit Protokolu (QIAGEN, Hilden, Germany). Byly
vlozeny bodové mutace neovliviiujici aminokyselinovou sekvenci, které usnadituji dalsi analyzu.
PCR reakce byla provedena na Perkin Elmer Gene Amp PCP systému 2400 s Tag DNA
polymerazou a vhodnym PCR pufrem obsahujicim 15mM  MgCl, (Roche Molecular
Biochemicals, Basel, Switzerland). PCR produkty a vektory se $tépily pfes noc vhodnymi
restrikénimi enzymy. Potom se provedlo precisténi za pouziti elektroforesy v 1% agarosovém
gelu (GIBCO BRL Life Technologies) obsahujicim 0,5 (ug/ml ethidiumbromidu (Sigma-—
Aldrich, Steinheim, Germany) v TAE pufru (Sigma—Aldrich). Fragment obsahujici DNA se
excidoval z gelu a extrahoval se za pouZiti CONSERT" Rapid Gel Extraction Systému (GIBCO
BRL Life Technologies). Vektor a insert se ligovaly (T4 DNA ligasa, Roche Molecular
Biochemicals) pii teploté¢ mistnosti béhem 3 az 4 hodin. Ligacni smés se potom transformovala
do Escherichia coli kmene DH5a (GIBCO BRL Life Technologies) podle navodu vyrobce.
Pozitivni klony se verifikovaly za pouziti DNA sekvenovani. Spravné sekvence se steépily
Rsrll/HindIIl pii 37 °C pres noc a ligovaly se do expresniho vektoru (Dohlsten et al., 1994).
Variabilni &asti Fab se zménily na C215, aby byly vhodné pro dostupné zvifeci modely.
Konstrukt se nakonec inkorporoval do Escherichia coli K12 kmene UL635 (xyl-7, ara—14, T4R,
AompT).
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Priklad 2
Identifikace lidskych anti-SEA vazebnych region

Regiony rozpoznavané lidskou anti-SEA protilatkou se identifikovaly z pepsinového traveni
SEA nebo chimérické varianty SEA a SEE, SEA/E-18, diive oznalované jako SEE/A-A
(Antonsson et al., 1997) se substituci D227A.

Kazdy superantigen se inkuboval s 0,5% pepsinem, 10mM HCI, 150mM NaCl (hmot./hmot.) po
dobu 60 minut pfi 37 °C. Peptidova smés se neutralizovala 2M Tris-HCI, pH 8,0 a aplikovala se
na 1 ml HiTrap kolonu (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) s imobilizovanou
lidskou anti-SEA. PBS, 8,ImM Na,HPOy, 1,5mM KH,PO,. 137mM NaCl, 2,7mM KCI, pH 7,3,
se pouzil jako promyvaci pufr a protilatkové vazebné fragmenty se eluovaly za pouziti 0,1M
kyseliny octoveé, pH 3,0. Fragmenty se identifikovaly pfed a po pieisténi za pouziti HPLC
spfazené s hmotovym spektrometrem (MS) (obr. 1). Chromatografie se provedla na C18 koloné
(2x250 mm) (VYDAC™, Hesperia, California, USA) za pouziti linearniho gradientu od 10 do
60% acetonitrilu v 0,1% kyselin¢ trifluoroctové b&hem 30 minut pti 40 °C. Hmotnostni spektrum
se ur€ilo za pouziti elektrosprejové MS (Finnigan LCQ, Thermoquest, San Jose, California,
USA). Fragmenty objevené ve traveném produktu pfi stejném retenénim ¢ase pred a po afinitnim
precisténi se povazovaly za pozitivni (obr. 2).

Priklad 3: Molekulové modelovani

Chiméricky superantigen SEA/E-18 je na bazi SEE sekvence kromé &ty aminokyselinovych
zbytki pobliz N-konce, které jsou ze SEA a jedné substituce v C—koncové &asti D227A (obr. 3
a obr. 4) (Antonsson et al., 1997).

Strucné, trojrozmérné struktury superantigeni s mnohem vyssi identitou sekvence se SEE, které
byly dostupné z PBD, se pouzily jako templaty pro konstrukci homologického modelu SEAE~18,
tj. SEA (1ESF, Shard et al, ISXT, Sundstrom et al 1996 A), SED (Sundstrom et al., 1996 B)
a SEH (1ENF) (Hakansson et al., 2000). SEA byl nejpodobnéjsi SEE s identitou sekvence 80 %.
SED mél identitu sekvence 60 % a SEH 50 % vzhledem k SEE.

Konstrukce modelu se provedla za pouziti HOMOLOGY modulu v INSIGHTII softwaru (MSI,
San Diego). Struktury tif superantigenti, SEA, SED a SEH, se porovnaly a uréily se strukturalng
konzervované regiony (SCR) (obr. 3). Tyto regiony se obvykle mapovaly do pravidelnych
sekundarnich struktur molekuly. Hrubé sekvence pro SEA/E-18 pripravila za pouziti SCR ze
struktury SEA (obr. 5). Pouzily se 1SXT koordinaty pro SEA, kromé prvnich deviti zbytkt na N—
konci, kde se pouzilo 1ESF. Regiony mezi SCR byly ve vétsiné piipadi flexibilni smycky a byly
pfipraveny z SEA a SED. Vétsina smycek byla pripravena ze SEA, kromé zbytkii GIn19, Ile140,
Aspl4l, Lys142, Ser189, Gly191, Asp200, Pro206, Asp207 a Leu224, které byly pouzity ze
SED. Neékteré oblasti v SCR vykazovaly vétsi podobnost sekvence se SED a byly proto
piipraveny podle SED jako strukturalniho templatu (Ile37, Glu49, Asn50, Thr51, Leu52, Serl95
a Thr218) (obr. 3).

Protoze byl jako strukturdlni templat pro vétsinu zbytkd v SEA/E-18 pouzit SEA, nevyskytly se
potize s prekryvanim vedlejsich fetézcli. Mista sestiihu pied a za SCR se opravila. Nejprve se
substituované vedlejsi fetézce relaxovaly a potom se pomoci minimalizace energie a molekuldrni
dynamiky relaxovaly viechny vedlejsi fetézce v SCR za pouziti HOMOLOGY. Smycky se
relaxovaly jednou za pouziti prvnich 1000 krokéi minimalizace energie a 1000 krokii molekularni
dynamiky. Tyto jemné Gpravy se aplikovaly nejprve na vedlejsi fetézee smy¢ky a potom na
viechny atomy ve smycce. Pro viechny simulace se pouzilo CVFF silové pole se silovou
konstantou 100 kcal/A2 za pouziti kroki 2 fs.
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Kone¢ny model se testoval na $patné regiony za pouziti PROSTAT modulu v INSIGHTIL
Nebyly detekovany zadné 3patné regiony. Vnitiek proteinu se balil dobfe bez vyznamnych
odlisnosti ve srovnani s SEA. Viechny zbytky spadaly do povolenych regionti ramachandranova
grafu. Superpozice 1SXT s modelem vedla k zisku RMSD 0,4 A, kdyz byly srovnavany Co
atomy. Hlavni rozdil mezi dvéma strukturami byl pozorovan v (B9-B10 smy¢ce (zbytky His187-
Thr193) (obr. 5).

