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Protilatkova molekula, spdsob jej pripravy, farmaceuticky prostriedok s jej obsahom

a jej pouzitie, nukleova kyselina, rekombinantny DNA vektor a hostitel

Oblast techniky

PredloZeny vynalez spada do oblasti onkologie. Vynalez sa tyka protilatok
s definovanou sekvenciou, ktoré st Specifické pre epitop kédovany variantovym
exonom v6 CD44 génu, aderivitov uvedenej protilatky. Vynalez poskytuje aj
nukleokyselinové molekuly kodujice uvedené protilatkové proteiny. Vynalez sa
dalej tyka spdsobov produkcie uvedenych protilatkovych proteinov. Vynalez
poskytuje aj farmaceutické prostriedky obsahujice uvedené protilatkové proteiny.
Vynalez sa dalej tyka pouZitia protilatkovych proteinov na vyrobu lie¢iva na lieGenie
rakoviny.

Doteraj$i stav techniky

Nedavno sa ukazalo, Ze expresia variantov povrchového glykoproteinu CD44
je nevyhnutna a postadujuca na spdsobenie takzvaného metastatického spravania
sa potkanej pankreatickej adenokarcinémovej bunkovej linie, ktora nevytvara
metastazy, ako aj potkanej fibrosarkémovej bukovej linie, ktora nevytvara metastazy
(Glnthert a dalsi, 1991). Hoci najmensia CD44 izoforma, §tandardna forma CD44s
(alebo CD44std) sa exprimuje v8ade, v réznych tkanivach vratane epitelialnych
buniek, urcité CD44 zostrihové varianty (CD44v, CD44var) sa exprimuju len
v podskupine epitelidlnych buniek. CD44 varianty sa generuji alternativnym
zostrihom spbsobom, pri ktorom st sekvencie desiatich exénov (v1-v10) Uplne
odstranené z CD44s, ale mdZu sa objavit vo vaésich variantoch v rozliénych
kombinaciach (Screaton a dalsi, 1992; Télg a dal$i, 1993; Hofmann a dalsi, 1991).
Varianty sa liSia v tom, Ze rozne aminokyselinové sekvencie st zadlenené v uréitom
mieste extracelularnej Casti proteinu. Takéto varianty sa méZu detegovat v réznych
huméannych nadorovych bunkéach, ako aj v ludskom nadorovom tkanive. TakZe sa
nedavno skumala expresia CD44 variantov v priebehu kolorektalnej karcinogenézy
(Heider a dalsi, 1993a). Expresia CD44 variantov absentuje v normalnom fudskom
epiteli hrubého ¢&reva, alen slabd expresia je detegovatefna v proliferujdcich
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bunkach krypt. V neskorSich §tadiach nadorovej progresie, napr. pri adeno-
karcinomoch, vdetky malignity exprimuji CD44 varianty. Tkanivova expresia
variantového CD44 vo vysokej hladine bola dokazana aj v agresivnych, inych ako
Hodgkinovych lymfémoch (Koopman a dalsi, 1993).

Exdén v6 sa javi ako hrajuci $pecialnu Glohu najma v priebehu rozSirovania
metastaz (Rudy a dal$i, 1993). Na zvieracom modeli mohli protilatky proti v6
$pecifickym epitopom zabranit usadeniu metastatickych buniek a rastu metastaz
(Seiter adalsi, 1993). V karcindbmoch hrubého ¢reva, v6 expresia koreluje
s nadorovou progresiou (Wielenga a dal$i, 1993). Pri ¢revnych karcinémoch je v6
expresia dolezitym diagnostickym markerom na rozliSovanie nadorov ¢revného typu
od nadorov difizneho typu (Heider a dalsi, 1993b). V druhych dvoch publikaciach
bola v6 expresia determinovana pouzitim protilatok proti v6 Specifickym epitopom.

KedZe sa ukazalo, 2e CD44v6 je antigén spojeny s nadorom s priaznivym
expresnym vzorcom v [udskych nadoroch a v normalnych tkanivach (Heider a dalsi,
1995; Heider adalsi, 1996), bol predmetom diagnostickych a terapeutickych
pristupov zaloZzenych na protilatke (Heider a dal$i, 1996; WO 95/33771; WO
97/21104).

Jednym vaZnym problémom, ktory vznika, ked sa pouZivaju nehumanne
protilatky na aplikacie fudom, je ten, Zze sa rychlo vyvolava fudska anti-nehumanna
reakcia, ktora znizuje G&innost protilatky u pacientov a znemozriuje pokracovanie
v podavani. Na prekonanie tohto problému boli v oblasti vyvinuté koncepty
,humanizacie“ nehumannych protilatok. V prvom pristupe bol pokus dosiahnut
humanizaciu nehumannych protilatok kontrukciou nehumannych/humannych
chimérnych protilatok, v ktorom sa nehuménne variabilné oblasti spajali
s humannymi konstantnymi oblastami (Boulianne G. L., Hozumi N. a Shulman, M.J.
(1984) Production of functional chimeric mouse/human antibody Nature 312: 643).
Takto generované chimérne protilatky si zachovavali vazobnl $pecificitu a afinitu
povodnej nehumanne] protilatky. AvSak chimérne protilatky, hoci si vyznamne
lepsie ako mysSacie protilatky, edte mézu vyvolat anti-chimérnu reakciu u fudi
(LoBuglio A.F., Wheeler R. H., Trang J., Haynes A., Rogers K., Harvey E. B., Sun
L., Ghrayeb J. a Khazaeli M. B. (1989) Mouse/human chimeric monoclonal antibody

in man: Kinetics and immune response. Proc. Natl. Acad. Sci. 86: 4220). Tento
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pristup bol vylep$ovany dal$im znizovanim mnozstva nehumannych sekvencii
zaStepovanim komplementaritu determinujucich oblasti (CDRs) z nehuméannych
variabiinych oblasti do humannych variabilnych oblasti, a potom spajanim tychto
.pretvarovanych fudskych® variabilnych oblasti s fudskymi konStantnymi oblastami
(Riechmann L., Clark M., Waldmann H. a Winter G. (1988) Reshaping human
antibodies for therapy. Nature 332: 323). CDR-zastepované alebo pretvarované
ludské protilatky obsahuja malo alebo ziadne proteinové sekvencie, ktoré mézu byt
identifikované ako izolované z mySacich protilatok. Hoci protilatky humanizované
prostrednictvom CDR-zastepovania eSte mézu byt schopné vyvolat nejaké imunitné
reakcie, ako napriklad anti-alotypovii alebo anti-idiotypovi reakciu, ake sh
pozorované aj pri prirodzenych fudskych protilatkach, CDR-zaStepovana protilatka
bude vyznamne menej imunogénna ako mysSacia protilatka, ¢o umozriuje dlhSie
lieCenie pacientov.

AvSak coskoro vy$lo najavo, Ze len samotné CDR-zaStepovanie nevedie
k protilatkam s dostato¢nou vazobnou afinitou. CDR-zaStepované protilatky maja
relativne slabé vazobné charakteristiky v porovnani sich rodi¢ovskymi
nehumannymi protilatkami, pretoze nie len aminokyseliny vo vnutri CDRs sa
podielajd na viazani antigénu, ale aj iné. Preto nie st CDR-zaStepované protilatky
so slabou vazobnou afinitou povazované za uZzitoéné na terapiu. Preto sa robili
pokusy vytvorit protilatky, ktoré spajaju nizku imunogénnost CDR-za3tepovanych
protilatok s dobrymi vazobnymi vlastnostami nehumannych rodi¢ovskych protilatok.
Vyvinul sa koncept, podla ktorého sa okrem CDR-za$tepovania musi zachovat
jedna az niekolko aminokyselin hlodav€ieho pévodu v humanizovanej kostrovej
oblasti, aby sa zachovala vazobna afinita (Queen a dalsi, (1989) Proc. Natl. Acad.
Sci. 86: 10029-10033).

Kvéli vysokej potencialnej prospesnosti, ktoré by takeéto protilatky mohli mat
v diagnostike a terapii, existuje potreba protilatok so zlepSenymi vlastnostami, ktoré
sU vhodné na lie€enie fudskej rakoviny.

Zakladnym problémom predloZeného vynalezu bolo poskytnat protilatku
s vyznamne lep§imi viastnostami v porovnani so znamymi CD44v6 $pecifickymi

protilatkami.



Podstata vynalezu

Vys§Sie opisany technicky problém je rieSeny uskutoCneniami charakteri-
zovanymi v narokoch a opise. Vys$Sie uvedené nevyhody v stave techniky su
prekonané prostrednictvom narokov a opisu prediozeného vynalezu.

Aby sa vyriesili problémy uvedené vyssie, pévodcovia predloZzeného vynalezu
navrhli a generovali CD44v6 $pecifickd humanizovant protilatku oznaCenu ako
BIWAS, ktora je aj CDR-zaStepovana, a ma aj mutovanu kostru, a ma aj nizku
imunogénnost kombinovanu s vysokou afinitou.

AvSak poévodcovia boli tiez schopni vytvorit protilatku s eSte lepSou
terapeutickou prospesnostou, nazyvani BIWA4. | ked ma tato protilatka mensiu
vazobnu afinitu v porovnani s BIWAS, prekvapujuco vykazuje ovela priaznivejsiu
biologicku distriblciu a prijem nadorom, ked sa podava in vivo.

PredloZzeny vynalez spada do oblasti onkologie. Vynalez sa tyka protilatok
s definovanou sekvenciou, ktoré su $pecifické pre epitop kdédovany variantovym
exénom v6 CD44 génu, aderivatov uvedenej protilatky. Vynalez poskytuje aj
nukleokyselinové molekuly koédujice uvedené protilatkové proteiny. Vynalez sa
dalej tyka spésobov produkcie uvedenych protilatkovych proteinov. Vynalez
poskytuje aj farmaceutické prostriedky obsahujuce uvedené protilatkové proteiny.
Vynalez sa dalej tyka pouzitia protilatkovych proteinov na vyrobu lieku na lieCenie

rakoviny.

Opis vyhodnych uskutoéneni vynalezu

Pred uskutoéneniami podla predloZzeného vynalezu sa musi poznamenat, ze
tak ako sa pouzivaji tu a v pripojenych narokoch, jednotné Cislo zahfia mnozné
Cislo, ak zkontextu jasne nevyplyva opak. Takze napriklad odvolanie sa na
.protilatku“ zahfia mnozstvo takychto protilatok, odvolanie sa na ,bunku® je
odvolanim sa na jednu alebo viacero buniek aich ekvivalentov znamych
priemernym odbornikom v oblasti a podobne. Ak nie st definované inak, vSetky, tu
pouzivané, technické a vedecké vyrazy maju rovnaké vyznamy, ako su bezné
chapané priemernym odbornikom oblasti, do ktorej tento vynalez spada. Hoci

akékolvek metddy a materidly podobné alebo ekvivalentné s tymi, ktoré su tu
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opisané, mézu byt pouzZité na uskuto€niovanie alebo testovanie predloZzeného
vynalezu, budl teraz opisané vyhodné metédy, zariadenia a materialy. VSetky tu
uvedené publikacie si tu zaclenené prostrednictvom ich referencie za Ucelom
opisania a uvedenia bunkovych linii, vektorov a metodoldgii zverejnenych v tychto
publikaciach, ktoré by mohli byt pouzité v stvislosti s vynalezom. Ni¢, ¢o je tu
uvedené, sa nema povazovat za pripustenie toho, ze vynalez narokuje skutoénost
znamu z iného, skorsieho vynalezu.

Vyrazy ,protilatkova molekula“ alebo ,protilatkovy protein“ alebo ,protilatka“,
tak ako su tu pouzivané, sa maji povazovat za ekvivalent.

Pod ,komplementaritu determinujdcimi oblastami monoklonalnej protilatky®
sa rozumeju také aminokyselinové sekvencie, ktoré sa podiefaju na Specifickom
viazani antigénu podfa Kabata (Kabat E. A., Wu T. T., Perry H. M., Gottesman K. S.
a Foeller C. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest (5. vyd.). NIH
publikaéné ¢. 91-3242. U.S. Department of Health and Human Services, Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD) v savislosti s Chotia
a Lesk (Chothia a Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196: 901-917).

Tak ako sa pouziva tu, vyraz ,kostrové modifikacie“ oznaluje vymenu,
deléciu alebo pridanie jednej alebo viacerych aminokyselin do variabilnych oblasti
obklopujicich  jednotlivé komplementaritu determinujice oblasti. Kostrové
modifikdcie mézu mat vplyv na imunogénnost, produktivitu alebo vazobnud
$pecificitu protilatkového proteinu.

Podstatou vynalezu je teda protilatkova molekula obsahujuca variabilnt
oblast tazkého retazca, ako je charakterizovana aminokyselinovou sekvenciou ako
je definovana v sekv. €. 1, alebo jej fragment, alelicky variant, funkény variant,
glykozyladny variant, fuzovani molekulu alebo chemicky derivat. Obe protilatky
BIWA4 aBIWA8 obsahuja variabilnd oblast tazkého retazca, ako je
charakterizovana v aminokyselinovej sekvencii €. 1.

.Fragment‘ podfa vynalezu je krat$ia protilatkova molekula, tzn. akakolvek
polypeptidova podskupina, charakteristicka tym, Ze je kédovana kratSou nukleo-
kyselinovou molekulou ako je ta opisana niZ$ie, avSak este si zachovava svoju

protilatkovl vazobnu aktivitu.
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.Funkény variant* protilatkovej molekuly podfa vynalezu je protilatkova
molekula, ktord ma biologickt aktivitu (bud funkénu alebo Strukturalnu), ktora je
v podstate podobna s protilatkovou molekulou podfa vynalezu, tzn. ma v podstate
podobnu substratovi $pecificitu alebo podobné Stiepenie substratu. Vyraz ,funkCny
variant" zahfa aj ,fragment", ,alelicky variant”, ,funkény variant®, variant zalozeny
na degenerovanosti nukleokyselinového kodu“ alebo ,chemické derivaty”. Takyto
Jfunk&ny variant* napr. moze niest jednu alebo niekolko bodovych mutécii, jednu
alebo niekolko nukleokyselinovych vymen, delécii alebo inzercii alebo jednu alebo
niekofko aminokyselinovych vymen, delécii alebo inzercii. Uvedeny funkZny variant
si eSte zachovava svoju biologicku aktivitu, ako napriklad protilatkovu vézobnu
aktivitu, aspori ¢iastocne alebo ma aj zlepsenu uvedena biologicku aktivitu.

JFunkény variant“ protilatkovej molekuly podla vyndlezu je protilatkova
molekula, ktora ma biologicku aktivitu (bud' funkénl alebo S$trukturalnu), ktora je
v podstate podobna s protilatkovou molekulou podla vynalezu, tzn. v podstate
podobnu vazobn( aktivitu vodi cielovej molekule. Vyraz funkény variant® zahina aj
JSfragment, ,alelicky variant', funkény variant’, ,variant zalozeny na
degenerovanosti nukleokyselinového kédu* alebo ,chemické derivaty”.

LAlelicky variant” je variant spdsobeny alelickou odchylkou, tzn. rozdielmi
v dvoch alelach u fudi. Takyto variant si e§te zachovava svoju biologicku aktivitu,
ako napriklad protilatkovu ciefovd vazobnu aktivitu, aspon Ciastoéne, alebo je tato
biologicka aktivita aj zlepSena.

.Variant zaloZzeny na degenerovanosti genetického kodu“ je variant
spbsobeny skutoénostou, Ze urdita aminokyselina mbze byt kédovana niekofkymi
odlisnymi nukleotidovymi tripletmi. Takyto variant si eSte zachovava svoju biologickd
aktivitu, ako napriklad protilatkovu cielov vazobn( aktivitu, aspon &iastocne, alebo
je tato biologicka aktivita aj zlepSena.

,Fuzovand molekula® modze byt protildtkovA molekula podla vynalezu
faGzovana napr. s reportérom, ako napriklad radioaktivnou znackou, chemickou
molekulou, ako napriklad toxinom, alebo fluorescen¢nou znackou, alebo
akoukolvek inou molekulou znamou v oblasti.

Tak ako sa pouZiva tu, ,chemicky derivat" podfa vynalezu je protilatkova

molekula podla vynalezu chemicky modifikovana alebo obsahujica dalSie chemicke
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skupiny, ktoré normalne nie su ¢astou molekuly. Takéto skupiny mézu zlepSovat
aktivitu molekuly, ako napriklad destrukciu ciefa (napr. zabijanie nadorovych
buniek), alebo mézu zlepSovat jej rozpustnost, absorpciu, biologicky polCas
rozpadu, atd.

Pri mnohych pouzitiach protilatok podla vynalezu je Zelatelné mat Co
najmensie mozné antigén viazuce, tzn. CD44v6-viaZzuce jednotky. Preto je vinom
vyhodnom uskutocneni protilatkovy protein podla vynalezu Fab fragment (viazanie
antigénového fragmentu = Fab). Tieto CD44v6-Specifické protilatkové proteiny
podla vynalezu pozostavaja z variabilnych oblasti oboch retazcov, ktoré si spolu
drzané prifahlou konstantnou oblastou. M6Zu byt vytvorené Stiepenim s protedzou,
napr. s papainom, z beznych protilatok, alebo podobné Fab fragmenty m6zu byt
vyrobené v priemernom ¢ase aj genetickym inzinierstvom. Vinom vyhodnom
uskuto¢neni je protilatkovym proteinom podfia vynalezu F(ab'), fragment, ktory méze
byt pripraveny proteolytickym Stiepenim s pepsinom.

Pouzitim metéd genetického inZinierstva je mozné vyprodukovat skratené
protilatkové fragmenty, ktoré pozostavaji len z variabilnych oblasti tazkého (VH)
a lahkeého retazca (VL). Tieto sa oznacuju ako Fv fragmenty (variabilny fragment =
fragment variabilnej ¢asti). V inom vyhodnom uskutoéneni je CD44v6-Specifickou
protilatkovou molekulou podla vynalezu takyto Fv fragment. Kedze tymto Fv-
fragmentom chyba kovalentné viazanie dvoch retazcov prostrednictvom cysteinov
konstantnych retazcov, Fv fragmenty sa casto stabilizuju. Je vyhodné spajat
variabilné oblasti tazkého a fahkého retazca kratkym peptidovym fragmentom, napr.
10 az 30 aminokyselinami. Vyhodne 15 aminokyselinami. Tymto sp6sobom sa ziska
jediné peptidové vldkno pozostavajice zVH aVL, spojenych peptidovym
spojovnikom. Protilatkovy protein tohto druhu je znamy ako jédnoret’azcovj’/ Fv
(scFv). Priklady scFv protilatkovych proteinov tohto druhu zname z doterajSieho
stavu techniky su opisané v Huston a dal$i (1988, PNAS 16: 5879-5883). Preto
vinom vyhodnom uskutoéneni je CD44v6 S$pecifickym protilatkovym proteinom
podla vynalezu jednoretazcovy Fv protein (scFv).

V poslednych rokoch sa vyvinuli rézne stratégie na pripravu scFv vo forme
multimérnych derivatov. Cielom je, aby to viedlo najma krekombinantnym

protilatkam so zlepSenymi farmakokinetickymi a biodistribu¢nymi viastnostami, ako
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aj so zvySenou vazobnou aviditou. Aby sa dosiahla multimerizacia scFv, pripravili sa
scFv ako fazované proteiny s multimerizaénymi doménami. Multimerizanymi
doménami mézu byt napr. CD3 oblast IgG alebo zavitnicova Struktara (helix
Struktary), ako napriklad leucinové zipsové (leucin-zipper) domény. AvSak existuju
aj stratégie, pri ktorych sa interakcie medzi VH/VL oblastami scFv pouzivaju na
multimerizaciu (napr. di-, tri- a pentaprotilatky). Preto v inom vyhodnom uskuto¢neni
je protilatkovym proteinom podla vynalezu CD44v6-Specificky diabody protilatkovy
fragment. Pod diabody priemerny odbornik rozumie bivalentny homodimérny scFv
derivat (Hu adalsi, 1996, PNAS 16: 5879-5883). Skratenie spojovnika v scFv
molekule na 5 az 10 aminokyselin vedie k vytvaraniu homodimérov, v ktorych sa
uskutoCnuje medziretazcové VH/VL prikryvanie. Diabody moézu byt dale;
stabilizované zaclenenim disulfidovych mostikov. Priklady diabody protilatkovych
proteinov z doterajSieho stavu techniky je mozné najst v Perisic a dalsi (1994,
Structure 2: 1217-1226).

Pod minibody priemerny odbornik rozumie bivalentny, homodimérny sckFv
derivat. Pozostava zflzovaného proteinu, ktory obsahuje CH3 oblast imuno-
globulinu, vyhodne IgG, najvyhodnejsie 1gG1, ako dimerizaéni oblast, ktora je
spojena s scFv prostrednictvom klbovej oblasti (napr. aj z1gG1) a spojovnikove;
oblasti. Disulfidové mostiky v kibovej oblasti su vytvarané povadésine vo vysSich
bunkach a nie v prokaryotoch. Vinom vyhodnom uskutoéneni je protilatkovym
proteinom podlfa vynalezu CD44v6-Specificky minibody protilatkovy fragment.
Priklady minibody protilatkovych proteinov z doterajSieho stavu techniky je mozné
najst v Hu a dal$i (1996, Cancer Res. 56; 3055-61).

Pod triabody priemerny odbornik v oblasti rozumie trivalentny homotrimérny
scFv derivat (Kortt a dal$i, 1997 Protein Engineering 10: 423-433). ScFv derivaty v,
ktorych st VH-VL flzované priamo bez spojovnikovej sekvencie, vedu k vytvoreniu
trimérov.

Priemerny odbornik v oblasti bude oboznameny aj s takzvanymi mini-
protilatkami, ktoré maju bi-, tri- alebo tetravalentn( $trukturu a st odvodené od sckFv.
Multimerizacia sa uskutoCiiuje prostrednictvom di-, tri- alebo tetramérnych
zavitnicovych Struktar (Pack a dai$i, 1993 Biotechnology 11, 1271-1277; Lovejcy
a dalsi, 1993 Science 259: 1288-129; Pack a dalsi, 1995 J. Mol. Biol. 246: 28-34).



-9-

Preto vo vyhodnom uskutoéneni je protilatkovym proteinom podla vynalezu
CD44v6-3pecifickd multimerizovana molekula zalozena na vy$Sie uvedenych
protilatkovych fragmentoch, ktord moéze byt napriklad triabody, tetravalentna
miniprotilatka alebo pentabody.

Vo vyhodnejSom uskutoéneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly, kde
variabilna oblast tazkého retazca pozostava z aminokyselin, ako su charakteri-
zované aminokyselinovou sekvenciou €. 1.

Vinom vyhodnom uskutoéneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly
obsahujucej variabilnd oblast fahkého retazca ako je charakterizovana amino-
kyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. €. 2, alebo jej fragment, alelicky
variant, funkény variant, glykozylaény variant, fGzovani molekulu alebo chemicky
derivat. Protilatka BIWA4, tak ako sa pouziva tu, obsahuje variabiln oblast fahkého
retazca, ako je definovana v aminokyselinovej sekvencii €. 2.

V inom vyhodnejSom uskutoéneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly, kde
variabilna oblast [ahkého retazca pozostava zaminokyselin ako su
charakterizované aminokyselinovou sekvenciou €. 2.

Vinom vyhodnom uskutoéneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly
obsahujlcej variabilni oblast lahkého retazca ako je charakterizovana amino-
kyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. &. 3, alebo jej fragment, alelicky
variant, funkény variant, glykozylaény variant, fGzovani molekulu alebo chemicky
derivat. Protilatka BIWAS8 obsahuje variabilni oblast ahkého retazca, ako je
definovanéa v aminokyselinovej sekvencii €. 3.

V inom vyhodnejSom uskuto¢neni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly, kde
variabilnd oblast lahkého retazca pozostadva zaminokyselin ako su
charakterizované aminokyselinovou sekvenciou &. 3.

V inom, vyhodnejSom uskutoéneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly
podla vynalezu, ktora obsahuje variabilni oblast tazkého retazca ako je
charakterizovana aminokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. €. 1
a ktord obsahuje variabilni oblast fahkého retazca ako je charakterizovana
aminokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekvencii €. 2, alebo jej fragment,
alelicky variant, funkény variant, glykozylaény variant, fuzovanti molekulu alebo

chemicky derivat. Protilatka BIWA4 obsahuje variabilni oblast tazkého retazca ako
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je charakterizovana v aminokyselinovej sekvencii ¢. 1 a variabilnG oblast lahkého
retazca ako je definovana v aminokyselinovej sekvencii €. 2.

V najvyhodnej$om uskutoéneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly podia
vynalezu, kde variabilna oblast tazkého retazca pozostava z aminokyselin ako st
charakterizované amiokyselinovou sekvenciou €. 1 a kde variabilna oblast fahkého
retazca pozostava z aminokyselin ako s0 charakterizované aminokyselinovou
sekvenciou €. 2.

Vinom, vyhodnejSom uskutoneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly
podia vynalezu, ktora obsahuje variabilni oblast tazkého retazca ako je
charakterizovana aminokyselinovou sekvenciou ako je definovana vsekv. ¢. 1
a ktora obsahuje variabiln( oblast lahkého retazca ako je charakterizovana amino-
kyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekvencii €. 3, alebo jej fragment,
alelicky variant, funkény variant, glykozylaény variant, fzovani molekulu alebo
chemicky derivat. Protilatka BIWAS8 obsahuje variabilnt oblast tazkého retazca ako
je charakterizovana v aminokyselinovej sekvencii ¢. 1 a variabilnt oblast lahkého
retazca ako je definovana v aminokyselinovej sekvencii €. 3.

V inom najvyhodnejSom uskuto¢neni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly
podla vynalezu, kde variabilna oblast tazkého retazca pozostava z aminokyselin
ako sl charakterizované amiokyselinovou sekvenciou ¢. 1 a kde variabilna oblast
lahkého retazca pozostava zaminokyselin ako suU charakterizované amino-
kyselinovou sekvenciou ¢&. 3.

V inom vyhodnom uskutoéneni sa vynélez tyka protilatkovej molekuly, ktora
obsahuje variabilni oblast tazkého retazca kddovani nukleokyselinovou
sekvenciou ako je definovena v sekv. ¢. 4, alebo jej fragment, alelicky variant,
funkény variant, variant zaloZzeny na degenerovanosti nukleokyselinového kodu,
fzovani molekula alebo chemicky derivat. Obe protilatky BIWA4 a BIWAS
obsahuju variabilni  oblast tazkého retazca ako je charakterizovana
v nukleokyselinovej sekvencii €. 4.

V inom vyhodnej$om uskuto&neni, sa vynalez tyka protilatkovej molekuly, kde
variabilna oblast tazkého retazca je kddovana nukleokyselinovou sekvenciou, ako

je definovana v sekv. €. 4.
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V inom vyhodnom uskutoCneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly, ktora
obsahuje variabilnG oblast [lahkého retazca kédovanu nukleokyselinovou
sekvenciou ako je definovana v sekv. ¢. 5, alebo jej fragment, alelicky variant,
funkCny variant, variant zaloZzeny na degenerovanosti nukleokyselinového kodu,
fuzovanu molekula alebo chemicky derivat. Protilatka BIWA4, ako sa pouziva tu,
obsahuje variabilni oblast fahkého retazca ako je definovana v nukleokyselinovej
sekvencii €. 5.

V inom vyhodnejSom uskuto¢neni, sa vynalez tyka protilatkovej molekuly, kde
variabilna oblast' lahkého retazca je k6dovana nukleokyselinovou sekvenciou, ako
je definovana v sekv. ¢. 5.

V inom vyhodnom uskuto¢neni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly, ktora
obsahuje variabilni oblast [ahkého retazca koédovani nukleokyselinovou
sekvenciou ako je definovana v sekv. €. 6, alebo jej fragment, alelicky variant,
funkény variant, variant zalozeny na degenerovanosti nukleokyselinového kodu,
fazovanu molekula alebo chemicky derivat. Protilatka BIWAS, ako sa pouZziva tu,
obsahuje variabilni oblast fahkého retazca ako je definovana v nukleokyselinovej
sekvencii €. 6.

V inom vyhodnej$om uskutoneni, sa vynalez tyka protilatkovej molekuly, kde
variabilna oblast lahkého retazca je kddovana nukleokyselinovou sekvenciou, ako
je definovana v sekv. €. 6.

V inom, vyhodnejSom uskutoéneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly
podla vynalezu, ktora obsahuje variabilni oblast tazkého retazca kdédovant
nukleokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. €. 4 aktord obsahuje
variabilna oblast fahkého retazca kédovant nukleokyselinovou sekvenciou ako je
definovana v sekvehcii ¢. 5, alebo jej fragment, alelicky variant, funkény variant,
variant zalozeny na degenerovanosti nukleokyselinového kédu, fizovani molekulu
alebo chemicky derivat. Protilatka BIWA4 obsahuje variabilnG oblast tazkého
retazca ako je charakterizovana nukleokyselinovou sekvenciou €. 4 a variabilnd
oblast lahkého retazca ako je definovana v nukleokyselinovej sekvencii €. 5.

V najvyhodnejSom uskutoéneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly podla

vynalezu, kde variabilna oblast tazkého refazca je kédovana nukleokyselinovou
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sekvenciou ako je definovana v sekv. ¢&. 4 a kde variabilna oblast lahkého retazca je
kddovana nukleokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. ¢. 5.

V inom, vyhodnejsom uskutoéneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly
podla vynalezu, ktora obsahuje variabilnu oblast tazkého retazca kédovanu nukleo-
kyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. ¢. 4 a ktora obsahuje variabilnt
oblast fahkého retazca kddovani nukleokyselinovou sekvenciou ako je definovana
v sekvencii ¢. 6, alebo jej fragment, alelicky variant, funkény variant, variant
zalozeny na degenerovanosti nukleokyselinového kédu, fuzovani molekulu alebo
chemicky derivat. Protilatka BIWAS8 obsahuje variabilnd oblast tazkého retazca ako
je charakterizovana nukleokyselinovou sekvenciou €. 4 a variabilnu oblast fahkého
retazca ako je definovana v nukleokyselinovej sekvencii €. 6.

V najvyhodnejSom uskutocneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly podla
vynalezu, kde variabilna oblast tazkého retazca je kédovana nukleokyselinovou
sekvenciou ako je definovana v sekv. ¢. 4 a kde variabilna oblast lahkého retazca je
kddovana nukleokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. ¢. 6.

Na generovanie humanizovanych CD44v6-$pecifickych protilatkovych
proteinov sa opisané nukleokyselinové sekvencie (pozri nizSie a priklady)
exprimovali metédami molekularnej bioldgie znamymi v oblasti.

Variabilné oblasti protilatkovych proteinov podla predloZzeného vynalezu su
typicky spojené s aspon ¢astou imunoglobulinovej konstantnej oblasti (Fc), typicky
Castou [udského imunoglobulinu. DNA sekvencie [udskych konstantnych oblasti
mobzu byt izolované v stlade s dobre znamymi postupmi z réznych ludskych buniek,
ale vyhodne zimortalizovanych B buniek (pozri Kabat a dalsi, vysSie, a WO
87/02671). Takze protilatkové proteiny podla vynalezu mdzu obsahovat cell alebo
len Cast kon$tantnej oblasti, pokial sa tieto $pecificky viazu na CD44v6 antigén.
Volba typu a rozsahu konstantnej oblasti zavisi na tom, ¢i je poZadovana efektorova
funkcia podobna fixacii komplementu alebo na protilatke zavisla bunkova toxicita,
ana pozadovanych farmakologickych viastnostiach protilatkového proteinu.
Protilatkovy protein podfa vynalezu bude typicky tetramér pozostavajuci z dvoch
parov lahkych a tazkych retazcov, ale méze byt aj dimericky, tzn. pozostavajuci

z paru lahkého a tazkého retazca, napr. Fab alebo Fv fragment.
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Preto sa dalSie uskutoénenie vynalezu tyka protilatkovych proteinov podla
vynalezu, ktoré st charakteristické tym, Ze maju variabilnt fahka retazcovu oblast
a variabilnu tazku retazcovi oblast, zktorych je kazda spojena s ludskou
konstantnou oblastou. Konkrétne bola variabilna oblast' lahkého retazca spojena
s ludskou kappa kons$tantnou oblastou a variabilna oblast tazkého retazca bola
spojena s fudskou gamma-1 konstantnou oblastou. Pre priemerného odbornika
v oblasti sU dostupné aj iné konstantné oblasti na chimerizaciu fahkych a tazkych
retazcov.

Humanizacia variabilnej oblasti mySacej protilatky sa mozZe dosiahnut
vyuzitim spdsobov znamych v oblasti. EP 0239400 opisuje zastepovanie CDRs
my8acej variabilnej oblasti do kostry fudskej variabilnej oblasti. WO 90/07861
opisuje spdsoby retvarovania CDR-zastepenej variabilnej oblasti prostrednictvom
zavedenia dalSich kostrovych modifikacii. WO 92/11018 opisuje spésoby produkcie
humanizovaného Ig kombinujice donorové CDRs s akceptorovou kostrou, ktora ma
vysokd homolégiu s donorovou kostrou. WO 92/05274 opisuje pripravu protilatok
s mutovanou kostrou vychadzajicu z mySacej protilatky. Dal§imi dokumentmi
doterajSieho stavu techniky tykajucimi sa humanizacie mySacich monoklonalnych
protilatok s EP 0368684, EP 0438310, WO 92/07075 alebo WO 92/22653.

V inom vyhodnom uskutoéneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly podla
vynalezu, ktora je charakteristicka tym, ze kazda variabilna oblast lahkého retazca
a variabilna oblast tazkého retazca je separatne spojena s ludskou konstantnou
oblastou.

Vinom, vyhodnejSom uskuto¢neni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly
podfa vynalezu, kde [udskou konstantnou oblastou fahkého retazca je fudska
kappa konstantna oblast.

Vinom vyhodnejSom uskutoéneni sa vynalez tyka protilatkového proteinu
podfa vynalezu, kde ludskou konstantnou oblastou tazkého retazca je fudska IgG1
kon$tantna oblast.

Vyhodné su aj protilatky obsahujlice tazky retazec ako je charakterizovany
aminokyselinovou sekvenciou ¢. 7 alalebo fahky retazec ako je charakterizovany
aminokyselinovou sekvenciou €. 8 alebo ako je charakterizovany aminokyselinovou

sekvenciou &. 9.
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Takze inym dblezitym uskutocnenim je protilatkova molekula podla vynalezu,
ktora obsahuje tazky retazec ako je charakterizovany aminokyselinovou sekvenciou
ako je definovana vsekv. ¢ 7 akiorda obsahuje [lahky retazec ako je
charakterizovany aminokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. C. 8,
alebo jej fragment, alelicky variant, funkény variant, glykozylaény variant, fazovanu
molekulu alebo chemicky derivat. Protilatka BIWA4 obsahuje tazky retazec ako je
charakterizovany aminokyselinovou sekvenciou €. 7 a variabilni oblast fahkého
retazca ako je definovana v aminokyselinovej sekvencii €. 8.

V najvyhodnejSom uskutoCneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly podla
vynalezu, kde tazky retazec pozostava z aminokyselin ako sU charakterizované
aminokyselinovou sekvenciou ¢. 7 a kde lahky retazec pozostava z aminokyselin
ako su charakterizované aminokyselinovou sekvenciou €. 8. Protilatka BIWA4
pozostava zo sekvencii ako si uvedené v aminokyselinovej sekvencii ¢. 7 (tazky
refazec) a aminokyselinovej sekvencii ¢. 8 (lahky retazec). BIWA4 je CDR-
zaStepena protilatka bez kostrovych modifikacii. Prekvapujico ma tato protilatka,
napriek nizSej vazobnej afinite, vynikajlucu terapeutick( Gc¢innost, lepSiu biologicku
distriblciu a prijem nadorom v porovnani s protilatkou BIWAS8, ktora ma mutéacie
v kostre (pozri priklad). Je to humanizovana verzia protilatky VFF-18 (=BIWA1)
uvedenej vysSie, ktorda ma komplementaritu determinujuce oblasti z mySacej
monoklonalnej protilatky VFF-18 v Gplne humannej kostre, a humanne konstantné
oblasti. Je to preto protilatka s velmi nizkou imunogénnostou pre Cloveka, €o je
kladny znak. Avsak kedZe nema Ziadne mysacie kostrové zvy$ky na optimalizaciu
viazania antigénu, ma vyznamne niz8iu vazobn( afinitu voéi antigénu ako jej
rodiCovska protilatka VFF-18, a preto by nemala byt povazovana za dobrého
kandidata na terapeutické lieCivo. Neoakavane sa zistilo, Ze BIWA4, napriek jej
slabej vazobnej afinite, ma velmi pozitivnu biologicku distriblciu a prijem nadorom
in vivo, ¢o ju robi vynikajicou oproti inym humanizovanim verziam VFF-18 s vySSou
vazobnou afinitou.

Inym doélezitym uskutoénenim je protilatkova molekula podla vynalezu, ktora
obsahuje tazky retazec ako je charakterizovany aminokyselinovou sekvenciou ako
je definovana v sekv. &. 7 a ktora obsahuje lahky retazec ako je charakterizovany

aminokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. ¢. 9, alebo jej fragment,
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alelicky variant, funkény variant, glykozylaény variant, fuzovanid molekulu alebo
chemicky derivat. Protilatka BIWAS8 obsahuje tazky retazec ako je charakterizovany
v aminokyselinove] sekvencii ¢. 7 a variabilni oblast lahkého retazca ako je
definovana v aminokyselinovej sekvencii €. 9.

V najvyhodnej$om uskutocneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly podfa
vynalezu, kde tazky retazec pozostdva z aminokyselin ako su charakterizovane
aminokyselinovou sekvenciou ¢. 7 a kde fahky retazec pozostava z aminokyselin
ako su charakterizované aminokyselinovou sekvenciou &. 9. Protilatka BIWAS
pozostava zo sekvencii uvedenych v aminokyselinovej sekvencii & 7 (tazky
refazec) a aminokyselinovej sekvencii ¢. 9 (lahky retazec). BIWA 8 je CDR-
zastepena protilétka s kostrovymi modifikaciami. Tato protilatka ma vyznamne
vy3Siu vazobnu afinitu ako BIWA4 (pozri priklad).

Vyhodné su aj protilatky, ktoré obsahuju tazky retazec ako je kddovany
nukleokyselinovou sekvenciou ¢. 10 a/alebo fahky retazec ako je charakterizovany
nukleokyselinovou sekvenciou ¢. 11 alebo ako je charakterizovany nukleo-
kyselinovou sekvenciou ¢. 12. Uvedené sekvencie zahffiaji netranslatované
sekvencie avedlcu sekvenciu ako st klonované vo vektore pAD-CMV1/pAD-
CMV19.

Preto inym délezitym uskutonenim je protilatkova molekula podfa vynalezu,
ktora obsahuje tazky retazec ako je kddovany nukleokyselinovou sekvenciou ako je
definovana v sekv. ¢. 10 a ktora obsahuje lahky retfazec ako je charakterizovany
nukleokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. €. 11 alebo jej fragment,
alelicky variant, funkény variant, variant zalozeny na degenerovanosti nukleo-
kyselinového kodu, fazovana molekula alebo chemicky derivat. Protilatka BIWA4
obsahuje tazky retazec ako je kddovany nukleokyselinovou sekvenciou ¢. 10
a variabiln( oblast fahkého ret’azcé ako je kédovana nukleokyselinovou sekvenciou
¢. 1.

V najvyhodnejSom uskutoéneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly podra
vynalezu, kde tazky retazec je kddovany nukleokyselinovou sekvenciou €. 10 a kde
fahky retfazec je kédovany nukleokyselinovou sekvenciou €. 11.

Inym dblezitym uskutoénenim je protilatkova molekula podfa vynélezu, ktora

obsahuje tazky retazec ako je kédovany nukleokyselinovou sekvenciou ako je
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definovana v sekv. ¢. 10 a ktora obsahuje lahky retazec ako je charakterizovany
nukleokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. €. 12 alebo jej fragment,
alelicky variant, funkény variant, variant zaloZzeny na degenerovanosti nukleo-
kyselinového kodu, fazovana molekula alebo chemicky derivat. Protilatka BIWAS8
obsahuje tazky retazec ako je kdédovany nukleokyselinovou sekvenciou €. 10
a variabilnd oblast fahkého retazca ako je kdédovana nukleokyselinovou sekvenciou
¢. 12.

V najvyhodnejSom uskutoéneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly podla
vynalezu, kde tazky retazec je kddovany nukleokyselinovou sekvenciou €. 10 a kde
lahky retazec je kddovany nukleokyselinovou sekvenciou ¢. 12.

Vyhodné sG aj protilatky obsahujuce tazky retazec ako je kddovany
nukleokyselinovou sekvenciou €. 13 a/alebo ahky retazec ako je charakterizovany
nukleokyselinovou sekvenciou ¢. 14 alebo ako je charakterizovany nukleo-
kyselinovou sekvenciou ¢. 15. Uvedené sekvencie zahfiaju veducu sekvenciu ako
je kionovana vo vektore N5SKG1val.

Preto inym délezitym uskuto¢nenim je protilatkova molekula podfa vynalezu,
ktora obsahuje tazky retazec ako je kddovany nukleokyselinovou sekvenciou ako je
definovana v sekv. ¢. 13 a ktora obsahuje lahky retazec ako je charakterizovany
nukleokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. ¢. 14 alebo jej fragment,
alelicky variant, funkény variant, variant zaloZzeny na degenerovanosti nukleo-
kyselinového kodu, fazovani molekulu alebo chemicky derivat. Protilatka BIWA4
obsahuje tazky retazec ako je kdédovany nukleokyselinovou sekvenciou €. 13
a variabilnt oblast lahkého retazca ako je kddovana nukleokyselinovou sekvenciou
¢. 14.

V najvyhodnejSom uskutoneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly podia
vynalezu, kde tazky retazec je kodovany nukleokyselinovou sekvenciou €. 13 a kde
lahky retazec je kddovany nukleokyselinovou sekvenciou ¢. 14.

Inym doélezitym uskutoénenim je protilatkova molekula podla vynalezu, ktora
obsahuje tazky retazec ako je kddovany nukleokyselinovou sekvenciou ako je
definovana v sekv. ¢. 13 a ktora obsahuje fahky retazec ako je charakterizovany
nukleokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. ¢. 15 alebo jej fragment,

alelicky variant, funkény variant, variant zaloZzeny na degenerovanosti nukleo-



-17 -

kyselinového kédu, fuzovani molekulu alebo chemicky derivat. Protilatka BIWAS
obsahuje taZky retazec ako je kdédovany nukleokyselinovou sekvenciou ¢&. 13
a variabilnt oblast lahkého retazca ako je kédovana nukleokyselinovou sekvenciou
¢. 15.

V najvyhodnejSom uskutoéneni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly podla
vynalezu, kde tazky retazec je kddovany nukleokyselinovou sekvenciou ¢. 13 a kde
lahky retazec je kddovany nukleokyselinovou sekvenciou &. 15.

Najvyhodnejsi je protilatkovy protein, ktory obsahuje tazky a lahky retazec
ako su kdédované nukleokyselinovou sekvenciou €. 16. Uvedena sekvencia zahffia
veducu sekvenciu ako je klonovana vo vektore NSKG1val.

Preto inym velmi doélezitym uskutoénenim je protilatkova molekula podfa
vynalezu, ktora obsahuje tazky a lahky retazec ako st kédované nukleokyselinovou
sekvenciou ako je definovana v sekv. €. 16, alebo jej fragment, alelicky variant,
funk&ny variant, variant zalozeny na degenerovanosti nukleokyselinového kédu,
fuzovana molekula alebo chemicky derivat. Protilatka BIWA4 obsahuje tazky
a lahky retazec ako si kédované nukleokyselinovou sekvenciou ¢. 16.

V najvyhodnejSom uskuto€neni sa vynalez tyka protilatkovej molekuly podfa
vynalezu, kde tazky a lahky retazec st kédované nukleokyselinovou sekvenciou ¢&.
16. Tato sekvencia kdduje cell protilatku BIWA4.

Protilatkové proteiny podla vynalezu poskytuja vysoko $pecificky nastroj pre
cielené terapeutické latky vo¢i CD44v6 antigénu. Preto sa dal$i predmet vynalezu
tyka protilatkovych proteinov podla vynalezu, kde je protilatkovy protein
konjugovany s terapeutickou latkou. Z mnohych terapeutickych latkou znamych
v danej oblasti techniky s vyhodné terapeutické latky vybrané zo skupiny, ktora
obsahuje radioizotopy, toxiny, toxoidy, zapalogénne latky, enzymy, antisense
molekuly, peptidy, cytokiny a chemoterapeutické latky. Spomedzi radioizotopov sa
ako terapeutické latky mézu pouzit gamma, beta a alfa emitujlce radioizotopy. Ako
terapeutické radioizotopy su vyhodné p-emitujice radioizotopy. '®Rénium,
®rénium, 'jod a Pytrium boli dokazané ako vynimo&ne uZitotné B-emitujice
izotopy na dosiahnutie lokalizovaného oZiarenia a destrukcie malignych nadorovych
buniek. Preto radioizotopy vybrané zo skupiny, ktora obsahuje '®®rénium, *®rénium,

®liod aPytrium st vynimoéne vyhodné ako terapeutické Ilatky konjugované
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s protilatkovymi proteinmi podia vynalezu. Napriklad na réadiojodidaciu protilatky
podfa vynalezu moze byt pouzity spdsob opisany vo WO 93/05804.

TakZe vyhodnejsim predmetom podla predloZzeného vynalezu je protilatkovy
protein podfa vynalezu, kde terapeutickou latkou je terapeuticka latka vybrana zo
skupiny, ktora obsahuje radioizotopy, toxiny, toxoidy, prekurzory a chemo-
terapeuticke latky.

Vyhodnej$im predmetom podfa predloZeného vynalezu je protilatkovy protein
podfa vynalezu, kde je uvedena terapeuticka latka spojena s protilatkovym
proteinom prostrednictvom spojovnika vybraného zo skupiny, ktord obsahuje MAG-
3 (US 5082930 A, EP 0247866 B1 (strana 2, riadky 55-56 — strana 3, riadky 1-23));
MAG-2 GABA (US 5681927 A, EP 028407 B1 (strana 6, riadky 9-29)) a N2S2
((=fentioat) US 4897255 A, US 5242679 A, EP 0188256 B1 (strana 2, riadky 38 az
strana 3, riadok 18)), pritom véetky tieto dokumenty s tu zahrnuté prostrednictvom
ich citacie.

Vzorce uvedenych spojovnikov su nasledovne:

o N~BIWA 4 0
—F o o n—awaa
o N ﬁ N o 1 o
T \Re/ J§ MAG3 N\?UNT;
S/ \N (o] S/Re\s,
l\/\ans WA 4
o fenticat
MAG2-GABA

Vyhodnej$im predmetom predloZeného vynéalezu je protilatkovy protein podfa
vynalezu, kde je terapeuticka latka spojena s protildtkovym proteinom
prostrednictvom MAB-2 GABA.

Vyhodnej$§im predmetom podla predloZeného vynalezu je protilatkovy protein
podla vynalezu, kde radioizotopom je p-emitujlci radioizotop.

Vyhodnej$im predmetom podfa vynalezu je protilatkovy protein podia
186

vynalezu, kde radioizotop je vybrany zo skupiny, ktord obsahuje rénium,

8renium 'jod a Pytrium.
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Vyhodnej$im predmetom podla predloZeného vynalezu je protilatkovy protein

186 anium.

podla vynalezu, kde radioizotopom je

Dalsi predmet podla predloZeného vynalezu sa tyka protilatkovych proteinov
podlfa vynélezu, ktoré sG charakteristické tym, Ze su znadené. Takéto CD44v6-
$pecifické znadené protilatky umozniuja lokalizaciu a/alebo detekciu CD44v6
antigénu in vitro a/alebo in vivo. Znacka je definovana ako marker, ktory méze byt
priamo alebo nepriamo detegovany. Nepriamy marker je definovany ako marker,
ktory neméze byt detegovany ako taky, ale vyzaduje daldi priamo detegovatelny
marker Specificky pre nepriamy marker. Vyhodnymi znaékami na uskutoéiiovanie
vynalezu s0 detegovatelné markery. Zvelkého mnozstva detegovatelnych
markerov je najvyhodnej$i detegovatelny marker vybrany zo skupiny, ktora
obsahuje enzymy, radioizotopy, digoxygenin a biotin.

TakZe vyhodnej$im predmetom predloZeného vynalezu je protilatkovy protein
podla vynalezu, ktory je charakteristicky tym, Ze je znaceny. VyhodnejSi je
protilatkovy protein podla vynalezu, kde je znatkou detegovatelny marker.
Vyhodnej$i je aj protilatkovy protein podla vynalezu, kde je detegovatelny marker
vybrany zo skupiny, ktora obsahuje enzymy, farbicky, radioizotopy, digoxygenin
a biotin.

Dalsi predmet predloZzeného vynalezu sa tyka protilatkovych proteinov podlia
vynalezu, ktoré su charakteristické tym, Ze sU konjugované so zobrazovacim
¢inidlom. Velké mnoZstvo réznych zobrazovacich ¢inidiel, najméa radioizotopov, je
dostupnych zo stavu techniky. Na uskuto¢fiovanie vynalezu s vyhodnej$ie gamma
emitujice izotopy. Najvyhodneijsi je 'j6d.

Preto je vyhodnej$im predmetom predloZeného vynélezu protilatkovy protein
podia vynalezu konjugovany so zobrazovacim &inidlom. Vyhodnej$im predmetom
predlozeného vynalezu je protilatkovy protein podla vynalezu, kde zobrazovacim
&inidlom je radioizotop. Vyhodnej§im predmetom podfa predloZzeného vynalezu je
protilatkovy protein podfa vynalezu, kde radioizotopom je y-emitujuci radioizotop.
Vyhodnej$im predmetom predloZeného vynalezu je protilatkovy protein podia
vynalezu, kde radioizotopom je '?I.

Preto je vyhodnej§im predmetom predloZeného vyndlezu protilatkovy protein

konjugovany s radioizotopom, ako je opisany vyssie, kde protilatkovy protein ma
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Specificku aktivitu od priblizne 0,5 do priblizne 15 mCi/mg, alebo od priblizne 0,5 do
priblizne 14 mCi/mg, vyhodne priblizne 1 az priblizne 10 mCi/mg, vyhodne priblizne
1 az priblizne 5 mCi/mg, a najvyhodnejsie 2 az 6 mCi/mg alebo 1 az 3 mCi/mg.

Inym vyhodnym uskuto¢nenim predlozeného vynalezu je farmaceuticky
prostriedok, ktory obsahuje protilatku podla vynalezu a farmaceuticky prijatelny
nosic¢ alebo excipient.

Farmaceuticky prijatefny nosi¢ moéze obsahovat fyziologicky prijatefné
zlu€eniny, ktoré sluzia napriklad na stabilizaciu alebo na zvySenie absorpcie
agonistu, antagonistu alebo modulatora AMPA glutamatového receptora. Takéto
fyziologicky prijatelné zlG¢eniny zahfiiaji napriklad sacharidy, ako napriklad
glukdzu, sachar6zu alebo dextrany, antioxidanty, ako napriklad kyselinu askorbovt
alebo glutation, chelata¢né c¢inidla, proteiny s nizkou molekulovou hmotnostou
alebo iné stabilizatory alebo excipienty (pozri aj napr. Remington's Pharmaceutical
Sciences (1990), 18. vyd. Mack Publ. Easton). Priemerny odbornik v oblasti by
vedel, Ze volba farmaceuticky prijatelného nosica, vratane fyziologicky prijatefne;
zlu€eniny, zavisi napriklad na spésobe podavania prostriedku.

Na zvieracom alebo ludskom tele sa mdze dokazat ako vyhodné aplikovat
farmaceutické prostriedky ako su opisané vy$Sie intravenézne alebo inym
spdsobom, napr. systémovo, lokalne alebo topicky na tkanivo alebo organ, o ktory
je zaujem, v zavislosti na type a pdvode lie€eného ochorenia alebo problému, napr.
nadoru. Napriklad systémovy spdsob Gcinku je pozadovany, ak je potrebné lieCba
roznych organov a organovych systémov, napr. pri systémovych autoimunitnych
ochoreniach, alebo alergiach alebo transplantaciach cudzich organov alebo tkaniv
alebo nadorov, ktoré su difizne alebo je ich tazké lokalizovat. Lokalny sposob
Ucinku by mohol prichadzat do uvahy len vtedy, ked sa oCakavaju len lokéalne
manifestacie neoplastického alebo imunologického Ucinku, ako napriklad pri
lokalnych nadoroch.

Farmaceutické prostriedky obsahujiice protilatkové proteiny podfa
predlozeného vynalezu mézu byt aplikované réznymi spésobmi aplikacie, ktoré sa
odbornikovi zname, najma intravendznou injekciou alebo priamou injekciou do
ciefovych tkaniv. Na systémovy aplikaciu je vyhodny intravenézny, intravaskularny,

intramuskularny, intraarterialny, intraperitoneélny, oralny alebo intratekalny spdsob.
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Lokalna aplikacia sa moze uskutociovat subkutanne, intrakutanne, intrakardialne,
intralobalne, intramedularne, intrapulmonalne alebo priamo do alebo do blizkosti
tkaniva, ktoré sa ma lieCit (spojivového, kostného, svalového, nervového,
epitelidineho tkaniva). V zavislosti na pozadovanom trvani a u¢innosti lieenia sa
farmaceutické protilatkové prostriedky mézu podavat raz alebo niekolkokrat, aj
nesuvislo, napriklad denne niekolko dni, tyzdriov alebo mesiacov, a v réznych
davkach.

Na pripravu vhodnych farmaceutickych prostriedkov  obsahujucich
protilatkové pripravky na vy$Sie opisané aplikdcie méZze odbornik pouzit zname
injektovatefné, fyziologicky prijatefné sterilné roztoky. Na pripravu roztokov
pripravenych na pouzitie na parenteralnu injekciu alebo infiziu si bezne dostupné
vodné izotonické roztoky, ako napr. fyziologicky roztok alebo zodpovedajice
plazmatické proteinové roztoky. Farmaceutické prostriedky mézu byt
v lyofylizovanej forme alebo to moézu byt suché pripravky, ktoré je mozné
rekonstituovat so znamym injektovatelnym roztokom priamo pred pouzitim
v sterilnych podmienkach, napr. ako ¢asti kitu. Finalny pripravok protilatkovych
prostriedkov podla predloZzeného vynalezu sa pripravuje na injekciu, infGziu alebo
perfuziu prostrednictvom mieSania purifikovanych protilatok podfa vynélezu so
steriinym fyziologicky prijatelnym roztokom, ktory méze byt doplneny so znamymi
nosiCovymi latkami a/alebo aditivami (napr. sérovym albuminom, dextr6zou,
bisulfitom sodnym, EDTA).

Aplikované mnozstvo protilatky zavisi na povahe ochorenia. U pacientov
s rakovinou mdze byt aplikovana davka ,nahej" protilatky, ktora je obsiahnuta vo
farmaceutickom prostriedku podfa vynalezu medzi 0,1 a 100 mg/m?, vyhodne medzi
5 a 50 mg/m? na aplikaciu, vyhodne 10 mg/m? a2 priblizne 40 mg/m?, vyhodne 10
mg/m? aZ priblizne 30 mg/m? aj vyhodne 20 mg/m? az priblizne 30 mg/m?,
a najvyhodnejsie priblizne 25 mg/m? povrchovej oblasti tela. Najvyhodnej$ia davka
protilatkového proteinu je aj priblizne 50 mg/m? telesnej povrchovej oblasti.

Davka radioaktivity aplikovana pacientovi pri jednom podani musi byt
dostatoéne vysoka na to, aby bola u¢inna, ale musi byt niZzsia ako davka limitovana
toxicitou (DLT). Pre farmaceutické prostriedky obsahujice radioaktivne znacené

protilatky, napr. so *®®réniom, musi byt uréena maximaine tolerovana davka (MTD),
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ktord nesmie byt prekrocena pri terapeutickych nastaveniach. Aplikacie radioaktivne
znaCenej protilatky pacientom s rakovinou sa potom mbéZu uskutoCiovat
opakovanou (mesacne alebo tyzdenne) intravendznou infGziou davky, ktora je
nizSia ako MTD (pozri napr. Welt a dalsi (1994) J. Clin. Oncol. 12: 1193-1203).
Vyhodné su viacnasobné podavania, vo vSeobecnosti v tyzdennych intervaloch, tzn.
oddelené 4 az 24 tyzdinami, vyhodne 12 az 20 tyzdnami. Priemerny odbornik
v oblasti v§ak mdze zvolit rozdelenie podavania na dve alebo viacero aplikacii,
ktoré m6zu byt aplikované kratko jedna po druhej, alebo v urcitych inych vopred
ur€enych intervaloch v rozsahu napr. 1 def az 1 tyzden.

Okrem toho bude aplikovana davka radioaktivity v sulade s navodom
nacrtnutym nizsie. Vo vSeobecnosti, davka radioaktivity na podanie bude medzi 30
a 75 mCi/m? telesnej povrchovej oblasti (BSA). TakZe mnozstvo radioaktivne
znacenej protilatky vo famaceutickom prostriedku podfa vynalezu, vyhodne
znagenej so '®réniom, '®réniom, **technéciom, *'jodom alebo “Lytriom,
najvyhodnejsie znagenej so '®®réniom, na aplikaciu pacientovi, je 10, 20, 30, 40, 50
alebo 60 mCi/m?, vyhodne 50 mCi/m?. Vo vyhodnom uskuto&neni sa vynalez tyka
farmaceutického prostriedku, kde davka uvedenej radioaktivne znadenej protilatky
podia vynalezu je MTD, vyhodne 50 mCi/m2. Toto je rozsiahle ilustrované
v Klinickych studiach, ako su uvedené v prikladoch 3 az 6.

Vyhodny je aj farmaceuticky prostriedok podia vynalezu, ktory obsahuje
protilatkovy protein konjugovany s radioizotopom podla vynalezu, ako je definovany
vysSie, kde protilatkovy protein ma $pecificku aktivitu od priblizne 0,5 do priblizne 15
mCi/mg, alebo od priblizne 0,5 do priblizne 14 mCi/mg, vyhodne priblizne 1 az
priblizne 10 mCi/mg, vyhodne priblizne 1 az priblizne 5 mCi/mg a najvyhodnejsie 2
az 6 mCi/mg alebo 1 az 3 mCi/mg.

Vyhodny je aj farmaceuticky prostriedok podla vynalezu, ktory obsahuje
protilatkovy protein konjugovany s radioizotopom podfa vynalezu ako je definovany
vy$$ie, kde uvedenou protilatkou alebo protilatkovym derivatom je vodny roztok
s pH od priblizne 7 do priblizne 8, a v koncentracii od priblizne 0,5 do priblizne 2,0
mg/ml.

Vyhodnym uskuto&nenim je farmaceuticky prostriedok podla vynalezu, ktory

dalej obsahuje jeden alebo viacero latok chraniacich pred radioaktivitou, ktoré su
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vybrané zo skupiny obsahujticej kyselinu askorbovt, kyselinu gentizovi, kyselinu
reduktovl, kyselinu erytrorbova, kyselinu p-aminobenzoovu, kyselinu 4-hydroxy-
benzoovd, kyselinu nikotinovi, nikotinamid, kyselinu 2,5-dihydroxy-1,4-benzén-
disulfénovd, poviddn, inozitol a/alebo citrat.

Vyhodnym je farmaceuticky prostriedok podfa vynalezu, kde latkou
chraniacou proti radioaktivite je kyselina askorbova.

Inym vyhodnym uskutoénenim je farmaceuticky prostriedok podfa vynalezu,
kde protilatkovy protein obsahuje protilatkova molekulu vybran( zo skupiny, ktora
zahffia protilatkové molekuly BIWA4 alebo BIWAS, ako s opisané vyssie, spojené
so "®réniom prostrednictvom MAG-2 GABA, pri¢om obsahuiji aj kyselinu askorbovi
ako latku chraniacu pred radioaktivitou.

Inym vyhodnym uskutoénenim predloZeného vynalezu je pouZitie proti-
latkového proteinu podfa vynalezu na vyrobu lieku na lie¢enie rakoviny. Vo
vyhodnom uskuto&neni sa predloZeny vynalez tyka pouzitia protilatkovych proteinov
podla vynalezu konjugovanych s terapeutickou latkou, ako je opisané vys$sie, na
lieGenie rakoviny. Rakovina zahffia akékolvek ochorenie spojené s malignym
rastom, ako napriklad tuhé nadory, sarkdbmy a leukémie. Nevyhnutnou podmienkou
pre tieto ochorenia je expresia CD44v6. Rakoviny podfa vynalezu zahfmaju, ale nie
su obmedzené na:

1) LieCenie epitelidlnych karcinémov prsnikového, pficneho, kolorektalneho,
hlavového a kréného, pankreatického, vaje¢nikového, mocéového, Zallidoéného,
koZzného, endometridineho, vaje¢nikového, semennikového, ezofagialneho,
prostatického a oblickového pdvodu;

2) Sarkémy kosti a makkych tkaniv: osteosarkom, chondrosarkom, fibrosarkom,
maligny fibrézny histocytom (MFH), leiomyosarkém; o

3) Hematopoetické malignity: Hodgkinov a iny ako Hodgkinov lymfém, leukémie;

4) Neuroektodermalne nadory: periférne nervové nadory, astrocytdmy, melanémy;
5) Mezoteliomy.

Priklady rakovinovych chorobnych stavov spojenych s tuhymi nadormi
zahffhaju, ale nie si obmedzené na: kolorektalnu rakovinu, rakovinu inych ako

malych buniek pluc, rakovinu prsnika, rakovinu hlavy a krku, rakovinu vajecnikov,
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rakovinu pfic, rakovinu mocového mechura, rakovinu pankreasu a metastazujice
rakoviny mozgu.

Takze vyhodnym uskutoénenim je pouzitie protilatkového proteinu podfa
vynalezu, kde rakovina je vybrana zo skupiny, ktora obsahuje kolorektalnu rakovinu,
rakovinu inych ako malych buniek plac, rakovinu prsnika, rakovinu hlavy a krku,
rakovinu vajeénikov, rakovinu plic, rakovinu mocového mechura, rakovinu
pankreasu a metastatizujuce rakoviny mozgu.

Vyhodné je aj pouzitie protilatkového proteinu podfa vynalezu, ako je
definovany vy$8ie, na vyrobu lieku na lieCenie rakoviny, kde mnoZstvo proti-
latkového proteinu na aplikaciu je medzi 0,1 a 100 mg/m?, vyhodne medzi 5 a 50
mg/m? na aplikaciu, vyhodne 10 mg/m? aZ priblizne 40 mg/m?, vyhodne 10 mg/m?
az priblizne 30 mg/m? aj vyhodne 20 mg/m? az priblizne 30 mg/m’,
a najvyhodnejsie priblizne 25 mg/m? povrchovej oblasti tela. Najvyhodnejsia davka
protilatkového proteinu je aj priblizne 50 mg/m? telesnej povrchovej oblasti.

Vyhodné je aj pouzitie protilatkového proteinu konjugovaného s radio-
izotopom podla vynalezu, ako je definovany vyssie, na vyrobu lieku na lieCenie
rakoviny, kde davka radioaktivity na podanie je medzi 30 a 75 mCi/m? telesnej
povrchovej oblasti (BSA). Vyhodné je pouzitie protilatkového proteinu
konjugovaného s radioizotopom podla vynalezu, ako je definovany vy$Sie, na
vyrobu lieku na lieGenie rakoviny, kde protilatkovy protein podfa vynélezu je

®raniom, "®réniom, *Mechnéciom, *'jédom alebo

radioaktivne znaleny so
Dytriom, najvyhodnejsie znagenej so "®réniom. V este inom vyhodnom uskuto&neni
sa vynalez tyka pouZitia protilatkového proteinu konjugovaného z radioizotopom
podla vynalezu, ako je definovany vys$Sie, na vyrobu lie€iva na lieCenie rakoviny,
kde protilatkova davka je 10, 20, 30, 40, 50 alebo 60 mCi/m?, najvyhodnejsie 50
mCi/m?. Toto je rozsiahle ilustrované v klinickych $tudiach, ako su uvedené
v prikladoch 3 az 6.

Vyhodné je aj pouzitie protilatkového proteinu konjugovaného s radio-
izotopom podla vynalezu, ako je definovany vys$ie, na vyrobu lieku na lieCenie
rakoviny, kde protilatkovy protein ma $pecifickll aktivitu od priblizne 0,5 do priblizne

15 mCi/mg, alebo od priblizne 0,5 do priblizne 14 mCi/mg, vyhodne prislizne 1 az
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priblizne 10 mCi/mg, vyhodne priblizne 1 az priblizne 5 mCi/mg a najvyhodnejsie 2
az 6 mCi/mg alebo 1 az 3 mCi/mg.

Vyhodné je aj pouzitie protilatkového proteinu konjugovaného s radio-
izotopom podla vynalezu ako je definovany vy$Sie, na vyrobu lieku na lie¢enie
rakoviny, kde uvedenou protilatkou alebo protilatkovym derivatom je vodny roztok
s pH od priblizne 7 do priblizne 8, a v koncentracii od priblizne 0,5 do priblizne 2,0
mg/ml.

Vynalez sa dalej tyka spdsobu lie¢enia rakoviny, kde protilatkovy protein
podla vynalezu sa podava raz az niekofkokrat jedincovi, ktory to potrebuje, pricom
tento protilatkovy protein sa selektivne viaze na CD44v6, ni¢i nadorové bunky
prostrednictvom terapeutickej latky spojenej s protilatkovym proteinom a monitoruje
sa terapeuticka GspesSnost. Uvedeny protilatkovy protein mbze byt pritomny ako
nahy/nemodifikovany protilatkovy protein, modifikovany protilatkovy protein, ako
napr. fazovany protein, alebo protilatkovy protein konjugovany s terapeutickou
latkou, ktoré zahffia kontaktovanie nadoru s i¢innym mnozstvom protilatok. Spésob
lie€enia nadorov, ako je opisany vys$ie, moze byt Gcinny in vitro alebo in vivo.
Rakovinou méze byt akakolvek rakovina, ako je opisana vyssie.

Aplikované mnozstvo protilatky zavisi na povahe ochorenia. U pacientov
s rakovinou mdZe byt aplikovana davka ,nahej* protilatky medzi 0,1 a 100 mg/m?,
vyhodne medzi 5 a 50 mg/m? na aplikaciu, vyhodne 10 mg/m? az priblizne 40
mg/m?, vyhodne 10 mg/m? aZ priblizne 30 mg/m?, aj vyhodne 20 mg/m? aZ priblizne
30 mg/m? anajvyhodnejsie priblizne 25 mg/m? povrchovej oblasti tela.
Najvyhodnej§ia davka protilatkového proteinu je aj priblizne 50 mg/m? telesnej
povrchovej oblasti.

Davka radioaktivity aplikovana pacientovi pri jednom podani musi byt
dostatoCne vysoka na to, aby bola G¢inn3, ale musi byt' niZzsia ako davka limitovana
toxicitou (DLT). Pre radioaktivne znagené protilatky, napr. so '®réniom, musi byt
urena maximaélne tolerovana davka (MTD), ktora nesmie byt prekroena pri
terapeutickych nastaveniach. Aplikacie radioaktivne znacenej protilatky pacientom
s rakovinou sa potom méZu uskutoériovat opakovanou (mesacne alebo tyzdenne)
intravenéznou infGziou davky, ktora je nizSia ako MTD (pozri napr. Welt a dalsi
(1994) J. Clin. Oncol. 12: 1193-1203). Vyhodné si viachasobné podavania, vo
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vSeobecnosti v tyzdennych intervaloch, tzn. oddelené 4 az 24 tyzdriami, vyhodne 12
az 20 tyzdnami. Priemerny odbornik v oblasti v8ak mobze zvolit rozdelenie
podavania na dve alebo viacero aplikacii, ktoré mézu byt aplikované kratko jedna
po druhej, alebo v ur€itych inych vopred uréenych intervaloch v rozsahu napr. 1 den
az 1 tyzden.

Okrem toho bude aplikovana davka radioaktivity v sulade s navodom
nadrtnutym nizSie. Vo vSeobecnosti, davka radioaktivity na podanie bude medzi 30
a75 mCi/m® telesnej povrchovej oblasti (BSA). TakZe mnoZstvo radioaktivne

®raniom, '®réniom, *Mtechnéciom,

1

znacenej protilatky, vyhodne znalenej so

Blisdom alebo ®ytriom, najvyhodnejsie znadenej so

%reniom, na aplikaciu
pacientovi, je 10, 20, 30, 40, 50 alebo 60 mCi/m?, vyhodne 50 mCi/m?. Vo
vyhodnom uskutoCneni sa vynalez tyka spdsobu lieCenia, kde sa radioaktivne
znacena protilatka, ako je opisana vys$sie, podava pacientovi trpiacemu rakovinou,
kde davka uvedenej radioaktivne znacenej protilatky podfa vynalezu je MTD,
vyhodne 50 mCi/m?, pri¢om rakovine sa predchadza alebo sa fou rakovina lieci.
Toto je rozsiahle ilustrované v klinickych $tudiach, ako su uvedené v prikladoch 3 az
6.

Vyhodny je aj spbsob liecenia rakoviny podla vynalezu (pozri vy3sie), kde
protilatkovy protein, konjugovany s radioizotopom podla vynalezu ako je definovany
vy$Sie, ma S$pecificku aktivitu od priblizne 0,5 do priblizne 15 mCi/mg alebo od
priblizne 0,5 do priblizne 14 mCi/mg, vyhodne priblizne 1 az priblizne 10 mCi/mg,
vyhodne priblizne 1 az priblizne 5 mCi/mg a najvyhodnejSie 2 az 6 mCi/mg alebo 1
az 3 mCi/mg.

Vyhodny je aj spbsob lie¢enia rakoviny podlfa vynalezu (pozri vyssie), kde
protilatkovy protein, konjugovany s radioizotopom podfa vynalezu ako je definovany
vysSie, je vo vodnom roztoku s pH od priblizne 7 do priblizne 8 a v koncentracii od
priblizne 0,5 do priblizne 2,0 mg/ml.

Vyhodne sa vynalez tyka spdsobu podla vynalezu, kde nadorom je nador
vybrany zo skupiny rakovin obsahujlcej rakoviny hrubého ¢reva, rakoviny inych ako
malych plucnych buniek, rakoviny prsnika, rakovinu hlavy & krku, rakoviny
vaje¢nikov, rakoviny pluc, rakoviny mocového mechura, rakoviny pankreasu

a metastazujltce rakoviny mozgu.
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Dals$im predmetom predloZzeného vynalezu je nukleova kyselina,
charakteristicka tym, Ze koduje protilatkovy protein podfa vynalezu. Takouto
nukleovou kyselinou méze byt RNA alebo vyhodne DNA. Uvedenid DNA molekula
moéze byt chemicky syntetizovana. Najprv sa mézu syntetizovat vhodné oligo-
nukleotidy sp6sobmi znamymi v oblasti (napr. Gait, M.J., 1987, Oligonucleotide
Synthesis. A Practical Approach. IRL Press, Oxford, UK), ktoré sa mbZu pouzit na
vyrobu syntetického génu. Spdsoby na generovanie syntetickych génov su v oblasti
zname (napr. Stemmer a dal8i, 1995, Single-step assembly of a gene and entire
plasmid from large numbers of oligodeoxyribonucleotides, Gene 164(1): 49-53; Ye
a dalsi, 1992, Gene synthesis and expression in E. coli for pump, a human matrix
metalloproteinase, Biochem Biophys Res Commun 186(1): 143-9; Hayden
a dMandecki 1988, Gene synthesis by serial cloning of oligonucleotides, DNA 7(8):
571-7). Tieto spdésoby mbzu byt pouzZité na syntézu akejkolvek DNA molekuly
opisanej v predlozenej prihlaske, napr. DNA kédujucej BIWA4.

Vyhodne je nukleova kyselina podla vynalezu charakteristicka aj tym, Ze
obsahuje &' alebo 3' alebo 5' a 3' netranslatované oblasti. Nukleova kyselina podia
vynalezu mdbze obsahovat iné netranslatované oblasti upstream a/alebo
downstream. Netranslatovana oblast m6Ze obsahovat regulaény element, ako napr.
transkripénu iniciaénu jednotku (promoétor) alebo zosilfiovaé. Uvedeny promoétor
méZe byt napriklad konstitutivny, inducibilny alebo vyvojovo riadeny promotor.
Vyhodne, bez toho, aby boli vyluéené iné zname promoétory, konétitutivne promoétory
fudského cytomegalovirusu (CMV) a Rous sarkomového virusu (RVS), ako aj
opi€ieho virusu 40 (SV40) a Herpes simplex prométor. Inducibilné prométory podfa
vynalezu zahffiaju promoétory antibiotikovej rezistencie, tepelné Sokové prométory,
horménom indukovatelny ,prsnikovy nadorovy virusovy promoétor* a metalo-
tioneinovy promoétor. Vyhodne je nukleova kyselina podfa vynalezu charakteristicka
aj tym, Ze koéduje fragment protilatkového proteinu podfa vynalezu. Tento oznaduje
Cast polypeptidu podia vynalezu.

Vyhodne je nukleova kyselina podla vynalezu nukleova kyselina ako je
uvedena v sekv. ¢&. 4, 5, 6, 10, 11, 12, 13, 14, 15 a/alebo 16. NajvyhodnejSie je

uvedenou nukleovou kyselinou nukleova kyselina so sekv. ¢. 16.
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Inym dolezitym predmetom predloZzeného vynalezu je rekombinantny DNA
vektor charakteristicky tym, Ze obsahuje nukleovi kyselinu podla vynalezu.
Vyhodne uvedeny vektor obsahuje nukleovi kyselinu ako je charakterizovana
v sekv. €. 4, 5, 6, 10, 11, 12, 13, 14, 15 a/alebo 16. NajvyhodnejSie uvedeny vektor
obsahuje nukleovu kyselinu charakterizovanu v sekv. ¢. 16.

Prikladmi su virusové vektory, ako napr. Vaccinia, Semliki-Forest virus
a adenovirus. Vektory na pouzitie v COS bunkach majua SV40 pociatok replikacie
a umoziuju dosiahnut vysoky pocet kopii plazmidov. Vektory na pouzitie v hmyzich
bunkach st napriklad E. coli transfer vektory aobsahuju napr. DNA koédujacu
polyhedrin ako prométor.

Inym vyhodnym predmetom predloZzeného vynalezu je rekombinantny DNA
vektor podfa vynalezu, charakteristicky tym, Ze je expresnym vektorom.

Inym vyhodnym predmetom predlozeného vynalezu je rekombinantny DNA
vektor podla vynalezu charakteristicky tym, Ze je to vektor pAD-CMV alebo jeho
funkény derivat. Takymito funk&nymi derivatmi st napr. pAD-CMV1, pAD-CMV19
alebo pAD-CMV25.

Inym vyhodnym predmetom podfa predloZzeného vynédlezu je rekombinantny
DNA vektor podla vynalezu charakteristicky tym, Ze je to sekv. €. 17 alebo jej
funkény derivat.

Inym vyhodnym predmetom podfa predlozeného vynalezu je rekombinantny
DNA vektor podla vynalezu charakteristicky tym, Ze je to sekv. €. 17 alebo jej
funkény derivat.

Vyhodne uvedené vektory obsahuji aj jednu alebo niekofko nukleo-
kyselinovych molekul ako st charakterizované v sekv. €. 4, 5, 6, 10, 11, 12, 13, 14,
15 a/alebo 16.

Vyhodny je aj vektor ako je opisany v US 5648267 A alebo US 5733779
A obsahujtci nukleotidovi sekvenciu podfa vynalezu. Vyhodne uvedeny vektor
obsahuje aj jednu alebo niekofko nukleokyselinovych molekal ako su
charakterizované v sekv. & 4, 5, 6, 10, 11, 12, 13, 14, 15 a/alebo 16. Inym
vyhodnym predmetom predloZeného vynalezu je rekombinantny DNA vektor podla
vynalezu charakteristicky tym, Ze je nim N5KG1Val alebo jeho derivat.
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Inym doblezitym predmetom je hostitel charakteristicky tym, Ze obsahuje
vektor podla vynalezu.

Iny délezitym predmetom je hostitel podla vynélezu charakteristicky tym, ze
je nim eukaryotickd hostitelska bunka. Eukaryotické hostitelské bunky podfa
vynélezu zahffiaja huby, ako napriklad Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces, Trichoderma, hmyzie bunky (napr. zo Spodoptera frugiperda
Sf-9, s bakulovirusovym expresnym systémom), rastlinné bunky, napr. z Nicotiana
tabacum, cicav&ie bunky, napr. COS bunky, BHK, CHO alebo myelémové bunky.

V potomkoch buniek imunitného systému, v ktorych sa v naSom tele vytvaraju
protildtkové proteiny, sa protilatkove proteiny podfa vynalezu vynimoéne dobre
skladaju a glykozyluju. Cicavcéie hostitelské bunky, vyhodne CHO alebo COS bunky,
st vyhodné, napr. CHO DG44 (Urlaub a Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 77(7):
4216-20 (1980)) alebo CHO-K1 (ATCC CCL-61) bunky. TakZe inym vyhodnym
predmetom je hostitel podfa vynalezu charakteristicky tym, ze je nim BHK, CHO
alebo COS bunka, najvyhodnejSie CHO DG44 alebo CHO-K1 (ATCC CCL-61)
bunky.

Inym vyhodnym predmetom je hostitel podla vynalezu charakteristicky tym,
Ze je nim bakteriofag.

Inym vyhodnym predmetom je hostitel podfa vynalezu charakteristicky tym,
Ze je nim prokaryoticka hostitelska bunka. Prikladmi prokaryotickych hostitelskych
buniek st Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptomyces alebo Proteus mirabilis.

Vynalez sa dalej tyka spdsobu pripravy protilatkového proteinu podla
vynalezu, ktory zahffia nasledujice kroky: hostitel podfa vynalezu sa kultivuje
v podmienkach, v ktorych uvedena hostitelska bunka exprimuje protilatkovy protein,
a protilatkovy protein sa izoluje. Protilatka podia vynalezu m6ze byt produkovana
nasledovne. Nukleokyselinové molekuly kédujuce lahky retazec a taZzky retazec sa
modzu syntetizovat chemicky a enzymaticky, Standardnymi metédami. Najprv sa
mdZu syntetizovat vhodné oligonukleotidy metédami znamymi v oblasti (podrobnosti
vy38ie). Spdsoby na generovanie syntetickych génov z oligonukleotidov su v oblasti
zname (podrobnosti vyssie). Tieto nukleokyselinové molekuly kédujice protilatkove
tazké alahké retazce mézu byt klonované do expresného vektora (bud oba

retazce do jednej vektorovej molekuly, alebo kazdy retfazec do oddelenej vektorovej
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molekuly), ktory sa potom zavadza do hostitelskej bunky. Hostitelskou bunkou je
vyhodne cicavéia hostitelska bunka (podrobnosti vyssie), napr. COS, CHO alebo
BHK bunka, vyhodnejSie vaje¢nikova bunka &inskeho $krecka (CHO). Hostitelska
bunka sa potom kultivuje vo vhodnom kultivatnom médiu v podmienkach, pri
ktorych sa produkuje protilatka, a protilatka sa potom izoluje z kultiry v sulade so
Standardnymi postupmi. Postupy na produkciu protilatok z rekombinantnej DNA
v hostitelskych bunkach a prisilusné expresné vektory su v oblasti dobre zname
(pozri napr. WO 94/11523, WO 97/9351, EP 0481790).

Vynalez sa vyhodne tyka spOsobu podla vynalezu, v ktorom je hostitelom
cicav€ia bunka, vyhodne CHO alebo COS bunka.

Vynalez sa vyhodne tyka spdsobu podla vynalezu, v ktorom je hostitelska
bunka kotransfekovana s dvoma plazmidmi, ktoré nest expresné jednoty pre fahky
alebo pre tazky retazec.

Nasledujuce priklady slGzia na podrobnejSiu ilustraciu predloZzeného
vynalezu, ale nemali by byt interpretované ako obmedzujice tu opisany rozsah

vynalezu.

Prehlad obrazkov na vykresoch

(pozri aj priklad 1)

Obrazok 1: Hodnotenie relativnych vazobnych afinit testovanych
v kompetitivnej bunkovej ELISA. ICso: koncentracie cMAb a hMADbs, pri ktorych je
viazanie sa mMAb BIWA 1 na pripojené A431 bunky redukované o 50 %. Uvedené
su 1Csp hodnoty vo vztahu k BIWA 2.

Obrazok 2: Biologické distribacie spoloéne injektovanych
znacenych CD44v6-Specifickych Mabs (10 uCi, 50 pg) v HNX-OE mysSiach nesucich

a 131|_

125|_
cudzi §tep, na 3. alebo 4. defi p.i. Tri skupiny mysi dostali bud’ (A) "*'1-U36 (Gierne
stipce) a '®I-BIWA1 (&iarkované stipce) (n=5), alebo (B) "*'I-BIWA 4 (&ierne stipce)
a '-BIWA2 (&iarkované stipce) (n=6), alebo (C) ™*'I-BIWA 4(&ierne stipce) a '#°I-
BIWA 8 (Ciarkované stipce) (n=6). 3 (A) alebo 4 dni (B,C) po injekcii sa mysiam
odobrala krv, usmrtili sa, vypitvali sa a stanovili sa hladiny radioaktivity (%ID/g +

s.e.m) nadoru, krvi a niekolkych organov (Bld: krv, Tum: nador, Liv: pecen, Spl:
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slezina, Kid: obli¢ky, Hrt: srdce, Stm: zaludok, lim: tenké ¢revo, Cin: hrubé c&revo,
Blr: mo€ovy mechar, Str; hrudna kost, Msc: sval, Lng: pftca, Skn: koza, Tng: jazyk).

Obrazok 3: Terapeuticka Gginnost '®Re-znadenych CD44v6-$pecifickych
Mabs v HNX-OE nahych mysiach nestcich xenostep. Mysi dostali 300 uCi '®°Re-
U36 (- & -, obrazok A), 300 uCi '®Re-BIWA 1 (- B -, obrazok A), 300 uCi "*Re-
BIWA4 (- O -, obrazok B), 300 pCi '®Re-BIWA 2 (- A -, obrazok B), 400 uCi *°Re-
BIWA 4 (- < -, obrazok C), 400 uCi '®Re-BIWA 8 (- A -, obrazok C) alebo
fyziologicky roztok (- O -, obrazky A, B, C) ako kontrolu. Kontrolné skupiny na
obrazkoch A a B s rovnaké. Velkost nadoru je vyjadrena ako priemerny objem
nadoru (+ s.e.m) pocas lieCenia vo vztahu k priemermému objemu na zadiatku
terapie.

Obrazok 4: Vztah medzi podavanou MAb davkou a AUC pozorovanym po
BIWA 4 intravendznej infuzii 10 pacientom v ¢asti A studie.

Obrazok 5: Vztah medzi podavanou MAb davkou a maximalnou
plazmatickou BIWA 4 koncentraciou pozorovanou po BIWA 4 intravenéznej infzii

10 pacientom v ¢asti A stadie.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Priklad 1

Radioimunoterapia

Materialy a metody

Monoklonalne protilatky

mMAD BIWA 1 = VFF 18 (ktora je vyluCovana hybriddmovou bunkovou liniou,
ktora bola ulozena 7. juna 1994 pod poradovym ¢&islom DSM ACC2174 v SDM-
Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder
Weg 1b, D-38124 Braunschweig, Nemecko, pozri aj WO 95/33771) sa generovala
imunizaciou BALB/c mysi s glutation S-transferdzovym fazovanym proteinom
obsahujucim fudské CD44 domény v3-v10 (Heider adal$i, 1996). Epitop
rozoznavany s BIWA1 bol mapovany na aminokyseliny 360-370 v doméne v6 CD44
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(Cislovanie podla Kugelmana a dalSich (1992)). Vzorka pouzivana na predmetné
Studie sa ziskala po purifikacii na protein-G-Sepharose a dialyze oproti PBS.

MAb U36 (IgG1) sa izolovala po imunizacii mysi s HNSCC bunkovou liniou
UM-SCC-22B a rozoznavala odliSny epitop vo vnutri CD44v6 ako BIWA 1. U36 sa
purifikovala z koncentrovaného tkanivového kultivaéného supernatantu afinitnou

chromatografiou na protein-A-Sepharose a dalej sa purifikovala na Q-Sepharose.

Generovanie chimérnych a humanizovanych Mabs

mRNA sa izolovala zBIWA 1 hybriddbmovej bunkovej linie pouZitim
QuickPrep  mRNA purifikaéného kitu (Pharmacia, Uppsala, Svédsko). cDNA
z variabilného tazkého (Vu) a variabilného fahkého (V\) retazca sa generovala
prostrednictvom RT-PCR.

Fragmenty sa klonovali do TA klonovacieho vektora pCR |l (Invitrogen,
Groningen, Holandsko) a sekvenovali sa. Skonstruovali sa dva expresné vektory
odvodené od plazmidu pAD CMV1 (Himmler a dal$i, 1990) nesuce konStantnu
oblast ludského gama-1, respektive konstantni oblast Tudského kappa fahkého
retazca. Nasledne sa Vy a V_ fragmenty BIWA 1 klonovali do zodpovedajucich
expresnych vektorov pred kons$tantné oblasti. Chimérna protilatka sa oznacila ako
cMAb BIWA 2. Humanizované verzie BIWA 1 tazkych alahkych retazcovych
variabilnych oblasti (generované CDR zastepovanim) sa klonovali pred imuno-
globulinové kons$tantné oblasti vy$Sie uvedenych expresnych vektorov. Na
konstrukciu humanizovanych protilatok sa pouzili ludské variabilné oblasti odvodené
z tazkého retazca z ludského imunoglobulinového fragmentu s pristupovym Cislom
S31669 databanky GenPept apre lahky retazec zludského imunoglobulinu
HUMIGKAX (preskupeny anti-myelinovy kappa retazec), Genbank pristupové cCislo
M29469. Vysledné Mabs sa oznadili hMAb BIWA 4, respektive BIWA 8. BIWA 8
obsahovala dve aminokyseliny mysacej rodiCovskej protilatky v kostre 2 lahkého
retazca, zatial ¢o BIWA 4 neobsahovala mySacie zvysky v kostre.

Rekombinantné MAbs sa stabilne exprimovali v dihydrofolat reduktédzovych
deficientnych vajecnikovych bunkach Cinskeho &krecka prostrednictvom elektro-
poracie s expresnymi plazmidmi obsahujacimi fahky a tazky retazec. Bunky sa

vysiali na 96-jamkové mikrotitracné platne s hustotou 500 a 100 buniek na jamku
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v selekénom médiu (a-MEM s 10% dialyzovanym fetalnym tefacim sérom). Ked
zaCali byt kolonie viditelné (po priblizne 14 dnoch), testovali sa kultivacné
supernatanty na ich IgG obsah prostrednictvom ELISA, a najlep$i producenti sa
expandovali. Génova amplifikdcia sa uskutoéfiovala kultivaciou v pritomnosti
zvySujucich sa koncentracii metotrexatu (20 az 500 nM).

Produkcia chimérnych a humanizovanych MAbs v laboratérnom meradle sa
uskutoCriovala v Standardnom kultivatnom médiu obsahujicom 1% fetalne tefacie
sérum. IgG frakcie sa purifikovali z tkanivovych kultivaénych supernatantov afinitnou
chromatografiou na protein A sepharose. Cistota sa testovala prostrednictvom SDS-

PAGE a vysoko vykonnej velkostnej vyluGovacej chromatografie.

Hodnotenie protilatkovej afinity

Meranie kinetickych a afinitnych konstant pouzitim rekombinantného antigénu
sa uskuto&fiovalo na BlAcore 2000 systéme (BlAcore AB, Uppsala, Svédsko).
Glutatién-S-transferazovy fazovany protein obsahujici domény v3-v10 fudského
CD44 (GST/CD44v3-v10; 20 pg/ml) sa imobilizoval na CM5 senzorickom ¢ipe
prostrednictvom aminovej parovacej metddy v sulade s inStrukciami vyrobcu,
pouzitim 10mM octanu sodného pH 5,0 ako parovacieho timivého roztoku. 35 pl
MAD v réznych koncentraciach (8 az 67 nM) v HBS (10mM HEPES, pH 7,4, 150
mM NaCl, 3,4 mM EDTA, 0,05% BlAcore povrchovo aktivna latka P20) sa
injektovalo na antigénom pokryty povrch s prietokovou rychlostou 5 pl/min.
Disociacia MAb sa hodnotila 5 mintt v pretekajiacom timivom roztoku (HBS). Medzi
dvoma analyzami sa povrch Cipu regeneroval s jednym pulzom 15 ul 30mM HCI.
Analyza Gdajov a vypocet kinetickych konstant sa uskutocriovali s BIAcore-ovym
BlAevaluation softwarom verzia 2.1. Pre vSetky protilatky sa hodnotili asociaéné
rychlosti (ka), disocia¢né rychlosti (k4) a disociaéné konstanty (Ky).

Hodnotili sa aj relativne vazobné afinity prostrednictvom kompetitivnej
bunkovej ELISA. Ludské A431 bunky pochadzajice z epidermoidného karcindmu
vulvy, o ktorych je zname, Ze exprimuju vysoké hladiny CD44v6, sa vysiali na 96-
jamkové tkanivové platne v 200 pl na jamku RPMI 1640 s 10% fetalnym tefacim

sérom v hustote 2,5 aZ 5x10° buniek/ml. Platne sa inkubovali cez noc pri 37 °C vo
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zvihéenom inkubatore s 5% CO» vo vzduchu. Po odstraneni média sa bunky raz
premyli s PBS, fixovali sa s 96% etanolom 1 mindtu a znova sa premyli s PBS.
cMAb BIWA 2, hMAb BIWA 4 a hMAb BIWA 8 (vopred nariedené na 10 pg/ml) sa
aplikovali v 1:2 seridlnych riedeniach (8 krokov) v 100 pl/fjamku v PBS/0,5%
BSA/0,05% Tween 20 (testovaci timivy roztok) a platne sa inkubovali 2 hodiny pri
laboratérnej teplote na kruhovej trepacke. Kontrolné vzorky obsahovali len vopred
nariedené vzorky, bez BIWA 1 (0% kontrola), alebo len BIWA 1, bez akejkolvek
konkurujucej protilatky (100% kontrola). Po trojnasobnom premyti s PBS/0,05%
Tween 20 (premyvaci timivy roztok) sa pridalo 100 ul sekundarnej protilatky (kozia
anti-my8acia Fc konjugovana s peroxidazou, nariedena na 1:15000 v testovacom
timivom roztoku, DAKO Copenhagen, Dansko) na detekciu mMAb BIWA 1 a platne
sa inkubovali 1 hodinu pri laboratornej teplote na kruhovej trepacke. Po
trojnasobnom premyti s premyvacim timivym roztokom sa platne vyvinuli so 100
ul/jamku tetrametylbenzidinového substratového roztoku (Kierkegaard a Perry
Laboratories, Gaithersburg, USA). Reakcia sa zastavila po 15 minatach s 50
ul/jamku 1M kyseliny fosforeénej. Absorbancia sa merala na od¢itavaci ELISA platni
pri 450 nm (referencia 610-690 nm).

Radiojodizacia protilatok

Jodizacia MADbs sa uskutoéfiovala v podstate ako je opisané v Haisma
a dal$i (1986) pouzitim bud '?*| (100 mCi/ml) alebo **'l (200 mCi/ml), ktoré boli oba
kupené od Amersham, Aylesbury, Anglicko. Jeden mg MAb IgG sa rozpustil v 500
ul PBS, pH = 7,4, a 1 mCi ' alebo "*'| sa zmie&ali v lieckovke potiahnutej so 75 ng
lodogen-u (Pierce, Oud Bijerland, Holandsko). Po 5 minutach inkubovania pri
laboratérnej teplote sa volny jod odstranil gélovou filtraciou na PD10 kolone
(Pharmacia-LKB, Woerden, Holandsko). Po odstraneni nenaviazaného ¥ alebo
31 radiochemicka &istota vzdy dosiahla 97 %, ako sa determinovalo
prostrednictvom TLC a HPLC postupov, ktoré uz boli opisané (Van Gog a dalsi,
197a). Nevytvarali sa ziadne agregaty ani fragmenty, ako bolo stanovované

prostrednictvom HPLC analyzy.
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Priprava MAbs zna&enych '®réniom

'8Réniom znadené MAbs sa pripravili multikrokovym postupom pouZitim
chelatového S-benzoylmerkaptoacyltriglycinu (S-benzoyl-MAG3), ako uZ bolo
opisané (Van Gog a dal$i, 1997a). Pri tomto postupe po syntéze na tuhej faze na
pripravu  '®Re-MAG3 nasleduje esterifikicia s 2,3,5,6-tetrafulorfenolom (TFP)
a konjugacia reaktivneho '®*Re-MAG3-TFP esteru s MAb. Po konjugacia sa "®Re-
znaena MAD purifikovala na PD10 koléne. Po odstraneni nenaviazaného '®Re
radiochemicka Cistota vzdy presahovala 98 %.

Véazobny test pre radioaktivne znacené protilatky

In vitro véazobné charakteristiky znacenych MAbs pouzZivanych v bio-
distribu¢nych a terapeutickych $tudiach sa determinovali v imunoreaktivhom teste,
v podstate ako uz bolo opisané (Van Gog a dalsi, 1997a). Na testovanie viazania
jodizovanych alebo '®®Re-znagenych MAbs sa pouzili UM-SCC-11B bunky fixované
v 0,1% glutaraldehyde. UM-SCC-11B buky laskavo poskytol Dr. T. E. Carey,
University of Michigan, Ann Arbor, MI. Pripravilo sa pat seridlnych riedeni (v
rozsahu od 5 x 10° buniek na skiimavku do 3,1 x 10° buniek na skumavku) s 1%
BSA v PBS. Nadbytok neoznac¢eného MAb IgG sa pridal do druhej skimavky
s najnizSou koncentraciou buniek, aby sa uréilo nespecifické viazanie. Do kaZdej
skimavky sa pridal IgG znageny s 10 000 cpm "2, "] alebo '®Re a vzorky sa
inkubovali cez noc pri 4 °C. Bunky sa scentrifugovali, merala sa radioaktivita
v pelete a supernatante na gama snimaci (LKB-Wallace 1282 CompuGamma, Kabi
Pharmacia, Woerden, Holandsko) a vypotitalo sa percento naviazanej a volnej
radioaktivity. Udaje sa graficky analyzovali v modifikovanom Lineweaver Burk grafe
a imunoreaktivita sa determinovala prostrednictvom linearnej extrapolacie na

podmienky predstavujice neobmedzeny nadbytok antigénu.

Biodistribu&né studie na nahych mys$iach nestcich HNSCC

Na biodistribuéné experimenty sa pouZili nahé mys$i neslice subkutanne
implantované Tudské HNSCC xenostepy (HNX-OE), ako uz bolo opisané (Van Gog
a dal8i, 1997a). Samicky mysi (Hsd: beztymusové nu/nu, 25-32 g, Harlan CPB,
Zeist, Holandsko) mali v ¢ase experimentov 8 az 10 tyzdiiov. Tri biodistribu¢né
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experimenty sa uskuto¢riovali s my$ami neslcimi 1 alebo 2 nadory v rozsahu 30 az
470 mm?®. V prvom experimente sa 10 pCi (50 pg) 13).znagenej mMAb U36
injektovalo naraz s 10 pCi (50 pg) '*°l-znaéenej mMAb BIWA 1 mysiam nesucim
nadory s velkostou 133 + 28 mm?® (n=20 mys3i, 37 nadorov). V druhom experimente
sa 10 pCi (50 pg) "*'I-znagenej hMAb BIWA 4 a 10 pCi (50 pg) "*°l-znagenej cMAb
BIWA2 spolu injektovalo mySiam nestcim nadory s velkostou 167 + 31 mm?® (n=21

3|_znaéenej hMADb

mysi, 32 nadorov). V tretom experimente sa 10 puCi (50 ng)
BIWA 4 a 10 uCi (50 pg) '®l-znadenej hMAb BIWA 8 sa spologne injektovalo
mysiam s nadormi s velkostou 130 = 21 mm? (n=23 mysi, 40 nadorov). Konjugéaty
sa intravendzne (i.v.) injektovali v objeme 100 pl po nariedeni v 0,9% NaCl. Na
ziskanie porovnatelného odstrafiovania spolocne injektovanych MAbs z krvi/tela sa
kombinovali len MAbs s identickym mys$acim alebo fudskym izotypom. Protilatkova
davka (celkova davka 100 ug na mys) sa zvolila dostatoéne vysoka, aby sa
zabranilo rychlej izotypovej eliminacie MAb z krvi (Sharkey a dalsi, 1991, Van Gog
a dalsi, 1997b), a dostato¢ne nizka, aby sa predi$lo saturacii antigénu v nadore.

V oznagenych &asovych bodoch po injekcii sa my$i anestetizovali, odobrala
sa im krv, usmrtili sa a vypitvali sa. Okrem nadorov sa vybrali nasledujice organy:
pecen, slezina, obli¢ky, srdce, Zzalidok, tenké ¢revo, hrubé ¢revo, moovy mechdar,
hrudna kost, sval, pliuca, koZa a jazyk. Po zvazeni sa radioaktivita v nadoroch, krvi
a organoch odgitala v dualnom izotopovom gama snimaéi (LKB-Wallace 1282

125/ oknovom

CompuGamma) s automatickou korekciou pre '*'l-komptony v
nastaveni. Prijem radioaktivity do tychto tkaniv sa vypocital ako percento
injektovanej davky na gram tkaniva (% ID/g).

Az do dia podavania MAb sa mysi rutinne chovali v Specifickych
bezpatogénnych podmienkach, v sterilnych klietkach v Cistej miestnosti s riadenou
vihkostou a teplotou, klasifikovanou ako 2000 podla federalneho Standardu 209d.
V deh injekcie sa mysSi preniesli do radionuklidového centra a sterilne sa im podavali
radioimunokonjugaty  za aseptickych  podmienok v laminarnom  prietokovom

priklope.