Nové modely novych variant superantigeni byly konstruovany za pouziti SEA/B-18 modelu
jako templatu. Specifické aminokyselinové zbytky se zménily pfimo na tento model.
Nejvyhodngjsi konformace vedlejsiho fetézce byla vybrana za pouziti jednoduchych sterickych
omezeni a kratké minimalizace energie.

Priklad 4: kultivace a precisténi

C215FabSEA/E chiméry se exprimovaly jako fuzni proteiny v E. coli K12 kmeni UL635 za
pouziti plazmidu s IPTG indukovanym Lac UV-5 promotorem a genem pro kanamycinovou
rezistenci.

Stru¢né, bakterie ze zmrazeného (~70°) zasobniho roztoku ve 20% glycerolu se inkubovaly pfi
25 °C po dobu 22 a7 24 hodin v baiice obsahujici (na litr) 2,5 g (NH4),SOq4, 3 ¢ KH,PO,4, 2 g
K,HPO,, 0,5 g natrium—citratu, | g MgSO,#H-0, 0,05 g kanamycinu, 12 g monohydratu glukozy
a 1 ml roztoku stopovych prvki, nicméné bez Na,M00O,.2H,O. Buiiky se kultivovaly do Abse
2-3 a 10 ml kultivaéniho média se pouZilo pro naockovani 1 litrového fermenta¢niho tanku
(Belach Bioteknik, Sweden) s potate&nim objemem 800 ml. Fermentani médium obsahovalo
(na litr) 2,5 g (NH4),SOy, 9 g KyHPO,, 6 g KoHPO,, 0.5 g natrium—citrétu, 1 g MgS0O,#7H,0,
0,05 g kanamycinu, 23,1 g monohydratu glukozy a 1 ml roztoku stopovych prvki, jako vyse. PH
bylo udrzovano na 7,0 titraci 25% NH,, aerace | litr/minutu a teplota byla 25 °C. Béhem
vsadkové faze se procento rozpusténého O, udrzovalo na 30 % tim, Ze se regulovala rychlost
miseni od 400 rpm do 2000 rpm a b&hem zivné faze tim, Ze se reguloval piivod glukozy (60%
hmot./obj.). Tvorba produktu se indukovala tehdy, kdyz byla absorbance pfi 620 nm 45 tim, Ze se
piidal 0,1mM isopropyl—--D-thiogalaktopyranosid (IPTG). Po fermentaci se buriky odstranily
odstredénim pfi —20 °C a potom se provedlo precisténi.

Proces precisténi se rozdélil do tii kroki. Nejprve se DNA odstranila ze supernatantu kultury
pomoci 0,19 % polyethyleniminu (hmot./obj.) v 0,2M NaCl, pH 7,4, za pouZiti peristaltické
pumpy s priitokem 12 ml/min. Po odstiedéni pfi 7500 x g po dobu 30 minut se odebral
supernatant.

Supernatant se aplikoval na 60 ml protein-G Sepharose 4, kolonu s rychlym prutokem
(Amersham Pharmacia Biotech) s pritokem 14 ml/min. Kolona se promyla za pouziti PBS
a eluce se provedla se 100mM kyselinou octovou, 0,025% Tween 20, pH 3,0. Eluovany produkt
se odebral a pH se upravilo na hodnotu o 1.5 jednotek nizsi nez je teoreticky izoelektricky bod
s IM NaOH, produkt se prefiltroval (0,2 pm) a nafedil se Ctyfikrat 0,025% Tween 20.
Degradované varianty se odstranily za pouziti iontoménicové chromatografie. Tontova sila vzorku
se upravila na 2 mS/cm a pouzitou kolonou byla SP—Sepharose-HP, Hiload 16/10 (Amersham
Pharmacia Biotech). Eluce se provedla s pritokem 4,0 ml/min béhem 50 minut za pouZziti
linearniho gradientu od 0 az 55% pufru B, 100mM NaAc, 400 mM NaCl, 0, 025% Tween 20,
pH 5, 0 v pufru A, 10mM NaAc, 0,025% Tween 20, pH 5.0.
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Priklad 5: Séroreaktivita

Reaktivita mezi varianty superantigenii a lidskym anti-SEA se méfila ve Scintillation Proximity
Assay (SPA).

V mikrotitracni plotné (OptiPlate, Packard Instruments) se streptavidinem potazené PVT koralky,
150 pg koralki/jamku (Amersham Pharmacia Biotech) inkubovaly po dobu 30 minut s F(ab),
fragmenty anti-mySiho IgG konjugovanymi s biotinem, 3 pg/mg koralki. Koralky se
preinkubovaly s C215Fab konjugovanymi superantigeny sérii fedéni 1:2, kde nejvyssi koneéné
koncentrace v jamkach byly 40nM. Nakonec se kordlky inkubovaly s 1nM afinitné pie¢isténé
lidské anti-SEA protilatky konjugované s '”’I a velikost scintilace se méfila v Top—Counter
(Packard Instruments).

Lidska anti-SEA reaktivita pro varianty superantigend se méfila v enzymovém imunosorbentnim
testu, ELISA (Cavallin et al., 2000). Vysledky byly podobné jako vysledky ziskané v SPA.

Ptiklad 6: Biologické funkce

Schopnost indukovat bunéénou cytotoxicitu zavislou na protilatkach k superantigenu, SADCC,
a bunénou cytotoxicitu zavislou na superantigenu, SDCC, se srovnavala ve standardnim 4
hodinovém testu uvoliiovani *'Cr.

Strucné, cile, které se pouzily pro SDCC, byly lidské Raji buiitky B-lymfomu, a cile, které se
pouzily pro SADCC, byly Colo205 buiiky lidského kolorektalniho karcinomu. Buiiky se oznagily
*'Cr a naedily se na koncentrace 50 000 bunék/ml a aplikovaly se do mikrotitraénich jamek tvaru
pismena V. Efektorové buiky, SEA-reaktivni T-lymfocytarni linie, se pouzily v poméru
efektorovych a cilovych bunék 45:1 pro SADCC a 30:1 pro SDCC. Sag varianty se pridaly
v koncentracich od 10~ do 107'°M pro SADCC a od 107 do 10""*M pro SDCC. Supernatanty se
odebraly a uvoliiovani *'Cr se méfilo v TopCount (Packard Instruments). Procento specifické
cytotoxicity se vypocetlo jako 100 x [(cpm—uvolnéni v pokusu — cpm spontanni uvolnéni)/(cpm
celkové uvolnéni — cpm spontanni uvolnéni)].