Radioimunoterapeutické studie na nahych mysiach
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Zvieracie RIT $tudie sa uskuto&iiovali na porovnanie terapeutickej Gginnosti
rozliénych MAbs zna&enych so '®Re. Imunoreaktivne frakcie konjugatov vidy
presahovali 75 %. Tri terapeutické experimenty sa uskuto&fiovali s my$ami nesicimi
1 alebo 2 HNX-OE néadory v rozsahu od 45 do 195 mm?®. "Re davky sa zvolili na
urovni maximalne tolerovanej davky (MTD) (tzn. 400 uCi) alebo nizsie (300 uCi).
MTD uroveri je definovana ako davka vedica k 5 a% 15% ubytku telesnej hmotnosti.
V prvom experimente mysi dostali jedint i.v. injekciu bud' s 300 uCi (100 pg) "®®Re-
znacenej mMAb U36, alebo 300 pCi (100 pg) '®®Re-znagenej mMAb BIWA 1.
V druhom experimente sa podavalo bud 300 uCi (100 pg) '®Re-znagenej hMAb
BIWA 4, alebo 300 pCi (100 pg) '®°Re-znadenej cMAb BIWA 2, av tretom
experimente bud 400 uCi (100 pg) '*®Re-znaéenej hMAb BIWA 4, alebo 400 pCi
(100 pg) '*°Re-zna&enej hMAb BIWA 8. Priemerné objemy nadorov boli podobné vo
v8etkych experimentalnych skupinach. Experiment 1: 95 mm?® + 34 mm?® (n=7 mys;i,
12 nadorov) pre '®*Re-mMAb U36 o3etrovan( skupinu, 91 mm® + 15 mm® (n=7
mysi, 12 nadorov) pre **Re-mMAb BIWA 1 o8etrovanti skupinu a 99 mm? + 54 mm®
(n=6 mysi, 11 nadorov) pre kontrolnd skupinu. Experiment 2: 101 mm?® + 35 mm?®
(n=7 mysi, 12 nadorov) pre '®Re-hMAb BIWA 4 o3etrovant skupinu, 92 mm?® + 43
mm?® (n = 7 my3i, 12 nadorov) pre ®Re-cMAb BIWA 2 ogetrovan( skupinu, zatial
¢o kontrolna skupina bola rovnaka ako v experimente 1. Experiment 3: 105 mm?3 +
43 mm® (n=8 mysi, 13 nadorov) pre "®Re-hMAb BIWA 4 oSetrovant skupinu, 100
mm® + 42 mm® (n=8 my3i, 13 nadorov) pre "®*Re-hMAb BIWA 8 oSetrovant skupinu
a 110 mm® + 46 mm® (n=7 mysi, 11 nadorov) pre kontrolnu skupinu. V priebehu
osetrovania sa nadory merali dvakrat tyZ2denne a vypoditaval 'sa objem nadoru vo
vztahu kobjemu nadoru na zaciatku oS$etrovania. Toxicita sa monitorovala
prostrednictvom merania telesnej hmotnosti dvakrat tyZdenne. Mysi sa usmttili, ked
nadory presiahli 1000 mm?®.

Statistika

Rozdiely v tkanivovom prijme medzi spoloéne injektovanymi MAbs sa
Statisticky analyzovali pre kazdy ¢asovy bod so Studentovym t-testom pre parové
Gdaje. Rozdiely v priemernom objeme nadoru medzi réznymi RIT o$etrovanymi
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skupinami sa $tatisticky analyzovali pre kazdy ¢asovy bod so Studentovym t-testom

pre nezavislé vzorky.

Vysledky

In vitro vazobné charakteristiky CD44v6-$pecifickych MAbs

Vazobné afinity piatich MAbs sa analyzovali pouzitim rekombinantného
antigénu, ako aj ludskych nadorovych bunkovych linii. Kinetické a afinitné konstanty
sa hodnotili prostrednictvom plazménovej rezonancie pouzitim GST/CD44v3-v10
ako imobilizovaného antigénu. Tabulka 1 uvadza asociaéné rychlosti (ka),
disociadné rychlosti (ks) a disociatné konétanty (Ky). mMMAb BIWA 1 a cMAb BIWA
2, obsahujuce identické variabilné oblasti, maju podobné ki, ks a Ky a vykazuju
najvyssiu afinitu. Na rozdiel od nich, mMAb U36 a hMAb BIWA 4 maji nizku k,
a vysokl kg, So vedie k znaéne znizenym disociaénym kons$tantam (faktor 35,0,
respektive 10,5). hMAb BIWA 8, obsahujuca mysacie zvySky v lahkej retazcovej

kostrovej oblasti 2, vykazuje znacny pokles ky veduci k zvySenej afinite.

Tabulka 1
Kinetiky a afinitné konstanty MAbs nasmerovanych proti CD44v6

Protilatka ko (s ke(s™) | Ka(M) | Kgvzhladom na
mysSaciu BIWA 1
MysSacia BIWA 1 1,3x10° [4,2x10°[3,2x 107 1,0
My3acia U36 1,6x10% [1,7x10*| 1,1 x 10° 35,0
Chimérna BIWA 2 1,7x10° [4,1x10°[2,4x 10" 0,7
Humanizovana BIWA 4| 6,5 x 10 [2,2x 10*] 3,4 x 107 10,5
Humanizovana BIWA 8] 7,5x 10* [6,3x10°[8,4 x 107"° 2,6

Hodnotili sa aj relativne vazobné afinity cMAb a hMAbs v kompetitivne;
bunkovej ELISA pouZitim humannych A431 nadorovych buniek (obrazok 1). Podra
afinitnych merani na rekombinantnom antigéne bola cMAb BIWA 2 najuadinnejsi
kompetitor, po nej nasledovala hMAb BIWA 8 a hMAb BIWA 4. Podobné vysledky
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(nie st uvedené) sa ziskali s dvoma inymi fudskymi HNSCC bunkovymi liniami
(FaDu a LICR-LON-HNS5).

Biodistriblcia v nahych mysiach nesucich HNSCC

Biodistribuéné stidie sa uskutoénovali v mySiach nesucich HNX-OE
xenostep. Dve MAbs s identickym myS$acim alebo humannym izotypom sa oznadili
bud so '?|, alebo so "'l a injektovali sa naraz (50 pg, 10 pCi kazda). Kazdy par
MADbs sa vybral tak, aby poskytol postupny pokles v rozdiele v afinitach: mMAb U36
ma 35,0 nasobne nizsiu afinitu ako mMAb BIWA 1 (experiment 1), hMAb BIWA 4
ma 14,0 nasobne nizsiu afinitu ako cMAb BIWA 2 (experiment 2) a hMAb BIWA 4
ma 4,0 nasobne nizsiu afinitu ako hMAb BIWA 8 (experiment 3). Imunoreaktivne

frakcie v8etkych jodizovanych MAbs boli aspori 74 % po extrapolacii (tabulka 2).

Tabufka 2
Imunoreaktivna frakcia jodizovanych MAbs determinovana prostrednictvom viazania
UM-SCC-11B buniek

C. exper. | Protilatka Znacka| Viazanie na Viazanie
5x10° buniek (%) | Extrapolované? (%)

1 Mysacia U36 3 59,7 87,4
My3acia BIWA 1 29 91,1 91,1

2 Humanizovana BIWA 4| | 77,4 82,3
Chimérna BIWA 2 23] 80,5 79,9

3 Humanizovana BIWA 4| ™| 77,3 74,5
Humanizovana BIWA 8| &I 91,8 92,1

? Imunoreaktivita sa determinovala prostrednictvom linearnej extrapolacie na
podmienky reprezentujice neohranieny nadbytok antigénu: pozri Materialy

a Metody

Biodistribticie v experimente 1 sa determinovali v diioch 1, 2, 3 a 7 po injekcii;
biodistriblcie v experimentoch 2 a 3 sa determinovali v dfioch 1, 2, 4 a 7 po injekcii.
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V tabulke 3 s uvedené vypocitané priemerné %ID/g nadoru a krvi vSetkych troch

experimentov.

Tabulka 3
Hiadiny jodizovanych CD44v6 $pecifickych MAbs s rozli¢nou afinitou v nadore a krvi

po spolo€nej injekcii mysSiam nesucim HNX-OE

Cas po | Konj. A (%ID/g) | Konj. B (%ID/G) | Pomer konj. A:B
Cislo experimentu injekcii | Nador | Krv | Nador | Krv | Nador | Krv

1 Konj. A:®"I-mMAb U36 1d 15,7 | 17,9 | 13,0 | 17,8 1,2 1,0
Konj. B:'l-mMAb BIWA1 | 2d 184 | 150 | 13,4 | 14,9 1,4 1,0

2 Konj. A:®"l-nMAb Biwa4 | 1d 10,8 | 10,2 | 91 | 10,6 1,2 1,0

Konj. B:'®1-cMAb BIWA2 | 2d 12,4 | 10,2 9,8 10,1 1,3 1,0
4d | 129 | 72| 89 | 7.2 1,5 1,0
7d 76 | 33| 48 | 27 1,6 1,2

3 Konj. A:1311-hMAb BIWA4| 1d 10,6 | 111 9,6 11,4 1,1 1,0

Konj. B:125I-hMAb BIWA8| 2d 10,9 | 10,0 9,6 9,8 1,1 1,0
4d 11,7 6,2 9,6 5,9 1,2 1,0
7d 10,1 4,2 7,8 3,9 1,3 1,1

Pre kazdy par spolo¢ne injektovanych MAbs su poskytnuté prijmové pomery
nadoru a krvi. Na obrazku 2 je znazorneny priemer %ID/g a s.e.m néadoru, Krvi
a réznych organoch 3 (experiment 1) alebo 4 dni p.i. (experimenty 2 a 3).

Pri priamom porovnani dvoch mysacich MAbs, prijem nizko afinitnej U36
nadorom bol vyznamne vy$§i ako prijem vysoko afinitnej BIWA 1 vo vSetkych
¢asovych bodoch (p < 0,001) (tabufka 3). Na rozdiel od toho sa nezistili Ziadne
vyznamné rozdiely medzi prijmovymi hodnotami tychto MAbs v krvi a norméalnych
tkanivach na 1., 2. a 3. den p.i.. Na 7. def p.i. boli hladiny BIWA 1 vkrvi avo
vacsine organov vyznamne nizSie (p < 0,05) ako hladiny U36, z ¢oho vyplyva
rychlejSie vymiznutie BIWA 1 z krvi/tela. Na obrazku 2A je ilustrovany o 50 % vyssi
prijem U36 nadorom v porovnani s BIWA 1 na 3. den p.i.

Podobné vztahy sa zistili pri hodnoteni dvoch inych MAb parov. hMAb BIWA

s
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ako cMAb BIWA 2 a hMAb BIWA 8 vo vsetkych ¢asovych bodoch (tabulka 3). Na
rozdiel od toho, MAb hladiny v krvi a v normainych tkanivach boli pre tieto pary
MAbs podobné na 1., 2. a 4. deri p.i. Po 7 diioch p.i. boli BIWA 2 a BIWA 8 hladiny
v krvi a vo vacSine organov vyznamne nizsie (p < 0,05) ako hladiny BIWA 4, z ¢oho
vyplyva rychlejSie vymiznutie tychto MAbs z krvi/tela. Na obrazku 2B je ilustrovany
0 45 % vy3Si prijem BIWA 4 nadorom v porovnani s BIWA 2, zatial ¢o na obrazku
2C je ilustrovany 020 % vyssi prijem BIWA 4 nadorom v porovnani s BIWA 8,
v ¢asovych bodoch 4 dni po injekcii.

Zodpovedajuce vysledky sa ziskali z dalSieho experimentu (udaje nie su
znazornené), v ktorom sa radioaktivne znacky zamenili: '*°I-BIWA 4 versus 'l
BIWA 8 namiesto "*'I-BIWA 4 versus '®I-BIWA 8. Udaje ztohto posledného
experimentu vylu€ujad moznost, Ze typ radioaktivnej znatky ma vplyv na farmako-

kinetické spravanie zna¢enej MAb.

Radioimunoterapia u nahych mysi nestcich HNSCC

Z tychto troch biodistribuénych experimentov sa zda, Ze nizko afinitné MAbs

vykazovali vy33i a selektivnej§i nadorovy prijem ako vysoko afinitné MAbs, a teda
mohli by byt vhodnejSie na RIT. Na testovanie tejto mozZnosti sa nasledujlce
oSetrovacie skupiny porovnavali v RIT S$tadiach s mySami neslcimi HNX-OE
xenostep:
Experiment 1: 300 uCi '®Re-U36 alebo 300 uCi '®Re-BIWA 1 alebo fyziologicky
roztok ako kontrola. Experiment 2: 300 uCi '®*Re-BIWA 4 alebo 300 pCi "*Re-
BIWA 2 alebo fyziologicky roztok ako kontrola. Experiment 3: 400 puCi '®°*Re-BIWA 4
alebo 400 pCi '®Re-BIWAS alebo fyziologicky roztok ako kontrola.

Na obrazku 3 je priemerny relativny objem nadoru (ako percento objemu
nadoru v den 0) pre kontrolu a oSetrované skupiny vyneseny do grafu ako funkcia
Casu. Nadory mysi v kontrolnej skupine vo v8etkych troch experimentoch vykazovali
exponencialny rast pri¢om ¢as, za ktory sa objem nadoru zdvojnasobil, bol priblizne
7 dni. V skupinach oSetrovanych so '®Re-znadenymi MAbs nadory prestali rast,
v niektorych pripadoch to bolo sprevadzané regresiou nadoru kratko po injekcii

konjugatov. Avsak vetky nadory nakoniec znova rastii.
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V experimente 1 podavanie 300 pCi '®Re-BIWA 1 viedlo k poklesu
nadorového rastu, ale nie k redukcii priemernej velkosti nadoru. AvSak podavanie
300 uCi "®Re-U36 sposobovalo redukciu priemerného objemu nadoru zo 185 mm®
na 120 mm?® medzi ditiom 7 a dfiom 17 po injekcii, a potom nadory opét zagali rast.
Priemerny relativny objem nadoru v skupine oSetrovanej so '®Re-U36 bol
vyznamne mensi (p < 0,001), ako priemerny objem nadoru v skupine oSetrovanej so
'8°Re-BIWA 1 od 14. diia dalej.

V experimente 2 podavanie bud 300 pCi '®Re-BIWA 4, alebo 300 pCi 1%Re-
BIWA 2 viedio k zastaveniu rastu nadoru na 7. def, pricom opatovne zacal rast na
17. defn p.i.. BIWA 4 bola Gginnej§ia v RIT ako BIWA 2 od 14. dha dalej, ale
vyznamny rozdiel medzi priemernymi relativnymi objemami nadoru sa zistil len na
14. den p.i. (p < 0,05).

V experimente 3 sa mySi oSetrovali bud so 400 pCi 186Re-BIWA 4, alebo
BIWA 8, ¢o viedlo k zniZeniu relativneho objemu nadoru na miniméalne 80 + 62 %,
respektivne 98 + 81 % na 19. den. Potom zacali nadory opat rast.

Z tychto Gdajov vyplyva, Ze nizko afinitna MAb BIWA 4 je GcinnejSia v RIT
ako vysoko afinitné MAbs cBIWA 2 a BIWA 8.

Priklad 2

Detaily sekvencii
Tento priklad znazoriiuje detaily sekvencii, napr. polohu klonovacich miest,

vedlce sekvencie a netranslatované oblasti.

Skratky:
aa = aminokyseliny

nt = nukleotidova sekvencia

Sekv. ¢. 1 VH BIWA 4/8 aa

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTGSSYDMSWVRQAPGKGLEWVSTISSGGSYTYYLD
SIKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARQGLDYWGRGTLVTVSS
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Sekv. €. 2VL BIWA 4 aa

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSINYIYWYQQKPGQAPRLLIYLTSNLASGVPARFS
GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCLQWSSNPLTFGGGTKVEIK

Sekv. ¢. 3 VL BIWA 8 aa

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSINYIYWLQQKPGQAPRILIYLTSNLASGVPARFS
GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCLQWSSNPLTFGGGTKVEIK

Sekv. €. 4 VH BIWA 4/8 nt

GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTAAGACTCTC
CTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAGCTATGACATGTCTTGGGTTCGCCAGGCTCCGG
GGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAACCATTAGTAGTGGTGGTAGTTACACCTACTATCTAGAC
AGTATAAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACTCCCTGTACCTGCAAAT
GAACAGTCTGAGGGCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGACAGGGGTTGGACTACT
GGGGTCGAGGAACCTTAGTCACCGTCTCCTCA

Sekv. €. 5 VL BIWA 4 nt

GAAATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAACCCTGTCTCTGTCTCCAGGGGAGAGGGCCACCCT
GTCCTGCAGTGCCAGCTCAAGTATAAATTACATATACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGACAGG
CTCCTAGACTCTTGATTTATCTCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGCGCGCTTCAGT
GGCAGTGGGTCTGGAACCGACTTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGGAGCCTGAAGATTTTGC
CGTTTATTACTGCCTGCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACATTCGGTGGTGGGACCAAGGTGG
AGATTAAA

Sekv. €. 6 VL BIWA 8 nt

GAAATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAACCCTGTCTCTGTCTCCAGGGGAGAGGGCCACCCT
GTCCTGCAGTGCCAGCTCAAGTATAAATTACATATACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGACAGG
CTCCTAGACTCTTGATTTATCTCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGCGCGCTTCAGT
GGCAGTGGGTCTGGAACCGACTTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGGAGCCTGAAGATTTTGC
CGTTTATTACTGCCTGCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACATTCGGTGGTGGGACCAAGGTGG
AGATTAAA

Sekv. €. 7 tazky retazec (variabilny + konstantny) BIWA 4/8 aa

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYDMSWVRQAPGKGLEWVSTISSGGSYTTYYL
DSIKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARQGLDYWGRGTLVTVSSASTKGPSVF
PLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAELLGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTIPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQ
KSLSLSPGK
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Sekv. &. 8 fahky retazec (variabilny + konstantny) BIWA 4 aa

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSIYIYWYQQOKPGQAPRLLIYLTSNLASGVPARFSG
SGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCLQWSSNPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLK
SGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Sekv. €. 9 lahky retazec (variabilny + konstantny) BIWA 8 aa

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSIYIYWYQQKPGQAPRLLIYLTSNLASGVPARFSG
SGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCLQWSSNPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLK
SGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Sekv. ¢. 10 tazky retazec (variabilny + konstantny) BIWA 4/8 nt; inzert v pAD-
CMV1/pAD-CMV19, obsahuje intrény (malé pismena) medzi CH1-kib, kib-CH2,
CH2-CH3, veduca sekvencia je pod¢iarknuta, netranslatované sekvencie su

vytlagené kurzivou, klonovacie miesta su vytlacené tu¢ne

aagctttgacagacgcacaaccctggactcccaagtctttetecttecagtgacaaacacagac
ataggatatcacatttgcttctgacacaactgtgttcactagcagcctcaaacagacaccAT
GAACTTTGGGCTCAGCTTGATTTTCCTTGTCCTAATTTTAAAAGGTGTCCAGTGTGAAGTGC
AGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTAAGACTCTCCTGTGCA
GCCTCTGGATTCACTTTCAGTAGCTATGACATGTCTTGGGTTCGCCAGGCTCCGGGGAAGGG
GCTGGAGTGGGTCTCAACCATTAGTAGTGGTGGTAGTTACACCTACTATCTAGACAGTATAA
AGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACTCCCTGTACCTGCAAATGAACAGT
CTGAGGGCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGACAGGGGTTGGACTACTGGGGTCG
AGGAACCTTAGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCAC
CCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTC
CCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCC
GGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCA
GCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGAC
AAGAAAGTTggtgagaggccagcacagggaggagggtgtctgetggaagcaggcectcageget
cctgecctggacgcatcecccggcetatgecagecccagteccagggcagcaaggcaggecceegtetg
cctecttcaccecggagectctgeccgecccactecatgetcagggagagggtettetggetttt
tcccaggctcectgggecaggcacaggctaggtgecectaacccaggeecctgcacacaaaggggce
aggtgctgggctcagacctgccaagagccatateccgggaggacectgecectgacctaagec
caccccaaaggccaaactctccactecctcagetecggacaccttetectecteccagatteca
gtaactcccaatcttctectctgcaGAGCCCAAATCTTGTGACARAACTCACACATGCCCACC
GTGCCCAggtaagccagcccaggcctecgecctecagectcaaggecgggacaggtgecctaaga
gtagcctgcatccagggacaggccccagecgggtgetgacacgtccacctecatectettect
caGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACC
CTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCC
TGAGGTCAAGTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCG
GGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACT
GGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTC
CTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCC
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AGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAggtgggaccecgtggggtgecgagggecac
atggacagaggccggctcggccaccctcectgecctgagagtgacegetgtaccaacctcetgte
ctacaGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACC
AAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGA
GTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCG
ACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAAC
GTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTC
CCTGTCTCCGGGTAAATGAgtgcgacggccgcgaatte

Sekv. €. 11 Tahky retazec (variabilny + konstantny) BIWA 4 nt; sekvencia v pAD-
CMV1/pAD-CMV19, vedlca sekvencia je podciarknutd, netranslatované sekvencie

su vytlatené kurzivou, klonovacie miesta tu¢ne

aagcttgatcttcaggatatcacatttgcttctgacacaactgtgttcactagcaacctcaa
acagacaccATGGATTTTCAGGTGCAGATTTTCAGCTTCCTGCTAATGAGTGCCTCAGTCAT
AATGTCCAGGGGAGAAATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAACCCTGTCTCTGTCTCCAGGGG
AGAGGGCCACCCTGTCCTGCAGTGCCAGCTCAAGTATAAATTACATATACTGGTACCAGCAG
AAGCCAGGACAGGCTCCTAGACTCTTGATTTATCTCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCC
TGCGCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGAACCGACTTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGGAGC
CTGAAGATTTTGCCGTTTATTACTGCCTGCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACATTCGGTGGT
GGGACCAAGGTGGAGATTAAACGGACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATC
TGATGAGCAGTTGAAATCTGGAAACTGCTAGCGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCC
AGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAG
TGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCA
AAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCG
CCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAGgaattc

Sekv. &. 12 lahky retfazec (variabilny + konstantny) BIWA 8 nt; sekvencia v pAD-
CMV1/pAD-CMV19, vedlca sekvencia je pod¢iarknuta, netranslatované sekvencie
st vytlatené kurzivou, klonovacie miesta tuéne

aagcttgatcttcaggatatcacatttgcttctgacacaactgtgttcactagcaacctcaa
acagacaccATGGATTTTCAGGTGCAGATTTTCAGCTTCCTGCTAATGAGTGCCTCAGTCAT
AATGTCCAGGGGAGAAATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAACCCTGTCTCTGTCTCCAGGGG
AGAGGGCCACCCTGTCCTGCAGTGCCAGCTCAAGTATAAATTACATATACTGGTACCAGCAG
AAGCCAGGACAGGCTCCTAGACTCTTGATTTATCTCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCC
TGCGCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGAACCGACTTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGGAGC
CTGAAGATTTTGCCGTTTATTACTGCCTGCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACATTCGGTGGT
GGGACCAAGGTGGAGATTAAACGGACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATC
TGATGAGCAGTTGAAATCTGGAAACTGCTAGCGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCC
AGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAG
TGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCA
AAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCG
CCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAGgaatte
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Sekv. &. 13 tazky retazec (variabilny + konstantny) BIWA 4/8 nt; sekvencia
v N5KG1 val, neobsahuje Ziadne intrény, veduca sekvencia je podCiarknuta

ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGCTTTTTCTTGTGGCTATTTTAAAAGGTGTCCAGTGTGAAGT
GCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTAAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAGCTATGACATGTCTTGGGTTCGCCAGGCTCCGGGGAAG
GGGCTGGAGTGGGTCTCAACCATTAGTAGTGGTGGTAGTTACACCTACTATCTAGACAGTAT
AAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACTCCCTGTACCTGCAAATGAACA
GTCTGAGGGCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGACAGGGGTTGGACTACTGGGGT
CGAGGAACCTTAGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGC
ACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACT
TCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTC
CCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAG
CAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGG
ACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCT
GAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGAT
CTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCA
AGTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGC
AGTACAACAGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAAT
GGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCA
GGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCA
TCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCC
CCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTA
TCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCA
CGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAG
AGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCA
CTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA

Sekv. & 14 lahky retazec (variabilny + konsStantny) BIWA 4 nt;, sekvencia
v NS6KG1val, vedica sekvencia je podCiarknuta

ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGATACCACCGGAGA
AATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAACCCTGTCTCTGTCTCCAGGGGAGAGGGCCACCCTGT
CCTGCAGTGCCAGCTCAAGTATAAATTACATATACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGACAGGCT
CCTAGACTCTTGATTTATCTCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGCGCGCTTCAGTGG
CAGTGGGTCTGGAACCGACTTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGGAGCCTGAAGATTTTGCCG
TTTATTACTGCCTGCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACATTCGGTGGTGGGACCAAGGTGGAG
ATTAAACGGACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAA
ATCTGGAAACTGCTAGCGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTA
CAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGA
CAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGA
AACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGC
TTCAACAGGGGAGAGTGTTGA

Sekv. ¢. 15 lahky retazec (variabilny + konstantny) BIWA 8 nt; sekvencia

v N6KG1val, vedlica sekvencia je podCiarknuta
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ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGATACCACCGGAGA
AATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAACCCTGTCTCTGTCTCCAGGGGAGAGGGCCACCCTGT
CCTGCAGTGCCAGCTCAAGTATAAATTACATATACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGACAGGCT
CCTAGACTCTTGATTTATCTCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGCGCGCTTCAGTGG
CAGTGGGTCTGGAACCGACTTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGGAGCCTGAAGATTTTGCCG
TTTATTACTGCCTGCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACATTCGGTGGTGGGACCAAGGTGGAG
ATTAAACGGACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAA
ATCTGGAAACTGCTAGCGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTA
CAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGA
CAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGA
AACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGC
TTCAACAGGGGAGAGTGTTGA

Sekv. ¢. 16 BIWA 4 v N5KG1val

CTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACC
GCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCAC
GTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTARATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTG
CTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGGGTCGCGACG
TACCGGGCCCCCCCTCGATTAATTAATCGAGCTACTAGCTTTGCTTCTCAATTTCTTATTTG
CATAATGAGAAAAAAAGGAAAATTAATTTTAACACCAATTCAGTAGTTGATTGAGCAAATGC
GTTGCCAAAAAGGATGCTTTAGAGACAGTGTTCTCTGCACAGATAAGGACAAACATTATTCA
GAGGGAGTACCCAGAGCTGAGACTCCTAAGCCAGTGAGTGGCACAGCATTCTAGGGAGAAAT
ATGCTTGTCATCACCGAAGCCTGATTCCGTAGAGCCACACGTTGGTAAGGGCCAATCTGCTC
ACACAGGATAGAGAGGGCAGGAGCCAGGGCAGAGCATATAAGGTGAGGTAGGATCAGTTGCT
CCTCACATTTGCTTCTGACATAGTTGTGCCAGCATGGAGGAATCGATCCTCCATGCTTGAAC
AAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGG
GCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCC
GGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGTAAGTGCGGCCG
CTCTAGGCCTCCAAAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGCGGCCTC
GGCCTCTGCATAAATAAAAANAATTAGTCAGCCATGCATGGGGCGGAGAATGGGCGGAACTG
GCGGAGTTAGGGGCGGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGGGACTATGGTTGCTGACTAATTGAGA
TGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCTGGTTGCTGA
CTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACC
CTAACTGACACACATTCCACAGAATTAATTCCCCTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGG
TCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCC
TGGCTGACCGCCCAACGACCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAAC
GCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGG ¢
CAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGG
CCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACTCTAC
GTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATA
GCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTT
GGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATG
GGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGGTACGTGAACCGTCAGAT
CGCCTGCAGACGCCATCACAGATCTCTCACCATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCCTCC
TGCTGCTCTGGCTCCCAGATACCACCGGAGAAATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAACCCTG
TCTCTGTCTCCAGGGGAGAGGGCCACCCTGTCCTGCAGTGCCAGCTCAAGTATAAATTACAT
ATACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGACAGGCTCCTAGACTCTTGATTTATCTCACATCCAACC
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TGGCTTCTGGAGTCCCTGCGCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGAACCGACTTCACTCTCACA
ATCAGCAGCCTGGAGCCTGAAGATTTTGCCGTTTATTACTGCCTGCAGTGGAGTAGTAACCC
GCTCACATTCGGTGGTGGGACCAAGGTGGAGATTAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCT
TCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTG
AATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGG
TAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCA
CCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCAT
CAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTGAATTCAGATCCG
TAACGGTTACCAACTACCTAGACTGGATTCGTGACAACATGCGGCCGTGATATCTACGTATG
ATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTT
CCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGC
ATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAG
GATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGAACCAGCTGGGAC
TAGTAGCTTTGCTTCTCAATTTCTTATTTGCATAATGAGAAAAAAAGGAAAATTAATTTTAA
CACCAATTCAGTAGTTGATTGAGCAAATGCGTTGCCAAAAAGGATGCTTTAGAGACAGTGTT
CTCTGCACAGATAAGGACAAACATTATTCAGAGGGAGTACCCAGAGCTGAGACTCCTAAGCC
AGTGAGTGGCACAGCATTCTAGGGAGAAATATGCTTGTCATCCCGAAGCCTGATTCCGTAGA
GCCACACCTTGGTAAGGGCCAATCTGCTCACACAGGATAGAGAGGGCAGGAGCCAGGGCAGA
GCATATAAGGTGAGGTAGGATCAGTTGCTCCTCACATTTGCTTCTGACATAGTTGTGTTGGG
AGCTTGGATAGCTTGGACAGCTCAGGGCTGCGATTTCGCGCCAAACTTGACGGCAATCCTAG
CGTGAAGGCTGGTAGGATTTTATCCCCGCTGCCATCATGGTTCGACCATTGAACTGCATCGT
CGCCGTGTCCCAAAATATGGGGATTGGCAAGAACGGAGACCTACCCTGGCCTCCGCTCAGGA
ACGAGTTCAAGTACTTCCAAAGAATGACCACAACCTCTTCAGTGGAAGGTAAACAGAATCTG
GTGATTATGGGTAGGAAAACCTGGTTCTCCATTCCTGAGAAGAATCGACCTTTAAAGGACAG
AATTAATATAGTTCTCAGTAGAGAAACTCAAAGAACCACCACGAGGAGCTCATTTTCTTGCC
AAAAGTTTGGATGATGCCTTAAGACTTATTGAACAACCGGAATTGGCAAGTAAGTAGACATG
GTTTGGATAGTCGGAGGCAGTTCTGTTTACCAGGAAGCCATGAATCAACCAGGCCACCTTAG
ACTCTTTGTGACAAGGATCATGCAGGAATTTGAAAGTGACACGTTTTTCCCAGAAATTGATT
TGGGGAAATATAAACTTCTCCCAGAATACCCAGGCGTCCTCTCTGAGGTCCAGGAGGAAAAA
GGCATCAAGTATAAGTTTGAAGTCTCGAGAAGAAAGACTACAGGAAGATGCTTTCAAGTTCT
CTGCTCCCCTCCTAAAGCTATGCATTTTTATAAGACCATGGGACTTTTGCTGGCTTTAGATC
AGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCT
TGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCAT
TGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGCGCAGGACAGCAAGGGGGAGGA
TTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGAACCAGCTGGGGCTC
GAAGCGGCCGCTCCGGATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCC
CGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACG
TATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAG
CGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTG
GCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGG
GCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGGTACGTCCTCACATTCAGT
GATCAGCACTGAACACAGACCCGTCGACATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGCTTTTTCTTGTGG
CTATTTTAAAAGGTGTCCAGTGTGAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGAAG
CCTGGAGGGTCCCTAAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAGCTATGACAT
GTCTTGGGTTCGCCAGGCTCCGGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAACCATTAGTAGTGGTG
GTAGTTACACCTACTATCTAGACAGTATAAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCC
AAGAACTCCCTGTACCTGCAAATGAACAGTCTGAGGGCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTG
TGCAAGACAGGGGTTGGACTACTGGGGTCGAGGAACCTTAGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCA
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CCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCG
GCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGG
CGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCC
TCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTG
AATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAAC
TCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCC
CCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTG
GACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCA
TAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCC
TCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAA
GCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACA
GGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCC
TGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAG
AACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAA
GCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATG
AGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGAGGATCC
GTTAACGGTTACCAACTACCTAGACTGGATTCGTGACAACATGCGGCCGTGATATCTACGTA
TGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCC
TTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCAT
CGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGG
GAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGAACCAGCTGG
GGCTCGACAGCGCTGCGATCGCCTCGAGGCCGCTACTAACTCTCTCCTCCCTCCTTTTTCCT
GCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGC
TCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGAT
CTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCG
GCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCG
AGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCTCAGGG
GCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCG
TCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGA
TTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCG
TGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCG
CCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGA
CTCTGGGGTTCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCC
ACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGAT
CCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTT
ATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTG
CATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATCTATCTTATCATGTCTGGATCGCGGCCGG
CCGCACCGCGGTGGAGCTTTAATTAAGGCGCGCCAGCTCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAG
GGTTAATTTCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCG
CTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATG
AGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGT
CGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGC
TCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATC
AGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACA
TGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTC
CATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAA
CCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTG
TTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTT
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TCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTG
TGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGT
CCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGA
GCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAG
AAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTA
GCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAG
ATTACGCGCAGAAAAARAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGC
TCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCA
CCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACT
TGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCG
TTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCAT
CTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAA
TAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATC
CAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAA
CGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCA
GCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTT
AGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGT
TATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTG
GTGAGTACTCAACCAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAA
CGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACC
CACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAA
AAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTC
ATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATA
CATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACTTTCCCCGAAAAGT
GCCACA

Sekv. €. 17 pAD-CMV1, klonovacie miesta su vytlacené tu¢ne

TCGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCC
CATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAARATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAAL
GACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTT
CCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGT
ATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTAT
GCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGC
TATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCAC
GGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAA
CGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGT
ACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTAACTGG
CTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTTCTGCAGGTCGACATCGATG
GATCCGGTACCTCGAGCGCGAATTCTCTAGAGGATCTTTGTGAAGGAACCTTACTTCTGTGG
TGTGACATAATTGGACAAACTACCTACAGAGATTTAAAGCTCTAAGGTAAATATAAAATTTT
TAAGTGTATAATGTGTTAAACTACTGATTCTAATTGTTTGTGTATTTTAGATTCCAACCTAT
GGAACTGATGAATGGGAGCAGTGGTGGAATGCCTTTAATGAGGAAAACCTGTTTTGCTCAGA
AGAAATGCCATCTAGTGATGATGAGGCTACTGCTGACTCTCAACATTCTACTCCTCCAAAAA
GAAGAGAAAGGTAGAAGACCCCAAGGACTTTCCTTCAGAATTGCTAAGTTTTTTGAGTCATG
CTGTGTTTAGTAATAGAACTCTTGCTTGCTTTGCTATTTACACCACAAAGGAAAAAGCTGCA
CTGCTATACAAGAAAATTATGGAAAAATATTTGATGTATAGTGCCTTGACTAGAGATCATAA
TCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTG
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AACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGG
TTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTA
GTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATCAATTCTGAGAAACTA
GCCTTAAAGACAGACAGCTTTGTTCTAGTCAGCCAGGCAAGCATATGTAAATAAAGTTCCTC
AGGGAACTGAGGTTAAAAGATGTATCCTGGACCTGCCAGACCTGGCCATTCACGTAAACAGA
AGATTCCGCCTCAAGTTCCGGTTAACAACAGGAGGCAACGAGATCTCAAATCTATTACTTCT
AATCGGGTAATTAAAACCTTTCAACTAAAACACGGACCCACGGATGTCACCACTTTTCCTTC
CCCGGCTCCGCCCTTCTCAGTACTCCCCACCATTAGGCTCGCTACTCCACCTCCACTTCCGG
GCGCGACACCCACGTGCCCTCTCCCACCCGACGCTAACCCCGCCCCTGCCCGTCTGACCCCG
CCCACCACCTGGCCCCGCCCCGTTGAGGACAGAAGAAACCCCGGGCAGCCGCAGCCAAGGCG
GACGGGTAGACGCTGGGGGCGCTGAGGAGTCGTCCTCTACCTTCTCTGCTGGCTCGGTGGEG
GACGCGGTGGATCTCAGGCTTCCGGAAGACTGGAAGAACCGGCTCAGAACCGCTTGTCTCCG
CGGGGCTTGGGCGGCGGAAGAATGGCCGCTAGACGCGGACTTGEGTGCGAGGCATCGCAGGAT
GCAGAAGAGCAAGCCCGCCGGGAGCGCGCGGCTGTACTACCCCGCGCCTGGAGCGGCCACGT
CGGACTGGGCGGGGCCGGCCTGGTGGAGGCGGAGTCTCGACCTCGTGGAGGCGGGGCCTCTGA
TGTTCAAATAGGATGCTAGGCTTGTTGAGGCGTGGCCTCCGATTCACAAGTGGGAAGCAGCG
CCGGGCGACTGCAATTTCGCGCCAAACTTGGGGGAAGCACAGCGTACAGGCTGCCTAGGTGA
TCGCTGCTGCTGTCATGGTTCGACCGCTGAACTGCATCGTCGCCGTGTCCCAGAATATGGGC
ATCGGCAAGAACGGAGACCTTCCCTGGCCAATGCTCAGGTACTGGCTGGATTGGGTTAGGGA
AACCGAGGCGGTTCGCTGAATCGGGTCGAGCACTTGGCGGAGACGCGCGGGCCAACTACTTA
GGGACAGTCATGAGGGGTAGGCCCGCCGGCTGCTGCCCTTGCCCATGCCCGCGGTGATCCCC
ATGCTGTGCCAGCCTTTGCCCAGAGGCGCTCTAGCTGGGAGCAAAGTCCGGTCACTGGGCAC
CACCACCCCCCGGACTTGCATGGGTAGCCGCTGAGATGGAGCCTGAGCACACGTGACAGGGET
CCCTGTTAACGCAGTGTTTCTCTAACTTTCAGGAACGAGTTCAAGTACTTCCAAAGAATGAC
CACCACCTCCTCAGTGGAAGGTAAACAGAACCTGGTGATTATGGGCCGGAAAACCTGGTTCT
CCATTCCTGAGAAGAATCGACCTTTAAAGGACAGAATTAATATAGTTCTCAGTAGAGAGCTC
AAGGAACCACCACAAGGAGCTCATTTTCTTGCCAAAAGTCTGGACCATGCCTTAAAACTTAT
TGAACAACCAGAGTTAGCAGATAAAGTGGACTGGTTTGGATAGT TGGAGGCAGTTCCGTTTA
CAAGGAAGCCATGAATCAGCCAGGCCATCTCAGACTCTTTGTGACAAGGATCATGCAGGAAT
TTGAAAGTGACACGTTCTTCCCAGAAATTGATTTGGAGAAATATAAACTTCTCCCAGAGTAC
CCAGGGGTCCTTTCTGAAGTCCAGGAGGAAAAAGGCATCAAGTATAAATTTGAAGTCTATGA
GAAGAAAGGCTAACAGAAAGATACTTGCTGATTGACTTCAAGTTCTACTGCTTTCCTCCTAA
AATTATGCATTTTTACAAGACCATGGGACTTGTGTTGGCTTTAGATCCTGTGCATCCTGGRGC
AACTGTTGTACTCTAAGCCACTCCCCAAAGTCATGCCCCAGCCCCTGTATAATTCTAAACAA
TTAGAATTATTTTCATTTTCATTAGTCTAACCAGGTTATATTAAATATACTTTAAGAAACAC
CATTTGCCATAAAGTTCTCAATGCCCCTCCCATGCAGCCTCAAGTGGCTCCCCAGCAGATGC
ATAGGGTAGTGTGTGTACAAGAGACCCCAAAGACATAGAGCCCCTGAGAGCATGAGCTGATA
TGGGGGCTCATAGAGATAGGAAGCTAGATGAATAAGTACAAAGGGCAGAAATGGGTTTTAAC
CAGCAGAGCTAGAACTCAGACTTTAAAGAAAATTAGATCAAAGTAGAGACTGAATTATTCTG
CACATCAGACTCTGAGCAGAGTTCTGTTCACTCAGACAGAAAATGGGTAAATTGAGAGCTGG
CTCCATTGTGCTCCTTAGAGATGGGAGCAGGTGGAGGATTATATAAGGTCTGGAACATTTAA
CTTCTCCGTTTCTCATCTTCAGTGAGTTCCAAGGGATACTACAATTCTGTGGAATGTGTGTC
AGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTC
AATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCARAG
CATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAA
CTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAG
GCCGAGGCGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTT
TGCAAAAAAGCTAATTCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGC
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GCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGLC
TCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAA
ATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAACTTG
ATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACG
TTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTAT
CTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATG
AGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCAGGT
GGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACTTCAAAT
ATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAG
TATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTG
TTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGA
GTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAACG
TTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACG
CCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCA
CCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCAT
AACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGC
TAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAG
CTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAAC
GTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACT
GGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTT
ATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGTATCATTGCAGCACTGGGGCCA
GATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGA
ACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACC
AAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAG
GTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTG
AGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTITCTGCGCGTAA
TCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAG
CTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCT
TCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCG
CTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTG
GACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCAC
ACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAG
AAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGA
ACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGG
GTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTAT
GGAAAAACGCCAGCAACGCC

Sekv. . 18 pAD-CMV19, klonovacie miesta st vytlatené tu¢ne

TCGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCC
CATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAAC
GACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTT
CCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGT
ATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTAT
GCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGC
TATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCAC
GGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAA
CGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGT
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ACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTAACTGG
CTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTTCTGCAGGTCGACATCGATG
GATCCGGTACCTCGAGCGCGAATTCTCTAGAGGATCTTTGTGAAGGAACCTTACTTCTGTGG
TGTGACATAATTGGACAAACTACCTACAGAGATTTAAAGCTCTAAGGTAAATATAAAATTTT
TAAGTGTATAATGTGTTAAACTACTGATTCTAATTGTTTGTGTATTTTAGATTCCAACCTAT
GGAACTGATGAATGGGAGCAGTGGTGGAATGCCTTTAATGAGGAAAACCTGTTTTGCTCAGA
AGAAATGCCATCTAGTGATGATGAGGCTACTGCTGACTCTCAACATTCTACTCCTCCAAAAA
GAAGAGAAAGGTAGAAGACCCCAAGGACTTTCCTTCAGAATTGCTAAGTTTTTTGAGTCATG
CTGTGTTTAGTAATAGAACTCTTGCTTGCTTTGCTATTTACACCACAAAGGAAAAAGCTGCA
CTGCTATACAAGAAAATTATGGAAAAATATTTGATGTATAGTGCCTTGACTAGAGATCATAA
TCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTG
AACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGG
TTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTA
GTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATCAATTCTGAGAAACTA
GCCTTAAAGACAGACAGCTTTGTTCTAGTCAGCCAGGCAAGCATATGTAAATAAAGTTCCTC
AGGGAACTGAGGTTAAAAGATGTATCCTGGACCTGCCAGACCTGGCCATTCACGTAAACAGA
AGATTCCGCCTCAAGTTCCGGTTAACAACAGGAGGCAACGAGATCTCAAATCTATTACTTCT
AATCGGGTAATTAAAACCTTTCAACTAAAACACGGACCCACGGATGTCACCACTTTTCCTTC
CCCGGCTCCGCCCTTCTCAGTACTCCCCACCATTAGGCTCGCTACTCCACCTCCACTTCCGG
GCGCGACACCCACGTGCCCTCTCCCACCCGACGCTAACCCCGCCCCTGCCCGTCTGACCCCG
CCCACCACCTGGCCCCGCCCCGTTGAGGACAGAAGARACCCCGGGCAGCCGCAGCCAAGGCG
GACGGGTAGACGCTGGGGGCGCTGAGGAGTCGTCCTCTACCTTCTCTGCTGGCTCGGTGGGG
GACGCGGTGGATCTCAGGCTTCCGGAAGACTGGAAGAACCGGCTCAGAACCGCTTGTCTCCG
CGGGGCTTGGGCGGCGGAAGAATGGCCGCTAGACGCGGACTTGGTGCGAGGCATCGCAGGAT
GCAGAAGAGCAAGCCCGCCGGGAGCGCGCGGCTGTACTACCCCGCGCCTGGAGCGGCCACGT
CGGACTGGGCGGGGCCGGCCTGGTGGAGGCGGAGTCTCGACCTCGTGGAGGCGGGGCCTCTGA
TGTTCAAATAGGATGCTAGGCTTGTTGAGGCGTGGCCTCCGATTCACAAGTGGGAAGCAGCG
CCGGGCGACTGCAATTTCGCGCCAAACTTGGGGGAAGCACAGCGTACAGGCTGCCTAGGTGA
TCGCTGCTGCTGTCATGGTTCGACCGCTGAACTGCATCGTCGCCGTGTCCCAGAATATGGGC
ATCGGCAAGAACGGAGACCTTCCCTGGCCAATGCTCAGGTACTGGCTGGATTGGGTTAGGGA
AACCGAGGCGGTTCGCTGAATCGGGTCGAGCACTTGGCGGAGACGCGCGGGCCAACTACTTA
GGGACAGTCATGAGGGGTAGGCCCGCCGGCTGCTGCCCTTGCCCATGCCCGCEGTGATCCCC
ATGCTGTGCCAGCCTTTGCCCAGAGGCGCTCTAGCTGGGAGCAAAGTCCGGTCACTGGGCAG
CACCACCCCCCGGACTTGCATGGGTAGCCGCTGAGATGCGAGCCTGAGCACACGTGACAGGGT
CCCTGTTAACGCAGTGTTTCTCTAACTTTCAGGAACGAGTTCAAGTACTTCCAAAGAATGAC
CACCACCTCCTCAGTGGAAGGTAAACAGAACCTGGTGATTATGGGCCGGAARACCTGGTTCT
CCATTCCTGAGAAGAATCGACCTTTAAAGGACAGAATTAATATAGTTCTCAGTAGAGAGCTC
AAGGAACCACCACAAGGAGCTCATTTTCTTGCCAAAAGTCTGGACCATGCCTTAAAACTTAT
TGAACAACCAGAGTTAGCAGATAAAGTGGACTGGTTTGGATAGTTGGAGGCAGTTCCGTTTA
CAAGGAAGCCATGAATCAGCCAGGCCATCTCAGACTCTTTGTGACAAGGATCATGCAGGAAT
TTGAAAGTGACACGTTCTTCCCAGAAATTGATTTGGAGAAATATAAACTTCTCCCAGAGTAC
CCAGGGGTCCTTTCTGAAGTCCAGGAGGAAAAAGGCATCAAGTATAAATTTGAAGTCTATGA
GAAGAAAGGCTAACAGAAAGATACTTGCTGATTGACTTCAAGTTCTACTGCTTTCCTCCTAA
AATTATGCATTTTTACAAGACCATGGGACTTGTGTTGGCTTTAGATCCTGTGCATCCTGGGC
AACTGTTGTACTCTAAGCCACTCCCCAAAGTCATGCCCCAGCCCCTGTATAATTCTAAACAA
TTAGAATTATTTTCATTTTCATTAGTCTAACCAGGTTATATTAAATATACTTTAAGAAACAC
CATTTGCCATAAAGTTCTCAATGCCCCTCCCATGCAGCCTCAAGTGGCTCCCCAGCAGATGC
ATAGGGTAGTGTGTGTACAAGAGACCCCAAAGACATAGAGCCCCTGAGAGCATGAGCTGATA
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TGGGGGCTCATAGAGATAGGAAGCTAGATGAATAAGTACAAAGGGCAGAAATGGGTTTTAAC
CAGCAGAGCTAGAACTCAGACTTTAAAGAAAATTAGATCAAAGTAGAGACTGAATTATTCTG
CACATCAGACTCTGAGCAGAGTTCTGTTCACTCAGACAGAAAATGGGTAAATTGAGAGCTGG
CTCCATTGTGCTCCTTAGAGATGGGAGCAGGTGGAGGATTATATAAGGTCTGGAACATTTAA
CTTCTCCGTTTCTCATCTTCAGTGAGTTCCAAGGGATACTACAATTCTGTGGAATGTGTGTC
AGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTC
AATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAG
CATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAA
CTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAG
GCCGAGGCGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTT
TGCAAAAAAGCTAATTCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGC
GCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGC
TCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAA
ATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAACTTG
ATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACG
TTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTAT
CTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATG
AGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCAGGT
GGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAARAATACTTCAAAT
ATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAG
TATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTG
TTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGA
GTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAACG
TTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACG
CCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCA
CCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCAT
AACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGC
TAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAG
CTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAAC
GTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACT
GGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTT
ATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGTATCATTGCAGCACTGGGGCCA
GATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGA
ACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACC
AAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAG
GTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTG
AGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAA
TCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAG
CTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCT
TCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCG
CTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTG
GACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCAC
ACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAG
AAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGA
ACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGG
GTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTAT
GGAAAAACGCCAGCAACGCAGCTGC
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Klinicka Studia 1170.1

1. Zoznam skratiek a definicii vyrazov

ADCC
AE
ALT
a.p.
AP
AST
AUC
Bq

BSA
CD44v6
CDS
cGy
CHO

Ci

CL

CRF

CT (scan)
CTC

Ccv

DLT

ECG
ELISA
ENT

Bunkovo sprostredkovana cytotoxicita zavisla na protilatke
Nepriazniva udalost

Alanin aminotransferaza

Predozadny

Alkalicka fosfataza

Aspartat aminotransferaza

Oblast pod koncentraéno-¢asovou krivkou

Becquerel, S| jednotka radioaktivity Bexquerel (1 Bg = jeden
rozpad/s

Hovadzi sérovy albumin

CD44 variantova izoforma v6

Korporovana liekova bezpeénost

Ceti Gray-ova miera radioaktivity

Vajecnikové bunky ¢inskeho $krecka

Curie; jednotka radioaktivity; 1 Ci = 37x10° rozpadov/s = 37 GBq
Totélne vymiznutie z tela

Chimérna monoklonalna protilatka

Centimeter

Maximalna pozorovana koncentracia lieku

Impulzy za minGtu

Pripadova sprava/zaznamova forma

Poditatova tomografia

Zvycajné kritéria toxicity

Koeficient odchylky

Davka limitujaca toxicitu

Elektrokardiogram

S enzymom spojeny imuno-sorbenény test

Ucho Nos Krk



MAb
MAG2GABA-
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Samicka
Sprava potravin a liekov

Gram

S| jednotka radioaktivity Giga Becquerel (1 GBq = 10° rozpadov/s)

Dobra Klinicka prax

Gama glutaryl transpeptidaza

Dobra vyrobna prac

Gray

Ludska-anti-fludska protilatka

Hemoglobin

Receptor 2 lTudského epidermalneho rastového faktora
Humanizovana monoklonalna protilatka
Karcindm skvamoznych buniek hlavy a krku
Vysoko ucinna kvapalna chromatografia
Hodina

Hodiny

Hematokryt

Jod-131 (pol€as rozpadu 8,05 dia)
Medzinarodna komisia pre harmonizaciu
Injektovana davka

Nezavisla eticka komisia

Imunoglobulin G

Medzinarodny nazov nepredstavujlici ochrannd znamku
Ustavna revizna komisia

Uréeny na lieCenie

Intravendzny (intravendzne)

Kiloelektrovolt

Liter

Samcek

metre Stvorcové

Monoklonalna protilatka

Merkaptoacetylglycylglycyl-gama-aminobutyrat-tetrafluérfenolester



TFP

MAG3

mCi

MCV

Hg

mg

min
ml/mL
mMAb
mmHg
pmol
mmol
MRI
MRT
mSv
MTD
NA/n.a.
NCI

ND

ng
No/N
nos
NSCLC
n.y.r.

p.a.
PBS
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(MAG2GABA-TFP), chelat pouzivany na pripajanie '®®Re na mono-
klonalnu protilatku (buddca metéda)

Merkaptoacetyltriglycin. Chelat pouZivany na pripajanie *MTc
a "®Re na monoklonalne protilatky

S! jednotka radioaktivity; Mega Becquerel (1 MBq = 10° rozpadov/s)
Mili Curie; jednotka radioaktivity; 1 mCi = 37 milibnov rozpadov/s =
37 MBq

Priemerny korpuskularny objem

MiliGray

Mikrogram

Miligram

Minuta

Mililiter

MysSacia monoklonalna protilatka

Milimetre ortutového stlpca

Mikromol

Milimol

Magnetické rezonan¢né zobrazovanie

Priemerny reziden¢ny Cas

Mili Sievert

Maximalna tolerovana davka

Neaplikovatelfné

US nérodny Ustav zaoberajlci sa rakovinou

Neuskuto¢nené

Nanogram

Cislo

Nespecifikovany ziadny iny

Rakovina inych ako malych pfucnych buniek

ESte neizolované

Posterior anterior

Fosfatom timeny fyziologicky roztok



p.i.
p.o.
PP
Pt./Pat
Pts.

186Re

Recov.
RES
RIS
RIT
ROI
SAE
SCC
sCD44v6
SD
sGOT
sGPT
SOC
SOP
SPECT
tir
9MTC
TLC
Trmax
TNM
TSH
uicC

unk
VSS

Po infuzii

Per os
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Podla protokolu

Pacient

Pacienti

Rénium-186,

radionuklid; pol€as rozpadu 3,7 dna

penetracia p-Castic priblizne 1,2 mm)

Izolovany

Retikuloendotelialny systém

Radioimunoscintigrafia

Radioimunologicka terapia

Oblast zaujmu

Zavazny vedlajsi ucinok

Karcinom skvamoznych buniek
Rozpustny CD44v6

Stabilné ochorenie

Sérova glutamova oxaloctova transaminaza

Sérova glutdmova pyruvatova transaminaza

Systémova organova trieda

Standardny operaény postup

Jednofotonova emisna pocitatova tomografia

Eliminacny pol€as rozpadu

Technécium 99m (pol€as rozpadu 6 hodin)

Chromatografia na tenkej vrstve

(tkanivova

Casovy bod, v ktorom je pozorovana maximalna koncentracia lieku

Nadorovy uzlovy metastaticky systém na odstupriovanie nadorov

Tyroidny stimulujici hormén

Union Internationale Contre le Cancer (medzinarodna jednotka proti

rakovine)

Neznamy

Zdanlivy objem distribucie v stacionarnych podmienkach
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V, Zdanlivy objem distribucie pogas terminalnej fazy
WBC Pocet bielych krviniek
WHO Svetova zdravotnicka organizacia

2. Ciele studie
2.1 VSeobecny ciel/klinicky cief

VSeobecnym cielom predlozenej $tadie bolo stanovit bezpeénost
a tolerovatefnost’ intravenézne podavanej ®"Tc a '®Re-znagenej hMAb BIWA 4,
aby sa potvrdila preferenéna akumulacia ™ Tc-znaéenej hMAb BIWA 4 v nadore,
aby sa ur&ila maximalne tolerovana radiaéna davka '®Re-znagenej hMAb BIWA 4,
a aby sa navrhla bezpe¢na davka pre fazu Il vyvoja. Na dosiahnutie tohto ciela sa

Studia rozdelila na dve ¢éasti:

Cast A:

Ciele:

- Stanovit bezpeénost a tolerovatelnost jednej infGzie intravenézne podavanej
99mTc-znadenej hMAb BIWA 4 u pacientov s pokro&ilym karcindmom skvamdznych
buniek hlavy a krku.

- Stanovit biologickt distriblcie jednej inflzie **™Tc-znadenej hMAb BIWA 4 pri
rozlicnych BIWA 4 davkovych hladinach u pacientov s pokrogilym karcinbmom
skvamoznych buniek hlavy a krku.

- Studovat farmakokinetiky jedinej infuzie *™Tc-znagenej hMAb BIWA 4.

Cast B:

Ciele:

- Stanovit' kvalitativne a kvantitativne toxické Gginky '**Re-znagenej hMAb BIWA 4
a Studovat ocakavatelnost, nastup, trvanie, intenzitu, reverzibilitu toxickych
vedfajsich ucinkov a ich vztah k davke.

- Stanovit maximalnu tolerovanu radiaént davku intravenézne podavanej *®Re-
znacenej hMAb BIWA 4 pacientom s rakovinou hlavy a krku.

- Studovat’ farmakokinetiky intravenézne podavanej '®Re-znagenej hMAb BIWA 4

u pacientov s rakovinou skvaméznych buniek hlavy a krku.
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- Sekundarnym ciefom bolo stanovit predbezné terapeutické uginky '®®Re-znadenej
hMAb BIWA 4.

Nasledujuce ciele naértnuté v protokole nemohli byt rieSené v priebehu
uskutoCniovania testu. Vyvoj programu so spojovnikovym chelatanym merkapto-
acetyltriglycinom (MAG3), pouzivanym na pripajanie *™Tc a '®*Re na monoklonalne
protilatky, sa prerusil a tym sa test ukongil. Dal$i vyvoj s BIWA 4 bude pokracovat
pouzitim  spojovnika  merkaptoacetylglycylglycyl-gama-aminobutyrat-tetrafiuér-
fenolového esteru (MAG2GABA-TFP).

- MTD na jednodavkové lie¢enie sa musela identifikovat pred tym, ako vstapilo viac
pacientov, aby sa definovala MTD na druhé lie¢enie so '®Re-znaéenou hMAb
BIWA 4.

- Navrhnit bezpednu davku na prvii a nasledné infuzie so '®**Re-znaéenou hMAb
BIWA 4 na dalSie studie.

- Ziskat pociato¢né vysledky pre davkovy rezim na opakované davkovanie.

2.2 Primarne premenné

- Bezpecnost: kiinické laboratérne testy, zhodnotenie fudskej-anti-fudskej-protilatky
(HAHA), merania vitalnych znakov a negativny Gginky.

- Uginnost: bioptické biodistribu¢né udaje (len ¢ast A) a radioimunologickeé scinti-
grafické obrazy (asti A a B vratane dozimetrie pre ¢ast B testu).

- Farmakokinetické vysledky.

2.3 Sekundarne premenné

Sekundarnou premennou v $tadii bola reakcia nadoru (len ¢ast' B).

3. Plan skimania
3.1 Celkovy dizajn a plan $tudie — opis

Test sa uskuto&fioval v dvoch &astiach. Cast A hodnotila optimalnu davku
studenej BIWA 4 a kvantifikovala prijem nadorom, zatial o éast B skimala

maximalnu tolerovanti davku '®®Re-BIWA 4.

3.1.1 Cast A
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Téato Cast klinického testu bola neriadenou $tudiou so zvySujucou sa davkou
v po sebe iducich skupinach. Bola navrhnuta tak, aby poskytla pocliatoéné udaje
o bezpe&nosti a tolerovatelnosti jedinej inflzie ®*™Tc-znadenej hMAb BIWA 4, aby
sa skumal vzor a troven biologickej distribucie, a aby sa zaviedol farmakokineticky
profii hMAb BIWA 4 u pacientov s rakovinou hlavy a krku. Tri proteinové davky
hMADb BIWA 4 sa pouzili v tejto Casti A $tudie s troma pacientmi, ktori sa planovali
lie€it, na kazdej davkovej arovni.

Pacienti sa rutinne vySetrovali oddelenim otolaryngolégie, aby sa urcil rozsah
nadoru. Toto zahfhalo fyzické vySetrovanie, pocitacova tomografiu (CT) alebo MRI
skeny hlavy a krku a panedoskopiu (volitelne). Poc¢as tychto procedur sa odoberali
vzorky tkaniv, ktoré boli podozrivé na nador, a skimali sa pritomnost karcinému
skvamdznych buniek. Na zaklade vysledkov tychto vySetreni sa pacienti urdili na
podstupenie chirurgického zakroku, vratane operacie krku.

Injektovala sa radioaktivnhe znacena protilatka a pacient sa pozoroval, ¢i sa
nevyskytni negativne Gc&inky. Radioimunologické scintigrafické skeny sa
uskuto&iiovali 21 hodin po infizii (p.i.), pred chirurgickym zakrokom. Pacienti sa
podrobili chirurgickému zakroku 48 hodin (h) po infGzii radioaktivne znacenej hMAb
BIWA 4. Patolég vysetril vzorku vyoperovant z krku, aby uréil presné zasiahnutie
nadorom. Okrem toho sa meralo mnoZstvo *™Tc v biopsiach z nadorového miesta
(miest) a z normalnych tkaniv v chirurgickych vzorkach. Nadorové miesta a
nadorom infiltrované uzliny sa vy$etrovali na pritomnost CD44v6 antigénu
prostrednictvom imunohistochemickych technik. Prvi traja pacienti dostali 2 mg
hMAb BIWA 4 znagenej s 20 mCi *™Tc spolu s 23 mg neznaéenej hMAb BIWA 4.
Druhej skupine troch hodnotenych pacientov sa podavali 2 mg hMAb BIWA 4
znagenej s 20 mCi ®*™T¢ spolu so 48 mg nezna&enej hMADb BIWA 4 a tretej skupine
sa podavali 2 mg znacene;j protilatky spolu s 98 mg neznadéenej protilatky.

Farmakokinetické hodnotenia sa uskuto&fiovali v $pecifikovanych &asovych
bodoch.

3.1.2 Cast B
Tato Cast klinického testu bola otvorenou neriadenou davkovou eskala&nou

Studiou. Navrhla sa na hodnotenie bezpe&nosti a tolerovatelnosti '®®Re-znacenej
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hMAb BIWA 4, aby sa urcila maximalne tolerovana davka (MTD) na intravendzne
podavanie '®*Re-znatenej hMAb BIWA 4, a aby sa urcili predbezné terapeutické
uginky '®Re-znagenej hMAb BIWA 4 u pacientov s rakovinou hlavy a krku, pre
ktorych neboli dostupné Ziadne lieCebné moznosti. Okrem toho sa hodnotil
farmakokineticky profil '®Re-znagenej hMAb BIWA 4.

V8etci pacienti vstupiaci do tejto Casti testu dostali davku hMAb BIWA 4,
ktora bola vybrana na zaklade vysledkov Casti A tejto Stidie. hMAb BIWA 4 sa
oznadila so vzrastajucimi davkami '®Re. Na niz8ich davkovych hladinach
(pozorovana toxicita neprekrocila stupen 1) vstlpili dvaja pacienti na davkovu
skupinu, a na vysSich hladinach ( stupen toxicity 2) vstupili minimalne traja pacienti
na davkovu skupinu. VSetci pacienti sa hodnotili na uréenie bezpecnosti podavanej
hMADb BIWA 4.

Pacienti sa rutinne vySetrovali oddelenim otolaryngolégie, aby sa urcil rozsah
nadoru. Toto zahfiialo fyzické vySetrovanie a CT alebo MRI skenovanie nadorovych
lokalit.

'%Re-znagena protilatka sa injektovala so zvySujucimi sa radiacnymi
davkami: pacienti v prvej davkovej skupine dostali radiadni davku 20 mCi/m?, po
ktorej davka pre pacientov v naslednych davkovych skupinach sa zvySovala o 10
mCi/m?, az kym sa nedosiahla MTD. Pacienti sa pozorovali, ¢i sa nevyskytnu

negativne ucinky. Uskutogriovali sa radioimunologické scintigrafické skeny.

3.1.3 Studiové postupy pri kazdej vizite
3.1.3.1 Program vizity

a) Skriningova vizita

Pred vstupom do S$tudie sa kazdy pacient skrinoval na spdsobilost.
Zaznamenali sa demografické (daje a medicinsky relevantnd anamnéza,
zaznamenala sa sUbeZna terapia a urobilo sa vSeobecné fyzické vySetrenie
a zmerala sa telesna hmotnost. Uréilo sa Karnofského vykonnostné skére. Musel
byt ziskany pisomny informovany suhlas. Pre Zzeny schopné pdrodu bol potrebny
tehotensky test. Urobil sa elektrokardiogram s 12-olovom (ECG) a urobili sa

laboratorne testy bezpecénosti krvi, ako aj modu. Odobrali sa aj krvné vzorky na
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HAHA-testovanie. Urobil sa réntgen hrudnika a uskutoénilo sa stanovenie vdetkych
ochoreni (CT/MRI, uSno-nosno-hrudné (ENT) vySetrenie).
Na konci tejto vizity sa zhodnotili vysledky potrebnych vySetreni, overili sa

inkluzne a exkluzne kritéria a zorganizoval sa chirurgicky zakrok (len &ast A).

b) Vizita 2: 1. az 7. def Studie
CastiAaB

Na prvy den $tudie, ktory nebol neskér ako 3 tyZzdne po skriningovej vizite,
boli pacienti prijati do nemocnice. V§etky potrebné zakladné laboratérne testy, ktoré
neboli ziskané pri skriningovej vizite, sa museli urobit a vyhodnotit pred infGziou
a museli byt splnené kritéria sposobilosti. Zmerala sa telesna hmotnost. Museli sa
zaznamenat vSetky paralelné terapie. Kazda negativna udalost zacinajica po
podpisani pisomného informovaného sthlasu musela byt zaznamenana do
pacientovho spisu a do pripadového formulara (CRP).

V defi oSetrenia sa pred podanim protilatky odobrala vzorka krvi na
farmakokinetiky (vratane stanovenia rozpustného CD44v6) a zaznamenali sa vitalne
znamky. Odobral sa mo¢ za 0 az 4 hodiny, 4 az 8 hodin, 8 az 12 hodin a 12 az 24
hodin pogas prvych 24 hodin a potom v 24 hodinovych intervaloch az do 48 hodin
po infazii v asti A a 96 hodin po inflzii v Casti B.

Protilatka sa podavala na oddeleni nuklearnej mediciny alebo v uréenej
miestnosti v nemocnici. Protilatka sa musela podavat cez periférnu hornl okrajovu
Zilu tak proximalne, ako to len bolo mozné. Vo vSetkych pripadoch sa infuzia
podavala po¢as 5 minit, po premyti s 10 ml fyziologického roztoku cez volne
pradiaci kandl. Na ziskanie reprodukovatefnych farmakokinetickych vysledkov sa
musela pouzit' striekackova pumpa. Preto bolo potrebné nariedit objem s 0,9% NaCl
na 20 ml. Po tejto protilatkovej influzii nasledovalo preplachnutie s 10 ml
fyziologického roztoku. Akakolvek podozriva extravazacia bola dokumentovana
v CRF a pacient sa podrobne opisal.

Dostupna bola pohotovostna jednotka s resuscitatnym vybavenim, anti-
histaminy, kortikosteroidy a epinefrin boli na dosah, aby zabranili moznej anafylaxii.

Denne sa zaznamenavali neziadlce Gc¢inky a zmeny v sprievodnej terapii.
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Cast A

Vitalne znaky sa zaznamenavali po 10, 60 a 120 minutach p.i. 21, 48 a 144
hodin po infuzii sa odoberali krvné vzorky na testovanie bezpeénosti a CD44v6.

Krvne vzorky na farmakokinetiky sa odoberali na konci infGzie a 5, 10, 30
mintt a 1, 2, 4, 16, 21, 48, 72 hodin po konci infazie a na 7. den (144 hodin p.i.
vratane vzoriek séra na stanovovanie HAHA a rozpustného CD44v6).

Mo¢ na farmakokinetiky sa odoberal za 0 aZ 4 hodiny, 4 az 8 hodin, 8 az 12
hodin a 12 az 24 hodin v priebehu prvych 24 hodin a 24 hodinova vzorka do 48
hodin p.i.

Scintigrafické zobrazenia celého tela sa robili priamo po infuzii a 21 hodin po
infazii. 21 hodin po infazii sa okrem zobrazenia celého tela robila aj jednofoténova
emisna pocitatova tomografia (SPECT) a rovinné zobrazenia hlavovej a krénej
oblasti.

Pacient sa operoval 48 hodin p.i. aostal vnemocnici v pooperaénej
starostlivosti.

Na 7. denl (144 hodin p.i.) sa odobrali bezpe¢nostné vzorky modu.

Denne sa zaznamenavali negativne G¢inky a zmeny v sprievodnej terapii.

Cast B

Vitalne znaky sa zaznamenavali po 10, 60, 120 a 240 minGtach po infazii. 21,
48 a 144 hodin po inflzii sa odoberali krvné vzorky na testovanie bezpeénosti
a CD44v6. Krvné vzorky na stanovenie HAHA sa odoberali 144 hodin po infuzii. Aj
vzorka mocCu na bezpecénost sa odoberala 144 hodin p.i.

Vzorky krvi na farmakokinetiky sa odoberali a konci infuzie a 5 a 30 minat
a1, 2, 4,16, 21, 48, 72 hodin po konci inflzie a na 7. defi (144 hodin p.i.) po infuzii.
Pb6vodne planovana vzorka po 10 minutach sa vynechala kvéli zmenene |.

Moc¢ na farmakokinetiky sa odoberal za 0 az 4 hodiny, 4 aZ 8 hodin, 8 az 12
hodin a 12 az 24 hodin v priebehu prvych 24 hodin a 24 hodinové vzorky do 96
hodin p.i.

Scintigrafické zobrazenia celého tela sa robili priamo po, 21, 48, 72 a 144

hodin p.i. a volitelne dva tyzdne p.i., ak to umoziiovala séitacia $tatistika.
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Plo3né zobrazenia oblasti hlavy a krku sa robili 21, 48 (volitefne), 72 a 144
hodin p.i. a volitelne dva tyZzdne p.i., ak to umozZiiovala séitacia Statistika.

SPECT zobrazovanie sa uskutociiovalo len sedemdesiatdva hodin po infuzii.

Denne sa zaznamenavali negativne U¢inky a zmeny v sprievodnej terapii.

Po troch diioch pacienti mohli opustit nemocnicu.

c) Vizita 3: Sledovacie vizity
Cast A

Pacienti navstivili ambulantnud kliniku Sest’ tyzdriov po infuzii. Uskutoénilo sa
fyzické vySetrenie, odobrali sa bezpetnostné vzorky krvi a modu, zmerala sa
telesna hmotnost a vitalne znamky a zaznamenali sa negativne G¢inky. Ziskali sa aj
krvné vzorky na farmakokinetiky, stanovenie HAHA a rozpustného CD44v6. Pre
Zzeny s moznostou rodit bol potrebny tehotensky test. Zaznamenal sa sled

negativnych tginkov. Zaznamenali sa akékolvek zmeny v sprievodne;j terapii.

Cast B

Pacienti navStevovali ambulantn( kliniku tyZdenne aspoii $est tyzdiiov, aby
sa zaznamenavali negativne Gcinky a odoberali bezpeénostné krvné vzorky. Krvné
vzorky na farmakokinetiky sa odoberali 240 hodin a 336 hodin po infuzii. Pévodne
planovana vzorka 6 tyzdiiov p.i. sa vynechala kvoli zmene 1. Zaznamenavali sa aj
akékolvek zmeny v sprievodnej terapii. Hodnotenie ochorenia uskutodnené na
zakladnej drovni sa opakovalo $est tyZzdiiov po infuzii a, ak bolo indikovang, aj
potom (hodnotenie sa uskuto&riovalo po Siestich tyzdiioch a nie po $tyroch tyZdrioch
ako je uvedené raz v protokole). Sest tyzdiiov po infuzii sa odobrali krvné vzorky na
bezpefnost, stanovenie HAHA a rozpustného CD44v6, zaznamenali sa vitalne
znaky a odmerala sa telesna hmotnost. V priebehu tejto navstevy sa urobilo fyzické
vysetrenie. Odobrala sa bezpe¢nostna vzorka moéu. U Zien schopnych pérodu bol
potrebny tehotensky test.

d) Vizity 4 a 5: druhé o$etrenie (Cast B)
Druhé oSetrenie nacrtnuté v origindlnom protokole sa neuskutoénilo, kvéli

predCasnému ukoncéeniu testu, pretoze sa zmenil linker. Pacienti, ktori reagovali na
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prvi davku '%°Re-BIWA 4, boli spdsobili na druhé podavanie. Podrobili sa

rovnakému rezimu vizit ako pre prvé podavanie.

3.2 Diskusia dizajnu $tadie vratane volby kontrolnych skupin

Cielom predloZenej §tudie bolo zhodnotit preferenént akumulaciu **™Tc-
znaCenej BIWA 4 v nadore (Cast A) avyhodnotit maximalnu tolerovani davku
'®Re-BIWA 4 (Sast B), ako aj farmakokinetiky BIWA 4 u pacientov trpiacich na
pokrocilt rakovinu hlavy a krku (Casti A a B).

Otvoreny dizajn sa pouzil ako v8eobecna prax u tychto typov fazy | testov
v onkoldgii. Minimalne dvaja pacienti s niz§imi radiatnymi davkami a traja pacienti
s vy$8imi radiaénymi davkami sa zahrnuli do Casti B testu. V pripade vyskytu stupna
4 beznych toxickych kritérii (CTC) hematologie a stupfia 3 nehematologicke;j toxicity
suvisiacich s liekmi sa oSetrili dalsi traja pacienti s prislusSnymi davkami (dalSie
podrobnosti o davkach s uvedené v Castiach 3.4.4 a 3.4.5).

Podavana davka BIWA 4 bola zaloZzena na predchadzajlcich vysledkoch
s mMAb BIWA 1 indikujlcich, ze vysledkom davky 50 mg je vysoky a selektivny
prijem nadorovym tkanivom s nizkym prijmom do inych ako nadorovych tkaniv a na
vysledkoch z Gasti A testu (pozri aj Cast 3.4.4.1).

Vychodiskova davkova radioaktivita pre zvolent radioaktivitu bola zaloZena
na predchadzajlicich Gdajoch naznadujucich, e davka 20 mCi/m? moZe byt
bezpecnou davkou (pozri aj ¢ast' 3.4.4.2).

Kritérid Gcinnosti, ktoré sa aplikovali, ako aj kritéria na stanovenie
tolerovatelnosti, st dobre zavedené pre tuto populaciu pacientov a mézu byt

hodnotené aj pri otvorenom dizajne.

3.3 Selekcia populacie na $tudiu

3.3.1 Kritéria na zahrnutie

- Pacienti s histologickym potvrdenim karcindmu skvamoéznych buniek hlavy a krku.
- Pacienti urCeny na chirurgicky zakrok prostrednictvom disekcie krku (Cast A)

alebo

- Pacienti bud s lokalnym a/alebo regionalnym opakujicim sa ochorenim, pre ktoré

neboli dostupné lie¢ebné oSetrovacie moznosti, alebo so vzdialenymi metastazami.
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Nadorové depozity museli byt meratelné bud klinicky, alebo jednou alebo viacerymi
radiologickymi technikami (CT, MRI, kostna scintigrafia). PretoZe sa oCakavalo, ze
RIT bude Gginnej$i v nadorovych depozitoch s menSou velkostou, uprednostiiovani
boli pacienti s léziami merajucimi < 3 cm v najvaZSom rozmere (€ast B).

- Pacienti starsi ako 18 rokov.

- Pacienti mlad3i ako 80 rokov.

- Pacienti, ktori dali ,pisomny informovany suhlas®.

- Pacienti, u ktorych sa o€akavalo, ze budu Zit najmenej 3 mesiace.

- Pacienti v dobrom vykonnostnom stave: Karnofsky > 60

3.3.2 Vyluovacie kritéria

- Zivot ohrozujica infekcia, alergicka dispozicia, zlyhanie organu (bilirubin > 30
pumol/l a/alebo kreatinin > 150 umol/l) alebo dékaz o nedavnom infarkte myokardu
na ECG alebo nestabilna angina pektoris.

- Zeny pred menopauzou (posledna menstruacia <= 1 rok pred zadiatkom $tudie):

- nie chirurgicky sterilné (hysetrektémia, ligacia vaje¢nikov) a

- nepraktizujuce prijatelny spdsob antikoncepcie (alebo neplanuju v iom pokracovat
poCas S$tudie). Prijatelné spbsoby antikoncepcie zahfiiaji oralnu antikoncepciu,
implantovatelné alebo injektovatelné antikoncepéné prostriedky.

- Zeny s pozitivnym sérovym tehotenskym testom na zakladnej Grovni.

- Chemoterapia alebo radioterapia v ramci 4 tyZdiiov pred zaradenim do $tadie.

- Poget bielych krviniek < 3000/mm?®, poéet granulocytov < 1500/mm?® alebo podet
krvnych dostigiek < 100000/mm?.

- Hematologické poruchy, kongestivne zlyhanie srdca, bronchidlna astma,

potravinovéa alebo kontaktna alergia, zadvazna atopia alebo alergia.

3.3.3 Vynatie subjektov z terapie alebo hodnotenia
3.3.3.1 Kritéria na ukonc&enie osetrovania subjektu

Infhzia sa musela ukonéit hned, ked sa u pacienta vyvinula tachykardia (pulz
vy$Si ako 120 za minutu), hypotenzia (tlak krvi niz§i ako 100 mm Hg, systolicky),
nudzova respiracia, bolest vhrudi alebo akékolvek symptomy, ktoré pacient
nemohol tolerovat.
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3.3.3.2 Odpadnutia a stiahnutia

Subjekty mohli kedykolvek slobodne prerusit svoju tcast' na tejto stadii.

Hodnotenie radioaktivne znatenej hMAb BIWA 4 sa nepovaZovalo za
uskutocnené, ked pacient predGasne odstupil od $tudie kvéoli dobrovolnému
stiahnutiu sa. Pripad sa povaZoval za nezhodnotiltelny, ak neboli dostupné
adekvatne  sledovacie informacie. Planovala sa nahrada  v3etkych
nezhodnotite!nych pacientov.

Ak pacient prerusil $tudiu v skorom $tadiu, musel sa dévod zdokumentovat
v CRF. Ak sa pacient nevratil na odoberanie post-infaznych krvnych vzoriek na
HAHA determinaciu alebo farmakokinetiky, dévod musel byt zdokumentovany. Ak
sa u pacienta vyvinuli zavazné vedlajsie ucinky, rezim Studie musel pokraéovat' s ¢o

najmensimi odchylkami v zavislosti na zavaznosti vedlaj$ich Gginkov (SAE).

3.4 OSetrenia
3.4.1 Poskytované oSetrenia

Pacientom v &asti A sa podavala ™ Tc-BIWA 4 v radioaktivnej davke 20 mCi.
BIWA 4 bola podavana vdavkach 25 mg, 50 mg alebo 100 mg, kazda trom
pacientom. Liek sa podaval intraven6zne ako jedna davka.

Pacienti v ¢asti B dostavali 50 mg BIWA 4 znacenej s réniom 186. Najnizsia
radioaktivna davka bola 20 mCi/m? ktora sa postupne zvydovala na davkov

trovef 10 mCi/m®. Testovany liek sa podaval intravendzne ako jedna davka.

3.4.2 Identita skimaného produktu

Cast A:

Latka (INN): BIWA 4 (bivatuzumab)
Farmaceuticka forma: roztok pre injekciu

Sifrové &islo: BIWA 4 LOI 99 1D 1A

Cislo vzorky: B981101

Zdroj: Boehringer Ingelheim Pharma KG
Sila jednotky: 5 mg/mi

Denna davka: 25mg

Trvanie pouzivania: jedna davka



Spdsob podavania:

Davkovanie:

Latka (INN):

Farmaceuticka forma:

Sifrové &islo:

Cislo vzorky:

Zdroj:

Sila jednotky:
Denna davka:
Trvanis pouzivania:
Spdsob podavania:

Davkovanie:

Latka (INN):

Farmaceuticka forma:

Sifrové &islo:

Cislo vzorky:

Zdroj:

Sila jednotky:
Denna davka:
Trvanie pouzivania:
Spésob podavania:

Davkovanie;

BIVWA
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intravendzne

infuzia pocas piatich minat

BIWA 4 (bivatuzumab)

roztok pre injekciu

BIWA 4 LOI99 1D 1A

B981101

Boehringer Ingelheim Pharma KG
5 mg/ml

50 mg

jedna davka

intravenozne

inflzia po€as piatich minut

BIWA 4 (bivatuzumab)

roztok pre injekciu

BIWA 4 LOI99 1D 1A

B981101

Boehringer Ingelheim Pharma KG
5 mg/ml

100 mg

jedna davka

intraven6zne

infUzia po¢as piatich minat

4 sa podavala ako radioaktivny konjugat spojeny s %™Tc.

Spojovnikovou molekulou bol MAG3. MAG3 sa kuapil od Mallinckrodt, Petten,

Holandsko.

¥MTc sa objednal lokéalne prostrednictvom laboratéria, kde sa pripravoval

radioimunologicky konjugat (laboratorium Prof. Dr. van Dongena, Oddelenie

nadorovej biologie,

katedra otorinolaryngoldgie/chirurgie hlavy akrku, Vrije
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Universiteit University Medical Center, De Boelelaan 1117, 1081 HV Amsterdam,
Holandsko).

Cast B

Latka (INN): BIWA 4 (bivatuzumab)
Farmaceuticka forma: roztok pre injekciu

Sifrové &islo: BIWA 4 LOI 99 1D 1A
Cislo vzorky: B981101

Zdroj: Boehringer Ingelheim Pharma KG
Sila jednotky: 5 mg/ml

Denna davka: 50 mg

Trvanie pouzivania: jedna davka

Spdsob podavania: intravendzne

Davkovanie: infuzia poc¢as piatich minat

BIWA 4 sa podavala ako radioaktivny konjugat spojeny s **Re.
Spojovnikovou molekulou bol MAG3. MAG3 sa kupil od Mallinckrodt, Petten,
Holandsko.

'®*Re sa objednal lokalne prostrednictvom laboratéria, kde sa pripravoval
radioimunologicky konjugat (laboratérium Prof. Dr. van Dongena, Oddelenie
nadorovej biolégie, katedra otorinolaryngoldgie/chirurgie hlavy a krku, Vrije
Universiteit University Medical Center, De Boelelaan 1117, 1081 HV Amsterdam,
Holandsko).

3.4.2.1 Vlastnosti a kvalita testovaného lieku
Viastnosti protilatky

Antigén rozoznavany prostrednictvom hMAb BIWA 4 je transmembranovy
glykoprotein lokalizovany na vonkaj§om bunkovom povrchu a je internalizovany len
v malom rozsahu (< 20 %). Dalsia analyza odhalila, 26 hMAb BIWA 4 rozoznava
epitop kddovany variantovym exénom v6 z CD44. Ukazalo sa, Ze antigén exprimuiju
vSetky primarne nadory hlavy akrku (n = 54) a vadsina buniek vo vnutri tychto

nédorov. Porovnatelnad expresia sa pozorovala v $estdesiatich deviatich nadorom
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ingiltrovanych lymfatickych uzlinach zo vzoriek vyrezanych z krku (R97-2054). Vzor
reaktivity hMAb BIWA 4 v fudskych normalnych tkanivach je uvedeny v prilohe lli
protokolu. Zistilo sa, Zze reaktivita hMAb BIWA 4 je v podstate obmedzena na
skvamézne epitely. Ako bolo demonstrované v predchadzajicej RIS stadii
s mySacou monoklonalnou protilatkou (mMADb) BIWA 1, reaktivita s normalnym
skvaméznym epitelom nebola limitujicim faktorom na jej vyuZitie pri nadorovom

zaciefovani, ¢o sa tyka prijmu nadorom.

Kvalitativna kontrola **™Tc- alebo '®®Re-znagenej hMAb BIWA 4

Protilatka sa oznadila s ®™Tc alebo '®Re v stlade s metédou opisanou vo
Fritzberg a dal$i (R96-2106: pozri prilohu IV protokolu), ktor4 bola modifikovana
podfa Visser a dalsi (R96-2094) a Van Gog a dalsi (R96-2111).

Procediry radioaktivneho oznatovania hMAb BIWA 4 s ®™Tc a '®Re sa
hodnotili s ohfadom na finalnu kvalitu pripraveného konjugatu. V piatich nezavislych
oznaCovacich experimentoch, uskuto¢fiovanych v sulade s postupom opisanym
v prilohe IV protokolu, sa zistilo percento znacky naviazanej na protilatku 96 az 99
%.

V tomto klinickom skimani sa radiochemicka Cdistota kaZdej pripravenej
%9meTe. alebo '®Re-znadenej protilatkovej vzorky hodnotila prostrednictvom
chromatografie na tenkej vrstve (TLC) alebo vysoko vykonnej kvapalnej
chromatografie (HPLC) a prostrednictvom pasazovania cez PD-10 gélovu filtratnt
koldnu, a musela byt vy$sia ako 90 %, aby sa mohla podavat pacientovi.

Imunoreaktivna frakcia kazdej °™Tc/'®Re-znadenej protilatkovej vzorky sa
skontrolovala po podani pouzitim uznanych metéd a musela byt vy$sia ako 60 %.
V struCnosti, analyzy sa v podstate uskutoétiovali podla postupu opisaného
vLlindmo a dalsi (R96-2104). UM-SCC 11B bunky (ludsky hrtanovy karciném),
obsahujice CD44v6 antigén, sa fixovali v 0,1% glutaraldehyde. Urobilo sa $est
riedeni v rozsahu od 5x10° buniek na skimavku az 3,1x10° buniek na skimavku,

s 1% hovadzim sérovym albuminom (BSA) vo fosfatom timenom fyziologickom
roztoku (PBS).
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99mcTe-znadend s hodnotou 80000 impulzov za

Do skumaviek sa pridala
mindtu (cpm) alebo '®®Re-znadend hMAb BIWA 4 s hodnotou 10000 cpm
a inkubovalo sa cez noc pri laboratornej teplote.

Do poslednej vzorky sa pridal nadbytok neznacenej hMAb BIWA 4, aby sa
urCilo neSpecifické viazanie. Bunky sa scentrifugovali a urdila sa radioaktivita
v pelete a supernatante na gama snimaci a vypoditalo sa percento naviazanej
a volnej radioaktivne znacenej MAb (LKB-Wallac 1218 CompuGamma).

Udaje sa graficky analyzovali v modifikovanom Lineweaver Burk grafe
a imunoreaktivna frakcia sa uréila prostrednictvom linearnej extrapolacie na
podmienky reprezentujice neohrani¢eny antigénovy nadbytok.

V pripade, Ze sa nedosiahla vyhodnocovacia uroven 60 % v tomto vdzobnom
teste, priprava inflzie sa prehodnotila v druhom vazobnom teste. Na tento Gc¢el sa

31| Imunoreaktivna frakcia aspoi v jednom

protilatkovy pripravok oznacil so
z tychto dvoch testov musela byt vy$sia ako 60 % pre kazdého pacienta, aby bol

zhodnotitefny, a aby $tadia pokracovala s dal$im pacientom.

Protilatkova bezpecénost

BIWA 4 pouzivana na radioaktivne znadenie s ®™Tc a '®Re v tejto studii je
dobre charakterizovanym monoklonalnym protilatkovym produktom, ktory bol
vyrobeny kultivaénou fermentaciou vaje¢nikovych buniek &inskeho Skre¢ka (CHO).
Zakladna bunkova banka sa zaviedla v podmienkach dobrej vyrobnej praxe (GMP)
a podrobne sa skimal je mikrobiologicky stav (baktérie, plesne, mykoplazmy), ako
aj stav virusov (nahodné virusy, retrovirusy). S vynimkou endogénnych
retrovirusov, o ktorych je zname, Ze st pritomné vo vetkych CHO bunkach, sa
nedetegovali Ziadne kontaminanty.

V sulade s Potravinovou a liekovou spravou (FDA) z roku 1994 ,Body, ktoré
treba brat do uvahy", ¢o je dokument o MAbs pouzivanych v klinickych §tadiach vo
faze 1 u pacientov s rakovinou, $tandardny zostupny purifikaény proces, ktory sa
potvrdil ako G&inny na odstranenie virusov, sa aplikoval na purifikaciu BIWA 4
materialu. Do hodnotenia boli zahrnuté $tyri modelové virusy (MuLV, PsRV, REO-3,
SV 40). Koncentrovana objemova izolacia sa skiimala na titer retrovirusov, aby sa

zaistilo to, aby bol nasledny zostupny purifikaény proces schopny adekvéatne
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odstranit retrovirus. Udaje o odstraneni endotoxinov boli v ramci akcepta¢nych
limitov (<= 0,01 EU/mg) a boli dostupné pre objemovy produkt. Okrem toho sa
uspeSne uskutocnilo pyrogénne testovanie vsllade s navodom europskej
farmakopoei.

Findlna hMAb BIWA 4 na pouzitie na dalSie radioaktivne znacenie sa
analyzovala velmi podrobne a dokazalo sa, Ze je vysoko Cistd (SDS PAGE,
izoelektricka fokusacia), pricom sterilny roztok obsahuje miniméalne hladiny
endotoxinov (<= 0,01 EU/mg). Vysledky testovania pyrogénnosti boli v sulade so
Standardnom podla europskej Farmakopoei. Rovnost BIWA 4 produktu z vyroby
predklinickych a klinickych dodavok sa demonstrovala prostrednictvom analytickych
vysledkov.

Radioaktivne zna&enie hMAb BIWA 4 s *™Tc alebo '®Re sa uskuto&iovalo
na oddeleni otolaryngolégie a chirurgie hlavy a krku v Vrije Universiteit University
Medical Center podfa s$tandardnych operaénych postupov (SOPs). Sterilita
findlneho produktu bola garantovana. Absencia endotoxinov sa testovala v priebehu
hodnotiacich kél. Na podavanie lieku pacientovi v univerzitnej nemocnici Nijmegen
sa prislusné mnozstvo radioaktivnej hMAb BIWA 4 transportovalo v $pecialnej
nadobe priamo po priprave do $tudijného centra v Nijmegene. Mohlo ubehnut 24
hodin medzi zna¢enim zlu¢eniny a jej podanim pacientovi.

Priradenie jednotlivych réniovych vzoriek pacientom je uvedené v prilohe
16.1.6.

3.4.2.2 Balenie, znaenie a dodavanie

BIWA 4 bola dodavand firmou Boehringer Ingelheim Holandsko.
Produkovana bola firmou Boehringer Ingelheim, Nemecko pouzitim GMP vyrobnych
a purifikagnych postupov a bola plnena do liekoviek ako sterilny nepyrogénny roztok
obsahujici 25 mg hMAb BIWA 4 v5 ml izotonického PBS, pH 7,2. Priklady
oznaceni liekoviek s nativnymi a aj znac¢enymi protilatkami st zahrnuté v klinickom
testovacom manuali.

Jedna vzorka s celkovym mnoZstvom 27 g hMAb BIWA 4 bola pripravena

anaplnena do liekoviek. Znagenie hMAb BIWA 4 s ®™Tc alebo so "Re sa
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uskutoCriovala v certifikovanom nuklearnom laboratériu triedy B vo Vrije Universiteit

University Medical Center, Amsterdam.

3.4.2.3 Uskladiovacie podmienky
Neznatend hMAb BIWA 4 sa musela uskladfiovat v nemocniénej lekarni
v obmedzene dostupnej oblasti na $tudovanie materialov pri monitorovanej teplote

medzi +2 a +8 °C.

3.4.3 Spdsob priradovania subjektov do o$etrovacich skupin
NepouZila sa Ziadna randomizacia. Pacienti sa priradovali do rozli¢nych

davkovych skupin podla postupnosti, ako boli zaradovani.

3.4.4 Vyber davok v stadii
3.4.4.1 Vyber BIWA 4 davok
Cast A

KedZze hMAb BIWA 4 nikdy predtym nebola podavana pacientom, bolo
nevyhnutné mat informécie o jej bezpecénosti a biologickej distriblcii pred zagiatkom
RIT testov. Jej biologicka distriblicia mohla silno zavisiet na MAb davke pouzitej na
zacielenie nadoru a musela byt opatrne zvazovana. Na zaklade MAb proteinovych
davkovych eskalaénych $tudii s nizko afinitnou anti-CD44v6 mMAb U36 a vysoko
afinitnou anti-CD44v6 mMAb BIWA 1 sa odvodilo, Ze optimalna davka je v rozsahu
25 az 100 mg, pritom 50 mg je optimum pre mMAb U36.

Na potvrdenie toho, Ze tato davka je adekvatna aj na sprostredkovanie afinity
hMAb BIWA 4 a na ziskanie pociato¢nej informéacie o variabilite prijmu nadorom sa
hodnotila biologicka distribucia s 25, 50 a 100 mg celkovej hMAb BIWA 4 a traja
hodnoteni pacienti sa planovali na osetrenie pre kazdu z tychto davkovych hladin.

Vsetci hodnoteni pacienti dostali jednu intravendznu infaziu 2 mg hMAb
BIWA 4 ozna&ent s 20 mCi ¥™T¢, o sa meralo radiaénym kalibraCnym systémom
tesne pred podanim. Pacienti ureni na obdrzanie 25 mg, 50 mg alebo 100 mg,
dostali 23, 48, respektive 98 mg neoznacenej hMAb BIWA 4 podavane] spolu
s tymito 2 mg HMAb BIWA 4 oznaéenej s 20 mCi ®™Tc.



-75-

Vyber BIWA 4 davky pre ¢ast B

Na teoretickych zakladoch sa 50mg hMAb BIWA 4 davka vypocitala ako
najvhodnejia pre vyvoj. Cast A tejto $tidie sa uskutoé&fiovala na to, aby sa potvrdil
preferencny prilem hMAb BIWA 4 nadorom pri troch testovanych davkovych
trovniach (25 mg, 50 mg a 100 mg). OcCakavalo sa, Zze pomer prijmu nadorom
(vyjadreny ako percento injektovanej davky na kilogram, % ID/kg) a nenadorového
prijmu pre tieto tri davkové hladiny by sa nemal velmi liSit. Ak by tomu bolo tak,
hMAb BIWA 4 davka na pouzitie pre ¢ast B §tidie by bola 50 mg. AvSak, ak by
existoval klinicky relevantny rozdiel medzi tymito davkovymi Groviiami, ktory by
favorizoval jednu uroven voli ostatnym, bola by sa vybrala davkova uroven
s najlep§im vzorom biologickej distribucie.

V tomto pripade bol klinicky relevantny rozdiel definovany ako rozdiel pomeru
nadorového (priemerny nadorovy prijem) prijmu a prijmu kostnou drefiou (priemer
prijmu kostnou drefiou = bunkova frakcia a supernatant) vy3si ako 50 %.

Konec¢nou davkou, ktora sa vybrala, bolo 50 mg hMAb BIWA 4, na zaklade

vysledkov v &asti A.

3.4.4.2 Vyber radiaénej vychodiskovej davky
Cast B:

hMADb BIWA 4 davka vybrana v Casti A Stidie sa oznacila so zvySujacimi sa
davkami '®Re.

Bolo zverejnené, e maximalna tolerovana davka '®Re-znadenej mys$ace;
MAb NR-LU-10 je 90 mCi/m? pre intenzivne predo$etrovanych pacientov, zatial &o
davku limitujica myelosupresia je pozorovana pri 120 mCi/m?. Pri chimérnej MAb
NR-LU-13, rozoznavajucej rovnaky antigén ako NR-LU-10, nastala reverzibilna
myelosupresia pri 60 mCi/m?. V §tadii s cMAb U36, uskutodfiovanej na Vrije
Universiteit University Medical Center, davku limitujaica myelosupresia bola
pozorovana pri 41 mCi/m?>.

Vzhladom na vy$3ie uvedené vysledky bola radiaéna davka 20 mCi/m?,
podavana ako ‘'®Re-znagena hMAb BIWA 4, povazovana za bezpe&nu
vychodiskovl davku.
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Davka sa postupne zvy$ovala s prirastkami 10 mCi/m% Dvaja hodnoteni
pacienti vstapili s najnizsimi davkovymi hladinami. Ked sa pozorovala toxicita
suvisiaca s liekom v >= stupni 2 podla CTC, oSetrovali sa minimalne traja pacienti
pre davkovu hladinu.

Pred pristipenim pacientov k nasledujlcej vy$§ej davkovej Grovni muselo byt
isté, Ze pacienti pri prebiehajicej davkovej hladine nevykazuju davkovu limitujicu
toxicitu (DLT) definovanu ako: CTC nehematologicka toxicita stupfia 3 zavisla od
lieku alebo CTC hematologicka toxicita stupha 4 zavisla od lieku, s vynimkou
nauzeny a zvracania bez adekvatnej antiemetickej lieCby. Za tymto i¢elom sa vSetci
pacienti s takouto prebiehajucou davkovou hladinou museli pozorovat dostatoéne
dlho na to, aby bolo isté, Ze mozné indukovana toxicita je reverzibilna.

Ked pri prebiehajiocej davkovej hladine jeden pacient pocitii DLT, pocet
pacientov oSetrovanych na tejto davkovej hladine sa zvysil na maximalne Sest
pacientov. Ked jeden zo S$iestich pacientov pociti DLT, davka sa zvysila na
nasledujicu hladinu. Ked dvaja alebo viaceri pacienti pocitili DLT, nasledujdca
davkova hladina sa expandovala (ak to uz predtym nebolo urobené) na celkovo
Sest pacientov, aby sa stanovila MTD a bezpe&na odporiéana davka pre fazu |l.

P6vodne sa planovalo, Ze v pripade prijatelnej toxicity (menej ako dvaja
pacienti s DLT) pri danej davkovej hladine, by mohli pristapit dal$i dvaja pacienti,
ktori by dostali tato davku a zvySujicu sa, niz$iu druh davku. Tento plan nebol
uskutoCneny kvoli zmene spojovnika. MAG3 bude nahradeny MAG2GABA-TFP,
porovnatelnym spojovnikom, ale s pohodinej$§im postupom na pripajanie. Stcasny
vyvojovy program s MAG3 sa ukondil.

Alternativne, pacienti, ktori reagovali na a tolerovali prvé podanie '®*Re-BIWA
4, boli vhodni na druhé podanie davky 50 mCi/m? "®Re-BIWA 4.

3.4.5 Vyber a nacasovanie davky pre kazdy subjekt
3.4.5.1 Davkovaci a o$etrovaci rezim

Vyskumnici umoznili, aby bol testovany liek podavany v akomkolvek &ase.
Avsak cCas, ktory uplynul medzi radioaktivnym znadenim a podanim, nemal
prekroc€it 24 hodin.
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3.4.6 Zaslepovanie

Toto bol otvoreny neriadeny test. Nerobilo sa Ziadne zaslepovanie.

3.4.7 Predchéadzajlica a paraleln4 terapia alebo proceduiry
3.4.7.1 Zachranna medikacia a dalsia liecba (lieCby)

Anafylaxia sa povazovala za najzavaznejsi potencialny vedlajsi uc¢inok a bolo
nariadené okamzZité ukoncéenie protilatkovej infizie a zavedenie prislusnych
resuscitaénych prostriedkov. Predbeznymi opatreniami, ktoré sa museli uskutocnit,
boli: resuscitacné vybavenie v dosahu: anti-histaminika, kortikosteroidy a epinefrin.
Akykolvek pacientovi, ktory mal tento typ negativnej reakcie, uz nemohol dostat
dal$iu monoklonainu protilatku.

Pacientom bolo umozZnené podrobovat sa inému o$etreniu (oSetreniam), bud
kvoli indikacii $tadie, alebo pre nepribuzné ochorenia, za predpokladu, Ze boli
splnené inkluzivne a exkluzivne kritéria. VSetky paralelné terapie museli byt
zaznamenané v CRF.

V pripade zavaznej hematologickej toxicity (CTC stupen 4) bola povolena
cytokinova intervencia alebo iné metédy na zmiernenie toxicity kostnej drene.

3.4.7.2 Obmedzenia

DalSia chemoterapia alebo radioterapia nebola povolena a posledna
chemoterapia alebo radioterapia musela byt ukonéena viac ako 4 tyZdne pred
zahrnutim do $tudie. VSetky predchadzajuce chemoterapie a radioterapie boli
zaznamenané v CRF.

3.4.8 Prispbsobenie sa liecbe
Studovany liek sa podaval ako jedna intravenézna infuzia. Prispésobenie sa
overilo farmakokinetickymi hodnoteniami a s radioimunologickymi scintigrafickymi

obrazmi.

3.5 Uginnost/klinicka farmakoldgia a bezpeénostné premenné
3.5.1 Uginnost/farmakodynamiky a stanovované miery bezpednosti a vyvojovy

diagram
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Vyvojové diagramy:
Cast A

Skimania uskuto¢iiované v Casti A a prisiu§né ¢asy s podrobne uvedené
vnizSie znazornenom vyvojovom diagrame. Opisy skumani su uvedené

v nasledujlcich ¢astiach:

Tabulka 3.5.1:1
Vyvojovy diagram: Cast A: Biodistribuéna $tadia s ™ Tc-znagenou hMADb BIWA 4

Vizita 1 Vizita 2 Vizita 3

Skriningova Den 1* Den | Den | Den | Den Dalsie
vizita* 2 3 4 7 sledovanie
tyzden 6

pred po
injeke. | injekec.