Priklad 7: Identifikace protilatkovych epitopi

U pacientl komplikuji preexistujici protilatky proti superantigeniim jejich klinické pouziti a casto
Je nutna dprava davkovani (Alpaugh et al., 1998). Jednim zpiisobem, jak omezit vliv predem
vytvofenych protilatek, je modifikace regionu superantigenti odpovédného za vazbu na T—
lymfocytarni receptor (Antonsson, et al., 1997). Predkladany vynalez vsak zlepsuje terapeuticky
potencial superantigeni tim, Ze vyuziva genového inZenyrstvi pro odstranéni protilatkovych
epitopli superantigenu.

Bylo zjisténo, ze SEE vykazuje silnou redukei v protilatkové reaktivité ve srovnani se SEA
(Antonsson et al., 1997). Nanestésti je s timto snizenim také spojeno snizeni tumoricidnich
vlastnosti, kdyz je SEE fuzovan na tumor—reaktivni Fab (Antonsson at al., 1997). Proto byly
zkoumany chimérické konstrukty SEA a SEE. Pii vlozeni prislusnych aminokyselin ze SEA do
Ctyf pozic v TCR-vazebném regionu SEE bylo dosazeno pozadovanych vlastnosti. Tyto
substituce, Arg20Gly, Asn21Thr, Ser24Gly a Arg27Lys (region A) v SEE vedly k zisku chiméry
SEA/E-18 (obr. 4) (Antonsson et al., 1997). Tato chiméra vykazuje vice nez 50% snizeni
v protilatkové reaktivité, jako ma SEE, za zachovani aéinné arovné cytotoxicity, jako ma SEA.
Dale pro snizeni afinity mezi superantigenem a MHC tiidy II, ktera redukuje SDCC a tim
zlepSuje terapeutické okno, obsahuje SEA/E—18 také substituci Asp227Ala (Abrahmsén et al.,
1995).
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Pro dalsi sniZeni schopnosti lidskych anti-SEA rozpoznavat SEA/E-18 se urCily protilatkové
vazebné epitopy v superantigenech. Peptidy/fragmenty z ¢aste¢ného peptidového traveni bud
SEAwt, nebo SEA/E-18 se zachycovaly za pouziti mobilizované anti-SEA protilatky.
Po piedisténi se peptidové sekvence identifikovaly za pouziti LC-MS (obr. 1). Tak se potencialni
oblasti podilejici se na rozpoznavani protilatkou lokalizovaly do aminokyselinové sekvence.
Vyznamné je to, Ze vétiina ziskanych peptidd byla umisténa pobliz regiond, o kterych je znamo,
Ze interaguji s MHC antigeny tiidy 11 (Abrahmsén et al., 1995) (obr. 2 a obr. 6). Trojrozmérna
struktura SEA (Schadetal., 1995; Sundstrom et al., 1996) a po¢itacovy model SEA/E-18 (obr. 5),
zalozeny na krystalové struktufe SEA (Schad et al., 1995; Sundstrom et al., 1996 A), se pouzily
pro lokalizaci zbytkéi exponovanych na povrchu v identifikovanych peptidech. Nasledujici
zbytky byly identifikovany jako zbytky exponované na povrchu a jako potencialni kandidati
v protilatkovych vazebnych epitopech: Glu34, Lys35, Glu39, Asn40, Lys4l, Glud2, Asp4d4,
Asp45, Glud9, Lys74, Asp75, Asn78, Lys79, Lys81, Lys83, Lys84, Aspl73, Hisl87, Serl89,
Glul90, GIn204, Lys217, Asn220, Glu222, Asn223, His225 a Asp227 (Tabulka 1).

Tyto zbytky se potom substituovaly pro redukci jejich vazby na protilatky. Kontinualn€ se
provadély nové pocitatové modely s vylepsenymi SAg variantami, aby se potvrdily a srovnaly
vysledky pro nové varianty. Zejména se hodnotil vyznam vedlejsich fetézcii na stabilitu proteini.

Piiklad 8: Modifikace superantigenu pro snizeni séroreaktivity

Charakterizoval se pfispévek identifikovanych zbytkd k vazb¢ protilatky, nejprve za pouziti dvou
simultannich substituci v SEA/E-18. Tak se ziskaly SAg varianty SEA/E-62 (Lys217Thr,
Asn220Ala, Glu222Thr, Asn223Ala, His225Ala) (region E), SEA/E—63 (Serl89Asp, Glul90Ala)
(region D), SEA/E-64 (Glu34Lys, Lys35Glu, Glu39Lys, Asnd0Ser, Lys4iGlu, Glud2Lys)
(region B), SEA/E-65 (Lys79Glu, Lys81Glu, Lys83Glu, Lys84Glu) (region C), SEA/E-74
(Aspd4Ala, Asp4SAla, Glud9Thr) (region B) a SEA/E-75 (Lys74Thr, Asp75Ala, Asn78Ser)
(region C) (Tabulka 1, obr. 4).

Pro zkoumani toho, zda lidské IgG anti-SEA protilatky mohou rozpoznavat rizné SAg varianty
se vyvinul "test blizkosti scintilace” (SPA). Modifikované varianty byly vSechny rozpoznavany
méné nez SEA/E—18 (tabulka 1). Nejvyznamngjsi redukce vazby byla zpilisobena substituci
provedenou v SEA/E-65. V SPA analyze byla pozorovana redukce o vice nez 40 % /obr. 7).
Nicméné, mnohé nahrazeni také generovala redukei produkce v E. coli a ob&as byla snizena také
biologicka aktivita. Zkoumanim substituci jsme identifikovaly v kazdé variant¢ odpovédné
zbytky a tyto zbytky jsme modifikovaly ¢i vylougily, aby bylo dosazeno lepsich vlastnosti.
Obecné byla produkce zlepena hydrofilnimi substitucemi ve srovnani s vice hydrofobnimi
substitucemi.

Redukce vazby protilatky byla synergné zvy3ena tehdy, kdyz byly varianty kombinovany, jak je
tomu v SEA/E-91 skladajiciho se ze SEA/E—63, SEA/E-65 a modifikovaného SEA/E-74
(s prirozenym Asp45) (tabulka 1). Variantou s nejlepSimi vysledky v SPA analyze s redukei
vazby o téméF 70 % ve srovnani s SEA/B-1B byl SEA/E-110, kombinace SEA/E-A-63,
SEA/E-75 a modifikovaného SEA/E-62 (SEA/E-97), SEA/E-64 (SEA/B-108), SEA/E~65
(SEA/E-84) a SEA/E-74 (wt Asp45) (obr. 7, tabulka 1). Modifikace odpoveédné za vétsinu
redukce vazby protilatky byly v SEA/E~109 (Glu34Ser, Glu39Ser, Asn40Ser, Lys41Glu,
Glu42Lys, Asp44Ala, Glud9Thr, Lys74Thr, Asp75Ala, Asn78Ser, Lys79Glu, Lys81Glu,
Lys83Ser, LysS4Ser) a kombinace SEA/E-75 a modifikovaného SEA/E-64 (SEA/E~108),
SEA/E-65 (SEA/E-84) a SEA/E-74 (wt Asp45). Toto je proto, Ze varianty superantigent
obsahujici tyto substituce maji viechny dobré snizeni v SPA analyze.

Tak zplisobuji zbytky substituované v SEA/E-62, SEA/B64, SEA/E-65 a SEA/E-T74 20 az 40%
snizeni reaktivity s protilatkou ve srovnani se SEA/E—18 (tabulka 1).
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Piiklad 9: Nahrady ovliviiujici aroven produkce

Jak bylo uvedeno vyse, nékteré substituce na povrchu superantigenti vedou ke snizeni produkce
vE. coli. Mnoho kombinaci takovych substituci nebylo mozné produkovat. Proto bylo
rozhodnuto zkoumat alternativni modifikace téch zbytka, které zjevné zptisobuji redukci vytézku.
Substituce, které ovlivitovaly vytézek bez toho, ze by snizovaly vazbu na protilatku, nebyly dale
zkoumany. Misto nich byly pouzity piirozené zbytky.

V prvni sadé variant superantigeni zbytek Lys35 v SEA/E—64; negativné ovliviioval aroveii
exprese. Pfi pouziti prirozeného zbytku v pozici 35 spolecné se serinovou substituci Glu34
a Glu39, coz vede k zisku SEA/E-108, bylo pozorovano zvyseni vytézku z 23 na 30 mg/l.
Snizeni reaktivity s protilatkou bylo také zachovano. Pii substituovani kyseliny glutamové za
zbytky Lys79, Lys81, Lys 83 a Lys 84 v SEA/E—65 byla troven produkce pouze 1.5 mg/l.
Vzhledem ke skutecnosti, 7e reaktivita s protilatkou se snizila 0 43 % ve srovnani se SEA/E-18,
byla snaha identifikovat lepsi nahrady. Nejlepsi kombinaci, jak z hlediska vytézku, tak reaktivity
protilatky, byl SEA/E-84 se serinovymi zbytky v pozicich 83 a 84 a se zachovanou kyselinou
glutamovou v pozicich 79 a 81 (tabulka 1). Uroveii produkce se zvysila 10krat a reaktivita
protilatky se redukovala o 41 % ve srovnani s SEA/E~18 (tabulka ). Uroveti produkce se také
snizila vice nez 10krat pii substitucich Lys217Thr, Asn220Ala, Glu222Thr, Asn223Ala,
His225Ala a Asp227Ala v SEA/E-62, na 1.0 mg/l. Nicméné, pfi nahrazeni alaninovych
substituci serinovymi zbytky, coz vede k zisku SEA/E-97, se dosahlo produkce 48 mg/ml
(tabulka 1).

Zajimavé je to, ze pii kombinovani SEA/E-65 s vice variantami, jako je SEA/E-63
a modifikovany SEA/E-74, jak je tomu v SEA/E-91, zménila se nizka uroven produkce na
12 mg/l (tabulka 1). Na druhé stran& bylo dosazeno exprese varianty superantigeni SEA/E-110
pouze 0,5 mg/l a 14 mg/l, v pfislusSném poradi. Uroveii produkce SEA/E-110 byla zvy$ena na
30 mg/l pii odstranéni substituci Aspl74Ala, His87Ala, Ser188Thr, Ser189Asp, Glul90Ala
a GIn204Tahr, coz vedlo k zisku SEA/E~120 (tabulka 1).

Vlozeni velkého poctu substituci do superantigeni miize vést k problémim s expresi v E. coli.
Existuji alespoii t¥i mechanismy pro tento jev: snizeni termodynamiky, naruseni prirozenych drah
skladani proteinu nebo nové vznikla proteolyticka mista. Ackoliv bylo cilem tohoto pokusu
odstranéni antigennich epitopi na povrchu, které s nejvétsi pravdépodobnosti interferuji
s hlavnim strukturalnim skeletem, existuje také moznost, Ze stabilita novych struktur byla zavisla
na jinych zbytcich nez v piirozeném konstruktu. Proto se trvale vytvafely nové pocitatove
modely pro predikci nebo potvrzeni lokalizace substituovanych zbytki v nové struktufe. Timto
zplsobem je ve variantdch superantigeni mozno identifikovat zbytky zpisobujici problémy
s Grovni exprese a je mozné navrhovat vylepsené varianty obsahujici bud’ pfirozené zbytky, nebo
lepsi substituce (Tabulka 1).

Zavérem, pro dosazeni lepsi urovné produkce by mély byt zbytky Lys83, Lys84, Asn220,
Asn223, His225 a Asp227 substituované serin/a nikoliv na alanin. Dale, pro eliminaci snizeni
exprese by zbytky Lys35, Aspl73, Hisl87, Serl88, Serl89, Glul90 a GIn204 mely byt
konzervovany.

Piiklad 10: Hodnoceni biologickych funkei v riznych Sac variantich

Jelikoz byly superantigeny primarné navrzeny pro protinadorovou terapii (Dohlsten et al., 1994),
je diilezité, aby substituce v novych variantdch superantigenu nesnizovaly cytotoxicitu namifenou
proti nadoru. Schopnost zprostiedkovat tuto cytotoxicitu namifenou proti nadoru byla proto
méfena proti viem novym variantam superantigenu v SADCC testu (obr. 3). Déle byla v SDCC
testu méfena G&innost superantigend ve zprostfedkovani zabijeni bunék exprimujicich MHC
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antigeny téidy II T-lymfocyty, kde tento mechanismus mize vést k nezddoucim Gcinkdm
(obr. 3). Pro klinické pouziti je nejlépe, aby SDCC byla co nejmensi, protoZe se tim zvetsi
terapeutické okno.