Podpisany
informovany sthlas

x

Demograf. udaje
Paralel. terapia
Liekova anamnéza
Fyzické vysetrenie

ECG

Réntgen hrudnika
Anaiyza bezpecnosti
krvi

Analyza bezpeénosti b X X
mocu
Tehotensky test
Stanovenie HAHA

X XX X X X

b
-
x—\
x
-
x_&
x—h
x
-t

b
nN
><~

ENT vysetrenie
CT alebo MRI

XX X [X,x

In-fexkluzivne kritéria

Negativne Gcinky
Vitalne znamky
Telesna hmotnost’

*
w

X X %
xmx

x XX

X

Imunoscintigrafia:
- Sken ceiého tela x* x*

- Plo$ny sken x°
- SPECT sken x5

Farmakokinetiky:
Krvné vzorky x© x® x° x® X X 6
Odoberanie moéu
Sérovy rozpustny X x x X 6
CD44vé6

»
*
(2]
x
b3

Chirurgicky zakrok X
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Predinfuzne hodnotenia by sa nemali uskuto¢nit viac ako 3 tyzdne pred

skuto¢nou infuziou.

x': Krvné vzorky sa testovali na: glukézu, sodik, draslik, vapnik, chlorid, kreatinin,
celkovy protein, albumin, sérovu glutamova oxaloctovl transaminazu (sGOT),
serovi glutdmovd pyruvat transaminazu (sGPT), alkalicki fosfatazu,
gamaglutaryl transpeptidazu (GGT), bilirubin, mocovinu, kyselinu mocovq,
tyroidny stimulujuci hormén (TSH), hemoglobin (Hb), hematokrit (Ht), priemerny
korpouskularny objem (MCV), retikulocyty, leukocyty, neutrofily, pésy,
lymfocyty, bazoily, eozinofily, monocyty a krvné dosticky, pri prvej skriningovej
vizite alebo v den 1 pred inflziou, 21, 48 a 144 hodin po inflzii a Sest tyZzdhov
po infazii (p.i.).

x“: HAHA sa stanovovalo v sérovej vzorke ziskanej pri skriningovej vizite, po
jednom tyzdni (144 hodin) a po Siestich tyzdnoch p.i.

x”: Vitalne znamky sa hodnotili pri skriningovej vizite, pred inflziou, 10, 60 a 120
minut po infazii a po 6 tyzdioch.

X": Sken celého tela sa urobil okamzite po infuzii a 21 hodin p.i.

x°: SPECT sken a plos$ny sken sa uskutoénil raz, 21 hodin p.i.

X°: Vzorky krvi na farmakokinetiky sa ziskali pred infiziou, na konci infazie, 5, 10,
30 minut; 1, 2, 4, 16, 21, 48, 72 a 144 hodin po infazii a Sest tyZdiiov p.i. Krvné
vzorky sa odoberali na s enzymom spojeny imunologicky absorbény test (ELISA)
a na meranie radioaktivity (podrobnosti pozri v ¢asti 9.5.4.1). Mo¢ sa odoberal za
0 az 4 hodiny, 4 az 8 hodin, 8 aZ 12 hodin a 12 az 24 hodin po¢as prvych 24
hodin a v 24-hodinovych vzorkach v zostavajicom &ase, az do 48 hodin po
infazii.

X": Rozpustny CD44v6 sa meral zo sérovej vzorky ziskanej pred infuziou, 21, 48
a 144 hodin p.i. a Sest tyzdriov p.i.

6: Tyzden 6

Cast B
Uskutoéfiované skimania a prislusné ¢asy st uvedené v niz§ie uvedenom
vyvojovom diagrame. Jednotlivé vySetrenia si opisané podrobnejsie

v nasledujucich ¢astiach
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Tabulka 3.5.1: 2
Vyvojovy diagram &ast B: Davkova eskalaéna $tidia so '®°Re-znagenou hMAb
BIWA 4

Vizita 1 Vizita 2 Vizita 3

Skriningova Den 1* Den | Den | Ded | Den Dalsie
vizita* 2 3 4 7 sledovanie
tyzden €.
pred po
injeke. | injekec.

Podpisany X
informovany suhlas
Demograf. udaje X
Paralel. terapia X X X X X X X 2,3,4,5,6
Liekova anamnéza X
Fyzické vySetrenie X 6
ECG X
Rontgen hrudnika X
Analyza bezpeé&nosti x' x' x| x x' | 2,3,4,56
krvi
Analyza bezpecnosti X X 6
mocu
Tehotensky test X X 6
Stanovenie HAHA X X 6
ENT vySetrenie X 6x°
CT alebo MRI x 6x°
CT hrudnika X8
In-/exkluzivne kritéria X
Negativne Gcinky X X p X X X 2,3,4,56
Vitalne znamky x> X3 x3 6
Telesna hmotnost' X X 6
Imunoscintigrafia:
- Sken celého tela x? x*
- Plosny sken x>
- SPECT sken x°
Farmakokinetiky:
Krvné vzorky x8 x5 x|l x| x| X 6
Odoberanie moéu X x° X X
Sérovy rozpustny x x| X x 6
CD44v6
*.

Predinfizne hodnotenia by sa nemali uskuto¢nit viac ako 3 tyzdne pred

skuto¢nou infuziou.

: Krvné vzorky sa testovali na: glukdzu, sodik, draslik, vapnik, chlorid, kreatinin,

celkovy protein, albumin, sGOT, sGPT, alkalicki fosfatazu, GGT, bilirubin,
mocovinu, kyselinu mocovi, TSH, Hb, Ht, MCV, retikulocyty, leukocyty,
neutrofily, pasy, lymfocyty, bazoily, eozinofily, monocyty a krvné dosticky, pri
prvej skriningovej vizite alebo v den 1 pred infuziou, 21, 48 a 144 hodin po
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infuzii. V priebehu 2. az 6. tyzdiia po infuzii sa bezpefnostné vzorky krvi
odoberali aspoii tyzdenne.

x“: HAHA sa stanovovalo v sérovej vzorke ziskanej pri skriningovej vizite, 144 hodin
a Sest tyzdnov po infazii.

x”: Vitalne znamky sa hodnotili pri skriningovej vizite, pred infuziou, 10, 60, 120 a
240 minuat po infuzii a po 6 tyZzdnoch.

x": Sken celého tela sa urobil okamzite po infGzii a 21, 48, 72, 144 hodin p.i.
a volitefne dva tyzdne p.i.

x”: Plosny sken sa robil 21, 48 (volitelne), 72, 144 hodin po infazii a volitefne dva
tyzdne p.i. SPECT sken sa uskuto&nil 72 hodin p.i.

x: Vzorky krvi na farmakokinetiky sa ziskali pred infaziou, na konci infuzie, 5, 30
minat; 1, 2, 4, 16, 21, 48, 72, 144, 240 a 336 hodin po konci inflzie. Krvné
vzorky sa odoberali na ELISA a na meranie radioaktivity. Mo¢ sa odoberal za 0
az 4 hodiny, 4 az 8 hodin, 8 az 12 hodin a 12 az 24 hodin pocas prvych 24
hodin a v 24-hodinovych vzorkach v zostavajucom €ase, az do 96 hodin po
infazii.

X": Rozpustny CD44v6 sa meral zo sérovej vzorky ziskanej pred infaziou, 21, 48
a 144 hodin p.i. a Sest tyzdinov p.i.

X": Stanovovanie ochorenia sa opakovalo kazdych 6 tyzdiov, az kym sa
nespozorovala progresia ochorenia alebo jeho ubltdanie. CT hrudnika sa urobil

na zaciatku a opakoval sa po¢as sledovania, ak boli abnormality.

3.5.1.1 Radioimunoscintigrafia a dozimetria

Udaje ziskané z radioimunoscintigrafie (RIS) boli prezentované kvalitativne
pre obe &asti Aaj B (tzn. prijem nadorom, kostnou drefiou, pecerou, pfucami,
tenkym Crevom a dal$imi organmi sa vyjadril ako nizky, stredny alebo vysoky),
a kvalitativne v ¢asti B.

Na kvalitativne hodnotenie sa ratingova $kala transformovala do &isel (0
znamenala Ziadny prijem, 1 znamenala nizky prijem, 2 znamenala stredny prijem
a 3 znamenala vysoky prijem). Vypocitali a prezentovali sa priemerné hodnoty.
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Pre &dast B sa kvantitativna prezentacia RIS vysledkov pouzila na
dozimetrické vypocty ako je nacrtnuté v Casti 5.1.4 protokolu prostrednictvom
zahrnutia nasledujucich parametrov:

- skuto¢na organova aktivita v danom ¢asovom bode vyjadrena v MBq
- reziden¢ny €as radioaktivity v organoch vyjadreny v hodinach
- absorb&na (radiacna) davka vyjadrena v mGy/MBgq
- ucinné (radia¢nd) davka vyjadrena v mSv.
Viac detailov tykajlcich sa analyzy dozimetrie je mozné najst v dozimetricke;j

sprave (s dadtumom 21. november 2001).

e) Radioimunoscintigrafické postupy
Opis metdd pouzitych pre casti A aB acasovych bodov je uvedeny

v nasledujucej Casti:

Cast A

Priamo po infazii a 21 hodin po inflzii sa ziskali digitalne obrazy celého tela
(anterior posterior (a.p.) a posterior anterior (p.a.)) s gama fotoaparatom s dualnou
hlavou s velkym obrazovym pofom s nizko energetickym kolimatorom. 21 hodin po
infuzii sa ziskali plo$né a SPECT obrazy hlavy a krku. Ziskal sa aj kalibraény zdroj.

Udaje sa ulozili, aby bola mozn4 kvantitativna analyza.

Cast B

Priamo po, 21, 48, 72 a 144 hodin po podani radioimunologického konjugatu
sa ziskali digitadlne obrazy celého tela (a.p. a p.a.) s gama fotoaparatom s duélnou
hlavou s velkym obrazovym polom s nizko energetickym kolimatorom. Dalsie
ploSné obrazy oblasti hlavy a krku sa robili 21, 48 (volitelne), 72 a 144 hodin po
infazii. Volitelne sa dalSie zobrazovanie (celého tela a plo$né) uskutoériovalo dva
tyZdne po infuzii. Kalibraény zdroj (tzn. alikvota so znamou frakciou injektovanej
davky v 10ml liekovke), zavedeny v Adamsovom fantéme, musel byt umiestneny
medzi spodkom nbh pacienta poc¢as skenovania celého tela. Pociato¢na aktivita
kalibradného zdroja musela byt 100 aZ 200 MBq '®Re a tento zdroj musel byt

pouzivany v priebehu $tudii zobrazovania celého tela. Zaznamenavat sa muselo
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energetické okno a vrcholové nastavenia, rychlost skenovania, dizka skenu, datum
skenovania, ¢as, kedy skenovanie zac¢alo a trvanie skenovania. Merala sa anterior-
posterior hrabka krku a brucha, priCom pacient bol v polohe na chrbte na
skenovacom stole.

Pri kazdom zobrazovacom sedeni sa museli urobit zadné a plo$né statické
obrazy atesne pred alebo tesne po tomto obraze sa musel ziskat staticky obraz
z kalibraéného zdroja v Adamsovom fantome.

72 hodin po infGzii sa musela uskutocnit SPECT $tudia krku. Museli sa
zaznamenat metody pouzivané na rekonstrukciu a filtrové funkcie s hraniénymi

frekvenciami.

Jednofoténova emisna poditacova tomografia (SPECT)

SPECT obrazy sa ziskavali pouzitim rotujiceho gama fotoaparatu s dvojitou
hlavou vybaveného nizko energetickym kolimatorom. Akvizicia vyZadovala
najmenej tridsat minut. Dvadsat percentné symetrické okna sa centrovali na 137
keV foténové vrcholy.

PloSné a SPECT udajové akvizi¢né parametre
PloSné zobrazovanie zahfiialo nasledujice minimalne poziadavky: matrica
128 x 128 (detail) alebo 256 x 256 (celé telo) a minimalne 400000 impulzov
s maximalnym akvizicnym ¢asom 10 minut pre detail a 60 minat pre celé telo.
SPECT zobrazovanie zahffhalo nasledujice minimalne poZiadavky: 64
obrazov, matricova velkost 64 x 64, 360 stupriovy kruhovy orbit, 60 sekind akvizicii

na uhol.

Analyza Udajov

21 hodin po inflizii, po anteriérnom zobrazeni celého tela, sa museli po celom
tele a kalibracnom zdroji nakreslit pravouhlé oblasti, o ktoré bol zaujem (ROI's).
Museli sa nakreslit aj nepravidelné ROI's okolo organov, ktoré akumulovali '*°Re
(napr. pecene, sleziny a favej oblicky) a okolo nadoru. Musela sa nakreslit aj jedna
alebo viacero reprezentativnych oblasti pozadia. Tieto oblasti sa museli odzrkadlit
na posteriérnych obrazoch. Pévodne sa planovalo nakreslit ROl okolo krizovej kosti
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na posteriornom obraze. Tento plan sa v priebehu testu neuskutoénil. Vetky oblasti
museli byt uloZené v pocitaci, aby premietal tieto ROI's na obrazy v inych ¢asovych
bodoch. Musel sa zaznamenat pocet pixelov aimpulzy na jeden pixel v kazdej
oblasti. Po€et impulzov v oblasti pre vSetky zobrazovacie ¢asové body sa musel

zaznamenat digitalne do tabulkového kalkulatora.

Vypocet absorbovanej davky v organoch

Mnozstvo aktivity vorganoch, nadore acelom tele sa odhadlo
z geometrického priemeru impulzov v ROI's anteriérnych a posteriérnych pohfadov.
Ked to bolo indikované, aplikovala sa korekcia pozadia a oslabenia. Aktivita v moci
nebola pouzita na odhadnutie absorbovanej davky v mocovom mechure, ako sa
p6vodne planovalo. Namiesto toho sa pouZil dynamicky model mogového mechura.
Vypocitali sa usadzovacie ¢asy v organoch avo zvy$ku tela aimportovali sa do
MIRDOSE3 programu.

Testy potrebné na kontrolu kvality
Plodné zobrazovanie
Tyzdenne sa na oddeleni nuklearnej mediciny uskutoériovali rutinné
kvalitativne kontroly:
1) 100M nasycovacia tabulka.
2) Kazdy tyzderi sa ziskalo vonkaj$ie *’Co nasytenie s nizko energetickym

kolimatorom.

SPECT zobrazovanie
Kvalitativna kontrola SPECT zobrazovacieho systému musela zahfiat

centrum rotacnej determinécie.

Tomografické spracovanie
Filtrovany spatny projekény algoritmus sa pouzil na tomograficki obrazovu

rekonstrukciu pouzitim rampového filtra.
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Ukladanie udajov

Vsetky plosné obrazy alebo tomografické Udaje sa museli permanentne
ukladat na magneticki pasku alebo opticky disk. Pre tomografické Stidie sa
pévodné projekéné obrazy a rekonstruované Stidie museli zapisat na zaloznu

pasku.

Képie zobrazeni a zaznamov
Pre vSetkych pacientov sa vyZadovali koépie relevantnych zobrazeni,

patologickych a chirurgickych zaznamov. Potrebné boli aj képie MRI a CT sprav.

3.5.1.2 Bioptické biodistribuicie *™Tc-znadenej hMAb BIWA 4 (East A)

Pacienti, ktori vstapili do Casti A $tudie, sa podrobili chirurgickému zakroku 48
hodin po infazii radioaktivne znacenej hMAb BIWA 4. Odobrali sa biopsie
z nadorového miesta (miest) a z normalnych tkaniv (tofko, kofko to len bolo mozné)
vo forme chirurgickej vzorky. Potom sa v celkovej anestéze odobrala aj kostna
biopsia a aspirat kostnej drene. Aspiraty kostnej drene sa centrifugovali, aby sa
zhodnotila radioaktivita v supernatante (plazma) a v sedimente (bunkova frakcia).
Véetky biopsie sa odvazili azmeralo sa mnozstvo omTe, Vzorkovy prijem
radioaktivity do nadoru sa hodnotil porovnanim %ID/kg v nadore s %ID/kg v
normalnom tkanive.

CD44v6 antigénova expresia sa hodnotila imunohistochemicky pouZitim
kryostatickych rezov, ktoré sa najprv inkubovali s mMAb BIWA 1, potom s anti-
mysSacim imunoglobulinovym G (IgG) sekundarnym reakénym ¢inidlom. Chirurgicka
vzorka a biopsie sa skimali histo/cytopatologicky.

Hodnotenie chirurgickej vzorky a biologickej distribucie
Po obdrzani sa chirurgicka vzorka spracovala v nasledujicom
chronologickom poradi.
1. Urobili sa fotky vzorky. Polaroid spredu a diapozitivy spredu a zozadu.
2. Posudila sa velkost chirurgickej vzorky.
3. Odobrali sa biopsie primarneho nadoru, podozrivej lymfatickej uzliny, a ak to

bolo mozné, znormalnych tkaniv v chirurgickej vzorke, ako napriklad
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normalna sliznica, normaina lymfaticka uzlina, tuk a sval. VSetky biopsie sa
odvazili a odmeralo sa mnozstvo *™Tc. V&etky Udaje sa konvertovali na
percenta injektovanej davky/kilogram tkaniva. Specificky prijem radioaktivity
do nadoru sa hodnotil prostrednictvom porovnania %ID/kg v nadore s %ID/kg
v normalnom tkanive.

4. Potom sa vzorka prichytila na dosku a fixovala sa v4% formaldehyde
najmenej 36 hodin.

5. Po vypitvani sternokleidomastoidového svalu (Struktura s vysokou radio-
denzitou) sa urobila vzorkova radiografia, aby sa ukazala presna velkost
a lokalizacia zuc¢astnenych lymfatickych uzlin. Tato radiografia sa robila
poCas ponorenia vzorky v96% etanole, ktory ma rovnakd absorpciu
rontgenového Ziarenia ako tuk.

6. Vsetky uzliny vizualizované s rontgenovym Ziarenim sa oznadili na Polaroide
a na vzorkovej radiografii.

7. Vsetky uzliny najdené prostrednictvom vySetrenia chirurgickej vzorky
a prostrednictvom réntgenu sa vypitvali zo vzorky.

8. VSetky makroskopické uzliny sa kompletne spracovali na mikroskopiu
a hodnotil sa jediny rez. Zo vSetkych makroskopicky pozitivnych uzlin sa
urobili dve alebo viacero mikroskopickych vzoriek. Zaznamenavali sa
makroskopické dékazy o pritomnosti alebo absencii nadorovej nekrézy.

9. Dalej sa zaznamenaval pocet zahrnutych uzlin a pocet, lokalizacia a troven
lymfatickych uzlin (podla klasifikacia Memorial Slan Kettering Cancer Center)

u nadoru obsahujuceho uzliny.

3.5.1.3 Reakcia nadoru (Cast B)

Nadorovou reakciou bol Gginnostny parameter pre radioimunologické
terapeutické oSetrenie. Reakcia nadoru sa hodnotila prostrednictvom merani
nadoru, ¢o sa hodnotilo klinicky a/alebo prostrednictvom CT, MRI alebo scintigrafie

kosti. Hodnotenie sa robilo podla responzivnych kritérii Svetovej zdravotnickej
organizacie (WHO). Pozri prilohu VI protokolu (R96-0941).
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3.5.1.4 Fyzické vySetrenie

Pred zaélenenim do $tadie sa zhodnotil stav ochorenia u kazdého pacienta
prostrednictvom ENT vyS$etrenia (vratane palpacie) a prostrednictvom CT alebo MRI
nadorového miesta (miest).

Na kazdé kréné miesto sa opisali vietky hlavové a kréné lézie.

Palpacia

VSetci pacienti sa na zaciatku vySetrili otolaryngolégom/chirurgom hlavy
a krku. Tento klinicky vySetrovatel hodnotil poget, miesto, lokalizaciu a mobilitu
vSetkych hmatatelnych lymfatickych uzlin voblasti hlavy akrku. Charakter
lymfatickych uzlin sa opisoval ako: nepodozrivy, podozrivy alebo infiltrovany
nadorom. Stav krénych lymfatickych uzlin sa klasifikoval podla systému nadorovych
uzlinovych metastaz na ur€ovanie $tadia nadorov (TNM) podla Union Internationale
Contre le Cancer (UICC) diagnostiky.

Réadiologické vysetrenie

V zévislosti na lokalizacii miest (miest) nadoru bolo potrebné jedno alebo
viacero z nasledujucich vySetreni: CT, MRI, kostna scintigrafia. V pripade
pritomnosti nadoru bola vo vSeobecnosti vyhodna MRI oblasti hlavy a krku.
V pripade kostnych lézii bolo vyhodné CT. V &asti B sa vSetky radiologické
chorobné hodnotiace parametre ziskané na zaciatku opakovali Sest tyzdfiov po
infuzii a kazdych Sest tyZzdriov az do progresie alebo Ubytku, kvéli sledovaniu. Pre
pacientov, ktori vstipili do ¢asti B $tudie, sa na zadiatku ziskal CT hrudnika a ten sa
opakoval pri nasledujucom sledovani, ak boli pritomné nadorové lézie v hrudniku.
Ako dalSia technika na zobrazovanie nadoru mohol byt vyuZity ultrazvuk. Navod na

vySetrenia je uvedeny nizsie:

Priméarny nador/loko-regionalny opakovany vyskyt

Pre pacientov, ktori sa zucCastnili casti A Studie, a pacientov s loko-
regionalnym opakovanym vyskytom (¢ast B) sa musel urobit CT sken a/alebo MRI
oblasti hlavy a krku.
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Pocitatova tomografia

PocitaCova tomografia oblasti hlavy a krku: Dynamické CT bolo vyhodnejsSie
ako $Spirdlové CT. AvSak $piralové CT mohlo byt napomocné u pacientov, ktori
neboli schopni spolupracovat.

Pacient musel byt vySetrovany v polohe na chrbte, s mierne povytiahnutym
krkom a imobilizovanou hlavou a plecami uvolnenymi a spustenymi smerom dolu.
Pacient musel pokojne dychat s pouzitim brusnych, a nie hrudnikovych svalov.
Oblast skenovania bola uréena na zaklade pociatoéného nahladu urobeného
v boCnej projekcii. Rovina skenu musela byt rovnobezna s rovinou hlasiviek.
Rutinne sa museli pouzit kontinualne trojmilimetrové rezy. Zobrazovanie sa muselo

uskutoCnovat od zakladne lebky az po horné medzihrudie.

Zobrazovanie prostrednictvom magnetickej rezonancie

Pacienti museli byt vySetrovani v polohe na chrbte, s mierne povytiahnutym
krkom a imobilizovanou hlavou. V priebehu vySetrovania bolo nutné pokojné
dychanie s pouzitim brusnych, anie hrudnikovych svalov. Ziskali sa prislusné
zobrazenia na demonstrovanie anatomie krku a na zhodnotenie rozsahu primarnej
lézie a pritomnosti rozloZenia lymfatickych uzlin. Museli sa ziskavat od zakladne

lebky az po horné medzihrudie.

Vzdialené metastazy
U v8etkych pacientov zGCastniacich sa na ¢asti B $tidie sa na zadiatku
urobilo CT skenovanie hrudnika. Dal$ie vy$etrenia na vizualizaciu metastaz, ako

kostna scintigrafia alebo CT brucha, boli volitelné.

CT hrudnika

Ziskavali sa Spiralové CT skeny. Pacienti sa vySetrovali v polohe na chrbte
a museli zdvihnat ramena nad hlavy. Pacienti museli dychat pokojne s pouZitim
brusnych, a nie hrudnikovych svalov. Pacient bol skenovany od polohy tesne nad
pfucami az na uroven nadobliCkovych Zliaz. Zobrazenia sa museli fotografovat

v mediastinalnom a pflicnom nastaveni.
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CT brucha

Ziskavali sa $piralové skeny. Pacienti sa vySetrovali v polohe na chrbte
amuseli ruky zdvihnat nad hlavu. Pacienti museli dychat pokojne. U v8etkych
pacientov sa pouzil oralny kontrast. Oblast na skenovanie prebiehala od polohy
tesne nad branicou, az po symfyzu. Zobrazenia museli byt fotografovane

v abdominalnom a peéenovom nastaveni.

Kostna scintigrafia

Po intraven6znej inflizii maximalne 600 MBq *™Tc znagenej HDP/MDP, sa
pacient poZiadal, aby skonzumoval dostatok tekutin na to, aby sa pravidelne
vyprazdnoval. Statické pohfady sa ziskavali 3 hodiny po infazii: jeden pohfad na
celé telo, a ak to bolo nevyhnutné, 3 detailnejSie pohlady. Podozrivé lézie mohli
vyZzadovat podrobnej$iu analyzu prostrednictvom CT a/alebo MRI.

Planovalo sa uskutoéifiovanie zaznamenavania reakcie kostnych metastaz

podla separatnej sady responzivnych kritérii. Neboli poskytnuté Ziadne Gdaje.

3.5.1.5 Rozpustny CD44v6

Rozpustny CD44v6 (sCD44v6) sa musel merat v sére. Koncentracie sa
determinovali prostrednictvom schvaleného senzymom spojeného imuno-
sorbéného testu (ELISA), ktory bol zalozeny na komeréne dostupnom testovacom
kite a uskuto€rioval sa v sulade so si¢asnymi medzinarodnymi smernicami vo firme
Boehringer Ingelheim na oddeleni farmakokinetik a liekového metabolizmu,
Biberach, Nemecko. 5ml vzorky krvi (spracované na sérum) sa odoberali pred
infaziou, 21, 48 a 144 hodin po infGzii a Sest tyZzdiiov po infuzii. Vzorky sa nechali
zrazit a scentrifugovali sa, aby sa pripravilo sérum. Skladovacie a prepravné
podmienky: Vzorka na ELISA meranie sa umiestnila do kryoskimaviek, starostlivo
sa oznacila, aby bola mozna jednoznacéna identifikacia, uskladnila sa pri -20 °C, az
kym radioaktivita neklesla ('®Re: 4 tyzdne, *™Tc: 3 dni), azasielala sa na Bl
oddelenie farmakokinetik a liekového metabolizmu, Biberach, Nemecko v davkach

kazdé Styri tyzdne. Sérové vzorky sa zasielali v suchom lade.
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3.5.1.6 Bezpecnost

Ochrana subjektov
VSetci pacienti sa starostlivo monitorovali potas podavania a po podani
radioaktivne znacenej monoklonalnej protilatky. Na tento Géel bol pritomny aspofi

jeden z vysetrovatelov.

Laboratdrne hodnotenia

|zolovali sa vzorky krvi na glukézu, sodik, draslik, vapnik, chlorid, kreatinin,
celkovy protein, albumin, sérovi glutdmovu oxaloctovd transaminazu (sGOT),
sérovl glutdmova pyruvat transaminazu (sGPT), alkalicki fosfatazu, gamaglutaryl
transpeptidazu (GGT), bilirubin, mocovinu, kyselinu mocovu, tyroidny stimulujici
hormén (TSH), hemoglobin (Hb), hematokrit (Ht), priemerny korpouskularny objem
(MCV), retikulocyty, leukocyty, neutrofily, pasy, lymfocyty, bazoily, eozinofily,
monocyty a krvné dosti¢ky v nasledujucich ¢asovych bodoch:

- Pri skriningovej vizite alebo na def jedna pred infGziou a

- 21,48 a 144 hodin po infuzii.

- Pre Cast A 6 tyzdiov po infuzii. Pre ¢ast B: v priebehu tyzdiiov 2, 3,4,5a 6
$tadie aspori raz tyzdenne (CastejSie v pripade toxicity).

Zakiadné laboratérne hodnotenia pred infiziou sa mohli ziskavat bud pri
skriningovej vizite, alebo na den jedna $tudie, za predpokladu, Ze vzorky sa ziskali
menej ako 21 dni pred infaziou radioaktivne znacenej hMAb BIWA 4 a urobili sa
vSetky potrebné hodnotenia. Pred infuziou protilatky sa vysledky vSetkych
pozadovanych laboratérnych testov museli zhrnit a skontrolovat z hladiska
pripustnosti zodpovednym lekarom. To isté sa aplikovalo v &asti B $tadie pri druhom
podavani hMAb BIWA 4.

Vzorky mocu sa odoberali na $tandardny nemocniény skrining (proteiny, krv
a glukéza) v nasledujticich ¢asovych bodoch:

- Skriningova vizita
- Jeden tyzden po infGzii (144 hodin p.i.)

- Sest tyzdiiov po infuzii
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U Zien, ktoré mali potencial rodit sa vyzadoval tehotensky test pri

skriningovej vizite a na konci studie.

Hodnotenie ludskej-anti-fudskej protilatky

V sérovych vzorkach sa hodnotila pritomnost a/alebo vyvoj HAHA. Preto sa
5ml vzorky krvi (ktoré mali byt spracované na sérum) odoberali pri skriningovej
vizite, tyzdef (144 hodin p.i.) a $est tyzdiiov po inflzii protilatky. Pre pacientov, ktori
obdrzali dve BIWA 4 podania sa v ¢asti B $tidie odobrala dalSia HAHA vzorka pred
druhym podanim. Sérova hladina sa hodnotila prostrednictvom overenych ELISA
metod.

Vzorky sa nechali zrazit a scentrifugovali sa na pripravu séra.

Skladovacie a prepravné podmienky: Vzorka na ELISA meranie sa umiestnila
do kryoskumaviek, starostlivo sa oznaéila, aby bola mozZna jednoznacna
identifikacia, uskladnila sa pri -20 °C, a2 kym radioaktivita neklesla (*°Re: 4 tyzdne,
%MTc: 3 dni), azasielala sa na Bl oddelenie farmakokinetik a liekového
metabolizmu, Biberach, Nemecko v davkach kazdé styri tyZzdne. Sérové vzorky sa
zasielali v suchom fade.

Akékolvek zvySenia v hladinach fudskych anti-fudskych protilatok sa
starostlivo porovnavali od pripadu k pripadu s moznymi negativnymi ucinkami na
pacienta. Tieto Gdaje sa zhromazdovali a analyzovali retrospektivne v priebehu
Stadie.

Negativne Gcinky

Vsetky negativne Gginky sa zaznamenavali do CRF. Uginky sa odstupiiovali
podfa US Natioal Cancer Institute CTC (NCI-CTC) verzie 2.0 (verzia tohto
dokumentu sa stiahla z internetove] stranky http:/ctep.info.nih.qov/CTC3/ctc.htm).

VSetky SAEs sa museli zaznamenat.

Imunogénnost a toxicita

Pred uskuto&fiovanim tohto testu neexistovali Ziadne fudské Gdaje tykajuce
sa bezpetnosti aimunogénnosti hMAb BIWA 4. V predchadzajucej Studii
uskuto&fiovanej s rodi¢ovskou mysacou protilatkou BIWA 1 sa nevyskytla Ziadna
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klinicky vyznamna toxicita. Ziadna toxicita sa neogakavala pri samotnej nahej hMAb
BIWA 4 (Ziadne efektorové funkcie na protilatke zavislej bunkovo sprostredkovanej
cytotoxicity (ADCC) in vitro; neoCakdvana ziadna interferencia s proliferaciou
antigén exprimujtcich buniek). Demonstrovalo sa, Ze hMAb BIWA 4 by mohla byt
bezpetne podavana mysiam (xeno$tepové §tldie) a opiciam (Stadie na toxicitu).
Dobra lokélna tolerabilita bola demonstrovana v troch lokalnych stadiach toxicity.

MySacia achimérna MAb U36 (anti-CD44v6-epitop s definovanou
prekryvajucou sa epitopovou $pecificitiou) boli doteraz bezpecné u HNSCC
pacientov; Ziadne toxicity s vynimkou myelotoxicity (sposobenej '®*Re-znagkami)
neboli pozorované vo faze | davkovej eskala¢nej RIT $tudie s cMAb U36. Teoreticky
bolo mozné, ze by mohlii nastat hypersenzitivne reakcie na radioaktivne znacenu
hMAb BIWA 4. Monoklonalne protilatky boli podavané niekolkym tisicom pacientov
na diagnostické aplikacie.

Hoci to bolo nepravdepodobné, potencidlne reakcie na intravendzne
podavanu BIWA 4 mohli zahfiiat hypotenziu, prechodnd hortcku a triasky, kozné
vyrazky, dyspnoe, svrbenie, nutkanie na zvracanie a anafylaxiu.

Preto sa zaznamenavali vitalne znamky (tlak krvi, teplota, tep a rychlost
dychania) pri skriningovej vizite a v nasledujicich ¢asovych bodoch: pred infaziou
a10, 60, 120 mindt po infuzii apo 6 tyzdfhioch. Daldie vitdine znamky sa
zaznamenavali 240 minGt po infuzii a to len pre pacientov, ktori sa zG¢astnili Casti B.

Vitejto Stadii sa pouzili radionuklidy. Radiacna zataZz spojend s gama
emitujacim radionuklidom %™Tc (v tejto $tudii 20 mCi) bola podobna zatazi, ktora sa
vyskytuje v mnohych rutinnych procedirach jadrovej mediciny, aje znadma ako
mala. Aby sa minimalizovalo vystavenie moC¢ového mechura a obligiek radioaktivite,
pacienti sa dobre hydratovali a poZiadali sa, aby sa ¢asto vyprazdiiovali v priebehu
prvych 48 hodin (96 hodin po infazii so '®*Re-zna&enou protilatkou).

Pre beta- a gama-emitujuci radionuklid '®®Re Breitz a dali (R98-2459) zistili
maximalnu tolerovant davku '®®Re-znageného MAb IgG u tazko predosetrenych
pacientov 90 mCi/m?. Jednym zcielov tejto Stadie bolo skimat toxicitu '*®Re-
znaCenej hMAb BIWA 4 u pacientov, ktori mali bud lokalne a/alebo regionalne
opatovne sa vyskytujace ochorenie, pre ktoré neboli dostupné moznosti lieCebného

oSetrenia, alebo ktori mali vzdialené metastazy. Pretoze mohla nastat toxicita
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v kostnej dreni, §titnej Zlaze, oblickach a pe€eni, odoberali sa krvné vzorky na
testovanie funkcie organov, ako je opisané v ¢asti 3.5.1.6.

Na monitorovanie vyskytu UObytku alebo prirastku hmotnosti sa
zaznamenavala telesna hmotnost pri skriningove;j vizite, pred infuziou v def 1 a po
6 tyzdnoch.

Pacienti sa monitorovali na vyskyt lokalnej toxicity. Akakolvek znémka

lokalnej toxicity sa zaznamenavala ako negativny Gcinok.

3.5.2 Primeranost merani

Pouzité merania boli pre tento typ testu dobre akceptované.

3.5.3 Primarna ucinnost/farmakodynamické premenné
3.5.3.1 Cast A testu

Primarnymi Géinnostnymi premennymi determinovanymi v ¢asti A testu boli
biopsiova distriblicia a radioimunoscintigrafia. Opis metdd ako ziskat Udaje je
uvedeny v €asti 3.5.1.1 a 3.5.1.2.

Prijem do normalneho tkaniva a do nadoru sa meral v biopsiach chirurgickej
vzorky a prijem sa vyjadril ako percento injektovanej davky na kg (%!D/kg). Casovy
priecbeh prijmu do nadoru ainych tkaniv sa hodnotil a porovnaval vzhfadom na
rézne davky BIWA 4.

3.5.3.2 Cast B testu
Primarne parametre c&innosti boli analyzované radioimunoscintigrafiou
a dozimetriou.

3.5.4 Merania koncentracie liekov/farmakokinetiky
Tak v Casti A, ako aj v ¢asti B §tadie sa urovali koncentracie radioaktivne
znacenej BIWA 4 v krvi.

3.5.4.1 Spbésoby a natasovanie odoberania vzoriek
Vzorky krvi od pacientov sa odoberali a pracovalo sa s nimi nasledovne: 7 ml
krvi (3,5 ml v skiimavkach obsahujicich draselné EDTA a 3,5 ml v koagulaénych
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skiimavkach: uvadza sa mnozstvo pozadovanych mililitrov podla dodatku A) sa
odoberalo z periférnej Zily na ramene oproti miestu infazie v uréenych &asovych
bodoch (tzn. tesne pred podanim protilatky, na konci infazie a 5, 10, 30 minut; 1, 2,
4, 16, 21, 48, 72 hodin po konci infizie a 7 dni p.i (144 hodin) a 6 tyzdiiov po
infuzii). Koniec infuzie sa povazoval za t = 0.

V Casti B testu sa vynechali planované vzorky 10 minat a 6 tyzdiov po infuzii.
Namiesto toho sa odoberali vzorky 240 a 366 hodin po infuzii podia dodatku 1.

Mo¢ sa odoberal poas 48 hodin po infazii **™Tc-znadenej hMAb BIWA 4
a poCas 96 hodin po infuzii '®*Re-znaéenej hMAb BIWA 4. Mo¢& sa odoberal za 0 az
4 hodiny, 4 az 8 hodin, 8 az 12 hodin a 12 az 24 hodin poc&as prvych 24 hodin
av24 hodinovych vzorkdch vo zvySny d¢as. Na determinaciu vylucovane;
radioaktivity sa determinovala radioaktivita vo vzorkach modu.

Krvné vzorky sa scentrifugovali na pripravu séra. Pred spracovanim sa
merala radioaktivita v celkovej krvi. Radioaktivita sa merala aj v sére. Uskladnenie
vzoriek krvi v chladni¢ke bolo povinné, hoci vzorky sa nesmeli zmrazit. PouZitim
alikvoty ziskanej z konjugatového pripravku sa ako $tandard pripravilo odvazené
riedenie injektovanej pacientovej davky. Odcitavanie pacientskych vzoriek
a Standardov sa uskutoiovalo podfa lokalnych SOPs. Vysledky sa zaznamenavali
do prisluSnych sekcii CRF. Obsah radionuklidu sa zaznamenaval ako percento
injektovanych davok (vyjadrené ako %ID/kg krvi alebo séra). Okrem od¢itania
radioaktivity sa vSetky vzorky analyzovali na pritomnosti imunitnych komplexov
prostrednictvom HPLC analyzy.

Na vSetky skimavky so vzorkami sa uviedli nasledujice informacie: &islo
testu, Cislo pacienta, identifikacia vzorky (tzn. sérum, plazma alebo krv), ¢as vo
vztahu k infGzii, skutodny &as, skutoény datum a izotop (tzn. **"Tc alebo '%Re).
Objem kazdej vzorky moc¢u sa meral a zaznamenaval a na vSetky vzorky mocu sa
uviedli nasledujuce informéacie: Cislo testu, Cislo pacienta, celkovy objem vzorky,
interval odoberania, skutoény &as, datum a izotop (tzn. *™Tc alebo '*Re).

Datumy, Casy a vysledky merani radioaktivity vSetkych farmakokinetickych
vzoriek sa zaznamenavali v CRF.

Plazmatické vzorky na ELISA meranie sa prepravovali v kryoskimavkach,

starostlivo sa oznadili, aby bola mozna jednoznacnd identifikacia, uskladnili sa pri
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-20 °C, a2 kym radioaktivita neklesla (*®Re: 4 tyzdne, *™Tc: 3 dni), a zasielali sa na
Bl oddelenie farmakokinetik a liekového metabolizmu, Biberach, Nemecko

v davkach kazdé $tyri tyZdne. Sérové vzorky sa zasielali v suchom fade.

3.5.4.2 Analytické determinacie
Plazmatické vzorky sa merali overenymi ELISA metédami v Boehringer
Ingelheim oddeleni farmakokinetik a liekového metabolizmu, v Biberach, Nemecko.

Vysetrovatel robil od¢itanie radioaktivity v celej krvi, v sére a v mogi.

3.5.4.3 Parametre a hodnotenie

Nasledujuce farmakokinetické parametre sa pouzitim VinNonlin 3.1
Professional (Pharsight Corporation, Mountain View, CA) determinovali v celkovej
krvi a plazme; sérové hladiny a zobrazovanie udaje s opisané nizsie:

Primarnymi farmakokinetickymi parametrami su &asovy bod, v ktorom sa
pozoruje maximalna koncentracia lieku (Tmax), maximalna pozorovana koncentracia
lieku (Cmax), oOblast pod koncentracno-Casovou krivkou (AUC)os», terminalny
eliminaény poléas rozpadu (t12), objemova distriblacia (termindlna faza
a predpokladany stabilny stav), odstranenie zcelého tela (CL) a priemerny
rezidencny ¢as (MRT )o_ .

Primarnymi ciefmi farmakokinetickej analyzy boli:

Determinacia a porovnanie rozlozenia celkovej radioaktivity aimuno-
reaktivnej h(MAb BIWA 4 po podani jedinej davky *™Tc-znadenej (Cast A) a %Re-
znacenej hMAD (Cast B) BIWA 4.

Na vypolet zo zobrazovacich (dajov a udajov o rozlozeni krvi, frakcia
injektovanej radioaktivity dosahujucej pec€eri a slezinu po&as Stadii. Na dosiahnutie
tohto ciefa sa pouzZil WinNonlin® softwarovy balik na uskuto&fiovanie
nekompartmentalnej farmakokinetickej analyzy plazmatickej koncentracie oproti
¢asovym profilom imunoreaktivnej hMAb BIWA 4 a Grovni radioaktivity v celkovej
krvi ako funkcie ¢asu po intraven6znom podani.

Vysledky s uvedené ako sumarna Statistika.
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3.5.5 Farmakokineticky/farmakodynamicky vztah

Najprv bol na opisanie distriblcie a metabolizmu '®®Re-znagenej BIWA 4
u fudi uréeny kompartmentalny farmakokineticky model. Zamyslalo sa skombinovat
Udaje z BIWA 4 plazmatickych hladin, merani radioaktivity celkovej krvi a séra,
radioaktivity zo zobrazovani celého tela a $pecifickych oblasti, o ktoré je zaujem,
podavanej davky '®°Re-znagenej BIWA 4, davky neznadenej BIWA 4, hladin
rozpustného CD44v6 a zhodnotenia radioaktivne znacenej protilatky pred inflziou.

Vysledky boli uvedené ako sumarna Statistika. Avsak variabilita bola prili$

vysoké na to, aby sa to mohlo pouzit ako racionalny model.

3.5.6 Primarna bezpenostna premenna

Determinacia maximalnej tolerovanej davky a zhodnotenie bezpecnosti boli
primarnymi koncovymi bodmi Casti B testu. Merania sa uskuto¢nili ako je opisané
v ¢asti 3.5.1.6.

3.5.6.1 Toxicita limitujica davku a maximalna tolerovana davka

DLT sa definovala ako nehematologicka CTC toxicita stupfia 3 slvisiaca
s liekom alebo nehematologickda CTC toxicita stupia 4 slvisiaca s liekom
s vynimkou nutkania na zvracanie a zvracania bez adekvatneho antiemetického
oSetrenia.

MTD sa definovala ako davkova hladina, pri ktorej sa u menej ako dvoch zo

Siestich pacientov vyvinula s liekom stvisiaca DLT.

3.6 Zaistenie kvality idajov

Test sa vo v8eobecnosti uskutoChoval v stlade s principmi dobrej klinickej
praxe, ako je to Specifikované v prislu§nych nariadeniach a spolu so $tandardnymi
operacnymi postupmi odrazajicimi tieto nariadenia.

V priebehu §tadie zastupca Boehringer Ingelheim Holandsko kontaktoval
alalebo navstivil miesto $tadie, aby monitoroval postup $tadie. Casto kontaktoval
vySetrovatela a miestne navstevy za ucéelom auditu Udajov, vratane porovndvania
zdrojovych dokumentov s formularmi pripadovych sprav a kontroly liekovej

zodpovednosti. V priebehu tychto miestnych navstev musel byt zastupcovi
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z Boehringer Ingelheim Holandsko k dispozicii vySetrovatel a/alebo jeho povereny
zastupca.

NaleZito vyplnené CRFs sa pravidelne zbierali. Udajmi boli dvojité interné
udaje. UskutoCiiovalo sa zhrnutie Udajov a neddéveryhodné udaje sa diskutovali
s vySetrovatelom.

Zavazné negativne uCinky sa zaznamenavali vsllade s navodom
definovanym v protokole a CRF a v sulade s Boehringer Ingelheim SOPs.

3.7 Statistické metédy planované v protokole a determinacie velkosti vzorky
3.7.1 Statistické a analytické plany
3.7.1.1 Statisticky navrh/model
Dizajny pouzivané v tomto teste sa bezne pouzivaju vo faze | onkologickych
testov.

Cast A

Cast A tejto fazy | testu bola neriadenou $tidiou so zvySujicou sa davkou
vpo sebe idlacich skupinach na determinaciu bezpeénosti, tolerovatefnosti,
biologicke;j distribuicie a farmakokinetik jedinej infuzie ™ Tc-znadenej hMAb BIWA 4
u pacientov s pokro€ilym karcindmom skvaméznych buniek hlavy a krku.

Tri hMAb BIWA 4 davkové urovne sa pouzili vtejto Casti Studie stroma
pacientmi, ktori sa planovali pre kazdi davkovu uroven. U v3etkych pacientov bol

dokazany nador hlavy a krku a boli ureni na chirurgicky zakrok.

Cast B |

Cast B tejto fazy | testu bola neriadenou $tidiou so zvySujicou sa davkou
v po sebe iducich skupinach na determinaciu bezpeénosti, tolerovatefnosti, MTD,
farmakokinetik a predbeznych terapeutickych tginkov jedinej infuzie '°®Re-znadenej
hMAb BIWA 4 u pacientov s pokrocilym karcindmom skvaméznych buniek hlavy
a krku, pre ktorych neboli dostupné ziadne lie¢ebné oSetrovacie mozZnosti.

V tejto casti Stidie sa radiacna davka zvySovala. Dvaja pacienti sa oSetrovali

s danymi davkovymi Uroviiami, ak bol pozorovanad CTC toxicita so stupriom nizSim
ako 2.
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Hodnotenie bezpecénosti a tolerovatelnosti (Gasti A a B)

Bezpelnost a tolerovatelnost stadie sa hodnotila prostrednictvom zmien
v laboratornych parametroch, vitdlnych znamkach, vyvoja HAHA a incidencie
negativnych pripadov. Vysledky boli zaznamenavané pre kazdu davkovd hladinu

oddelene, ako aj celkovo.

Hodnotenie biologickej distriblcie (¢ast A)

Biologicka distribGcia *™Tc-znagenej hMAb BIWA 4 vtuhom tkanive sa
hodnotila  prostrednictvom  radioimunoscintigrafie ~ (pozri  ¢ast  3.5.1.1)
a prostrednictvom merani radioaktivity biopsiovych vzoriek (pozri Casti 3.5.1.1
a 3.5.1.2). Mozna bola len opisna S$tatistika, pretoZe len maximalne 3 pacienti

obdrzali jednu davkovu hladinu.

Hodnotenie imunoscintigrafickym zobrazovanim (Casti A a B)
V danych €asovych bodoch po podani radioaktivne znacéenej protilatky sa
ziskavali imunoscintigrafické zobrazenia (pozri ¢ast 9.5.1.1). Znova bola

aplikovatelna len opisna §tatistika.

Farmakokinetické hodnotenie (Casti A + B)
Nasledujuce farmakokietické parametre sa determinovali z plazmy alebo

séra, hladiny v moci a zobrazovacie udaje su opisané nizsie:

Priméarne parametre (iné ako kompartmentové)

Tmax, Cmax, AUC (0 azZ nekonecny ¢as), koncovy eliminaény pol¢as rozpadu,
objem distribucie (terminalna faza V, a predpokladany ustaleny stav Vss), CL a MRT
(0 az nekonecny ¢as). Z celkového mocu sa determinovalo kumulativne vylu¢ovanie

radioaktivity v moci v ¢ase.

Sekundarne parametre (kompartmentové)
Planovalo sa vyvinutie kompartmentového farmakokinetického modelu na
definovanie distriblicie a metabolizmu '®°*Re-znagenej hMAb BIWA 4 u fudi. Model

zhromazdoval Udaje z merani radioaktivity v sére a modi, radioaktivity zo zobrazeni
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celého tela a $pecifickych zaujimavych oblasti, podavanej davky '®°Re-znacenej
hMAb BIWA 4, za studena nana$anej davky hMAb BIWA 4, hladin rozpustného
CD44v6 a hodnotenia radioaktivne znac¢enej protilatky pred infliziou.

Planovalo sa zaznamenavat vysledky pre kazdu davkovu hladinu oddelene

a prostrednictvom sumarnej Statistiky.

Hodnotenie terapeutickej G¢innosti (¢ast B)

Parametrom terapeutickej Géinnosti bola reakcia nadoru. Reakcia nadoru sa
hodnotila v sulade s WHO smernicou. Sucet produktov najvaésich zvislych
priemerov v8etkych meranych nadorovych [ézii bol primarnym parametrom

nadorovej reakcie. Na hodnotenie reakcie kostnych |ézii boli separéatne kritéria.

3.7.1.2 Nulova a alternativna hypotéza

Vsetky analyzy v tomto teste mali opisni a prieskumnt povahu. Akékofvek
Statistické testy sa uskuto&hovali len na poskytnutie Statistického rdmca na prehfad
vysledkov a poskytnutie pomoci pri planovani dal$ich $tadii. Nepredpokladali sa
Ziadne formalne $tatistické ddsledky a preto sa neuskutoéniovali Ziadne $tatisticke
testy.

3.7.1.3 Planované analyzy
RozliSovali sa dve populacie:

- Zamer liedit podskupinu pozostavajucu zo vSetkych pacientov, ktori dostali
infaziu radioaktivne znadenej hMAb BIWA 4 a od ktorych boli dostupné zakladne
zacCiatoCné udaje.