Vétsina z inicidlni sady SAg variant méla stejnou Uroven tumor specifického cytotoxického
potencidlu jako SEA/E-18 (Tabulka 1). Vyjimkou byl SEA/E-75 se substitucemi Lys74Thr,
Asp75Ala a Asn78Ser, ktery mél desetkrat mensi potencial a SEA/E-64 se substitucemi
Glu34Lys, Lys35Glu, Glu39Lys, Asn40Ser, Lys41Glu a Glud2Lys, ktery mé&l pétkrat mensi
potencial nez SEA/E~18 (tabulka 1). Zajimavé je to, ze snizena aktivita v SEA/E-75 byla
pozorovana pouze v této varianté, v kombinaci s dal$imi substitucemi, jako napiiklad v SEA/E—
109, byla detekovana plna aktivita (tabulka 1). Kromé toho byla SDCC aktivita nezménéna
v SEA/E-T5 ve srovnani s SEA/E-18. Substituce Lys74Thr, Asp75Ala a Asn7 8Ser proto
pravdépodobné narusuji interakce vyznamné pro na protilatkach zavislou cytotoxicitu.

VétSina ze zde popsanych variant superantigenti vykazuje jasné snizeni v SDCC. Mirné snizeni
v SDCC aktivit¢ bylo pozorovano pro prvotni varianty SEA/E-62, SBA/E-63, SEA/E—64,
SEA/E—~65 a SEA/E-74, ve srovnani se SEA/E—18.

VSechny varianty superantigeni obsahovaly substituovany zbytek Asp227Ala nebo Ser.
Je znamo, Ze tato substituce redukuje afinitu k MHC molekulam tiidy 11 100krat a tim redukuje
SDCC aktivitu (Abrahmsén et al., 1995). Protoze viak SAg varianta SEA/E—109, s N—koncovymi
substitucemi, vykazuje vétsi snizeni ve srovnani se SEA/E~18 nez SEA/E-113, s C—koncovymi
substitucemi, tak se predpoklada, ze v SEA/E-109 byly zménény dalsi zbytky, které jsou
vyznamné pro SDCC a s nejvétsi pravdépodobnosti se podileji na vazbé na MHC antigeny tiidy
IT (obr.8).

Tak byly zbytky zptisobujici nejveétsi redukci Lys79Ser a Lys81Ser v SEA/E-83 a substituce
Asp45Ala v SEA/E-T4. Vétsina z téchto substituci je lokalizovana okolo zbytkii, o kterych bylo
dfive znamo, Ze interaguji s MHC antigeny t¥idy I (Abrahmsén et al., 1995).

Piiklad 11: Vyvoj novych variant superantigen(i

Pro vyvoj optimalnich variant superantigenu se viechny vyhodné substituce kombinovaly, coz
vedlo k zisku lepsiho SEA/E-120 (obr.4 a obr.9).

Nejprve se sestavily vsechny vyhodné modifikace v C—konci, tj. zbytky Asp173Ala, Ser189Thr,
Glul190Ala, Lys217Thr, Asn220Ser, Glu222Thr, Asn223Ser, His225Ser a Asp227Ser, spolu
s GIn204Thr, za zisku SAg varianty SEA/E-113. Tato varianta méla o¢ekdvané snizeni anti-SEA
reaktivity a pfijatelnou Groven exprese, ale méla o néco nizsi biologickou aktivitu (Tabulka 1,
obr. 7 a obr. 8A a obr. 8B). Vsechny vyhodné substituce na N—konci, tj. zbytky Glu34Ser,
Glu39Ser, Asn40Ser, Lys41Glu, Glud2Lys, Asp44Ala, Glud49T, Lys74T. Asn78Ser, Lys79Glu,
Lys81Glu, Lys83Ser a Lys84Ser, se piidaly do SEA/E-109. Bylo pozorovano zna¢né snizeni
anti-SEA reaktivity pro tuto variantu superantigenii spoleéné s vysokou expresi a lep$im
biologickym profilem (tabulka 1, obr. 7 a obr. 8A a obr. 8B). Nicméng, pii vytvareni kombinaci
téchto dvou variant SEA/E-113 a SEA/E-109 v SEA/E-110 bylo pozorovano vyznamné sniZeni
Jak vytézku, tak biologické funkce (tabulka 1). Biologick4 u&innost byla zcela obnovena, kdyz se
v SEA/E-115 pouzily ptirozené zbytky Serl89, Glul90 a GIn204, ale troveii produkce byla stale
Jesté nizkd. Molekulové modelovani této varianty predpovédélo, ze zbytky Aspl173, Hisl187
a Ser188 mohou byt diileZité pro stabilizaci skladani, coz nakonec vede ke zvyseni vytézku.

Bylo pfipraveno n&kolik riiznych kombinaci pro hodnoceni téchto zbytkd, za zisku SEA/E—1 18,
SEA/E-119, SEA/E-120, SEA/E-121 a SEA/E-122 (tabulka 1). Nejlepsi produkce byla ziskana
pro SEA/E-120 s piirozenymi zbytky ve viech tiech pozicich. Spolecné s dfive pripravenymi
SEA/E-21, SEA/E-74, SEA/E-97, SEA/E-108 a SEA/E—109 se Jednalo o jediné SAg varianty,

-5 .
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které dosahly Grovng exprese vyssi nez 20 mg/l (tabulka 1). Mezi variantami nebyly pozorovany
74dné vyznamnéjsi odlisnosti v biologické aktivité nebo protilatkové reaktivite.

Navrh novych konjugatu

SEA/E—120 byl geneticky fuzovan na Fab skupinu tumor-reaktivni protilatky, kterou byla 5T4
(Dohlsten et al., 1994) (obr. 10).

Antigen 5T4 je exprimovan na riznych nadorech, jako je nemalobunécny karcinom plic,
karcinom prsu, renalni karcinom, karcinom slinivky bfisni, karcinom vajeéniki a karcinom
tlustého stfeva. Substituce v prirozené sekvenci 5T4 byly také provedeny s cilem dosazeni
vyssich vytézki. V tézkém fetézci se jednalo o substituce: His41Pro, Serd44Gly, 11e69Thr a
Vall13Gly; a v lehkém fetézci se jednalo o substituce: Phel0Ser, Thr45Lys, [le63Ser, Phe73Leu,
Thr77Ser, Leu78Val a Leu83Ala.