- Protokolova podskupina pozostava zhodnotenych pacientov. Pacient bol
hodnoteny, ak boli spinené nasledujuce kritéria:

Cast A
1. Splnenie kritérii na zamer lie€it podskupinu.
2. Pokradujice sledovanie negativnych Uginkov, vitalnych  znamok

a bezpec¢nosti krvnych a mocovych vzoriek bolo adekvatne.
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3. Imunoreaktivna frakcia v aspoii jednom zoboch uskuto&fiovanych testov
bola vyssia ako 60 %.
4. Boli dostupné adekvatne biopsie a scintigrafické zobrazenia na hodnotenie

biologickej distribucie.

Cast B

1. Splnenie kritérii na zamer liecit podskupinu.

2. Pokralujuce sledovanie negativnych  ucinkov, vitalnych  znamok
a bezpecnosti krvnych a mocovych vzoriek bolo adekvatne.

3. Imunoreaktivna frakcia v aspori jednom zoboch uskutoéfiovanych testov
bola vy$sia ako 60 %.

4. Reakcia: Pacienti (Pts.) sa hodnotili z hladiska reakcia ato, ak sa ziskali
adekvatne nadorové merania na zaciatku aak pacienti boli sledovany
najmenej v priebehu Siestich tyzdriov. Ak bola pozorovana progresia
ochorenia vramci tychto Siestich tyzdriov, bola tieZ hodnotena reakcia

pacientov.

Priméarna analyza
Primara analyza sa uskutoc¢riovala pre kazdd protokolovii podskupinu.
Nehodnoteni pacienti sa nahradili. Preto sa planovalo, pre ¢ast A, Ze
hodnotend skupina bude pozostavat z9 pacientov azamerom bolo lieéit
podskupinu pozostavajicu z najmenej 9 pacientov. Pre ¢ast B pocet pacientov
zavisel na toxicite, s ktorou sa stretli. Pacienti, ktori boli hodnoteni z hladiska

toxicity, ale nie z hfadiska reakcie, sa nenahradzali.

Farmakokinetické Gdaje
Analyza farmakokinetickych Gdajov sa uskutoéiiovala Dr. Thomasom R.
MacGregorom, z Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals Inc. Ridgefield CT, USA.
Primarnymi cielmi farmakokinetickej analyzy boli:
1. Determinovat a porovnat dispoziciu celkovej radioaktivity a imunoreaktivnej
hMAb BIWA 4 po podani jednotlivych davok **™Tc-znagenej hMAb BIWA 4 a '®°Re-
znacenej hMAb BIWA 4.
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2. ldentifikovat prislu$nu za studena zavadzana davku hMAb BIWA 4.
3. Zhodnotit dispoziciu druhej davky '®Re-znagenej hMAb BIWA 4.
4. Vypoditat, zo zobrazovacich Gdajov a Gdajov o dispozicii, frakciu injektovanej
radioaktivity zasahujlica peéeii aslezinu v priebehu S$tadii. Na dosiahnutie
tohto ciela sa pouzil WinNonLin® softwarovy balik na uskutoCfiovanie nekompart-
mentovej farmakokinetickej analyzy plazmatickej koncentracie vs. ¢asovych profilov
imunoreaktivnej hMAb BIWA 4 a hladin radioaktivity v celkovej krvi ako funkcie
¢asu, po intravendznom podani. Akékofvek merania zahffiajice radioaktivitu sa
normalizovali na frakciu radioaktivnej znacky, ktora bola naviazana na protein
a imunoreaktivna pred infuziou. Specifické farmakokinetické parametre, ktoré boli
generované, zahffiajl: Tmax, Cmax, AUC (0 aZ nekonecny &as), koncovy eliminany
pol¢as rozpadu, objem distriblcie (terminalna faza a predpokladany ustaleny stav),
celkové odstranenie ztela a priemerny rezidenény &as (0 aZz nekonelny cas).
Z celkového modu sa determinovalo kumulativne vylu€ovanie radioaktivity v moci
v ase.

Sekundarny ciel farmakokinetickej analyzy, vyvoj farmakokinetického modelu
na opisanie distriblcie a metabolizmu '®Re-znadenej hMAb BIWA 4 uludi, sa

nedosiahol, kvdli vysokej variabilite idajov (najma radioascintigrafickych udajov).

Sekundarna analyza

Sekundarne analyzy sa uskutoCriovali so zamerom lie€it podskupinu
pacientov participujicich v ¢asti B Studie.

Sekundarne analyzy sa obmedzili na kfi€ové koncové body: napr.: rychlost

reakcie, trvanie reakcie, ¢as na progresiu.

Provizérna analyza

NeuskutoCiovali sa Ziadne provizérne analyzy.

3.7.1.4 Zaobchadzanie s chybajucimi adajmi
V tejto faze | $tadie sa ocakavalo, Ze vacéSina udajov bude dostupna na
analyzu. V pripade chybajlicich Gdajov bolo najpravdepodobnejSie, ze dbvod

chybania nesuvisi so zaverom. Ziadne chybajlice Gidaje sa nevkladali.
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3.7.2 Determinacia velkosti vzorky

V Casti Atraja pacienti na davkovi hladinu poskytli nejaké informacie
0 bezpectnosti hMAb BIWA 4 a o anticipovanej spravnej davke 50 mg neznadenej
hMADb BIWA 4.

V Casti B sa Siesti pacienti povaZovali za dostatoéné mnozstvo na stanovenie
DLT. Tabulka 3.7.2:1 uvadza pravdepodobnosti pozorovania DLT u 2 alebo

viacerych zo 6 pacientov.

Tabulka 3.7.2: 1 Predpokladané populaéné pomery DLT

0,40 0,42 0,45

Pravdepodobnost pozorovania DLT u dvoch

alebo viacerych zo Siestich pacientov 0,77 0,80 0,84

Zdroj: Pravdepodobnosti vypocitané z kumulativnej distribugnej funkcie binominainej distribucie s n =

6 a réznych p's.

S eskalaCnou schémou v tomto teste bola pravdepodobnost, Ze dvaja alebo
viaceri pacienti vykazuju DLT, najmenej 80 %, ak =zakladna individualna

pravdepodobnost pre pacienta na dosiahnutie DLT bola 42 % alebo vy3$ia.

3.8 Zmeny vo vedeni Studie alebo planovanych analyzach

Nasledujice zmeny v protokole sa implementovali prostrednictvom opravy.

Casové body na odoberanie vzoriek krvi sa nastavili prostrednictvom
implementacie opravy ¢. 1 z1. septembra 1999. Vzorky po 10 minGtach a6
tyzdnoch sa zrusili, zatial ¢o dalie vzorky sa odoberali 240 a 336 hodin po konci
infuzie v Casti B testu. Ukazalo sa, ze pdvodny rozvrh odoberania vzoriek krvi nebol
postacujuci na adekvatne pokrytie predpokladaného poléasu rozpadu 50 hodin,
ktory bol pozorovany v ¢asti A testu. Celkovo sa odoberalo 3,5 ml krvi do draselnych
EDTA skimaviek a 3,5 ml do koagulaénych skiimaviek.

Protokol uvadzal, Ze pacientom je mozné podavat druht davku '®*Re-BIWA 4
po tom, ako sa determinuje MTD. Tento postup bol modifikovany prostrednictvom
opravy 2. Pacienti sa povazovali za vhodnych pre druhy lietebny cyklus v pripade,
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Ze reagovali na prvé podanie '®Re-BIWA 4, nemali negativne uginky alebo boli
zotaveni z negativnych uéinkov a nemali Ziadne HAHA protilatky. Reakcia bola
definovana ako stabilné ochorenie (tzn. ziadna zmena), &iastoéna remisia alebo
kompletna remisia. Druha podavana davka bola vidy 50 mCi/m?. Kvéli zmene
v spojovniku sa test ukondéil pred tym, ako sa preskimala druha davka
s davkovacim rezimom opisanym v protokole. Oprava 2 sa vydala na to, aby bolo
umoznené pacientom, ktori reagovali, byt oSetrovanymi akymkolvek spésobom.

Test sa skompletizoval a ukoncil po tom ako sa dosiahla MTD, kvéli zmene
spojovnika. MAG3 sa nahradi s MAG2GABA-TFP v budicom vyvoji BIWA 4
projektu.

Vzorky boli dostupné na sCD44v6 determinaciu vo viacerych Casovych
bodoch ako sa pdvodne planovalo.

Nasledujice zmeny sa urobili po zhodnoteni Udajov a po diskusii v ramci
testovacieho tymu.

Pomer %ID/kg nadoru versus %ID/kg nenadorového tkaniva sa robil len pre
kostnu dreri, kvéli variabilite vysledkov.

To isté plati pre hodnotenie velkosti nadoru. Meranie neboli kompletné, takze

ohrozili racionalne hodnotenie. Preto sa nerobila Ziadna formalna analyza.

4. Pacienti v studii
4.1 Dispozicia pacientov

Z 33 pacientov traja pacienti prerusili test kvéli negativnym uginkom pred
podavanim testovaného lieku (tabufka 6.1:1). Tito traja pacienti neboli zahrnuty do
analyzy. Do tohto testu vstupilo a lie€ilo sa v iom celkovo 30 pacientov.

Cast A
Desat z 30 o3etrovanych pacientov bolo zahrnutych v &asti A pri¢om vzdy
traja atraja dostavali 25 mg, respektive 100 mg *™Tc-BIWA 4, zatial &o $tyria

pacienti dostali 50 mg ®™Tc-BIWA 4. V3etci pacienti v &asti A dokongili test.

Cast B
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Dvaja z20 pacientov oSetrovanych v gasti B prerusili kvéli negativnym
ucCinkom (dvaja pacienti zomreli). Trom pacientom sa podala druha davka 50

mCi/m>.

Tabulka 6.1: 1 Dispozicia pacientov

Cast A Cast B Spolu
SMTc-BIWA 4 '®*Re-BIWA 4 [mCi/m?]
25mg | 50mg {100 mg| 20 | 30 | 40 | 50 | 60
BIWA4 |BIWA 4|BIWA 4
Skrinovani 33
Podielajlci sa 3 4 3 21 4/3]6]|5] 30
OSetrovani 3 4 3 21413615 30
Ukonciaci 3 4 3 213|265/ 28
Prerusili 0 0 0 0j]1/1]1]010 2
kvoli AE 0 0 0 O{1]110]0 2
kvdli neti¢innosti 0 0 0 0J]0]0]0]O0 0
Z iného dévodu 0 0 0 0]0[0]0]O0 0

Zdroj: priloha 16.1.9.2 tabulka 1.1

4.2 Odchylky od protokolu

Poruseniami protokolu boli vacsinou odchylky (>+ 10%) od &asovych okien
poskytnutych v protokole tykajucich sa odoberania vzoriek krvi a/alebo modu.
Postihnuti pacienti neboli vyli¢eny z analyzy, ale sa na uréovanie koncentracii
v krvi, plazme, sére a mo¢i pouzili vzorky krvi a motu odoberané v aktualnych
¢asoch.

9. Hodnotenie ucinnosti/klinickej farmakologie

Vysledky z Casti A potvrdili davku 50 mg BIWA 4 ako optimalnu davku na
lieCenie. Z Udajov z &asti B vyplyva, e pacienti mozu klinicky profitovat zo '®Re-
BIWA 4 terapie pri radiacnej davke niz8ej ako davka, pre ktor( bola pozorovana
DLT.

Namerané koncentracie BIWA 4 boli umerné davke a oblickami bolo

vylu€ované mierne mnoZstvo podavanej davky.
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5.1 Analyza stuborov Udajov

V8etci pacienti, ktori dostali aspori jednu davku testovaného lieku, boli
zahrnuty do zamyslanej analyzy. Sedem pacientov z &asti A bolo zahrnutych
v jednej protokolovej analyze. Ziadna analyza na jeden protokol sa neuskutocriovala

v ¢asti B.

5.2 Demografické a iné zakladné charakteristiky

Priemerny vek vsetkych podielajucich sa pacientov bol 56 rokov (v rozsahu
od 37 do 78). 19 pacienti boli muzi a 11 bolo Zien (tabulka 5.2:1).

Traja pacienti o3etrovani v skupine A nikdy nefajcili, zatial ¢o sedem
pacientov faj¢ilo aj v danom &ase (Cas fajcenia v rozsahu 19 az 47 rokov). Casta
konzumacia alkoholu sa uvadzala u 6smych pacientov, zatial ¢o dvaja boli
abstinenti (tabulka 5.2:1).

Vsetci pacienti v ¢asti B boli bud ex-fajciari, alebo fajéili (tabulka 5.2:1)
s priemernym trvanim fajéenia 35 rokov (v rozsahu od 10 do 86 rokov). Siesti
pacienti boli abstinenti, zatial ¢o zvysni pacienti ¢asto konzumovali alkohol (tabufka
5.2:1).

U v8etkych pacientov zahrnutych v ¢asti A bolo $tadium ochorenia lokalne
operovatelné, zatial ¢o pacienti z ¢asti B mali opakované ochorenie (15 pacientov)
a/alebo metastazy (3 pacienti). Jeden pacient mal lokalne neoperovatefné
ochorenie. Informacie pre jedného pacienta chybali.

Subezné ochorenia alebo relevantnd anamnéza boli uvadzané u28
pacientov (tabulka 5.2:1). Subezna terapia bola potrebna u vSetkych pacientov.
NajcastejSie pouzivanymi liekmi boli analgetika, sedativa, laktuléza, H.-blokatory,
anti-emetika a antimikrobiotika.

Tabulka 5.2:1

Demografické a zakladné charakteristiky. Udavané sG priemery pre vek. VSetky

ostatné €isla oznaduju pocty pacientov
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Cast A Cast B Spolu
FMTc-BIWA 4 '%*Re-BIWA 4 [mCi/m?]

25mg | 50mg {100 mg| 20 | 30 | 40 | 50 | 60

BIWA4 |BIWA 4| BIWA 4
n 3 4 3 2 4 3 6 5 30
vek [priemer] 45,7 58,5 58,7 |57,0161,0/53,0|57,0|60,4| 56,4
muzi/zeny 2/1 2/2 V2 111 3/1 1 2/1 | 51| 3/2 |19/11
konc. ochorenia 3 3 2 2 4 3 6 5 28
subezna terapia 3 4 3 2 4 3 6 5 30
fajCiari 2 4 1 0 1 0 3 1 12
ex-fajCiari 0 0 0 2 3 3 3 4 15
konzumenti alkoholu 3 3 2 0 3 3 6 2 22

PocCiatona diagnéza ochorenia bola znama u pacientov z gasti A priblizne
jeden mesiac pred zahrnutim do §tddie, zatial o pacienti zahrnuti v asti B boli
chory priemerne dva roky (rozsah 0,1 aZz 17,5 rokov; tabulka 5.2:2). Karnofského
skére bolo v rozsahu od 70 do 100 u pacientov z ¢asti A. Pacienti z &asti B mali
Karnofského skore od 70 do 90 (tabulka 5.2:2).

Pri diagnoze boli metastazy uvadzané u jedného pacienta v ¢asti B testu.

VSetci pacienti vc&asti B sa podrobili predchadzajicej radio- afalebo
chemoterapii, zatial' ¢o pacienti v ¢asti A sa nepodrobili ani predchadzajiicej chemo-
ani radioterapii (tabulka 5.2: 2). NajCastejSie pouZivanymi systémovymi
protirakovinovymi liekmi boli cisplatina, metotrexat a flurouracil.

Predchadzajaci chirurgicky zakrok bol radikainy u jedenastich z 13 pacientov
v Casti B, ktori mali predchadzajuci chirurgicky zakrok. Len jeden pacient z ¢asti
A sa podrobil predchadzajicemu chirurgickému zakroku (tabulka 5.2:2).

Velkost lézii (vratane metastaz) nadorov bol v rozsahu od 14 mm? do 10304

2

mm~.  Primarna nadorova velkost bola primerane diferencovana u vaésiny

pacientov. Lymfatické uzliny boli postihnuté u 13 pacientov (tabulka 5.2:2).

Tabulka 5.2:2
Demografické a zakladné charakteristiky. Udavané s( priemery pre vek znameho

ochorenia a Karnofského skore. Vetky ostatné &isla oznaduju poéty pacientov
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Cast A Cast B
FMTCc-BIWA 4 18Re-BIWA 4 [mCi/m?]
25mg|50mg| 100 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60
BIWA4 |BIWA4| mg
BIWA4

n 3 4 3 2 4 3 6 5
roky znamosti ochorenia 0,11 0,08 0,07 19,3012,13|1,17{0,80{1,16
Karnofského skére 90 90 100 80| 75 |76,7| 85 | 80
Radikalny chirur. zakrok 0 0 0 2 2 1 2 4
Postihnuté lymf. uzliny 2 2 0 2 3 2 1 1
Predchadzajlca 0 0 0 1 3 1 4 | 1
chemoterapia
Predchadzajlica radioterapia 0 0 0 2 4 3 6 5

5.3 Merania prispdsobenia sa liecbe

Vsetky lieky sa podavali pod dozorom vyskumnika alebo jeho delegata.
Odoberala sa krv na determinaciu farmakokinetik BIWA 4. VSetci pacienti mali
detegovatelné hladiny BIWA 4 v krvi.

5.4 Uginnost/klinické farmakologické vysledky

Traja zo S$iestich pacientov vykazovali stabilné ochorenie pri maximalnej
tolerovanej davke 50 mCi/m?. V &asti A testu sa potvrdilo, Ze davka 50 mg BIWA 4
je optimalna davka, ¢o sa tyka koncentracii v krvi a selektivneho prijmu nadorom.
Plazmatické koncentracie BIWA 4 boli proporcionalne k davke v rozsahu 25 mg az
100 mg BIWA 4 v ¢asti A a vrcholili v 0,9 hodine s koncovym eliminaénym pol¢asom
rozpadu od 54 do 74 hodin v ¢asti A, a 94 hodin v Casti B.

5.4.1 Analyza udinnosti/farmakodynamickych parametrov
5.4.1.1 Primarne koncové body

Primarnym koncovym bodom uéinnosti bola biologicka distriblcia %™Tc-
BIWA 4 v &asti A. Dal$imi primarnymi koncovymi bodmi boli analyzy radioimuno-
scitigrafickych zobrazeni a farmakokinetickych parametrov (opisanych v €asti 5.4.2)

pre Cast A, respektive pre ¢ast B testu. Dozimetria sa robila len pre ¢ast B.

Biologicka distribucia *™Tc-BIWA 4 v &asti A
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V priebehu chirurgického zakroku sa ziskali tkanivové vzorky a prijem *™Tc-
BIWA 4 sa vyjadril ako % injektovanej davky (ID) na kg tkaniva.

Podskupina uréena na lieGenie (ITT): Relativna biologicka distribtcia **™Tc-
BIWA 4 bola najvy$Sia vnadore vo vdetkych troch davkovacich skupinach
s vynimkou pacienta 1 (25 mg BIWA 4), pacienta 5 (5 mg BIWA 4, Ziadne nadorové
bunky) a pacienta 9 (100 mg BIWA 4). Prijem do nadoru bol v rozsahu od 6 do 17 %
ID/kg v davkovej skupine 25 mg, 5 az 28 % ID/kg v davkovej skupine 50 mg a 13 az
17 % ID/kg v davkovej skupine 100 mg. Vypoéitany priemerny pomer prijmu
nadorom a prijmu kostnou drefiou bol 1,7 v 25mg davkovej skupine, 2,6 v 50mg
davkovej skupine a 2 v 100mg davkovej skupine (tabulky 7.2:1 a 7.2:2).

Podskupina na jeden protokol: Relativna biologicka distribtcia *™Tc-BIWA 4
bola najvySSia v nadore vo vsetkych troch davkovacich skupinach s vynimkou
pacienta 1 (25 mg BIWA 4). Prijem do nadoru bol v rozsahu od 6 do 17 % ID/kg
v davkovej skupine 25 mg, 23 az 28 % ID/kg v davkovej skupine 50 mg a 16 %
ID/kg v davkovej skupine 100 mg. Vypocitany priemerny pomer prijmu nadorom
a prijmu kostnou drefiou bol 1,7 v 25mg davkovej skupine, 3,2 v 50mg davkove;
skupine a 2,5 v 100mg davkovej skupine (tabulky 7.2:1 a 7.2:3).

Ukazalo sa, Ze trend vy$sieho prijmu nadorom s malou velkostou je v 25mg
BIWA 4 davkovej skupine. Podobné hodnotenie nebolo mozné pre 50mg a 100mg
BIWA 4 davkova skupinu, kvéli limitovanému poétu pacientov (tabulka 7.2:4).

Vysoky prijem v %ID/kg sa pozoroval v supernatante z kostnej drene (aZ do
17 %ID/kg) a v plazme alebo krvi (az do 13 %ID/kg), ktory bol vzdy niz§i ako prijem
nadorom v protokolovej populécii s vynimkou pacienta 1 (25 mg BIWA 4). Prijem
kozou a sliznicou bol vzdy niz§i ako prijem primarnym nadorom v protokolovej

podskupine.

Réadioimunoscintigrafické zobrazenia **™Tc-BIWA 4 v gasti A

Zatial' Co ziadny prijem radioaktivity sa nezistil v nadore priamo po infuzii,
stredny prijem 1,9 sa zaznamenal po 21 hodinach. Prijem radioimunokonjugatu sa
ukazal byt niz8i v kostnej dreni a oblickach tak priamo po infzii, ako aj 21 hodin po

infazii. Prijem bol niZ§i ako stredny v plucach, zatial ¢o pe&eri odhalila vy$si prijem.
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Podobny vzor bol pozorovany pre protokolovi populéciu. Jedinym rozdielom
sa ukazal byt vy38i prijem v oblickach, zatial ¢o prijem bol niZ8i v pfucach,

v porovnani s populaciou ur¢enou na lie€enie.

Radioimunoscintigrafické zobrazenia '®®*Re-BIWA 4 v &asti B

Radioimunoscintigrafické vySetrovania sa robili okamzite po infuzii a 21, 48,
72, 144 a 336 hodin po infazii. Takmer Ziadny prijem nadorom nebol pozorovany
priamo po infuzii. Relativny prijem nadorom sa ukazal byt na davke zavislym
a zvySoval sa s &asom, priom stredny prijem sa dosiahol po 72 hodinach
a maximalny prijem po 144 hodinach s poklesom po 336 hodinach.

Biologicka distribucia radioaktivity bola podobna v kostnej dreni, pfucach,
pedéeni, oblickach a tenkom &reve a nevykazovala rovnaky na davke zavisly efekt (s
vynimkou tenkého ¢&reva). NavySe, relativny prijem radioaktivity sa ukazal byt
kon$tantnym alebo mierne sa zniZujlcim v ¢ase a bol podobny pre vSetky davky

svws

5.4.1.2 Sekundarne koncové body
Sekundarnymi koncovymi bodmi Uéinnosti boli nadorova reakcia na terapiu
v ¢asti B ahladina CD44v6 expresie v nadore v Casti A. Expresia rozpustného

CD44v6 sa determinovala tak v ¢asti A, ako aj v Casti B testu.

CD44v6 expresia v nadore v Casti A

Udaje o determinacii CD44v6 antigénovej expresie st dostupné pre siedmich
pacientov. CD44v6 antigénova expresia sa pozorovala byt vo viac ako 90 %
nadorovych buniek u piatich pacientov a vo viac ako 80 % nadorovych buniek
u dvoch pacientov, pricom CD44v6 antigénova expresia sa detegovala ako
pritomna vo viac ako 90 % buniek lymfatickych uzlinovych metastdz u Styroch
pacientov, ktorych lymfatické uzliny boli dostupné na hodnotenie. Homogénna

CD44v6 antigénova expresia sa pozorovala u vSetkych pacientov v sliznici.

Nadorova reakcia v ¢asti B
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Pacienti, ktori boli o3etrovany s davkami do 40 mCi/m?® '®Re-BIWA 4,
nevykazovali klinicki reakciu nadoru. Vsetci pacienti vykazovali progresivne
ochorenie. Jeden pacient nebol hodnoteny kvoli imrtiu.

U troch zo Siestich pacientov, ktori boli o$etrovany s 50 mCi/m? '®*Re-BIWA
4, sa vyvinulo stabilné ochorenie alebo nenastala Ziadna zmena po prvom cykle.
Dvaja ztychto troch pacientov, ktori boli o$etreny v dalSom cykle s 50 mCi/m?
'%Re-BIWA 4, mali progresivne ochorenie po druhom cykle. Progresivne ochorenie
sa pozorovalo po celkovo 148 drioch (pacient 109), respektive 127 dfioch (pacient
116) po prvom podani testovaného lieku.

U jedného pacienta oSetreného so 60 mCi/m? '®®Re-BIWA 4 sa vyvinulo
stabilné ochorenie po prvom cykle. U tohto pacienta sa vyvinulo progresivne
ochorenie po druhom cykle s 50 mCi/m? "*Re-BIWA 4 (173 dni po prvom podani
testovaného lieku).

Celkovy ¢as na progresiu pacientov, ktori nereagovali na terapiu, bol
v rozsahu od 0 do 55 dni s priemerom priblizne pat az Sest tyzdriov bez ohladu na

lie€ebnu skupinu.

Rozpustny CD44v6 v dasti A a B

Rozpustny CD44v6 sa determinoval u vSetkych pacientov o$etrovanych
s BIWA 4 v predioZenom teste.

MnoZstvo detegovaného rozpustného CD44v6 malo tendenciu sa zvySovat
pri pacientoch o3etrovanych s '®Re-BIWA 4 (tabulka 7.2:6) pocas testu v &asti B,
zatial Co u pacientov osetrovanych s ®™Tc v ¢asti A nebolo mozné pozorovat

Ziadny takyto trend.

5.4.2 Liekova davka, liekova koncentracia a ich vztah k reakcii
Farmakokinetiky BIWA 4 budl prezentované separéatne pre &ast A a Gast B,

pretoZe bolo odli$né radioaktivne znacenie (&ast A: *™Tc; Gast B: ®°Re).

9.4.2.1 Analyticka vykonnost tykajica sa BIWA 4, HAHAs a CD44v6
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Overené testy sa pouzili na analyzu plazmatickych vzoriek. Analyza
kvalitativnych kontrolnych vzoriek vyprodukovala vysledky s vysokou presnostou

a preciznostou.

Analyticka vykonnost s ohfadom na gama snimanie vzoriek

Nebola testovana signalova linearita scintilaného kryStalu v gama snimaci.
Da sa predpokladat na zaklade typu zariadenia, aspof v energetickom rozsahu,
ktory bo! pouzity v predloZenej $tudii. Kalibraéné vzorky vykazovali typicky 40000 az
10000 impulzov za minGtu vs menej ako 50 az 100 impulzov za minatu pri vzorkach
pozadia. Presnost siedmich merani na kalibraény $tandard bola pravidelne v ramci
2 %. To isté plati pre presnost jednotlivych trojitych merani v krvi, sére a moci.
Vzorky krvi a séra vykazovali typicky aktivity medzi 2000 a 100000 impulzov za
mindtu.

Neboli Ziadne kvalitativne kontrolné vzorky na od¢itavanie radioaktivity. Z
presnosti opakovanych merani kalibraénych $tandardov a vzoriek odvodenych
z predlozenej §tudie vyplyva, Ze presnost trojitych merani bola lepSia ako aspon 2
%.

5.4.2.1 Farmakokinetiky
Cast A

Cast A pozostavala z 10 pacientov, ktori dostali jednotkova BIWA 4 davku
v rozsahu od 25 do 100 mg s konstantnou radioaktivne znaéenou davkou 20 mCi
®MTc.  Framakokinetické parametre vplazme pre BIWA 4 namerané

prostrednictvom ELISA po kratkej intravendznej infGzii su uvedené v tabulke
5.4.2.2:1.

Tabulka 5.4.2.2:1

Farmakokinetické parametre pre BIWA 4 v plazme z ¢asti A $tadie
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davka |(min)|(ng/ml)|rozpadu|(ug.h/mi)| (I) | (mi/min)| (h)
(mg) (h)

25 0 | 6634 | 441 3874 14,1| 1,076 | 58,0

25 30 | 6640 | 67,0 534,7 (4,5| 0,779 | 94,8

25 10 | 9890 | 53,3 5429 13,5| 0,768 | 71,0

50 29 114900 | 64,9 1112,3 [4,2]| 0,749 | 84,8

20 121 115500 | 102,8 | 1580,2 {4,7| 0,527 [135,2

20 5 113900 | 53,0 831,0 |4,6| 1,003 | 71,7

50 41 16700 | 83,8 1461,6 |4,1] 0,570 [110,0

100 4 130500 | 85,0 | 2548,9 [4,8] 0,654 [112,0

100 17 130600 | 76,0 | 2709,6 |4,0/ 0,615 |110,4

cowcnaoocn-hwr\)—x

100 30 24500 44,6 | 1708,1 |3,8| 0,976 | 61,1

Geometricky priemer

25 mg 7503 | 54,0 482,7 [4,0{ 0,863 | 73,1

o0mg | 29 [15216| 73,8 | 1208,8 |4,4| 0,689 | 97,5

100mg| 13 [ 28383 | 66,0 | 22764 [4,2| 0,732 | 91,1

Bolo pozorované zvysenie Cnax BIWA 4 plazmatickych koncentracii a oblast
pod krvinkou bola proporcionalna k podavanej davke (obrazky 4 a 5).
Determinovali sa aj sérové koncentracie radioaktivnej znagky (%*™Tc)

a farmakokinetické parametre st prezentované v tabulke 5.4.2.2:2.

Tabulka 5.4.2.2:2

Farmakokinetické parametre pre *™Tc-BIWA 4 v sére z Gasti A stadie

Pacient| ™ Tc-BIWA 4| tmax | Cmax | PolCas AUCy [Vz| CL [MRT
davka (min rozpadu | (%ID.h/kg)| (1) | (kg/min)| (h)
(mCi) (h)

~—
3
N
)
.
b3
«
~—

19,0 mCi 117 | 52,66 44,6 3376,9 |1,9] 0,030 |63,8

20,0 mCi 10 | 28,08 55,6 2151,7 [3,7| 0,048 | 79,1

21,4 mCi 10 | 39,11 27,5 14453 2,7 0,072 [41,5

19,5 mCi 29 | 31,84 31,3 1432,8 13,2| 0,072 [43,8

19,1 mCi 121 | 32,29 39,6 1934,8 [3,0] 0,054 |56,3

18,8 mCi 114 | 28,41 42,8 1620,1 3,8 0,060 |60,8

19,3 mCi 41 40,31 43,1 22471 |2,8| 0,042 62,3

19,3 mCi 120 | 30,45 45,3 1946,5 [3,4| 0,054 65,2

19,8 mCi 77 | 35,79 36,0 1628,6 [3,2| 0,060 |51,1

O N|o|S|ela|N|wiN] =

18,3 mCi 238 | 31,94 35,6 1805,6 |{2,8| 0,054 |50,6

Harmonicky priemer 38,7

Geometricky priemer [57,9] 34,5 39,4 1898,0 [3,0] 0,053 [56,5
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Geometricky priemer poléasu rozpadu pre BIWA 4 merany prostrednictvom
ELISA v plazme po intravendznej infazii bol v rozsahu od 54 do 73,8 hodin pre tri
lieebné skupiny $tudované v Gasti A. Geometricky priemer pol¢asu rozpadu pre
9MTc-radioaktivne znagenti BIWA 4 pre rovnaké vzorky bol kratsi, s hodnotou 39,4
hodiny v sére a 46,4 hodiny v krvi. Odhaduje sa, Ze diskrepancia medzi dvoma
priemermi je spdsobena dihdim ¢asom na odoberanie vzoriek, ktory bol mozny pri
BIWA 4 kvéli obmedzeniam radioaktivitového testu.

Rédioaktivita bola vyluSovana do mo¢u v mnozstvach uvadzanych v tabufke
5.4.2.2:3. Kvoli nekompletnosti zbierok v priebehu 48 hodin (tzn. kumulativne Gdaje
nemusia byt vzdy porovnatelné kvoli rozdielom v trvani zbierania), sa nerobilo
Ziadne dalSie hodnotenie tychto Gdajov o vyluGovani do mo&u. Pre Sest pacientov
s kompletnymi 48-hodinovymi zbierkami bolo priemerné mnozZstvo zhromazdene;j

radioaktivity 10 % z pociato€nej davky.

Tabulka 5.4.2.2:3
MnoZstvo radioaktivity (*°"Tc) vyludovanej (ako percento poéiatoénej davky) do
mocu v Casti A

Pacient| 0-4 | 4-8 |8-12|12-24|24-48| Kumulativne
mnozstvo (%ID)
1 2,80[10,13]15,08| n.a | n.a 18,01
2 1,941 0,97 10,52| 3,09 | 3,23 9,75
3 0,29 1,44 [1,19| n.a | n.a. 2,92
4 1,681 1,42 11,95]| 1,14 | 2,21 8,40
5 2,201 1,60 [1,02] 3,96 | 3,98 12,76
8 1,29 2,45 10,88| 3,67 | 3,00 11,29
10 nal na |naj na. | ha.
6 2,55] 1,59 {1,801} 1,89 | 2,00 9,83
7 na.| 3,14 |n.a.| 1,79 | 3,13 8,06
9 1,54 3,34 10,00 1,05 | 2,31 8,24

n.a. = neaplikovatelné, ziadne dostupné Gdaje

Cast B
Cast B pozostavala z 20 pacientov, ktori dostali BIWA 4 davky v mnoZstve

50 mg s réznymi radioaktivne znagenymi davkami '®Re-BIWA 4 v rozsahu od 20 do
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60 mCi/m?. Traja pacienti dostali druht intraven6znu infaziu, zatial o 17 pacientov
dostalo v priebehu terapie len jedint davku.

Graficky, bol stlad medzi plazmatickymi BIWA 4 koncentraciami a sérovymi
radioaktivitovymi koncentraciami pre kazdého pacienta a u troch pacientov, ktori
dostali '®Re-BIWA 4 pri dvoch prileZitostiach. Tento sulad pozorovany graficky
kontrastuje s dojmom dlhSieho polcasu rozpadu radioaktivity, ked boli udaje
modelovane (nekompartmentové hodnotenie). Geometricky priemer pol&asu
rozpadu 122 hodin pre radioaktivitoval ¢ast '®Re-BIWA 4 bol dih&i ako plazmaticky
polcas rozpadu 94 hodin determinovany prostrednictvom ELISA pre BIWA 4.

Zoskupovanie (tabulky 5.4.2.2:6 a 5.4.2.2:7) farmakokinetickych parametrov
prostrednictvom mnoZstva podavanej radioaktivity vykazovalo uréité trendy dlhse;
expozicie so zvySujucou sa davkou radioaktivity, ale poéty jedincov v kazdej

davkovej skupine su prili§ malé na vytvorenie akéhokolvek logického zaveru.

Tabulka 5.4.2.2:6
Geometrické priemery plazmatickych BIWA 4 farmakokinetickych parametrov

zoskupované prostrednictvom mnozstva udavanej radioaktivity

"®Re davka| n | Cmax | Poléas | AUCy |Vz] CL | MRT
(mCi/m?) (ng/ml) | rozpadu | (ug.h/ml)| (I) | (mi/h)| (h)
(h)
20 2112160 | 106,5 | 1217 [6,3| 41,1 [130,3
30 4115239 | 86,2 1399 |4,4| 35,7 [116,2
40 3111121 90,6 1201 |54 41,7 [125,1
50 9% 12982 | 92,4 1055 |6,3| 47,4 [117.4
60 511927 | 99,8 939 |7,7] 53,2 [115,9

*su zahrnuti pacienti, ktori dostali dve davky 50 mCi/m?

Tabulka 5.4.2.2:7
Geometrické priemery sérovych '®Re-BIWA 4 farmakokinetickych parametrov
zoskupovane prostrednictvom mnozstva udavanej radioaktivity

"Re davka| n| Cpax | Poldas | AUC. | Vz | CL | MRT

(mCi/mz) (%!D/kg) | rozpadu (%ID.h/kg)| (kg) | (kg/h)| (h)
(h)

20 2| 30,88 | 1144 3296 [5,01]/0,030(154,6

30 4| 40,09 08,8 4365 |3,27/0,023(134,5

40 3| 28,82 | 1264 3856 [4,73]/0,026]172,4
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50 9*| 40,22 | 123,3 4182 14,25(0,0241162,5

60 41 32,10 | 145,2 3493 16,00{0,029[185,5

*st1 zahrnuti pacienti, ktori dostali dve davky 50 mCi/m®

5.4.2.2 Farmakokineticka/farmakodynamicka analyza

Farmakokineticka/farmakodynamicka analyza sa neuskutoCfiovala.

5.4.3 Statistické/analytické otazky
Analyza sa uskutoéfiovala tak, ako bolo povodne planované. Podrobnosti su

opisané v €asti 3.7.1.3.

5.4.3.1 Primarne koncové body

Neaplikovatelné

5.4.3.2 Sekundarne koncové body
Neaplikovatelné.

5.4.4 Interakcie liek-liek a liek-ochorenie
Nerobili sa ziadne testy tykajlice sa interakcie liek-liek alebo liek-ochorenie.

5.4.5 Prejavy subjektov
Podrobnosti pozri v asti 6.4.2.2 a 6.4.2.3.

5.5 Zavery o G&innosti/klinickej farmakologii
Cast A

Vysledky z ¢asti A potvrdili davku 50 mg BIWA 4 ako optimalnu davku na
lieenie na zaklade koncentracii v krvi ana zaklade Urovni prijmu tkanivom.
Distriblcia, hodnotena prostrednictvom radioscintigrafie a biopsiovych merani, bola
takmer vo vsetkych pripadoch najvy$$ia v nadoroch v porovnani s inymi tkanivami.
Prijem radioaktivity sa zvySoval v nadoroch s c¢asom. CD44v6 expresia bola
pritomna vo viac ako 80 % buniek primarneho nadoru a vo viac ako 90 % buniek

lymfatickych uzlinovych metastaz, a vo vSetkych ziskanych vzorkach sliznice.
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Mnozstvo rozpustného CD44v6 sa ukézalo byt konstantné pred a po podani
*MTc-BIWA 4.

Namerané koncentracie BIWA 4 boli proporcionalne k davke v rozsahu 25
mg az 100 mg BIWA 4. Mierne mnoZstvo podanej davky bolo vylu¢ované oblickami.

% ID vyluCované do mocu bolo podobné vo vSetkych davkovych skupinach.

Cast B

Z Gdajov z &asti B vyplyva, Ze pacienti mézu mat klinicky uZitok zo "®°Re-
BIWA 4 terapie pri MTD. Jeden z piatich pacientov o$etrovanych so 60 mCi/m? mal
stabilné ochorenie. Traja zo Siestich pacientov mali stabilné ochorenie pri
maximéline tolerovanej davke 50 mCi/m?. Cas do progresie bol v rozsahu 127 az
173 dni utych pacientov, ktori dostali druhi davku 50 mCi/m?. Radioimuno-
scintigrafia indikuje prijem radioaktivity do nadorového tkaniva. Biologicka
distribucia bola porovnatelna v inych tkanivach bez ohladu na davku. Dozimetricka
analyza neodhalila neocakdvane vysoko absorbované davky vinych ako
nadorovych tkanivach s vynimkou semennikov. Av$ak relevancia pozorovanej
davky v semennikoch vo vztahu k poskodeniu plodnosti je teraz nejasna.

Detegované mnozZstvo rozpustného CD44v6 malo tendenciu sa zvySovat
u pacientov o3etrenych so '®*Re-BIWA 4.

Plazmatické koncentracie BIWA 4 vrcholili v 0,92 hodine a protilatka sa
eliminovala s geometrickym priemerom pol&asu rozpadu 94 hodin pre BIWA 4, ¢o
sa determinovalo prostrednictvom ELISA. Crmax @ AUC hodnoty (ELISA meranie) boli
podobné ako hodnoty ziskané v &asti A testu pre 50 mg BIWA 4 davkovu skupinu.

Davku limitujaca toxicita nastavala pri davke 60 mCi/m?, zatial ¢o davka 50
mCi/m?> 'Re-BIWA 4 sa ukédzala byt maximalne tolerovanou davkou
v predloZzenom teste. Davku limitujlicou toxicitou boli negativne G&inky na kostnu

dren, tzn. trombocytopénia a leukopénia.

6.1 Rozsah expozicie

VSetkym desiatim pacientom os$etrovanym v Gasti A testu sa podavala jedina
davka %"Tc-BIWA 4. Davky BIWA 4 boli bud 25 mg, alebo 50 mg, alebo 100 mg,
zatial ¢o davka *™T¢ bola 20 mCi.
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V &asti B sa 20 pacientom podavala jedinad davka '®Re-BIWA 4. Traja
pacienti dostali druhu davku 50 mCi/m?, vdaka stabilnému ochoreniu (Ziadna
zmena). Davka BIWA 4 sa udriavala stabilna na 50 mg, zatial o radioaktivita '**Re
sa zvySovala s telesnymi povrchovymi prirastkami 10 mCi/m?.

Davka sa vypocitavala podla telesnej povrchovej oblasti (tabulka 6.1:1).

Tabulka 6.1:1
Priemerna davka podavanej radioaktivity
Cast A Cast B
®mTc-BIWA 4 186Re-BIWA 4 [mCi/m?]

25mg | 50mg | 100 mg 20 30 40 50 60

BIWA4 | BIWA 4 | BIWA 4
N 3 4 3 2 4 3 6 5
mCi ®™Tc|20,1+1,2[19,2+0,3/19,1+0,8]| n.a n.a n.a n.a n.a
mCi ®Re| n.a n.a na |33,1+1,7|52,4+5,6|70,615,2|87,2+8,5|97,2+8,3

n.a = neaplikovatelné, uvadzané su priemerné hodnoty a Standardna odchylka

Radiochemicka gistota lieku bola vy$Sia ako 95 % a imunoreaktivna frakcia
bola vy3Sia ako 80 %.
Po podani testovaného lieku nasledovala pozorovacia peridoda trvajuca

najmenej 6 tyzdnov.

6.2 Negativne ucinky (Aes)
Negativne Gc€inky sa uvadzali u vSetkych o$etrovanych pacientov. Kvoli AE
prerusili dvaja pacienti pozorovaciu periddu v ¢asti B. Neuskutoénila sa Ziadna akcia

s testovanym liekom, kym nebolo ukonené osetrovanie.

Cast A

U vacsiny pacientov v Casti A sa vyvinuli telesné negativne ucinky (50 %),
ktoré mohli byt spbsobené aj podstipenym chirurgickym zakrokom as nim
spojenou bolestou. Neuvadzal sa Ziadny $pecidlny vzor negativnych u&inkov
a u Ziadneho z pacientov sa nevyvinuli CTC kritéria 3 alebo 4, ktoré by boli
povazované za suUvisiace s liekom (tabulky 6.2.2: 1 a 2).
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Traja pacienti sa stretli so zavaznymi negativnymi &inkami, ktoré st opisané
v Casti 6.3.1.

Cast B

Negativne GCinky v systémovej organovej triede (SOC) ,telo ako celok* sa
uvadzali u 65 % pacientov, nasledovali negativne G&inky zo systémovej organovej
triedy ,krvné dosticky, krvacanie a poruchy zrazania“ (60 % pacientov) a ,poruchy
bielych krviniek a retikuloendoteliaineho systému* (50 % pacientov). S liekom
stvisiaca trombocytopéia nastala u 11 pacientov (55 %) a leukopénia u 10 (50 %)
pacientov priemerne 21 dni po zaiatku radioimunoterapie a vo vdeobecnosti boli
reverzibilné po 6 tyzdiioch. Pri tychto uginkoch bola pozorovana na davke zavisla
reakcia (tabulka 6.2.2:3).

Hematologicka davku limitujica toxicita definovana ako s liskom suvisiaci
CTC stuperi 4 bola pozorovana u troch pacientov.

Nehematologicka davku limitujica toxicita, definovana ako s liekom suvisiaca
nehematologicka toxicita CTC stupfia 3 alebo 4, nastala u 4 pacientov (pri 30
mCi/m? sa u jedného pacienta vyvinuli vyrazky a Quinckekov edém, dvaja pacienti
mali horG¢ku pri 60 mCi/m? a jeden pacient bol unaveny pri 60 mCi/m?.

Siesti z deviatich pacientov, u ktorych sa objavili zavazné negativne Gcinky,

zomreli. Umrtia a zavaZné negativne ucinky su opisané v ¢asti 12.3.1.

6.2.2 Prejav negativnych Gginkov
Cast A

Nasledujuce negativne uginky roztriedené podfa SOC, vyhodny termin a tri
davkové skupiny BIWA 4 st uvadzané u viac ako jedného pacienta v &asti A testu
(tabulka 6.2.2:1). Viac podrobnosti, ako aj vyhodné terminy je mozné najst v Gasti
7.3.1.

Tabulka 6.2.2:1
Pacienti s negativnymi G¢inkami v éasti A (pred-chirurgické oSetrenie s jednou
davkou 20 mCi *™T¢-BIWA 4)



- 119 -

#mTc-BIWA 4
25 mg 50 mg 100 mg celkovo
BIWA4 BIWA4 BIWA4
pocet pacientov (% oSetrovanych 3 (100) 4 (100) 3 (100) 10 (100)
pacientov)
pocet pacientov bez negativneho 3 (100) 4 (100) 3 (100) 10 (100)
uginku
aplikacia miestnych porach 2 (66,7) 0 (0) 0 (0) 2 (20,0)
telo ako celok 2 (66,7) 2 (50,0) 1(33,3) 5 (50,0)
bolest 1(33,3) 1 (25,0) 1(33,3) 3(30,0)
metabolické a vyzivové poruchy 1 (33,3) 2 (50,0) 1(33,3) 4 (40,0)
pokles hmotnosti 1(33,3) 1 (25,0) 0 (0) 2 (20,0)
porucha mechanizmu odolnosti 0 (0) 4 (100) 0 (0) 4 (40,0)
Infekcia 0(0) 3 (75,0) 0(0) 3 (30,0)
cievne poruchy 1(33,3) 1(25,0) 1(33,3) 3 (30,0)
krvacanie (ne$pecifikovang) 1 (33,3) 1 (25,0) 0(0) 2 (20,0)

udavané su SOCs a vyhodné terminy v pripade, Ze boli uvadzané pre viac ako jedného

pacienta; &isla v zatvorkach oznaduju percento oetrovanych pacientov

Uginky, ktoré boli vySetrovatefom povaZzované za sUvisiace s liekom,
odstupriované podla CTC kritérii, st uvedené v tabulke 6.2.2:2. Uginky mali stupen
1 podla CTC.

Tabufka 6.2.2:2

Zavaznost s liekom suvisiacich (podfa posudenia vySetrovatefa) negativnych
uginkov podra CTC kritérii v éasti A (pred-chirurgické oSetrenie s jednou davkou 20
mCi ®*™Tc-BIWA 4)

“"Tc-BIWA 4
25mg | 50 mg | 100 mg | celkovo
BIWA 4 | BIWA 4 [ BIWA 4
pocet pacientov 3 4 3 10
Pocet neg. Gcinkov povazovanych za suvisiacich 0 2 0 2
s liekom
Porucha pecene a Zl€ového systému 0 2 0 2
sGOT zvySené 0 1 0 1
SGPT zvysené 0 1 0 1

sGOT = sérova glutdmova oxaloctova transaminaza

sGPT = sérova glutamova pyruvatova transaminaza
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Cast B

Tabufka 6.2.2:3 prezentuje podet pacientov s negativnymi Gc€inkami rozdelenymi
podlia SOC, vyhodny termin a radiatné davkové skupiny '®Re-BIWA 4 (do avahy
sU brané prvé a druhé davky '®°Re-BIWA 4)

186Re-BIWA 4 [mCi/m?]

20 30 40 50 60 celkovo
Pocet oSetrovanych pacientov | 2 (100) | 4 (100) | 3 (100) | 6 (100) | 5 (100) | 20 (100)
pocet pacientov s neg. 2(100) | 4 (100) | 3(100) | 6 (100) | 5 (100) | 20 (100)
ucinkami
telo ako celok 2 (100) | 3(75,0) |2 (66,7) | 2 (33,3) | 4 (80,0) | 13 (65,0)
alergicka reakcia 0(0) [1(250)] 0(0) 0(0) |1(20,0)| 2(10,0)
Unava 0(0) 0(0) 0(0) [1(16,7)[1(20,0)| 2(10,0)
horucka 0(0) 0(0) |2(66,7)] 0(0) |2(40,0)| 4(20,0)
opuch Ust 1(50,0)| 0(0) 0(0) [1(16,7)] 0(0) | 2(10,0)
bolest 0(0) [2(50,0)| 0(0) |1(16,7)|1(20,0)| 4 (20,0
porucha centralneho 0(0) |1(25,0)|2(66,7)|1(16,7)| 0(0) 4 (20,0)
a periférneho nervového
systému

porucha gastro-intestinalneho 0(0) |1(25,0)|1(33,3)]2(33,3)|3(60,0)] 7(35,0)
systému

mukozitida 0(0) | 0(0) [ 0(0) [1(16,7)[3(60,0)] 4 (20,0)

stomatitida 0(0) [ 0(0) | 0(0) [1(16,7)[1(20,0)] 2(10,0)

poruchy pe€ene a zi¢ového 1(50,0)| 0(0) 0 (0) 0(0) ]1(20,0)| 2(10,0)
systému

sGPT zvygené 1(50,0)] 0(0) | 0(0) | 0(0) |1(20,0)] 2(10,0)

metabolické a vyZivové poruchy [ 1(50,0)| 0(0) | 1(33,3)|1(16,7)] 1 (20,0)| 4 (20,0)

neoplazma 0(0) 0(0) [2(66,7)] 0(0) |2(40,0)| 4(20,0)
maligne zhor$enie 0(0) 0(0) |1(33,3)] 0(0) |2(40,0)| 3(15,0)
neoplazmy
Poruchy krvnych dostigiek, 0(0,0) [1(25,0)|1(33,3)5(83,3){ 5(100) | 12 (60,0)
krvacania a zrazania krvi
trombocytopénia 0(0,0) [1(25,0)|1(33,3)4(66,7)| 5(100) | 11 (55,0)
poruchy Cervenych krviniek 0 (0) 0(0) 0(0) 12(33,3)|3(60,0)| 5(25,0)
anémia 0(0) 0 (0) 0(0) 12(33,3)|3(60,0)| 5(25,0)

porucha respiracného systému 0(0) [1(250)]1(33,3)] 0(0) |2(40,0)| 4 (20,0)

bronchitida 0(0) 11(250)] 0(0) 0() [1(20,0)] 2(10,0)

dyspnoe 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 12(40,0)| 2(10,0)
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nadcha 0(0) 0(0) [1(333)] 0(0) |1(20,0)| 2(10,0)
poruchy koZe apendixu 1(50,0)|1(25,0)|1(33,3)] 0(0) |1(20,0)] 4(20,0)
vyrazky 0(0) [1(25,00] 0(0) | 0(0) [1(20,0)] 2(10,0)
proruchy bielych krviniek a RES| 0 (0) 0(0) |1(33,3)/4(66,7)(5(100) | 10(50,0
granulocytopénia 0(0) 0(0) 0(0) |1(16,7)|2(40,0)| 3(15,0)
leukopénia 0(0) 0(0) 11(33,3){4(66,7)] 5(100) | 10 (50,0

prezentované st SOCs a vyhodné terminy v pripade, ked boli uvadzané u viac ako jedného

pacienta; sGPT = sérova glutamova pyruvatova transaminaza; RES = retikuloendotelialny

systém; Cisla v zatvorkach oznadéuju percento oSetrenych pacientov.