Je tteba si uvédomit, ze ackoliv predkladany vynalez a jeho vyhody jsou popsany podrobné,
riizné varianty zamén, nahrad a alternativ se mohou provést, aniz by doslo k odchyleni od smyslu
a rozsahu predkladaného vynalezu, jak je definovan v pFipojenych patentovych narocich. Rozsah
piedkladaného vynalezu neni nadto limitovan konkrétnimi provedenimi procesu, pristroji,
postupy, slozenim latek, prostiedky, metod a kroky uvedenymi v popisu. Odbornikovi v oboru
bude ihned jasné na zakladé vysvétleni predmétného vynalezu, ze mohou byt pouzivany podle
predmétného vynalezu jiné postupy, piistroje, vyrobni zpiisoby, slozeni latek, prostfedky, metody
a kroky nyni existujici nebo pozdé&ji vyvinuté, které splituji v podstaté stejnou funkei nebo se
s nimi dosahuji v podstaté stejné vysledky, jako s uvedenymi v popisu. Proto pfipojené patentove
naroky maji byt pokladany za takové, které do svého rozsahu zahrnuji podobné postupy,
piistroje, vyrobni zpisoby, slozeni latek, prostiedky, metody a kroky.

Odbornikovi v oboru bude hned jasné, Zze piedkladany vynalez je dobie pfizplsoben pro
provadéni predmétii a dosazeni vyhod vynalezu zde zmingnych, stejné jako v ném obsazenych.
Zde popsané prostiedky, zpiisoby, postupy a techniky jsou zamysleny pouze jako pfiklady
vyhodnych provedeni a neomezuji rozsah pedkladaného vynalezu. Jejich zmény a jind pouziti
prichazejici na mysl odbornikovi v oboru jsou zahrnuta do podstaty vynélezu nebo jsou
definovany rozsahem patentovych naroku.

Citované odkazy

Viechny patenty a publikace uvedené v popisu jsou ukazatelem urovné oboru pro odbornika
v oboru, ktery ma vztah k tomuto vynalezu.
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Thr Pro Thr Ser Leu Leu val Ser Ala Gly Asp Arg val Thr Ile Thr
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485 490 495

Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Ser Tyr Thr Ser Ser Arg
500 505 510

Tyr Ala Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Tyr Gly Thr Asp
515 520 525

Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser val GIn Ala Glu Asp Ala Ala val Tyr
530 535 540

Phe Cys GIn Gln Asp Tyr Asn Ser Pro Pro Thr phe Gly Gly Gly Thr
545 550 555 560

Lys Leu Glu ITe Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr val Ser Ile Phe
565 570 575

Pro Pro Ser Ser Glu GlIn Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser val val Cys
580 585 590

Phe Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Lys Asp Ile Asn val Lys Trp Lys Ile
595 600 605

Asp Gly Ser Glu Arg Gln Asn Gly val Leu Asn Ser Trp Thr Asp Gin

610 615 620
Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Met Ser Ser Thr Leu Thr Leu Thr
625 630 635 640
Lys Asp Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His
645 650 655
Lys Thr Ser Thr Ser Pro Ile val Lys Ser Phe Asn Arg Asn Glu Ser
660 665 670

<210> 2

<211> 233

<212> PRT

<213> Artificidlni sekvence

<220>
<221> Peptid¢
<222> (1)..(233)<223> Chiméricky protein

<400> 2

Ser Glu Lys Ser Glu Glu Ile Asn Glu Lys Asp Leu Arg Lys Lys Ser
1 5 10 15

Glu Leu GIn ggy Thr Ala Leu Gly égn Leu Lys Gln Ile g%r Tyr Tyr

Asn Ser Lys Ala Ile Thr ser ser Glu Lys Ser Ala Asp Gln Phe Leu
35 40 45

1



Cz 307180 B6

Thr égn Thr Leu Leu Phe ggs Gly Phe Phe Thr géy His Pro Trp Tyr

Asn Asp Leu Leu val Asp Leu Gly Ser Thr Ala Ala Thr Ser Glu Tyr
65 70 75 80

Glu Gly ser ser ggi Asp Leu Tyr Gly Sga Tyr Tyr Gly Tyr ggn Cys

Ala Gly Gly Thr Pro Asn Lys Thr Ala Cys Met Tyr Gly Gly val Thr
100 105 110

Leu His Asp Asn Asn Arg Leu Thr Glu Glu Lys Lys val Pro Ile Ash
115 120 125

Leu Trp Ile Asp Gly Lys Gln Thr Thr val pro Ile Asp Lys val Lys

Tr
130 135 140

Thr ser Lys Lys Glu val Thr val 6In Glu Leu Asp Leu Gln Ala Arg
145 150 155 160

His Tyr Leu His Gly Lys Phe Gly Leu Tyr Asn Ser Asp Ser phe Gly
165 - 170 175

Gly Lys val Gln Arg Gly Leu Ile val Phe His Ser Ser Glu Gly Ser
180 185 190

Thr val Ser Tyr Asp Leu Phe Asp Ala GIn Gly GIn Tyr Pro Asp Thr
185 200 205

Leu Leu Arg Ile Tyr Arg Asp Asn Thr Thr Ile Ser Ser Thr Ser Leu
210 215 220

Ser Ile Ser Leu Tyr Leu Tyr Thr Thr
225 230

<210> 3
<211> 233
<212> PRT

<213> Artificialni sekvence

<220>
<221> peptide
<222> (1)..(233

<223> Chiméricky protein

<400> 3

Ser Glu Lys Ser Glu Glu ITe Asn Glu Lys Asp Leu Arg Lys Lgs Ser
1 5 10 1

Glu Leu Gln ggy Thr Ala Leu Gly égn Leu Lys Gln Ile g%r Tyr Tyr

Asn Glu Lgs Ala Ile Thr Glu ign Lys Glu Ser Asp ﬁgp Gin Phe Leu
3



Glu
Asn
65

Lys
Ala
Leu
Leu
Thr
145
Mis
Gly
Thr

Leu

His
225

Asn
50

Asp
Gly
Gly
His
Trp
130
Ser
Tyr
Lys
val
Leu

210
Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

Thr
Leu
Lys
Gly
Asp
115
Ile
Lys
Leu
val
Ser
195

Arg

Ala

4

233
PRT

Leu
Leu
Lys
Thr
100
Asn
Asp
Lys
His
Gln
180
TYyr

Ile

Leu

Leu
val
val
85

Pro
ASh
Gly
Glu
Gly
165
Arg
Asp

Tyr

Tyr

Phe
Asp
70

Asp
Asnh
Arg
Lys
val
150
Lys
Gly
Leu

Arg

Leu
230

CZ 307180 B6

Lys
55

Leu
Leu
Lys
Leu
Gln
135
Thr
Phe
Ley
Phe
ASD

215

Tyr

staphylococcus sp.

<400> 4

Ser Glu Lys
1

Glu
Asn
Gln
' AsSn

65
Lys

Leu
Glu

His
50

Asp

Gly

Gln
Lys
35

Thr
Leu

Lys

Ser €1u Glu Ile

Gly Thr Ala Leu
20

Ala Lys Thr Glu

Ile Leu Phe Lys
55

Leu val Asp Phe
70

Lys val Asp Leu
85

Gly Phe
Gly Ser
Tyr Gly

Thr Ala
105

Thr Glu
120

Thr Thr
val Gln
Gly Leu
Ile val

i85

Asp Ala
200

Asn Lys

Thr Thr

Asn Glu

Gly Asn
25

Asn Lys
40

Gly Phe
Asp Ser

Tyr Gly

Phe
Lys
Ala
90

Cys
Glu
val
Glu
TVYTIr
170
phe

Gin

Thr

Lys
10

Leu
Glu
Phe

Lys

Ala
90

Thr
Asp
75

Tyr
Met
Lys
Pro
Leu
155
Asn
His
Gly

Ile

Asp
Lys
Ser
Thr
Asp

75
Tyr

Gly
60

Ala
Tyr
Tyr
Lys
Ile
140
Asp
ser
ser

GIn

Asn
220

Leu
Gin
His
&

Ile

Tyr

His Pro

Thr Asn

Gly Tyr

Gly Gly
110

val Pro
125

Asp Lys
Leu G1n
Asp Ser
Ser Glu

190

Tyr Pro
205

ser Glu

Arg Lys

Ile Tyr
30

Asp Gln

45

His Ser

val Asp

Gly Tyr

Trp
Lys
Gln
95

val
Ile
val
Ala
Phe
175
Gly

ASp

Asn

Lys
15

TYr
Phe
Trp

Lys

GlIn
95

TYr
Tyr
80

Cys
Thr
Asn
Lys
Arg
160
Gly
ser

Thr

Leu

ser
Tyr
L.eu
Tyr
Tyr

80
cys



Ala
Leu
Leu
Thr
145
Arg
Gly
ser

Leu

His
225

Gly Gly

His Asp
115

Trp Leu
130

Asn Lys
Tyr Leu
Lys val

val Asn
195

Leu Arg
210

Ile Asp

<210> 5
<211> 203
<212> PRT

<213>

<400> 5
Ala Leu His Lys

1
Lys

Thr
Leu
Lys
65

Ala
Ala
Glu

Gin

Leu
145

His ser
Gly Asp
35

Lteu Ile
50

Asn val
Cys Thr
Arg Lys
val ser

115

Glu Leu
130

Tyr Asn

Thr
100
ASh
Asp
Lys
Gln
Gln
180
Tyr

Ile

Ile

Tyr
20

Glin
Asn
ASp
VP
Lys
100
Leu

ASp

Ala

Pro
ASh
Gly
Asn
Glu
165
Arg
Asp

Tyr

Tyr

Asn
Arg
Lys
val
150
Lys
Gly
Leu

Arg

Leu
230

CZ 307180 Bo

Lys

Leu

GlIn
135§

Tyr
Leu
Phe
Asp

215
Tyr

Staphylococcus sp.

gys ser Glu

Ala
Phe
phe
val
Gly
85

Ile
Asp

Ala

Ile

Asp
Leu
Asn
7
Gly
Pro
Lys

Gin

Gin
150

Ala
Glu
Ser
55

Ala
val

Ile

val

Thr
Thr
120
Asn
val
Asn
Ile
Gly
200

Asn

Thr

Leu
Asn
Asn
40

Ala
Ile
Thr

Asn

Glin
120

Ala
105
Glu
Thr
Gln
Leu
val
185
Ala

Lys

Ser

Ser
pro
25

Thr
Glu
Arg
Pro
teu

105
Thr

Ala Arg Arg

135

Arg Gly Lys

ey

Cys
Glu
val
Glu
Tyr
170
Phe

Gln

Thr

Ser
10

Ile
Leu
Met
Tyr
His
90

Trp
Asp

Tyr

Leu

Met
Lys
Pro
Leu
155
Asn
His
Gly

Ile

Thr
Ile
Leu
Ala
s
Ala
Ile
Lys

Leu

Glu
155

Tyr'
Lys
Leau
140
ASp
Ser
Thr

Gln

Asn
220

Ala
Gly
TYr
g
Ala
Gly
Ile
Lys
Gln

140
Phe

Gly
val
125
Glu
Leu
Asp
sear
Tyr

205

Ser

Leu
Ala
Lys
45

His
Ala
Ash
Gly
Asn
125

Lys

Asp

Gly
110
Pro
Thr
GlIn
val
190

Ser

Glu

Asn
Asn
30

Ala
Phe
Cys
Ala
val
110
val

Asp

ser

val
Tle
val
Ala
Phe
175
Glu

AsSn

Asn

Asn
15

Lys
Phe
Lys
Arg
Leu
95

Gin
Thr

Leu

Ala

Thr
Asn
LyS
160
Asp
Pro

Thr

Met

Met
Ser
Phe
Ser
Thr
80

Lys
Lys
val

Lys

Ala
160
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Ala Ser Lys val Ser Tyr As
165 v P

Glu Lys GIn Leu Arg Ile Tyr
180

His Leu His Ile Asp Ile Tyr
195

<210> 6
<211>
<212>
<213>

217
PRT

<400> 6

Glu
1
Ala
Asp
Ser
Lys
65
Lys
Thr
Asn
Asn
Ile
145
Lys
ASp

TYyr

val

Asp
Tyr
Glu
Gly
50

Phe

cys

The-

val
Lys
130
Leu
Gly
Ile
Glu

Asn
210

Leu
Gly
Ile
35

Asn
Lys
Glu
Leu
rp

115

Lys

Ser

Leu

Tyr

As
195

Leu

<210> 7

His Asp
5

Gln Tyr

20

Ser Gly

Asp Leu

Asn Lys

Lys Ile
85

-AsSn- Ser

100
val Asp

Asn val
Asp Lys
Ile Glu

163

Asp Leu
180

p Asn Lys

Tyr Thr

staphylococcus sp.

Lys Ser
Asn His
Glu Lys
Arg val

55

Asn val
70

Ser Glu
Glu--Lys
Gly Ile
Thr Leu

135
Tyr Lys
150
Phe Asp
Lys Gly

Thr Leu

Lys Lys
215

Leu

Phe

Ser Asp

185

Leu Tyr

200

Glu
Pro
Asp
40

Lys
ASD
Asn
Leu
GIn
120
Gln
Ile
mMet
Glu
Lys
200
Lys

Leu
phe
25

Leu
Phe
Ile
Ile
Ala
105
Lys
clu
Tyr
Lys
Asn
185

Ser

val

_ 175 _

Asp val Ala Gly Asp Phe Pro
170 175

Asn Lys Thr Leu Ser Thr Glu
190

Glu Ala

Thr Asp
10

Ile Lys
Ile phe
Ala Thr

Tyr Gly
75

Ser Glu
90

Gln Glu
Glu Thr
Leu Asp

Thr Pro
170

Asp Tyr

Asp Asp

l.eu
Glu
Arg
Ala
60

Ala
Cys
Arg
Glu
Ile
140
ASp
Arg

Glu

Ile

Ala
Asn
Asn
45

Asp
Sar
Leu
val
Leu
125
Lys
Ser
Asp

Ile

ser
205

Leu
Ile
30

Gln
Leu
Phe
Tyr
Ile
110
Ile
Ile
Glu
Tyr
Asp

190

His

Ala
15

Lys
Gly
Ala

Tyr

Gly
85

Gly

Arg
Arg
Ile
Ser
175

Lys

Ile

AsSn
Ser
Asp
Gln
Tyr
80

Gly
Ala
Thr
Lys
Ser
160
Phe

Ile

ASp



<211> 233

<212> PRT

Cz 307180 B6

<213> Staphylococcus sp.