S liekom stvisiace negativne Gcinky boli uvadzané u 75 % pacientov.

S liekom suvisiaca leukopénia bola uvadzana u 50 % pacientov a trombocytopénia

u 55 % pacientov.

Negativne (¢inky povaZované za sUvisiace s liekom si uvedené v tabulke
6.2.2:4, odstupriované podla CTC.
CTC kritéria uvadzané v €asti B (do uvahy je brana prva a druha davka)

'**Re-BIWA 4 [mCi/m?]
negativny a¢inok 20 30 40 50 60 | celkovo
CTC stupen 1 1 0 2 6 5 14
opuch tvare 0 n.a. 0 0 0 1
leukopénia 0 n.a. 1 2 0 3
moniliaza 0 n.a. 0 0 1 1
mukozitida 0 n.a. 0 0 1 1
abnormalne krvné 0 n.a. 0 1 0 1
dosticky
urpura 0 n.a. 0 0 1 1
stomatitida 0 n.a. 0 1 0 1
trombocytopénia 0 n.a. 1 2 2 5
CTC stupen 2 0 1 0 7 7 15
anémia n.a. 0 n.a. 1 1 2
dna n.a. 0 n.a. 1 0 1
leukopénia n.a. 0 n.a. 1 2 3
mukozitida n.a. 0 n.a. 2 3 5
stomatitida n.a. 0 n.a 0 1 1
strata chuti n.a 0 n.a. 1 0 1
trombocytopénia n.a. 1 n.a. 1 0 2
CTC stupeil 3 0 2 0 2 8 12
alergicka reakcia n.a. 1 n.a. 0 0 1
unava n.a. 0 n.a. 0 1 1
hortcka n.a. 0 n.a. 0 2 2
leukopénia n.a. 0 n.a. 1 1 2
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vyrazky n.a. 1 n.a. 0 0 1
trombocytopénia n.a. 0 n.a. 1 4 5
CTC stupen 4 0 0 0 3 5 8
anémia n.a. n.a. n.a. 0 1 1
granulocytopénia n.a. n.a. n.a. 1 2 3
leukopénia n.a. n.a. n.a. 1 2 3
trombocytopénia n.a. n.a. n.a. 1 0 1

udavany je poget negativnych G&inkov; n.a. = neaplikovatelné

6.2.3 Analyza negativnych ucinkov
Cast A

Ziadne negativne G&inky vyskytujuce sa v &asti A testu neboli povazované za
stvisiace s liekom s vynimkou jedného pacienta, u ktorého sa vyskytlo mierne
a reverzibilné zvySenie AST a ALT CTC stupna 1.

Nebol pozorovany Ziadny rozdiel v AE profile, ked sa porovnavali rézne
BIWA 4 davky.

Cast B

Trombocytopénia a leukopénia boli zavislé na davke (tabulky 6.2.2:3
a 6.2.2:4) a limitujace davku. Casovy priebeh je poskytnuty v ¢asti 6.4.2.1.

Alergicka reakcia sa uvadzala udvoch pacientov, ujedného s liekom
stvisiaci Quinckerov opuch a vyrazky (30 mCi/m?) a jeden pacient (60 mCi/m?) mal
alergicki reakciu po transfizii trombocytového koncentratu, ktora nebola
povazovana za sUvisiacu s liekom. Jeden pacient (20 mCi/m?) mal Zihlavku, ktora
tiez nebola povaZovana za suvisiacu s liekom, a jeden pacient (20 mCi/m?) mal
opuch tvare sulvisiaci s liekom.

HAHAs sa detegovali u dvoch pacientov (pozri ¢ast 12.4.3).

Prerusenie kvoli negativnym G&inkom nastalo udvoch pacientov. Obaja
zomreli.

Negativne Gginky vyzadovali iniciaciu subeZnej terapie u 17 pacientov. Tyto
pacienti su kratko opisani v ¢asti 6.3.1.

6.3 Smrt, iné zavazné negativne Gginky a iné signifikantné negativne Gcinky
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Zavazné negativne ucinky boli uvadzané u 12 pacientov. Z nich Sest
pacientov zomrelo v priebehu testu alebo v priebehu sledovania. Vsetci pacienti,
ktori zomreli, boli oSetrovany v &asti B testu. Ziadny z pacientov o$etrovanych
v Casti A nezomrel. VSetky fatalne pripady boli spésobené progresiou ochorenia.

Dvaja pacienti v ¢asti B prerusili test predéasne kvéli negativnym G&inkom
(smrt pacienta 112, ako aj pacienta 105).

Negativnymi u&inkami vyZadujucimi terapiu boli najcastejSie trombo-

cytopénia, leukopénia a horucka.
Zahrnuté do textu

7.1 Demografické udaje
Detaily o demografickych udajoch nie si zahrnuté

7.2 Udaje o udinnosti a farmakodynamike

Tabufka 7.2: 1 Pomer prijmu nadorom ku prijmu kostnou drefiou - €ast’ A testu

Tabulka 7.2: 2 Pomer prijmu nadorom Kku prijmu kostnou drefiou (ITT
podskupina) - A Cast testu

Tabulka 7.2: 3 Pomer prijmu nadorom ku prijmu kostnou drefiou (PP
podskupina) - A Cast testu

Tabulka 7:2: 4 Velkost nadoru a % prijmu protilatky - &ast Atestu (na
protokolovl populaciu)

Tabulka 7.2: 5 CD44v6 antigénova expresia v nadore ainom tkanive - Cast
A testu

Tabufka 7.2: 6 Rozpustny CD44v6 v sére. Prierhemé hodnoty st udavané

v ng/ml.

Tabufka 7.2: 1

Pomer prijmu nadorom ku prijmu kostnou drefiou - ¢ast A testu
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Cast A
9MTc-BIWA 4
pacient prijem nadorom prijem kostnou | pomer nador/kostna
¢. (%I1D/kg;vypocitany) drefou dren
(%ID/Kg; (vypotitany)
vypocitany)

25 mg BIWA 4 1* 6,14 5,58 1,10
2* 15,78 7,49 2,11

3* 16,78 8,63 1,95

50 mg BIWA 4 4* 28,10 6,98 4,03
8* 27,76 7,57 3,67

10* 22,63 11,54 1,96

100 mg BIWA 4 6* 15,89 6,47 2,46
7 16,99 7,70 2,21

9 13,31 10,11 1,32

* = zahrnuté a protokolovl analyzu; %ID = % injektovanej davky; vypocty sa uskutocnovali

tak, Ze sa brali do Gvahy vzorky s roznymi hmotnostami

Tabulka 7.2: 2
Pomer prijmu nadorom ku prijmu kostnou drefiou (ITT podskupina) - Cast A testu

Cast A - ®™Tc-BIWA 4 pomer nador/kostna dref (vypocitany)
25 mg BIWA 4 1,72
50 mg BIWA 4 2,57
100 mg BIWA 4 1,99

udavané st priemerné hodnoty; ITT = uréeny na oSetrenie; vypocty sa uskutoCiovali tak, ze

sa brali do Gvahy vzorky s réznymi hmotnostami

Tabulka 7.2: 3

Pomer prijmu nadorom ku prijmu kostnou drefiou (PP podskupina) - Cast A testu

Cast A - PTc-BIWA 4 pomer nador/kostna drefi (vypo&itany)
25 mg BIWA 4 1,72
50 mg BIWA 4 3,22
100 mg BIWA 4 2,46

udavané su priemerné hodnoty; PP = per protokol; vypo&ty sa uskutochiovali tak, Ze sa brali
do avahy vzorky s roznymi hmotnostami

Tabulka 7.2: 4

Velkost nadoru a % prijmu protilatky - &ast A testu (na protokolovi populaciu)
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Cast A - ™Tc-BIWA 4
pacient ¢. vefkost nadoru [mm?] prijem nadorom (%ID/kg,
vypocitany
25 mg BIWA 4 1 1350 6,14
2 900 15,78
3 225 16,78
50 mg BIWA 4 4 n.a. 28,10
8 1504 27,76
10 1400 22,63
100 mg BIWA 4 6 800 15,89

n.a. = neaplikovatelné; udava sa len dizka alebo $irka, ale nie dizka a $irka; vypoéty sa
robili tak, Ze sa brali do ivahy rozne hmotnosti vzoriek

Tabufka 7.2: 5

CD44v6 antigénova expresia v nadore a inom tkanive — €ast A testu

Cast A - *"Tc-BIWA 4
pacient CD44v6 CD44v6 expresia | CD44v6 expresia
¢. antigénova v sliznici v lymf. uzlinovych
expresia v nadore metastazach
25 mg BIWA 4 1* n.a. n.a. n.a.
2F ++/+++; >80 % +++ ++/+++; > 90%
3* +++;> 90 % +++ +++; > 90 %
50 mg BIWA 4 4* +++, > 90 % +++ +++,>90 %
8* n.a. n.a. n.a.
10* ++; > 90% +++ +++; > 90 %
100 mg BIWA 4 6" +++, > 80 % +++ n.a.
7 +++; > 90 % +++ n.a.
9 +++;, > 90 % +++ n.a.

* = zahrnuty per protokolovd analyzu; n.a. = neaplikovatelné

Tabulka 7.2: 6

Cast A Cast B

®MTc-BIWA 4 1% Re-BIWA 4 [mCi/m?]
25mg | 60mg [ 100mg | 20 | 30 { 40 | 50 | 60

BIWA4 | BIWA 4 | BIWA 4
n 3 4 3 2 4 3 6 5
pre-davka 203 337 174 (408262346 171(160
21 hodin 223 301 179 1396 (1771403199170
48 hodin 200 275 157 1384[198(423|199|174
72 hodin 140 386 n.a. n.a.jn.a.|na.|na.|n.a.
144 hodin 188 282 182 [4441284 1516233195
240/336 hodin n.a. n.a. n.a. 445|337 | n.a. | n.a. | n.a.
6 tyzdnov 23 310 210 [289]220487 (226|162

n.a. = neaplikovatefné, daje zahffiaju druhé davkovanie
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Vysledky tykajice sa u€innosti

Cast A

Vysledky z &asti A potvrdili, Zze davka 50 mg BIWA 4 je optimalna davka na
lieGenie zaloZené na koncentraciach v krvi a Grovniach prijmu tkanivom. Distriblcia,
hodnotena prostrednictvom radioscintigrafie a biopsiovych merani, bola takmer vo
véetkych pripadoch najvy$ia v nadore v porovnani s inymi tkanivami. Prijem
radioaktivity nadorom sa zvySoval s asom. CD44v6 expresia bola pritomna u viac
ako 80 % buniek primarneho nadoru auviac ako 90 % buniek lymfatickych
uzlinovych metastaz a vo vetkych ziskanych vzorkach sliznice.

Ziadna korelacia nebola pozorovand medzi velkostou nadoru a prijmom
radioaktivity v 50mg BIWA 4 davkovej skupine. MnoZstvo rozpustného CD44v6 sa
ukazalo byt konstantné pred a po podani 9MTc-BIWA 4.

Namerané koncentracie BIWA 4 boli proporcionalne k davke v rozsahu 25 az
100 mg BIWA 4. Mierne mnoZstvo davky bolo vyluované oblickami. Percento
injektovanej davky (%ID) vyluGované v mo&i bolo podobné vo vSetkych davkovych

skupinach.

Cast B

Z tdajov z asti B vyplyva, Ze pacienti mozu mat Klinicky uZitok zo '®°Re-
BIWA 4 terapie pri maximélne tolerovanej davka (MTD). Jeden z piatich pacietov
oSetrovanych so 60 mCi/m? mal stabilné ochorenie. Traja zo $iestich pacientov mali
stabilné ochorenie pri maximalne tolerovanej davke 50 mCi/m?. Cas do progresie
bol v rozsahu 127 aZ 173 dni u tych pacientov, ktori dostali druh davku 50 mCi/m?.
Radioimunoscintigrafia indikuje prijem radioaktivity do nadorového tkaniva.
Biologicka distribucia bola porovnatefna v inych tkanivach bez ohfadu na davku.
Dozimetricka analyza neodhalila neotakavane vysoko absorbované davky v inych
ako nadorovych tkanivach svynimkou semennikov. Detegované mnozstvo
rozpustného CD44v6 malo tendenciu sa zvySovat u pacientov o$etrenych so %Re-
BIWA 4.

Plazmatické koncentracie BIWA 4 vrcholili v 0,92 hodine a protilatka sa

eliminovala s geometrickym priemerom pol¢asu rozpadu 94 hodin pre BIWA 4, ¢o
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sa determinovalo prostrednictvom ELISA. Crmax @ AUC hodnoty (ELISA meranie) boli
podobné ako hodnoty ziskané v Easti A testu pre 50 mg BIWA 4 davkova skupinu.

Tolerovatefnost jednej davky BIWA 4 spojena s nizkou radiaciou davky
technécia-99 bola prijatelna. Dva ztroch zavaznych negativnych Géinnkov boli
spbsobené komplikaciami, ktoré boli vysledkom chirurgického zakroku.

Cast B

Maximalne tolerovana davka (MTD) bola 50 mCi/m? '®®Re-BIWA 4.

Davku limitujicimi negativnymi G¢inkami boli na davke zavislé reverzibilné
redukcie poctu trombocytov a leukocytov s naslednou horickou u jednotlivych
pacientov. Klinickymi symptomami trombocytopénie boli mierne petechie.

Mukozitida bola pozorovana u pacientov oSetrovanych s davkami s vy33ou
radiaciou, ale nelimitovala davku.

V priebehu testu neboli pozorované Ziadne relevantné zmeny v hodnotéch
tyroidného stimulaéného horménu (TSH).

U dvanéstich pacientov sa vyskytli zavazné negativne Gcinky. Z nich Sest
pacientov zomrelo v priebehu Casti B testu, najma v désledku progresie zakladného
ochorenia.

Alergické reakcie boli pozorované zriedka, s jednym zavaZznym Quinckeovym
opuchom sdvisiacim s liekom. Ziadne alergické reakcie sa nevyskytli v priebehu
alebo kratko po infuzii lieku.

U dvoch pacientov sa vyvinuli HAHAs. Opakované davkovanie neindukovalo
vyvoj HAHA.

Zavery .
Z vysledkov vyplyva prijem '®®Re-BIWA 4 do nadorového tkaniva a Klinicky
uzitok u pacientov s pokro€ilym karcinbmom skvaméznych buniek hlavy a krku.
Bezpecnostny profil sa ukazal byt akceptovatelnym. BIWA 4 vykazovala k davke

proporcionalne farmakokinetiky a nadorovy prilem sa relevantne nemenil medzi
davkami 50 mg a 100 mg BIWA 4.
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Priklad 4

Uvod. U pacientov s pokrogilym $tadiom karcinomu skvamoznych buniek
hlavy a krku (HNSCC) je zvySené riziko vyvoja lokoregionalnych rekurentnych
nadorov al/alebo vzdialenych metastaz. Pre tychto pacientov je potrebny vyvoj
efektivnej adjuvantnej systémovej liecby. Vediac, ze HNSCC, ako taka, je citliva na
Ziarenie, mohlo by sa zacielenie radionuklidov selektivne na HNSCC prostred-
nictvom monoklonalnych protilatok, ako formy radioimunoterapie, podiefat na
a€innejSej terapii.

Ciel. Determinovat bezpeénost, maximalnu tolerovani davku (MTD),
imunogénnost a G&innost  radioimunoterapie s réniom 186 (*®Re)-znadenou
humanizovanou monokionainou protilatkou BIWA 4 u pacientov s HNSCC.

Pacienti a metédy. Faza | davkovej eskalac¢nej Studie sa uskutoliiovala na
HNSCC pacientoch, pre ktorych neboli dostupné ziadne lieCebné terapeutické
moznosti. Celkovo sa 20 pacientom podavala '®Re-znatena BIWA 4 intravendzne
v davkach 20, 30, 40, 50 alebo 60 mCi/m® Traja pacienti dostali najmenej 3
mesiace po davke 50 alebo 60 mCi/m?, druhi davku 50 mCi/m?.

Vysledky. VSetky jednotkové, ako aj opakované podavania boli dobre
tolerované a neboli pozorované Ziadne znamky akutnych negativnych Géinkov.
Jedinymi vyznamnymi prejavmi toxicity pri vy$3ich davkach boli oralne mukozitidy
adavku limitujica myelotoxicita pozostavajica ztrombopénie a leukocytopénie.
MTD bola stanovena pri 5 mCi/m?. U jedného pacieta sa vyvinula humanna-anti-
humanna reakcia po jedinom podani. Stabilné ochorenie, trvajace 4 az 19 tyzdiov,
sa pozorovalo u 5 pacientov oSetrovanych s najvy$s§imi davkovymi hladinami.

Zaver. Radioimunoterpia so '®**Re-znatenou BIWA 4 u HNSCC pacientov sa
zda byt bezpecnou aje mozné dosiahnut tumoricidne davky. NavySe, vdaka
nizkemu podielu imunogénnosti sa zdaju byt mozné opakované podania. Vysledky
tejto fazy | stadie stimuluji dal$i vyvoj radicimunoterapie s réniom-186 (***Re)-
znaCenou humanizovanou monoklonalnou protilatkou BIWA 4 smerom

k adjuvantnej terapii pacientov s rakovinou hlavy a krku.
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Glu
1
Glu
Tyx
Leu
Gly
65
Aco

Phe

<210>3

Ile
Arg
Trp
Thr
50

Ser

Phe

Gly

val
Ala
Tyr
35

Ser
Gly

Ala

Gly

<211> 106
<212> PRT
<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: humanizovana protilatkova sekvencia

<400>3

Glu
1
Glu
Tyr
Leu
Gly
65
Asp

Phe

<210> 4

Ile
Arg
Trp
Thr
50

Ser

Phe

Gly

Val
Ala
Leu
35

Ser
Gly

Ala

Gly

<211> 342
<212> DNA
<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: humanizovana protilatkova sekvencia

Leu
Thr
20

Gln
Asn
Thr

Val

Gly
100

Leu
Thr
20

Gln
Asn
Thr

Val

Gly
100

Thr
Leu
Gln
Leu
Asp
Tyr

85
Thr

Thr
Leu
Gln
Leu
Asp
Tyr

85
Thr

Gln
Ser
Lys
Ala
Phe
70

Tyr

Lys

Gln
Ser
Lys
Ala
Phe
70

Tyr

Lys

-130 -

Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser

Cys
Pro
Ser
55
Thr

Cys

vVal

Ser
Cys
Pro
Ser
55
Thr

Cys

vVal

Ser Ala

25

Gly Gln
40

Gly Vval

Leu Thr
Leu Gln

Glu Ile
105

Pro Ala

Ser Ala

25

Gly Gln
40

Gly Vval

Leu Thr
Leu Gln

Glu Ile
105

10

Ser Ser Ser Ile Asn

30

Ala Pro Arg Leu Leu

45
Pro Ala Arg Phe Ser
60
Ile Ser Ser Leu Glu
75

Trp Ser Ser Asn Pro
90
Lys

Thr Leu Ser Leu Ser
10
Ser Ser Ser Ile Asn
30
Ala Pro Arg Ile Leu
45
Pro Ala Arg Phe Ser
60
Ile Ser Ser Leu Glu
75
Trp Ser Ser Asn Pro
90
Lys

Pro

15
Tyr
Ile
Gly

Pro

Leu
95

Pro

15
Tyr
Ile
Gly

Pro

Leu
95

Gly
Ile
Tyx
Ser
Glu

80
Thr

Gly
Ile
Tyxr
Ser
Glu

80
Thr



<400> 4

gaagtgcagce
tcectgtgecag
ccggggaagg
ctagacagta
ctgcaaatga
ttggactact

<210>5
<211> 318

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
taaagggccg
acagtctgag
ggggtcgagg

tgggggaggc
cactttcagt

ggtctcaacc
attcaccatc
ggctgaggac
aaccttagtc

131 -

ttagtgaagc
agctatgaca
attagtagtg
tccagagaca
acggccgtgt
accgtctecect

ctggagggtc
tgtcttgggt
gtggtagtta
atgccaagaa
attactgtgc
ca

cctaagactce
tcgccaggcet
cacctactat
ctccctgtac

aagacagggg

<212> DNA
<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: humanizovana protilatkova sekvencia

<400> 5

gaaattgttc
ctgtcctgea
caggctccta
ttcagtggca
gattttgceg
accaaggtgg

<210>6
<211> 318

tcacccagtc
gtgccagctce
gactcttgat
gtgggtctgg
tttattactg
agattaaa

tccagcaacc
aagtataaat
ttatctcaca
aaccgacttce
cctgcagtgg

ctgtctectgt
tacatatact
tccaacctgg
actctcacaa
agtagtaacc

ctccagggga
ggtaccagca

cttctggagt
tcagcagcct
cgctcacatt

gagggccacc
gaagccagga
ccctgegege
ggagcctgaa
cggtggtggg

<212> DNA
<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: humanizovana protilatkova sekvencia

<400> 6

gaaattgttc
ctgtcctgea
caggctccta
ttcagtggca
gattttgcceg
accaaggtgg

tcacccagtc
gtgccagcetce
gactcttgat
gtgggtctgg
tttattactg
agattaaa

tccagcaacc
aagtataaat
ttatctcaca
aaccgacttce
cctgcagtgg

ctgtctectgt
tacatatact
tccaacctgg
actctcacaa
agtagtaacc

ctccagggga
ggtaccagca
cttctggagt
tcagcagcct
cgctcacatt

gagggccacc
gaagccagga
ccctgegege
ggagcctgaa
cggtggtggg

<210>7

<211> 444

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: humanizovana protilatkova sekvencia

60

120
180
240
300
342

60

120
180
240
300
318

60

120
180
240
300
318




<400> 7

Glu
1
Ser
Asp
Ser
Lys
65
Leu
Ala
Ser
Ser
Asp
145
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
225
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
305
Ser
Lys
Asp
Phe
Glu
385
Phe

Gly

Tyr

val
Leu
Met
Thr
50

Gly
Gln
Arg
Ser
Lys
130
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
210
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
290
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
370
Asn
Phe

Asn

Thr

Gln
Arg
Ser
35
Ile
Arg
Met
Gln
Ala
115
Ser
Phe
Gly
Leu
TyxY
195
Lys
Pro
Lys
val
Tyr
275
Glu
His
Lys
Gln
Leu
355
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
435

Leu
Leu
20
Trp
Ser
Phe
Asn
Gly
100
Ser
Thr
Pro
Val
Ser
180
Ile
Val
Ala
Pro
Val
260
val
Gln
Gln
Ala
Pro
340
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

420
Lys

val
Ser
val
Ser
Thr
Ser
85
Leu
Thr
Ser
Glu
His
165
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
245
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
325
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
405

Ser

Ser

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70
Leu
Asp
Lys
Gly
Pro
150
Thr
Val
Asn
Pro
Glu
230
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
310
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
390
Lys
Cys

Leu

Ser
Ala
Gln
Gly
55
Ser
Arg
Tyr
Gly
Gly
135
val
Phe
val
val
Lys
215
Leu
Thr
Val
val
Ser
295
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
375
Ile
Leu

Ser

Ser

-132 -

Gly Gly Gly
10
Ala Ser Gly
25
Ala Pro Gly
40
Ser Tyr Thr

Arg Asp Asn

Ala Glu Asp
920
Trp Gly Arg
105
Pro Ser Val
120
Thr Ala Ala

Thr Val Ser

Pro Ala Val
170
Thr val Pro
185
Asn His Lys
200
Ser Cys Asp

Leu Gly Gly

Leu Met Ile
250
Ser His Glu
265
Glu Vval His
280
Thr Tyr Arg

Asn Gly Lys

Pro Ile Glu
330
Gln val Tyr
345
Val Ser Leu
360
val Glu Trp

Pro Pro Val

Thr Val Asp
410
vVal Met His
425
Leu Ser Pro
440

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75
Thr
Gly
Phe
Leu
Trp
155
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
235
Ser
Asp
Asn
val
Glu
315
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
385
Lys

Glu

Gly

vVal
Thr
Gly
Tyxr
60
Lys
Ala
Thr
Pro
Gly
140
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
220
Ser
Arg
Pro
Ala
val
300
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
380
Asp
Ser

Ala

Lys

Lys
Phe
Leu
45
Leu
Asn
val
Leu
Leu
125
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
205
His
val
Thr
Glu
Lys
285
ser
Lys
Ile
Pro
Leu
365
Asn
Ser

Arg

Leu

Pro
Ser
30
Glu
Asp
Ser
TYyY
val
110
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
190
Thr
Thr
Phe
Pro
Vval
270
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
350
val
Gly
Asp

Trp

His
430

Gly

15
Ser
Trp
Ser
Leu
Tyxr

95
Thr
Pro
vVal
Ala
Gly
175
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
255
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
335
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

415
Asn

Gly
Tyr
val
Ile
Tyr

80
Cys
val
Ser
Lys
Leu
160
Leu
Thr
val
Pro
Phe
240
val
Phe
Pro
Thr
Val
320
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
400

Gln

His



<210> 8
<211> 213
<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>

- 133 -

<223> Opis umelej sekvencie: humanizovana protilatkova sekvencia

<400> 8

Glu Ile val
1
Glu Arg Ala

Tyr Trp Tyr
35
Leu Thr Ser
50
Gly Ser Gly
65
Asp Phe Ala

Phe Gly Gly

Ser Val Phe
115
Ala Ser Vval
130
Val Gln Trp
145
Ser Val Thr

Thr Leu Thr

Cys Glu val

195

Asn Arg Gly
210

<210>9
<211> 213
<212> PRT

Leu
Thr
20

Gln
Asn
Thr
val
Gly
100
Ile
Val
Lys
Glu
Leu
180
Thr

Glu

Thr
Leu
Gln
Leu
Asp
Tyr
85
Thr
Phe
Cys
val
Gln
165
Ser
His

Cys

Gln
Ser
Lys
Ala

Phe
70

Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
150
Asp

Lys

Gln

<213> Umela sekvencia

<220>

Ser
Cys
Pro
Ser
55
Thr
Cys
val
Pro
Leu
135
Asn
Ser

Ala

Gly

Pro
Ser
Gly
40
Gly
Leu
Leu
Glu
Ser
120
Asn
Ala
Lys

Asp

Ala
Ala
25
Gln
Val
Thr
Gln
Ile
105
Asp
Asn
Leu

Asp

Tyr
185

Thr
10
Ser
Ala
Pro
Ile
Trp
90
Lys
Glu
Phe
Gln

Ser

170

Glu

Leu Ser Ser

200

Leu
Ser
Pro
Ala
Ser
75
Ser
Arg
Gln
Tyr
Ser
155
Thr

Lys

Pro

Ser
Ser
Arg
Arg
60
Ser
Sexr
Thr
Leu
Pro
140
Gly
Tyr
His

val

Leu
Ile
Leu
45
Phe
Leu
Asn
Val
Lys
125
Arg
Asn
Ser

Lys

Thr
205

Ser
Asn
30
Leu
Ser
Glu
Pro
Ala
110
Ser
Glu
Ser
Leu
val

190
Lys

Pro
15
Tyx

Ile
Gly
Pro
Leu

95
Ala
Gly
Ala

Gln

Ser
175
Tyr

Ser

Gly
Ile
Tyr
Ser
Glu

80
Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
160
Ser

Ala

Phe

<223> Opis umelej sekvencie: humanizovana protilatkova sekvencia

<400> 9

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

5

10

15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Ser Ala Ser Ser Ser Ile Asn Tyr Ile

20

25

30

Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile

35

40

45

Tyr




Leu
Gly
65

Asp
Phe
Ser
Ala
val
145
Ser

Thr

Cys

Thr
50

Ser
Phe
Gly
Val
Ser
130
Gln
val

Leu

Glu

Ser
Gly
Ala
Gly
Phe
115
val
Trp
Thr

Thr

Val
195

Asn
Thr
val
Gly
100

Ile
Val
Lys
Glu
Leu

180
Thr

Leu
Asp
TyY
85
Thr
Phe
Cys
val
Gln
165

Ser

His

Ala
Phe
70
Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
150
Asp
Lys

Gln

Ser
55
Thr
Cys
val
Pro
Leu
135
Asn
Ser

Ala

Gly

Gly
Leu
Leu
Glu
Ser
120

Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
200

Asn Arg

210

<210> 10
<211> 2135
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

Gly

Glu Cys

-134 -

vVal Pro Ala

Thr Ile Ser

75

Gln Trp Ser
90

Ile Lys

105

Asp Glu

Arg
Gln
Asn Phe Tyr

Leu Gln Ser

155

Asp Ser Thr
170

Tyr Glu Lys

185

Ser Ser Pro

Arg
Ser
Ser
Thr
Leu
Pro

140
Gly
Tyr
His

val

Phe
Leu
Asn
vVal
Lys
125
Arg
Asn
Ser
Lys

Thr
205

Ser
Glu
Pro
Ala
110
Ser
Glu
Ser
Leu
vVal

190
Lys

Gly
Pro
Leu

95
Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
175

Tyr

Ser

Ser
Glu

80
Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
160
Ser

Ala

Phe

<223> Opis umelej sekvencie: humanizovana protilatkova sekvencia

<400> 10

aagctttgac
acataggata
ccatgaactt
aagtgcagct
cctgtgcagc
¢ggggaagggy
tagacagtat
tgcaaatgaa
tggactactg
cggtcttccecce
gcctggtcaa
ccagcggcgt
gcgtggtgac
acaagcccag
gggtgtctge
cagtccaggg
actcatgctc
ggtgcccecta
agccatatcc
ctcecctecage
gcagagccca
caggcctcgce
caggccccag

agacgcacaa
tcacatttgc
tgggctcagce
ggtggagtct
ctctggattc
gctggagtgg
aaagggccga
cagtctgagg
gggtcgagga
cctggcaccc
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccectcece
caacaccaag
tggaagcagg
cagcaaggca
agggagaggg
acccaggccc
gggaggaccc
tcggacacct
aatcttgtga
cctcecagctce

ccgggtgcetg

ccctggactc
ttctgacaca
ttgattttcecce
gggggaggct
actttcagta
gtctcaacca
ttcaccatct
gctgaggaca
accttagtca
tcctceccaaga
cccgaaccgg
ccggctgtcec
agcagcttgg
gtggacaaga
ctcagcgctc
ggcceccgtcet
tcttectggcet
tgcacacaaa
tgcccctgac
tctctectcece
caaaactcac

aaggcgggac
acacgtccac

ccaagtcttt
actgtgttca
ttgtcctaat
tagtgaagcc
gctatgacat
ttagtagtgg
ccagagacaa
cggccgtgta
ccgtcectecte
gcacctctgg
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
aagttggtga
ctgcctggac
gcctcttcac
ttttcccagg
ggggcaggatg
ctaagcccac
cagattccag
acatgcccac
aggtgcccta
ctccatctcet

ctcttcagtg
ctagcagcct
tttaaaaggt
tggagggtcc
gtcttgggtt
tggtagttac
tgccaagaac
ttactgtgca
agctagcacc
gggcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctgce
gaggccagca
gcatcccggce
ccggagcectce
ctctgggcag
ctgggctcag
cccaaaggcc
taactcccaa
cgtgcccagg
gagtagcctg
tcctecagceac

acaaacacag
caaacagaca
gtccagtgtg
ctaagactct
cgccaggcectce
acctactatc
tccectgtacce
agacaggggt
aagggcccat
gccctgggct
ggcgccctga
tccctecagea
aacgtgaatc
cagggaggga
tatgcagccc
tgcccgccecce
gcacaggcta
acctgccaag
aaactctcca
tcttectetet
taagccagcc
catccaggga
ctgaactcect

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
S00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



ggggggaccg
gacccctgag

caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
tcggcccacc
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttecttecte
ctcatgetec
gtctcecgggt

<210> 11
<211>785

<212> DNA
<213> Umela sekvencia

<220>

tcagtcttcc
gtcacatgcg
gtggacggeyg
acgtaccggg
tacaagtgca
gccaaaggtg
ctctgcectg
caggtgtaca
tgcctggtcea
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg
aaatgagtgc

tcttccececcecce
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
ggacccgtgg
agagtgaccg
ccctgceccecce
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgceca
gacggccgceg

-135-

aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccgte
caaagccctce
ggtgcgaggyg
ctgtaccaac
atcccgggat
tccecagecgac
cacgcctccce
caagagcagg
caaccactac
aattc

gacaccctceca
gaagaccctg
acaaagccgce
ctgcaccagg
ccagccecca
ccacatggac
ctctgtccta
gagctgacca
ategcegtgg
gtgctggact
tggcagcagg
acgcagaaga

tgatctccececg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
agaggccgge
cagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggcetce
ggaacgtctt
gecctecteecet

<223> Opis umelej sekvencie: humanizovana protilatkova sekvencia

<400> 11

aagcttgatc
aaacagacac
tcataatgtc
caggggagag
accagcagaa
ctggagtccc
gcagcctgga
tcacattcgg
tcatcttccc
tgaataactt
cgggtaactc
gcagcaccct
tcacccatca
aattc

<210> 12
<211>785

<212> DNA
<213> Umela sekvencia

<220>

ttcaggatat
catggatttt

caggggagaa
ggccaccctg

gccaggacag
tgcgcgcettce
gcctgaagat
tggtgggacc
gccatctgat
ctatcccaga
ccaggagagt
gacgctgagc
gggcctgage

cacatttgct
caggtgcaga
attgttctca
tcetgecagtg
gctcctagac
agtggcagtg
tttgcecgttt
aaggtggaga
gagcagttga
gaggccaaag
gtcacagagc
aaagcagact
tcgeccgtea

tctgacacaa
ttttcagctt
cccagtctcee
ccagctcaag
tcttgattta
ggtctggaac
attactgcct
ttaaacggac
aatctggaac
tacagtggaa
aggacagcaa
acgagaaaca
caaagagctt

ctgtgttcac
cctgctaatg
agcaaccctg
tataaattac
tctcacatcc
cgacttcact
gcagtggagt
tgtggctgca
tgctagegtt
ggtggataac
ggacagcacc
caaagtctac

caacagggga

tagcaacctc
agtgcctcag
tctctgtetce
atatactggt
aacctggcett
ctcacaatca
agtaacccgc
ccatctgtcet
gtgtgcctge
gccctccaat
tacagcctca
gcctgcgaag
gagtgttagg

<223> Opis umelej sekvencie: humanizovana protilatkova sekvencia

<400> 12

aagcttgatc
aaacagacac
tcataatgtc
caggggagag
accagcagaa

ttcaggatat
catggatttt
caggggagaa
ggccaccectg
gccaggacag

cacatttgct
caggtgcaga
attgttctca
tcctgcagtg
gctcctagac

tctgacacaa
ttttcagctt
cccagtctce
ccagctcaag
tcttgattta

ctgtgttcac
cctgetaatg
agcaaccctg
tataaattac
tctcacatcec

tagcaacctc
agtgectcag
tctctgtcte
atatactggt
aacctggctt

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2135

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
785

60

120
180
240
300




ctggagtccc
gcagcctgga
tcacattcgg
tcatcttccce
tgaataactt
cgggtaactc
gcagcaccct
tcacccatca
aattc

<210> 13

<211> 1392
<212> DNA

tgcgecgcettce
gcctgaagat
tggtgggacc
gccatctgat
ctatcccaga
ccaggagagt
gacgctgagc
gggcctgage

<213> Umela sekvencia

<220>

agtggcagtg
tttgcecgttt
aaggtggaga
gagcagttga
gaggccaaag
gtcacagagc
aaagcagact
tcgecccgtca

- 136 -

ggtctggaac
attactgcct
ttaaacggac
aatctggaac
tacagtggaa
aggacagcaa
acgagaaaca
caaagagctt

cgacttcact
gcagtggagt
tgtggctgca
tgctagcgtt
ggtggataac
ggacagcacc
caaagtctac
caacagggga

ctcacaatca
agtaacccgce
ccatctgtcect
gtgtgcctge
gccctccaat
tacagcctca
gcctgcgaag
gagtgttagg

<223> Opis umelej sekvencie: humanizovana protilatkova sekvencia

<400> 13

atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgcagcect
gggaaggggc
gacagtataa
caaatgaaca
gactactggg
gtcttecccece
ctggtcaagg
agcggcegtgce
gtggtgaccg
aagcccagca
acatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtccteaccg
aacaaagccc
gaaccacagg
ctgacctgcec
gggcagcecgg
ttcctcectaca
tgcteccgtga
ccgggtaaat

<210> 14
<211>702

<212> DNA

ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gtctgagggce
gtcgaggaac
tggcaccctce
actacttccc
acaccttccc
tgccctecag
acaccaaggt
cgtgcccage
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcec
tcectgcacceca
tceccagceece
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc
ga

<213> Umela sekvencia

<220>

gctttttett
gggaggctta
tttcagtagce
ctcaaccatt
caccatctcce
tgaggacacg
cttagtcacc
ctccaagagc
cgaaccggtg
ggctgtcecta
cagcttgggce
ggacaagaaa
acctgaactc
catgatctcc
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcceccatcce
cttctatccce
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac

gtggctattt
gtgaagcctg
tatgacatgt
agtagtggtg
agagacaatg
gccgtgtatt
gtctecctcag
acctctgggg
acggtgtcgt
cagtcctcag
acccagacct
gttgagccca
ctggggggac
cggacccecctg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca
cgggatgagc
agcgacatcg
ccteceegtge
agcaggtggc
cactacacgc

taaaaggtgt
gagggtccct

cttgggttcg
gtagttacac

ccaagaactc
actgtgcaag
ctagcaccaa
gcacagcggc
ggaactcagg
gactctactc
acatctgcaa
aatcttgtga
cgtcagtctt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactcega
agcaggggaa
agaagagcect

ccagtgtgaa
aagactctcc
ccaggctecg
ctactatcta
cctgtacctg
acaggggttg
gggcccatcg
cctgggcetge
cgecctgace
cctcagcagce
cgtgaatcac
caaaactcac
cctectteccece
cgtggtggtg
cgtggaggtg
ggtggtcagc
caaggtctcc
gcagcecccga
ccaggtcagce
ggagagcaat
cggctectte
cgtcttctea
ctcecetgtcet

<223> Opis umelej sekvencie: humanizovana protilatkova sekvencia

360
420
480
540
€600
660
720
780
785

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1392



<400> 14

atggaagccc
gaaattgttc
ctgtecctgcea
caggctccta
ttcagtggca
gattttgccg
accaaggtgg
gatgagcagt
agagaggcca
agtgtcacag
agcaaagcag
agctcgccceg

<210> 15
<211>702

<212> DNA
<213> Umela sekvencia

<220>

cagctcagcet
tcacccagtce
gtgccagctce
gactcttgat
gtgggtctgg
tttattactg
agattaaacg
tgaaatctgg
aagtacagtg
agcaggacag
actacgagaa
tcacaaagag

tctettecte
tccagcaacc
aagtataaat
ttatctcaca
aaccgacttc
cctgcagtgg
gactgtggct
aactgctagc
gaaggtggat
caaggacagc
acacaaagtc
cttcaacagg

- 137 -

ctgctgctcet
ctgtectetgt
tacatatact
tccaacctgg
actctcacaa
agtagtaacc
gcaccatctg
gttgtgtgcce
aacgccctcece
acctacagcc
tacgcctgceg
ggagagtgtt

ggctcccaga
ctccagggga
ggtaccagca
cttctggagt
tcagcagcct
cgctcacatt
tcttcatctt
tgctgaataa
aatcgggtaa
tcagcagcac
aagtcaccca

ga

taccaccgga
gagggccacc
gaagccagga
ccectgegege
ggagcctgaa
cggtggtggg
ccegecatcet
cttctatccc
ctccecaggag
cctgacgcetg
tcagggccetg

<223> Opis umelej sekvencie: humanizovana protilatkova sekvencia

<400> 15

atggaagccc
gaaattgttc
ctgtcctgeca
caagctccta
ttcagtggca
gattttgccg
accaaggtgg
gatgagcagt
agagaggcca
agtgtcacag
agcaaagcag
agctcgcceceg

<210> 16

cagctcagct
tcacccagtc
gtgccagctc
gactcttgat
gtgggtctgyg
tttattactg
agattaaacg
tgaaatctgg
aagtacagtg
agcaggacag
actacgagaa
tcacaaagag

tctecttecte
tccagcaacc
aagtataaat
ttatctcaca
aaccgacttc
cctgcagtgyg
gactgtggct
aactgctage
gaaggtggat
caaggacagc
acacaaagtc
cttcaacagg

ctgctgetct
ctgtctctgt
tacatatact
tccaacctgg
actctcacaa
agtagtaacc
gcaccatctg
gttgtgtgcce
aacgccctcec
acctacagcecc
tacgcctgceg
ggagagtgtt

ggctcccaga
ctccagggga
ggtaccagca
cttctggagt
tcagcagcct
cgctcacatt
tcttecatctt
tgctgaataa
aatcgggtaa
tcagcagcac
aagtcaccca
ga

taccaccgga

gagggccacec
gaagccagga
ccectgegegce
ggagcctgaa
cggtggtggg
cccgcecatct
cttctatcce
ctcccaggag
cctgacgcectg
tcagggcctyg

<211> 0568
<212> DNA
<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: humanizovana protilatkova sekvencia

<400> 16

ctgacgcgcec
ccgctacact
ccacgttcgce
ttagtgcttt
tcgecgacgta
ttcttatttg

ctgtagcgge
tgccagcgcec
cggctttcecce
acggcacctc
ccgggecccece
cataatgaga

gcattaagcg
ctagcgeccececg
cgtcaagctc
gaccccaaaa
cctcegattaa
aaaaaaggaa

cggcgggtgt
ctcectttege
taaatcgggg
aacttgatta
ttaatcgage
aattaatttt

ggtggttacg
tttectteect

gctcecttta
gggtgatggt
tactagcttt
aacaccaatt

cgcagcgtga
tcctttecteg
gggttccgat
tcacgtaggg
gcttctcaat
cagtagttga

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
702

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
702

60

120
180
240
300
360




ttgagcaaat
acaaacatta
cattctaggg
gtaagggcca
gtgaggtagg
aatcgatccet
gagaggctat
ttcecggetgt
ctgaatgaac
tctggaatag
agccatgcat
gttaggggcg
gctggggagc
atacttctgce
agaattaatt
tatatggagt
gaccceecgece
ttccattgac
gtgtatcata
cattatgccc
gtcatcgcta
tttgactcac
caccaaaatc
ggcggtaggc
atcgecctgga
ctecctgctgce
accctgtctce
aattacatat
acatccaacc
ttcactctca
tggagtagta
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgect
aggggagagt
acaacatgcg
ccatctgttg
gtcctttect
ctggggggtyg
gctggggatg
cttatttgca
gagcaaatgc
aaacattatt
ttctagggag
aagggccaat
gaggtaggat
agcttggaca
gctggtagga
tgtcccaaaa
agttcaagta
tgattatggg
gaattaatat
ccaaaagttt
acatggtttg
accttagact
aaattgattt

gcgttgceccaa
ttcagaggga
agaaatatgc
atctgctcac
atcagttgct
ccatgcttga
tcggctatga
cagcgcaggg
tgcaggtaag
ctcagaggcc
ggggcggaga
ggactatggt
ctggggactt
ctgctgggga
cccctagtta
tccgegttac
cattgacgtc
gtcaatgggt
tgccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttcc
aacgggactt
gtgtacggtg
gacgccatca
tctggctcce
tgtctccagg
actggtacca
tggcttctgg
caatcagcag
acccgctcecac
ctgtcttcat
gcctgectgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac
gttgaattca
gccgtgatat
tttgecccte
aataaaatga
gggtggggca
cggtgggctc
taatgagaaa
gttgccaaaa
cagagggagt
aaatatgctt
ctgctcacac
cagttgctcc
gctcagggcet
ttttatcccce
tatggggatt
cttccaaaga
taggaaaacc
agttctcagt
ggatgatgcc
gatagtcgga
ctttgtgaca
ggggaaatat

aaaggatgct
gtacccagag
ttgtcatcac
acaggataga
cctcacattt
acaagatgga
ctgggcacaa
gcgcecceggtt
tgcggecegcet
gaggcggecet
atgggcggaa
tgctgactaa
tccacacctg
gcctggggac
ttaatagtaa
ataacttacg
aataatgacg
ggactattta
gcccectatt
cttatgggac
gatgcggttt
aagtctccac
tccaaaatgt
ggaggtctat
cagatctctc
agataccacc
ggagagggcc
gcagaagcca
agtccctgeg
cctggagcect
attcggtggt
cttccecgeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg
ccatcagggc
gatccgttaa
ctacgtatga
ccecegtgect
ggaaattgca
ggacagcaag
tatggaacca
aaaaggaaaa
aggatgcttt
acccagagct
gtcatcaccg
aggatagaga
tcacatttge
gcgatttcegce
gctgccatca
ggcaagaacg
atgaccacaa
tggttctcca
agagaactca
ttaagactta
ggcagttctg
aggatcatgc
aaacttctcc

-138 -

ttagagacag
ctgagactcc
cgaagcctga
gagggcagga
gcttctgaca
ttgcacgcag
cagacaatcg
ctttttgtca
ctaggcctcecce
cggcctectge
ctgggcggag
ttgagatgca
gttgctgact
tttccacacc
tcaattacgg
gtaaatggcc
tatgttccca
cggtaaactg
gacgtcaatg
tttcctactt
tggcagtaca
ccecattgacg
cgtaacaact
ataagcagag
accatggaag
ggagaaattg
accctgtcct
ggacaggctc
cgcttecagtg
gaagattttg
gggaccaagg
tctgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcge
cggttaccaa
tcagcctega
tcettgaccce
tcgecattgte
ggggaggatt
gctgggacta
ttaattttaa
agagacagtg
gagactccta
aagcctgatt
gggcaggagce
ttctgacata
gccaaacttg
tggttcgace
gagacctacc
cctcecttecagt
ttcectgagaa
aagaaccacc
ttgaacaacc
tttaccagga
aggaatttga
cagaataccc

tgttctctgce
taagccagtg
ttccgtagag
gccagggceag
tagttgtgcce
gttctccgge
gctgctctga
agaccgacct
aaaaaagcct
ataaataaaa
ttaggggcyg
tgctttgcat
aattgagatg
ctaactgaca
ggtcattagt
cgcctggetg
tagtaacgcc
cccacttggce
acggtaaatg
ggcagtacat
tcaatgggceg
tcaatgggag
ccgccececatt
ctgggtacgt
ccccagctca
ttctcaccca
gcagtgccag
ctagactctt
gcagtgggtc
ccgtttatta
tggagattaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa
ctacctagac
ctgtgcecctte
tggaaggtgce
tgagtaggtg
gggaagacaa
gtagctttgce
caccaattca
ttctctgcecac
agccagtgag
ccgtagagcece
cagggcagag
gttgtgttgg
acggcaatcc
attgaactgc
ctggcctecg
ggaaggtaaa
gaatcgacct
acgaggagct
ggaattggca
agccatgaat
aagtgacacg
aggcgtcectc

acagataagg
agtggcacag
ccacacgttg
agcatataag
agcatggagg
cgcttgggtyg
tgccgecegtg
gtccggtgce
cctcactact
aaaattagtc
gatgggcgga
acttctgcct
catgctttgce
cacattccac
tcatagccecca
accgcccaac
aatagggact
agtacatcaa
gcecegectgg
ctacgtatta
tggatagcgg
tttgttttgg
gacgcaaatg
gaaccgtcag
gcttctcectte
gtctccagca
ctcaagtata
gatttatctc
tggaaccgac
ctgcctgcag
acgtacggtg
tggaactgcce
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagcttcaac
tggattcgtg
tagttgccag
cactcccact
tcattctatt
tagcaggcat
ttctcaattt
gtagttgatt
agataaggac
tggcacagca
acaccttggt
catataaggt
gagcttggat
tagcgtgaag
atcgtcgecg
ctcaggaacyg
cagaatctgg
ttaaaggaca
cattttcettyg
agtaaagtag
caaccaggcc
tttttceccag
tectgaggtcce

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840



aggaggaaaa
atgctttcaa
tttgctggcet
cccteecceeg
aatgaggaaa
gggcaggaca
ggctctatgg
tattgacgtc
ggactttcct
gttttggcag
ccaccccatt
atgtcgtaac
ctatataagce
tcgacatgga
gtgaagtgca
tctectgtge
ctccggggaa
atctagacag
acctgcaaat
ggttggacta
catcggtctt
gctgcctggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcce
ctcacacatg
tcececccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtcect
tctccaacaa
ccecgagaacce
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttcttect
tctcatgctce
tgtctececggg
aacatgcggce
atctgttgtt
cctttcctaa
g9g99ggtggg
tggggatgcg
ggccgctact
tggctggecca
agggactggc
cctgececgaga
gctacctgcec
gaagccggtc
gaactgttcg
ggcgatgcct
tgtggeccgge
gctgaagagc
ccegattege
tggggttcga
ccgcecgectt
tcetecageg
cttataatgg
cactgcattc

aggcatcaag
gttctctget
ttagatcagce
tgccttcecett
ttgcatcgca
gcaaggggga
aaccagctgg
aatgacggta
acttggcagt
tacatcaatg
gacgtcaatg
aactccgecce
agagctgggt
gtttgggctg
gctggtggag
agcctctgga
ggggctggag
tataaagggc
gaacagtctg
ctggggtcga
cccectggea
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgccec
cagcaacacc
cccaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtecctg
agccctecca
acaggtgtac
ctgcctggte
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat
taaatgagga
cgtgatatct
tgcccectcecce
taaaatgagg
gtggggcagg
gtgggctcta
aactctctcc
cgacgggcegt
tgctattggg
aagtatccat
cattcgacca
ttgtcgatca
ccaggctcaa
gcttgecegaa
tgggtgtgge
ttggcggcga
agcgcatcge
aatgaccgac
ctatgaaagg
cggggatctce
ttacaaataa
tagttgtggt

tataagtttg
ccecctectaa
ctcgactgtg
gaccctggaa
ttgtctgagt
ggattgggaa
ggctcgaagc
aatggcccgce
acatctacgt
ggcgtggata
ggagtttgtt
cattgacgca
acgtcctcac
agctggcttt
tctgggggag
ttcacttteca
tgggtctcaa
cgattcacca
agggctgagg
ggaaccttag
ccectecteca
ttccecgaac
ttcececggctg
tccagcaget
aaggtggaca
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgcggyg
caccaggact
gcccecateg
accctgecccc
aaaggcttct
aactacaaga
ctcacegtgg
gaggctctgce
tccgttaacg
acgtatgatc
ccgtgecttce
aaattgcatc
acagcaaggg
tggaaccagc
tcectecttt
tcecttgegea
cgaagtgccg
catggctgat
ccaagcgaaa
ggatgatctg
ggcgcgeatg
tatcatggtg
ggaccgctat
atgggctgac
cttctatcgce
caagcgacgc
ttgggcttcg
atgctggagt
agcaatagca
ttgtccaaac

- 139 -

aagtctacga
agctatgcat
ccttectagtt
ggtgccactc
aggtgtcatt
gacaatagca
ggccgctecg
ctggcattat
attagtcatc
gcggtttgac
ttggcaccaa
aatgggcggt
attcagtgat
ttettgtggc
gcttagtgaa
gtagctatga
ccattagtag
tctccagaga
acacggcecgt
tcaccgtcectce
agagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtce
tgggcaccca
agaaagttga
aactcctggg
tcteececggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccggga
atcccagcga
ccacgcctcce
acaagagcag
acaaccacta
gttaccaact
agcctcgact
cttgaccctg
gcattgtctg
ggaggattgg
tggggctcga
ttcectgecagg
gctgtgcecteg
gggcaggatc
gcaatgcggc
catcgcatcg
gacgaagagc
ccecgacggeg
gaaaatggcc
caggacatag
cgcttectceg
cttcttgacg
ccaacctgcec
gaatcgtttt
tcttecgecceca
tcacaaattt
tcatcaatct

gaagaaagac
ttttataaga
gccagccatce
ccactgtcct
ctattctggg
ggcatgctgg
gatatgccaa
gcccagtaca
gctattacca
tcacggggat
aatcaacggg
aggcgtgtac
cagcactgaa
tattttaaaa
gcctggaggg
catgtcttgg
tggtggtagt
caatgccaag
gtattactgt
ctcagctage
tgggggcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacatc
gcccaaatct
gggaccgtca
ccectgaggtce
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcce
tgagctgacc
catcgcegtg
cgtgctggac
gtggcagceag
cacgcagaag
acctagactg
gtgccttcta
gaaggtgcca
agtaggtgtc
gaagacaata
cagcgctgceg
acgaggcagc
acgttgtcac
tcetgtcecate
ggctgcatac
agcgagcacg
atcaggggct
aggatctcgt
gcttttctgg
cgttggctac
tgctttacgg
agttcttetg
atcacgagat
ccgggacgcce
ccccaacttg
cacaaataaa
atcttatcat

taacaggaag
ccatgggact
tgttgtttge
ttcctaataa
gggtggggtg
ggatgcggtg
gtacgccccc
tgaccttatg
tggtgatgcg
ttccaagtct
actttccaaa
ggtgggaggt
cacagacccg
ggtgtccagt
tccctaagac
gttcgccagg
tacacctact
aactcccetgt
gcaagacagg
accaagggcc
gcggcectgg
tcaggcgceccec
tactccctea
tgcaacgtga
tgtgacaaaa
gtcttcctct
acatgcgtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacggcet
gggaacgtct
agcctctecce
gattecgtgac
gttgccagcece
ctcccactgt
attctattct
gcaggcatgce
atcgcectcga
gcggctatcg
tgaagcggga
tcaccttgct
gcttgatccg
tactcggatg
cgcgccagcec
cgtgacccat
attcatcgac
ccgtgatatt
tatcgcegcet
agcgggactc
ttcgattccea
ggctggatga
tttattgcag
gcattttttt
gtctggatcg

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320




cggcecggecg
tttagtgagg
attgttatcc
ggggtgecta
agtcgggaaa
gtttgegtat
ggctgeggeg
gggataacgc
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagctc
cctttetccece
cggtgtaggt
gctgecgecett
cactggcagc
agttcttgaa
ctctgctgaa
ccaccgetgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgctt
ttgecctgact
gtgctgcaat
agccagccgg
ctattaattg
ttgttgccat
gcteecggttce
ttagctccett
tggttatggc
tgactggtga
cctgeccceggce
tcattggaaa
gttcgatgta
tttectgggtg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgcacatt

<210> 17

<211> 6414
<212> DNA

caccgecggtg
gttaatttcg
gctcacaatt
atgagtgagce
cctgtegtge
tgggcgcetcet
agcggtatca
aggaaagaac
gctggcgttt
tcagaggtgg
cctcgtgcege
ttcgggaagce
cgttegcectec
atccggtaac
agccactggt
gtggtggecet
gccagttacc
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag
ccecegtegtg
gataccgcga
aagggccgag
ttgcegggaa
tgctacaggc
Ccaacgatca
cggtcecctceg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgttettceg
acccactegt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tcccecgaaaa

<213> Umela sekvencia

<220>

gagctttaat
agcttggegt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgecatt
tcecgettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccataggce
cgaaacccga
tctectgtte
gtggcgcettt
aagctgggct
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataccg

gggcgaaaac
gcacccaact

ggaaggcaaa
ctcttecttt
atatttgaat
gtgccaca
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taaggcgcgce
aatcatggtc
tacgagccgg
taattgcgtt
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tcecgececceccece
caggactata
cgacccectgcece
ctcatagctc
gtgtgcacga
agtccaaccc
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggctcce
gtcctgcaac
gtagttcgcc
cacgctegtce
catgatcceccc
gaagtaagtt
ctgtcatgcece
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcagce
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa

<223> Opis umelej sekvencie: plazmid

<400> 17

tcgacattga
cccatatatg
caacgacccce
gactttccat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtcate

ttattgacta
gagttccgceg
cgcccattga
tgacgtcaat
catatgccaa
gcccagtaca
gctattacca

gttattaata
ttacataact
cgtcaataat
gggtggagta
gtacgccccce
tgaccttatg

tggtgatgeg

gtaatcaatt
tacggtaaat
gacgtatgtt
tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttcct
gttttggcag

cagctccagce
atagctgttt
aagcataaag
gcgctecactg
ccaacgcgceg
ctecgetgege
acggttatcc
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg
accccccegtt
ggtaagacac
gtatgtaggc
gacagtattt
ctcttgatcc
gattacgege
cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttegt
gggcttacca
agatttatca
tttatccgcece
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtgce
ggcegeagtg
atccgtaaga
tatgcggega
cagaacttta
cttaccgctg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa

acggggtcat
ggcccgcectg
cccatagtaa
actgcccact
aatgacggta
acttggcagt
tacatcaatg

ttttgttcce
cctgtgtgaa
tgtaaagcct
ccegetttece
gggagaggcg
tcggtegttce
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttcecce
tacctgtccg
tatctcagtt
cagcccgacce
gacttatcgc
ggtgctacag
ggtatctgcg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggccececa
gcaataaacc
tccatccagt
ttgcgcaacg
gcttcattca
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgettttetg
ccgagttgcet
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccagcyg

agggcgacac
tatcagggtt

ataggggttc

tagttcatag
gctgaccgcce
cgccaatagg
tggcagtaca
aatggcccgce
acatctacgt

ggcgtggata

7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9568

60

120
180
240
300
360
420



gcggtttgac
ttggcaccaa
aatgggecggt
agaacccact
cttctgcagg
tgtgaaggaa
aagctctaag
tgtttgtgta
ctttaatgag
tgctgactcet
ctttccttca
ttgctttget
aaaatatttg
aggttttact
atgcaattgt
gcatcacaaa
aactcatcaa
acagctttgt
gttaaaagat
ctcaagttec
taattaaaac
gctccgecect
gcgacaccca
cccaccacct
cggacgggta
gggggacgcg
tctcecgeggg
cgcaggatge
gcggccacgce
cggggectcet
agtgggaagc
caggctgcct
gtgtcccaga
tggctggatt
agacgcgcgg
ttgcccatge
gggagcaaag
gatggagcct
gaacgagttc
cctggtgatt
ggacagaatt
tcttgccaaa
agtggacatg
aggccatctc
cccagaaatt
agtccaggag
gaaagatact
tacaagacca
tctaagccac
ttttcatttt
cataaagttc
gtagtgtgtg
gggctcatag
agcagagcta
gcacatcaga
tggctccatt
tttaacttct
gtgtgtcagt

tcacggggat
aatcaacggg
aggcgtgtac
gcttaactgg
tcgacatcga
ccttacttet
gtaaatataa
ttttagattc
gaaaacctgt
caacattcta
gaattgctaa
atttacacca
atgtatagtg
tgctttaaaa
tgttgttaac
tttcacaaat
tgtatcttat
tctagtcage
gtatcctgga
ggttaacaac
ctttcaacta
tctcagtact
cgtgcectet
ggcccecgecece
gacgctgggg
gtggatctca

gcttgggegg
agaagagcaa
cggactgggce
gatgttcaaa
agcgceeggge
aggtgatcgc
atatgggcat
gggttaggga
gccaactact
ccgeggtgat
tccggtcecact
gagcacacgt
aagtacttcc
atgggccgga
aatatagttc
agtctggacc
gtttggatag
agactctttg
gatttggaga
gaaaaaggca
tgctgattga
tgggacttgt
tccccaaagt
cattagtcta
tcaatgcccee
tacaagagac
agataggaag
gaactcagac
ctctgagcag
gtgctcctta
ccgtttetcea

tagggtgtgg

ttccaagtct
actttccaaa
ggtgggaggt
cttatcgaaa
tggatccggt
gtggtgtgac
aatttttaag
caacctatgg
tttgctcaga
ctcctccaaa
gttttttgag
caaaggaaaa
ccttgactag
aacctcccac
ttgtttattg
aaagcatttt
catgtctgga
caggcaagca
cctgccagac
aggaggcaac
aaacacggac
ccccaccatt
cccaccecgac
cgttgaggac
gcgctgagga
ggcttccgga
cggaagaatg
gcccegeceggyg

ggggccggec
taggatgcta

gactgcaatt
tgctgctgtce
cggcaagaac
aaccgaggcg
tagggacagt
cccecatgcetg
gggcagcacc
gacagggtcc
aaagaatgac
aaacctggtt
tcagtagaga
atgccttaaa
ttggaggcag
tgacaaggat
aatataaact
tcaagtataa
cttcaagttc
gttggcttta
catgeccccag
accaggttat
tcccatgeag
cccaaagaca
ctagatgaat
tttaaagaaa
agttctgttc
gagatgggag
tcttcagtga
aaagtcccca
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ccaccccatt
atgtcgtaac
ctatataagc
ttaatacgac
acctcgagcg
ataattggac
tgtataatgt
aactgatgaa
agaaatgcca
aaagaagaga
tcatgctgtg
agctgcactg
agatcataat
acctcccect
cagcttataa
tttcactgca
tcaattctga
tatgtaaata
ctggccattce
gagatctcaa
ccacggatgt
aggctcgcta
gctaaccceg
agaagaaacc
gtcgtectcet
agactggaag
gccgctagac
agcgcgcggce
tggtggaggce
ggcttgttga
tcgcgccaaa
atggttcgac
ggagaccttc
gttcgctgaa
catgaggggt
tgccagcectt
accccccgga
ctgttaacgce
caccacctcc
ctccattccet
gctcaaggaa
acttattgaa
ttcecgtttac
catgcaggaa
tctcecagag
atttgaagtc
tactgetttce
gatcctgtge
ccectgtata
attaaatata
cctcaagtgg
tagagcccct
aagtacaaag
attagatcaa
actcagacag
caggtggagg
gttccaaggg
ggctcccecag

gacgtcaatg
aactccgcecc
agagctctct
tcactatagg
cgaattctct
aaactaccta
gttaaactac
tgggagcagt
tctagtgatg
aaggtagaag
tttagtaata
ctatacaaga
cagccatacc
gaacctgaaa
tggttacaaa
ttctagttgt
gaaactagcc
aagttcctca
acgtaaacag
atctattact
cacccacttt
cteccacctce
ccecetgececeg
ccgggcagcec
accttctctg
aaccggctca
gcggacttgg
tgtactaccc
ggagtctgac
ggcgtggcect
cttgggggaa
cgctgaactg
cctggccaat
tcgggtcgag
aggcccgceeg
tgcccagagg
cttgcatggg
agtgtttctc
tcagtggaag
gagaagaatc
ccaccacaag
caaccagagt
aaggaagcca
tttgaaagtg
tacccagggg
tatgagaaga
ctcctaaaat
atcctgggca
attctaaaca
ctttaagaaa
ctccceccagcea
gagagcatga
ggcagaaatg
agtagagact
aaaatgggta
attatataag
atactacaat
caggcagaag

ggagtttgtt
cattgacgca
ggctaactag
gagacccaag
agaggatctt
cagagattta
tgattctaat
ggtggaatgc
atgaggctac
accccaagga
gaactcttgc
aaattatgga
acatttgtag
cataaaatga
taaagcaata
ggtttgtcca
ttaaagacag
gggaactgag
aagattccgce
tctaatcggg
tcecttecceceg
acttccggge
tctgaccceeg
gcagccaagg
ctggctecggt
gaaccgcttg
tgcgaggcat
cgcgectgga
ctcgtggagg
ccgattcaca
gcacagcgta
catcgtcgcce
gctcaggtac
cacttggcgg
gctgctgcecce
cgctctaget
tagccgctga
taactttcag
gtaaacagaa
gacctttaaa
gagctcattt
tagcagataa
tgaatcagcc
acacgttctt
tcctttcectga
aaggctaaca
tatgcatttt
actgttgtac
attagaatta
caccatttgc
gatgcatagg
gctgatatgg
ggttttaacc
gaattattct
aattgagagc
gtctggaaca
tctgtggaat
tatgcaaagc

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900



atgcatctca
agtatgcaaa
atccecgceccecce
tttatttatg
ttggaggccect
ctgtagcggce
tgccagegcece
cggctttcce
acggcacctc
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgccgattt
tttaacaaaa
acccctattt
ccctgataaa
gtcgecectta
ctggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caactcggtce
gaaaagcatc
agtgataaca
gcttttttge
aatgaagcca
ttgcgcaaac
tggatggagg
tttattgctg
gggccagatg
atggatgaac
ctgtcagacc
aaaaggatct
ttttegttec
ttttttctge
tgtttgcecgg
cagataccaa
gtagcaccgc
gataagtcgt
tcgggctgaa
ctgagatacc
gacaggtatc
ggaaacgcct
tttttgtgat

<210> 18

<211> 6062
<212> DNA

attagtcagc
gcatgcatct
taactccgcce
cagaggccga
aggcttttgce
gcattaagcg
ctagcgceccg
cgtcaagctc
gaccccaaaa
tttttegecce
gaacaacact
cggcectattg
tattaacgtt
gtttattttt
tgcttcaata
ttceccttttt
taaaagatgc
gcggtaagat
aagttctgcet
gccgcataca
ttacggatgg
ctgcggccaa
acaacatggg
taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagcccectce
gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat
actgagcgtc
gcgtaatctg
atcaagagct
atactgtcct
ctacatacct
gtcttaccgg
cggggggttce
tacagcgtga
cggtaagcgg
ggtatcttta
gctcgtcagg

<213> Umela sekvencia

<220>

aaccaggtgt
caattagtca
cagttccgcce
ggcgcctcetg
aaaaaagcta
cggcgggtgt
ctecctttege
taaatcgggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttca
tctaaatact
atattgaaaa
tgeggeattt
tgaagatcag
ccttgagagt
atgtggcgcg
ctattctcag
catgacagta
cttacttctg
ggatcatgta
cgagcgtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agccggtgag
ccgtatcgta
gatcgctgag
atatatactt
cctttttgat
agaccccgta
ctgcttgcaa
accaactctt
tctagtgtag
cgectctgceta
gttggactca
gtgcacacag
gcattgagaa
cagggtcgga
tagtcctgtce

ggggcggagce
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ggaaagtccc
gcaaccatag
cattctcecgce
agctattcca
attcagcctg
ggtggttacg
tttcttcect
gctececttta
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggtctatt
gagctgattt
ggtggcactt
tcaaatatgt
aggaagagta
tgccttectg
ttgggtgcac
tttcgcceceg
gtattatccc
aatgacttgg
agagaattat
acaacgatcg
actcgccttg
accacgatgc
actctagctt
cttctgcgcet
cgtgggtctce
gttatctaca
ataggtgcct
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
ttteccgaagg
ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cccagettgg
agcgccacgc
acaggagagce
gggtttegcece
ctatggaaaa

<223> Opis umelej sekvencie: plazmid

<400> 18

caggctcccec
tcecegeecect
cccatggcetg
gaagtagtga
aatggcgaat
cgcagcgtga
tcettteteg
gggttccgat
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
ttcggggaaa
atccgctcat
tgagtattca
tttttgckca
gagtgggtta
aagaacgttt
gtattgacgc
ttgagtactc
gcagtgctgce
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
cceggcaaca
cggccecttec
gcggtatcat
cgacggggag
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatccc
aaggatcttc
caccgctace
taactggctt
gccaccactt
cagtggctgc
taccggataa
agcgaacgac
ttccegaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcaa

agcaggcaga
aactccgccc
actaattttt
ggaggctttt
gggacgcgcec
ccgctacact
ccacgttcgce
ttagtgcttt
gccatcgccece
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
tgtgecgcgga
gagacaataa
acatttccgt
cccagaaacg
catcgaactg
tccaatgatg
¢gggcaagag
accagtcaca
cataaccatg
ggagctaacc
accggagcetg
ggcaacaacg
attaatagac
ggctggetgg
tgcagcactg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct
agcggtggtt
cagcagagcg
caagaactct
tgccagtgge
ggcgcagcegg
ctacaccgaa
gagaaaggcg
gcttccaggg
tgagecgtcga
cgcc

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
52890
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6414



Tcgacattga
ccecatatatg
caacgaccce
gactttccat
tcaagtgtat
ctggecattat
attagtcate
gcggtttgac
ttggcaccaa
aatgggcggt
tcagatcgee
atccagecte
ggtaagtace
tattggtcta
cgactcacta
agcgcgaatt
atagcatcac
ccaaactecat
cagacagett
gaggttaaaa
cgcctcaagt
gggtaattaa
ceggeteege
ggcgegacac
ccgcccacca
aggcggacgg
ggtgggggac
ttgtetecge
catcgeagga
ggagcggceca
aggceggggee
acaagtggga
gtacaggctg
geegtgtece
tactggctgg
cggagacgeg
ccettgeeeca
gctgggagea
tgagatggag
caggaacgag
gaacctggtg
aaaggacaga
ttttecttgee
taaagtggac
gccaggecat
cttecececagaa
tgaagtceag
acagaaagat
ttttacaaga
tactctaage
ttatttteat
tgccataaag
agaggtagtgt
tgggggetea
ccagcagage
ctgcacatca
gctggetcea
catttaactt
aatgtgtgte
agcatgcatc
agaagtatge
.Gccatccege

ttattgacta
gagttcegeg
cgcccattga
tgacgtcaat
catatgccaa
gcccagtaca
gctattacea
tcacggggat
aatcaacggyg
aggcegtgtac
tggagacgcecce
cgcggecggg
gectatagag
ttttecccace
tagggagacc
ctctagagat
aaatttcaca
caatgtatct
tgttctagte
gatgtatccet
tceggttaac
aaccttteaa
cettetecagt
ccacgtgeee
cctggceecg
gtagacgctg
geggtggate
ggggcttggg
tgcagaagag
cgceggactg
tctgatgtte
agcagcgeeg

.cctaggtgat

agaatatggg
attgggttag
cgggccaact
tgececegeggt
aagtecggte

‘cctgagcaca

ttcaagtact
attatgggec
attaatatag
aaaagtctgg
atggtttgga
ctcagactct
attgatttgg
gaggaaaaag
acttgctgat
ccatgggact
cactecceccaa
tttecattagt
ttetecaatge
gtgtacaaga
tagagatagg
tagaactcag
gactctgage
ttgtgcectect
cteecgtttet
agttagggtg
teaattagte
aaagcatgea
cectaactee
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gttattaata
ttacataact
cgtcaataat
gggtggagta
gtacgccece
tgaccttatg
tggtgatgeg
ttecaagtct
actttccaaa
ggtgggaggt
atccacgctg
aacggtgcat
aagactcttg
cttaggectge
caagcttctg
atcttgttta
aataaagecat
tatcatgtct
agccaggeaa
ggacctgcca
aacaggaggc
ctaaaacacg
actccceace

tecteecacee;.
N
cceegttgag’

ggggegetga
tcaggcttec
cggeggaaga
caagceegece
ggeggggcceg
aaataggatg
ggcgactgea

‘cgetgetget

catcggcaag
ggaaaccgay
acttagggac
gatccecatg
actgggcage
cgtgacaggyg
tccaaagaat
ggaaaacctg
ttctecagtag
accatgectt
tagttggagg
ttgtgacaag
agaaatataa
gecatcaagta
tgacttcaag
tgtgttgget
agtcatgcce
ctaaccaggt
cecteccatyg
gaccccaaag
agctagatga
actttaaaga
agagttctgt
tagagatggg
catcttecagt
tggaaagtee
agcaaccadg
tctcaattag
gcccagttece

gtaatcaatt
tacggtaaat
gacgtatgtt
tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttcct
gttttggecag
ccaccceatt
atgtegtaac
ctatataagc
ttttgaccte
tggaacgegy
ggtttctgat
tggtgcttaa
caggtcgaca
ttgcagetta
ttttttcact
ggatcaattc
geatatgtaa
gacctggcea
aacgagatct
gacccacgga
attaggcteg
gacgctaace
‘gacagaagaa
ggagtcegtece
ggaagactgg
atggecegeta
gggagcegege
gectggtgga
ctaggcttgt
atttegegee
gtcatggtte
aacggagacc
geggtteget
agtcatgagg
ctgtgcecage
accaccecece
tecctgttaa
gaccaccace
gttectececatt
agagctcaag
aaaacttatt
cagttcegtt
gatcatgecag
acttctccea
taaatttgaa
ttctactgcet
ttagatcctg
cagcccectgt
tatattaaat
cagccteaag
acatagagcee
ataagtacaa
aaattagatc
tcactcagac
agcaggtgga
gagattccaa
cecaggectece
tgtggaaagt
tcagcaacca
gcccattetce

acggggtcat
ggcccgeetg
cccatagtaa
actgcccact
aatgacggta
acttggcagt
tacatcaatg
gacgtcaatg
aactecgecece
agagctegtt
catagaagac
attcccegtyg
aggcactgac
ctggcttate
tegatggate
taatggttac
gecattctagt
tgaazaacta
ataaagttce
ttcacgtaaa
caaatctatt
tgtcacccac
ctactecace
ccgeeeetge
accccgggea
tctacecttcet
aagaaccggce
gacgecggact
ggctgtacta
ggcggagtct
tgaggcgtgyg
aaacttgggg
gaccgcetgaa
ttceoectggee
gaatcgggtc
ggtaggcecyg
ctttgcccag
ggacttgcat
cgcagbgttt
tcctecagtgg
cctgagaaga
gaaccaccac
gaacaaccag
tacaaggaag
gaatttgaaa
gagtacccag
gtctatgaga
ttectectaa
tgcatcctgg
ataattctaa
atactttaag
tggctcecea
cctgagagea
agggcagzaa
aaagtagaga
agaaaatggg
ggattatata
gggatactac
cagcaggecag
cceccaggcete
tagtceccgee
cgccccatgyg

tagttcatag
gctgacegee
cgccaatagg
tggcagtaca
aatggccege
acatctacgt
ggcgtggata
ggagtttgtt
cattgacgca
tagtgaaceg
accgggacceg
ccaagagtca
tctcectetgec
gaaattaata
cggtaccteg
aaataaagca
tgtggtttgt
geccttaaaga
tcagggaact
cagaagattc
acttctaatc
tttteecttee
tccacttceg
cegtetgace
gccgcageca
ctgctggcte
tcagaacecge
tggtgcgagg
cceegegect
gacctcgtgg
ccteegatte
gaagcacagc
ctgcatcgte
aatgctecagy
gagcacttgg
ccggetgetyg
aggegetcta
gggtagecge
ctetaacttt
aaggtaaaca
atcgaccttt
aaggagctca
agttagcaga
ccatgaatca
gtgacacgtt
gggtecttte
agaaaggcta
aattatgcat
gcaactgttyg
acaattagaa
aaacaccatt
gcagatgcat
tgagctgata
tgggttttaa
ctgaattatt
taaattgaga
aggtctggaa
aattctgtgg
aagtatgcaa
cccagecagge
cctaacteceg
ctgactaatt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

800

860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720




ttttttattt
tttttggagg
tgtazaacgtt
taaccaatag
gttgagtgtt
caaagggcga
aagtttttgg
tttagagcett
ggagcgggceg
gccgegetta
ggaaccccta
taaccctgat
cgtgtegece
acgctggtga
ctggatctca
atgagcactt
gagcaacteg
acagaaaagc
atgagtgata
accgecttttt
ctgaatgaag
acgttgcgea
gactggatgg
tggtttattg
ctggggccag
actatggatg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttegt
ccttttttte
gtttgtttge
gcgecagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggtcggget
gaactgagat

gcggacaggt’

gggggaaacg
cgatttttgt

gc

atgcagagge

cctaggettt
aatattttgt
geccgaaateg
gtteccagttt
aaaaccgtct
ggtcgaggtg
gacggggaaa
ctagggeget
atgcgeoget
tttgtttatt
aaatgcttca
ttattcectt
aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagttct
gtcgeegeat
atcttacgga
acactgcggce
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa
ctgataaatc
atggtaagcec
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tcecactgage
tgegegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcectacata
cgtgtettac
gaacgggggg
acctacageg
atctggtaag
cctggtatcet
gatgctogtc
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tgcaaaaaag
taaaattecgce
geazaatcece
ggaacaagag
atcagggcga
cegtaaagca
gecggegaac
ggcaagtgta
acagggcgced
tttctaaata
ataatattga
ttitgeggea
tgctgaagat
gatccttgag
gctatgtggce
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagcegt
tggcgaacta
agttgcagga
tggagccggt
ctacegtatc
acagatcget

ctcatatata’

gatcettttt
gtcagacccc
ctgctgettg
gctaccaact
ccttctagtg
cctegetety
cgggttggac
ttegtgecaca
tgagcattga
cggcagggte
ttatagtcct
aggggggcyy

cgaggegect ctgagctatt

ctaattcage
gttaaatttt
ttataaatcaa
tccactatta
tggcccacta
ctaaatcgga
gtggcgagaa
gecggtcacge
tecaggtggca
cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgectte
cagttgggtg
agttttcegcce
gcggtatktat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgec
gacaccacga
cttactctag
ccacttetge
gagcgtgggt
gtagttatct

_gagataggtg

ctttagattg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttcega
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagccecaget
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggttte
agcctatgga

ccagaagtag
ctgaatggeg
tgttaaatca
aaagaataga
aagaacgtgg
cgtgaaccat
accctaaagg
aggaagggaa
tgegegtaac
cttttegggg
tgtatcecget
gtatgagtat
ctgtttttge
cacgagtggg
ccgaagaacg
ccecgtattga
togttgagta
tatgecagtgce
teggaggace
ttgategttyg
tgectgtage
cttceoeggea
gcteggecet
ctecgeggtat
acacgacggg
ccteactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca
taccagtgge
aglttaccgga
tggagcgaac
cgattecega
agcgcacgag
gccacctctg
aaaacgccag

‘tgaggagget

aatgggaaat
gctcecattttt
ccgagatagg
actccaacgt
caccctaatc
gagcceecga
gaaagcgaaa
caccacacce
aaatgtgege
catgagacaa
tcaacatttce
tcacccagaa
ttacatcgaa
ttttcecaatg
cgccgggeaa
cteaccagtc
tgeccataacc
gaaggagcta
ggaaccggag
aatggcaaca
acaattaata
tecggctgge
cattgcagca
gagtcaggca
taagcattgg
tecatttttaa
cccttaacgt
ttcttgagat
accagcggtyg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgectgccagt
taaggcgcag
gacctacacc
agggagaaag
ggagctteca
acttgagcgt
caacgcagct

3780

3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6062
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PATENTOVE NAROKY

1. Protilatkova molekula obsahujuca variabilnii oblast tazkého retazca, ktora
ma aminokyselinovi sekvenciu definovanu v sekv. ¢. 1, alebo jej fragment, alelicky
variant, funkény variant, glykozylaény variant, fuzovana molekula alebo chemicky

derivat.

2. Protilatkova molekula, v ktorej variabilna oblast tazkého retazca pozostava

z aminokyselin ako su charakterizované aminokyselinovou sekvenciou €. 1.

3. Protilatkova molekula obsahujica variabilni oblast’ lahkého retazca, ktora
ma aminokyselinov( sekvenciu definovani v sekv. €. 2, alebo jej fragment, alelicky
variant, funkény variant, glykozylacény variant, fazovana molekula alebo chemicky

derivat.

4. Protilatkova molekula, v ktorej variabilna oblast lahkého retazca pozostava

z aminokyselin ako su charakterizované aminokyselinovou sekvenciou €. 2.

5. Protilatkova molekula obsahujica variabilnt oblast lahkého retazca ako je
charakterizovana aminokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. €. 3,
alebo jej fragment, alelicky variant, funkény variant, glykozylaény variant, fizovana

molekula alebo chemicky derivat.

6. Protilatkova molekula, v ktorej variabilna oblast fahkého retazca pozostava

z aminokyselin ako su charakterizované aminokyselinovou sekvenciou €. 3.

7. Protilatkova molekula podfa naroku 1 a 3 obsahujuca variabilni oblast
tazkého retazca, ako je charakterizovania aminokyselinovou sekvenciou ako je
definovana v sekv. ¢. 1, a obsahujtca variabiln oblast fahkého retazca, ako je
charakterizovana aminokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. ¢. 2,
alebo jej fragment, alelicky variant, funkény variant, glykozylacny variant, fGzovana

molekula alebo chemicky derivat.
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8. Protilatkova molekula podfa naroku 2 a 4, ktorej variabilna oblast tazkého
retazca pozostava z aminokyselin ako sU charakterizované aminokyselinovou
sekvenciou &. 1, a ktorej variabilna oblast [ahkého retazca pozostava z
aminokyselin ako sU charakterizované aminokyselinovou sekvenciou &. 2.

9. Protilatkova molekula podlfa naroku 1 a 5 obsahujica variabilnGi oblast
tazkého retazca, ako je charakterizovana aminokyselinovou sekvenciou ako je
definovana v sekv. €. 1, a obsahujlca variabilnt oblast fahkého retazca, ako je
charakterizovanad aminokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. €. 3,
alebo jej fragment, alelicky variant, funkény variant, glykozylaény variant, fazovana

molekula alebo chemicky derivat.

10. Protilatkova molekula podia naroku 2 a 6, ktorej variabilna oblast tazkého
retazca pozostava z aminokyselin ako st charakterizované aminokyselinovou
sekvenciou & 1, a ktorej variabilna oblast [ahkého retazca pozostava z

aminokyselin ako su charakterizované aminokyselinovou sekvenciou &. 3.

11. Protilatkova molekula obsahujica variabilni oblast tazkého retazca
koédovant nukleokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. €. 4, alebo jej
fragment, alelicky variant, funkény variant, variant zalozeny na degenerovanosti

nukleokyselinového kédu, fizovana molekula alebo chemicky derivat.

12. Protilatkova molekula, ktorej variabilnd oblast tazkého retazca je

kédovana nukleokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. ¢. 4.

13. Protilatkova molekula obsahujica variabilnd oblast fahkého retazca
kdédovanu nukleokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. €. 5, alebo jej
fragment, alelicky variant, funkény variant, variant zaloZzeny na degenerovanosti

nukleokyselinového kédu, fizovana molekula alebo chemicky derivat.

14. Protilatkovd molekula, ktorej variabilnd oblast lahkého retazca je

kédovana nukleokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. €. 5.
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15. Protilatkovd molekula obsahujica variabilni oblast fahkého refazca
kédovanl nukleokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. €. 6, alebo jej
fragment, alelicky variant, funkény variant, variant zalozeny na degenerovanosti

nukleokyselinového kédu, fiuzovana molekula alebo chemicky derivat.

16. Protilatkova molekula, ktorej variabilnd oblast lahkého retazca je

kodovana nukleokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv. €. 6.

17. Protilatkova molekula podla naroku 11 a 13 obsahujaca variabilnu oblast
tazkého retazca kédovanu nukleokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv.
€. 4, a obsahujuca variabilni oblast lahkého retazca kédovani nukleokyselinovou
sekvenciou ako je definovana v sekv. ¢. 5, alebo jej fragment, alelicky variant,
funkény variant, variant zaloZzeny na degenerovanosti nukleokyselinového kodu,

fuzovana molekula alebo chemicky derivat.

18. Protilatkovd molekula podla naroku 12 a 14, ktorej variabilna oblast
tazkého retazca je kodovana nukleokyselinovou sekvenciou ako je definovana v
sekv. €. 4, a ktorej variabilna oblast ahkého retazca je kddovana nukleokyselinovou

sekvenciou ako je definovana v sekv. ¢. 5.

19. Protilatkova molekula podia naroku 11 a 15 obsahujtca variabilni oblast
tazkého retazca kddovanu nukleokyselinovou sekvenciou ako je definovana v sekv.
¢. 4, a obsahujaca variabilni oblast lahkého retazca kdédovana nukleokyselinovou
sekvenciou ako je definovana v sekv. ¢. 6, alebo jej fragment, alelicky variant,
funkCny variant, variant zalozeny na degenerovanosti nukleokyselinového kodu,

fuzovana molekula alebo chemicky derivat.

20. Protilatkova molekula podia naroku 12 a 16, ktorej variabilna oblast
tazkého retazca je kédovana nukleokyselinovou sekvenciou ako je definovana v
sekv. €. 4, a ktorej variabilna oblast lahkého retazca je kodovana nukleokyselinovou

sekvenciou ako je definovana v sekv. €. 6.
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21. Protildtkova molekula podra ktoréhokolvek z narokov 1 az 20, kde kazdy
variabiiny fahky retazec a kazdy variabilny tazky retazec je separatne spojeny s
fudskou konstantnou oblastou.

22. Protilatkova molekula podfa naroku 21, kde fudskou konstantou oblastou

fahkého retazca je ludska kapa kons$tantna oblast’.

23. Protilatkova molekula podfa naroku 21 alebo 22, kde [udskou

konstantnou oblastou tazkého retazca je fudska IgG1 konstantna oblast.

24. Protilatkova molekula podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 23 obsahujica
taZzky retazec ako je charekterizovany aminokyselinovou sekvenciou definovanou v
sekv. ¢. 7, a obsahujuca lahky retazec ako je charakterizovany aminokyselinovou
sekvenciou definovanou v sekv. ¢. 8, alebo jej fragment, alelicky variant, funkény
variant, glykozylagny variant, flzovana molekula alebo chemicky derivat.

25. Protilatkova molekula podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 24, kde tazky
retazec pozostava z aminokyselin ako sG charakterizované aminokyselinovou

sekvenciou €. 7, a kde flahky retazec pozostdva z aminokyselin ako su

charakterizované aminokyselinovou sekvenciou ¢. 8.

26. Protilatkova molekula podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 25 obsahujtca
taZky retazec ako je charekterizovany aminokyselinovou sekvenciou definovanou v
sekv. ¢. 7, a obsahujica lahky retazec ako je charakterizovany aminokyselinovou
sekvenciou definovanou v sekv. ¢. 9, alebo jéj fragment, alelicky variant, funkény
variant, glykozylaény variant, fizovana molekula alebo chemicky derivat.

27. Protilatkova molekula podfa kioréhokolvek z narokov 1 az 26, kde tazky
refazec pozostava z aminokyselin ako su charakterizované aminokyselinovou

sekvenciou €. 7, a kde fahky retazec pozostdva z aminokyselin ako su

charakterizované aminokyselinovou sekvenciou ¢. 9.
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28. Protilatkova molekula podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 27 obsahujtica
tazky retazec ako je kddovany nukieokyselinovou sekvenciou definovanou v sekv.
¢. 10, a obsahujuca fahky retazec ako je kddovany nukleokyselinovou sekvenciou
definovanou v sekv. &. 11, alebo jej fragment, alelicky variant, funkCny variant,
variant zaloZzeny na degenerovanosti nukleokyselinového kédu, fizovana molekula

alebo chemicky derivat.

29. Protilatkova molekula podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 28, kde tazky

refazec je kédovany nukleokyselinovou sekvenciou ¢. 10, a kde lahky retazec je

kbédovany nukleokyselinovou sekvenciou €. 11.

30. Protilatkova molekula podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 29 obsahujica
tazky retazec ako je kddovany nukleokyselinovou sekvenciou definovanou v sekv.
¢. 10, a obsahujlica rahky retazec ako je kddovany nukleokyselinovou sekvenciou
definovanou v sekv. €. 12, alebo jej fragment, alelicky variant, funkény variant,
variant zalozeny na degenerovanosti nukleokyselinového kodu, fuzovana molekula

alebo chemicky derivat.

31. Protilatkova molekula podia ktoréhokolvek z narokov 1 az 30, kde tazky
retazec je kédovany nukleokyselinovou sekvenciou ¢. 10, a kde fahky retazec je

kédovany nukleokyselinovou sekvenciou €. 12.

32. Protilatkova molekula podia ktoréhokolvek z narokov 1 az 31 obsahujlica
tazky retazec ako je kddovany nukleokyselinovou sekvenciou definovanou v sekv.
¢. 13, a obsahujuca fahky retazec ako je kddovany nukleokyselinovou sekvenciou
definovanou v sekv. €. 14, alebo jej fragment, alelicky variant, funkCny variant,
variant zaloZeny na degenerovanosti nukleokyselinového kédu, flzovana molekula

alebo chemicky derivat.

33. Protilatkova molekula podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 32, kde tazky
retazec je kddovany nukleokyselinovou sekvenciou &. 13, a kde lahky retazec je

kédovany nukleokyselinovou sekvenciou €. 14.
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34. Protildtkova molekula podla ktoréhokofvek z narokov 1 aZ 33 obsahuijtica
tazky retazec ako je kédovany nukleokyselinovou sekvenciou definovanou v sekv.
€. 13, a obsahujlca lahky retazec ko je kédovany nukleokyselinovou sekvenciou
definovanou v sekv. &. 15, alebo jej fragment, alelicky variant, funk&ny variant,
variant zalozeny na degenerovanosti nukleokyselinového kodu, fizovana molekula
alebo chemicky derivat.

35. Protilatkova molekula podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 34, kde tazky
retazec je kddovany nukleokyselinovou sekvenciou €. 13, a kde lahky retazec je

kddovany nukleokyselinovou sekvenciou ¢. 15.

36. Protilatkova molekula podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 35, obsahujlica
tazky a lahky retazec, ako st kdédované nukleokyselinovou sekvenciou definovanou
v sekv. €. 16, alebo jej fragment, alelicky variant, funkény variant, variant zalozeny
na degenerovanosti nukleokyselinového kodu, faGzovana molekula alebo chemicky
derivat.

37. Protilatkova molekula podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 36, kde tazky a
lahky retazec su kédované nukleokyselinovou sekvenciou ¢. 16.

38. Protilatkova molekula podia ktoréhokolvek z narokov 1 az 37, ktora je

konjugovana s terapeutickou latkou.

39. Protilatkovy protein podla naroku 38, kde terapeuticka latka je vybrana zo
skupiny pozostavajicej z rédioizotopov, toxinov, toxoidov, zapalovych latok a
chemoterapeutickych latok.

40. Protilatkovy protein podla naroku 39, kde terapeuticka latka je spojena s
protilatkovym proteinom prostrednictvom spojovnika vybraného zo skupiny
obsahujucej MAG-3 GABA, MAG-2 GABA a N2S2.
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41. Protilatkovy protein podfa naroku 40, kde terapeuticka latka je spojena s

protilatkovym proteinom prostrednictvom MAG-2 GABA.

42. Protilatkovy protein podfa ktoréhokolvek z narokov 38 az 41, kde

radioizotopom je p-emitujuci radioizotop.

43. Protilatkovy protein podia naroku 42, kde radioizotop je vybrany zo

skupiny obsahujucej '®rénium, *®rénium, *'jod a Pytrium.

44. Protilatkovy protein podta naroku 43, kde radioizotopom je ***rénium.

45. Protilatkovy protein podfa ktoréhokolvek z narokov 39 az 44, kde
protilatkovy protein ma $pecificki aktivitu od priblizne 0,5 do priblizne 15 mCi/mg
alebo od priblizne 0,5 do priblizne 14 mCi/mg, vyhodne priblizne 1 az priblizne 10
mCi/mg, vyhodne priblizne 1 az priblizne 5 mCi/mg a najvyhodnejsie 2 az 6 mCi/mg

alebo 1 az 3 mCi/mg.

46. Protilatkovy protein podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 37, ktory je
oznaceny.

47. Protilatkovy protein podfa naroku 46, kde znaCkou je detegovatelny

marker.

48. Protilatovy protein podla naroku 47, kde detegovatefny marker je vybrany
zo skupiny, ktora obsahuje enzymy, farbicky, radioizotopy, digoxygenin a biotin.

49. Protilatkovy protein podia ktoréhokolvek z narokov 1 az 37 konjugovany

so zobrazitefnym ¢&inidlom.

50. Protilatkovy protein podfa naroku 49, kde zobrazitefnym C&inidlom je

radioizotop.
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51. Protilatkovy protein podla naroku 50, kde radioizotopom je y-emitujici
radioizotop.

52. Protilatkovy protein podra naroku 51, kde radioizotopom je '?°!.

53. Farmaceuticky prostriedok, vyznad&ujiuci sa tym, Ze obsahuje
protilatkovy protein podlfa ktoréhokolvek z narokov 1 aZz 45 a farmaceuticky

prijatefny nosi¢ alebo excipient.

54. Farmaceuticky prostriedok podla naroku 53, vyznacdujlici sa
tym, Ze protilatkovy protein je konjugovany s radioizotopom podia ktoréhokolvek z
narokov 39 az 44 a ma $pecificks aktivitu od priblizne 0,5 do priblizne 15 mCi/mg
alebo od priblizne 0,5 do priblizne 14 mCi/mg, vyhodne priblizne 1 az priblizne 10
mCi/mg, vyhodne priblizne 1 az priblizne 5 mCi/mg, a najvyhodnejsie 2 az 6 mCi/mg
alebo 1 az 3 mCi/mg.

55. Farmaceuticky prostriedok podla naroku 53 alebo 54, vyznacujlci
sa tym, Ze mnozZstvo radioaktivne znacCenej protilatky vo farmaceutickom
prostriedku, ktory ma byt aplikovany pacientovi, je 10, 20, 30, 40, 50 alebo 60

mCi/m?.

56. Farmaceuticky prostriedok podfa ktoréhokolvek z narokov 53 az 55,
vyznacdujlci sa tym, Ze mnozstvo radioaktivne znacenej protilatky vo

farmaceutickom prostriedku, ktory sa ma aplikovat pacientovi, je 50 mCi/m?.

97. Farmaceuticky prostriedok podla ktoréhokolvek z narokov 53 az 56,
vyznacdujuci sa tym, ze dalej obsahuje jedno alebo viaceré latky chraniace
pred Ziarenim zo skupiny obsahujicej kyselinu askorbovu, kyselinu gnetizovd,
kyselinu reduktovd, kyselinu erytrobovl, kyselinu p-aminobenzoovt, kyselinu 4-
hydroxybenzoovi, kyselinu nikotinovl, nikotinamid, kyselinu 2,5-dihydroxy-1,5-

benzéndisulfénova, providén, inozitol a/alebo citrat.
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58. Farmaceuticky prostriedok podia ktoréhokolvek z narokov 53 az 57,
vyznacujuci sa tym, Ze latkou chraniacou pred Ziarenim je kyselina

askorbova.

59. Farmaceuticky prostriedok podla ktoréhokolvek z narokov 53 az 58,
vyznacujlci sa tym, Ze protilatovy protein obsahuje protilatkovi molekulu
vybrant zo skupiny obsahujucej protilatkové molekuly podfa narokov 8, 10, 18, 20,
24, 25, 28, 29, 32, 33, 36, 37, spojenul so '°réniom prostrednictvom MAG-2 GABA,

pricom dalej obsahuje kyselinu askorbovl ako latku chraniacu pred ziarenim.

60. Pouzitie protilatkového proteinu podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 45

na vyrobu lieku na lie¢enie rakoviny.

61. Pouzitie protilatkového proteinu podfa naroku 60, kde rakovina je vybrana
zo skupiny obsahujlcej kolorektalnu rakovinu, rakovinu inych ako malych buniek
plac, rakovinu prsnika, rakovinu hlavy a krku, rakovinu vaje¢nikov, rakovinu pluc,

rakovinu mocoveho mechura, rakovinu pankreasu a metastatické rakoviny mozgu.

62. Pouzitie protilatkového proteinu podfa ktoréhokolvek z narokov 60 alebo
61, kde protilatkovy protein je konjugovany s radioizotopom podla ktoréhokolvek z
narokov 39 az 44 a ma $pecifick( aktivitu od priblizne 0,5 do priblizne 15 mCi/mg
alebo od priblizne 0,5 do priblizne 14 mCi/mg, vyhodne priblizne 1 az priblizne 10
mCi/mg, vyhodne priblizne 1 az priblizne 5 mCi/mg, a najvyhodnejsie 2 az 6 mCi/mg

alebo 1 az 3 mCi/mg.

63. Pouzitie protilatkového proteinu podla naroku 62, kde mnoZstvo
radioaktivne znalenej protilatky vo farmaceutickom prostriedku, ktory sa ma
aplikovat pacientovi, je 10, 20, 30, 40, 50 alebo 60 mCi/m?,

64. Pouzitie protilatkového proteinu podla naroku 62, kde mnozstvo
radioaktivne znacenej protilatky vo farmaceutickom prostriedku, ktory sa ma

aplikovat pacientovi, je 50 mCi/m?.
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65. Nukleova kyselina, ktora kéduje protilatkovy protein podfa jedného z
narokov 1 az 37.

66. Rekombinantny DNA vektor, ktory obsahuje nukleovi kyselinu podfa
naroku 65.

67. Rekombinantny DNA vektor podla naroku 66, ktorym je expresny vektor.

68. Rekombinantny DNA vektor podla naroku 66 alebo 67, ktorym je vektor
pAD-CMV alebo jeho funkény derivat.

69. Rekombinantny DNA vektor podla ktoréhokolvek z narokov 66 az 68,
ktorym je vektor N5SKG1Val alebo jeho derivat.

70. Hostitel, ktory obsahuje vektor podfa ktoréhokolvek z narokov 66 az 69.
71. Hostitel podla naroku 70, ktorym je eukaryoticka hostitelska bunka.
72. Hostitel podfa naroku 70 alebo 71, ktorym je cicav€ia bunka.

73. Hostitel podla ktoréhokolvek z narokov 70 az 72, ktorym je BHK, CHO
alebo COS bunka.

74. Hostitel podla naroku 70, ktorym je bakteriofag.
75. Hostitel podla naroku 70, ktorym je prokaryoticka hostitefska bunka.

76. Spdsob pripravy protilatkového proteinu podfa ktoréhokolvek z narokov 1
az 37, vyznacdujuci sa tym, Ze zahfiia nasledujuce kroky: kultivaciu
hostitela podfa jedného z nérolkov 70 az 75 v podmienkach, v ktorych sa proti-
latkovy protein exprimuje uvedenou hostitelskou bunkou, a izolaciu protilatkového
proteinu.
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77. Sposob podla naroku 76, vyznacujuci sa tym, Ze hostitelom je
cicavcCia bunka, vyhodne CHO alebo COS bunka.

78. Spbsob podla naroku 76 alebo 77, vyznaéujuici sa tym, Ze
hostitelska bunka sa kotransfekuje s dvoma plazmidmi, ktoré nesu expresne

jednotky pre lahky alebo tazky retazec.
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