<400> 7

Ser
1
Glu
Asn
Glu
Asnh
65
Lys
Ala
Leu
Leu
Thr
145
His
Gly
Thr

Leu

His
225

Glu
Leu
Gliu
Asn
50

Asp
Gly
Gly
His
Trp
130
Ser
Tyr
Lys
val
Lau

210

Ile

Lys
Glin
Lys
33

Thr
Leu
Lys
Gly
As

115
Tle
Lys
Leu
val
ser

195
Arg

Ser
Arg
20

Ala
Leu
Leu

LyS

Thr
100

p Asn

Asp
Lys
His
Gln
180

Tyr

Ile

Glu
5
Asnh
Ile
Ley
val
val
85
Pro
Asn
Gly
Glu
Gly
165
Arg

Asp

Tyr

Asp Leu Tyr

Glu
Ala
Thr
Phe
Asp
70

Asp
Asnh
Arg
Lys
val
150
Lys
Gly
Leu

Arg

Leu
230

Ile
Leu
Glu
Lys
55

Leu
Lau
Lys
Leu
Gln
135
Thr
Phe
Leu
Phe
ASp
215

Tyr

Asn
ser
Asn
40
Gly
Gly
Tyr
Thr
Thr
120
Thr
val
Gly
Ile
Asp
200

Asn

Thr

Glu
Asnh
25

Lys
Phe
sSer
Gly
Ala
105
Glu
Thr
Glin
Leu
val
185

Ala

Lys

Thr

Lys
10

Leu
Glu
Phe
Lys
Ala
90

Cys
Glu
val
Glu
TYr
170
Phe

Gin

Thr

Asp
Arg
Ser
Thr
Asp
75

Tyr
Met
Lys
Pro
Leu
155
Asn
His
Gly

Ile

Leu
Gln
Asp
Gly
60

Ala
Tyr
Tyr
Lys
Ile
140
Asp
Ser
Ser

Gln

Asn
220

Arg Lys

Ile Tyr
30

Asp Gln

45

His Pro

Thr Asn

Gly Tyr

Gly Gly

110

val Pro
125

Asp Lys
Leu GIn

Asp Ser

Ser Glu
190

Tyr Pro
205

ser Glu

Lys Ser
15

Tyr Tyr
phe Leu
Trp Tyr
Lys Tyr
80
GIn Cys
95
val Thr
Ile Asn
val Lys
Ala Ar

16
Phe Gly
175 '
Gly ser
Asp Thr

Asn Leu
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35

40

45

50
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PATENTOVE NAROKY
1. Konjugat obsahujici bakteridlni superantigen a protildtkovou skupinu, v némZ superanti-
genem je stafylokokovy enterotoxin E (SEE), vyznaéujici se tim, 7e aminokyselinova sekvence
superantigenu obsahuje regiony A az E, pficemz region A je vazebné misto receptoru T —
lymfocytu — TCR a urCuje vazbu na TCR, a regiony B az E uréuji vazbu na hlavni histokom-
patibilni komplex — MHC molekuly t¥idy I,

kde nahrady dale uvedenych aminokyselinovych zbytki jsou zavedeny do regionu C: K79E,
K81E, K83S, K84S a

kde nahrady dale uvedenych aminokyselinovych zbytki jsou zavedeny do regionu A: R20G,
N2IT, S24G, R27K, a kde je nebo jsou nahrazeny popiipadé také aminokyseliny v poloze 173
a/nebo v poloze 204 v regionu A, a

kde nahrada D227S (nebo A) je zavedena do regionu E, a

kde je nebo jsou dale nahrazen(y) jeden nebo vice aminokyselinovych zbytkii v pozicich 34, 35,
39, 40, 41, 42, 44, 45 a 49 v regionu B a/nebo v pozicich 74, 75, 78 v regionu C a/nebo v pozi-
cich 187, 188, 189, 190 v regionu D a/nebo v pozicich 217, 220, 222, 223,225 v regionu E,

tak, Ze substituovany superantigen ma redukovanou séroreaktivitu ve srovnani se superantige-
nem, od kterého byl odvozen,

a kde protilatkovou skupinou je kompletni protilatka nebo jakykoliv jiny aktivni fragment proti-
latky vazici antigen, ktery je namifen proti povrchové struktufe asociované s nadorovou buiikou.

2. Konjugat podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze superantigen ma aminokyselinovou
sekvenci uvedenou v SEQ ID NO: 2 (SEA/E-120).

3. Konjugat podle jakéhokoliv z piedchozich narokii, vyznadujici se tim, ze protilatkovou
skupinou je fragment Fab.

4. Konjugat podle naroku 3, vyznaéujici se tim, Ze protilatkovou skupinou je C215Fab.
5. Konjugat podle naroku 3, vyznacujici se tim, e protilatkovou skupinou je 5T4Fab.

6. Konjugat podle naroku I, vyznaéujici se tim, 7¢ ma aminokyselinovou sekvenci uvedenou
v SEQ ID NO: 1.

7. Konjugat podle jakéhokoliv z piedchozich narokd, pro pouziti v 1é¢bé zhoubnych nador.
8. Konjugat podle naroku 7. vyznadujici se tim, 7e zhoubny nador je vybran ze skupiny
zahrnujici karcinom plic, prsu, tlustého stieva, ledvin, slinivky bfisni, vaje¢nika, zaludku, &ipku

delozniho a prostaty.

9.  Pouziti konjugatu podle jakéhokoliv z piedchozich narokd 1 az 6, pro vyrobu lIéciva pro
lécbu zhoubnych nadord.

10. Pouziti podle naroku 9, kde 1é¢ivo je uréeno pro intravendzni podavani.

11. Farmaceuticky prostfedek, vyznadujici se tim, Ze obsahuje, jako aktivni slozku,
terapeuticky Gc¢inné mnozstvi konjugatu podle jakéhokoliv z naroki 1 a7 6.

11 vykrest
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