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A talalmény antitest konjugdtumokra vonatkozik, ame-
lyek a citotoxikus T-sejtek (CTL) aktivalasdra képesek.
A konjugdtumok olyan nemkivéant sejtek elroncsoldsa-
ra alkalmazhaték, amelyek tobbek kozott rék kiilonbo-
z6 formadival, autoimmun folyamatokkal, parazitdk,
baktériumok, virusok és gombdk 4ltal okozott fertGzé-
sekkel kapcsolatosak.

A taldlmdny hdttere

Az utébbi években lépéseket tettek annak érdeké-
ben. hogy antitesteket olyan 4gensekkel kombindlva
alkalmazzanak, amelyek kozvetlen toxikus hatést fejte-
nek ki célsejtekre (citotoxikus szerek, citotoxinok), an-
nak érdekében. hogy a célsejiekre gyakorolt szelektiv
hatést érjenek el, és megakadélyozzék és minimalizdl-
jak a tobbi sejtre gyakorolt nemspecifikus hatdst. A
javasolt kombindci6k a kovalensen kotott komplexek-
161, amelyek kotést biztosité molekuldkat tartalmaznak,
nem-kovalensen kotott komplexeken 4t az egyszerd
keverékig terjednek [pl. Ghose et al., J. Natl. Cancer
Inst. 6/. 657-676 (1979); Carlsson et al., Biotechno-
logy 7. 567-73 (1989)). A javasolt citokinek tobbek
kozott a diftéria toxin, ricin, ricin A alegysége, gelonin
és Pseudomomas aeruginosa A exotoxinja (Takeda
Chemical Ind. EP-A-336 406 szdmon kozzétett eurd-
pai szabadalmi bejelentése, Pastan et al. WO-A-
88/00703 szamon kozzétett nemzetkozi szabadalmi be-
jelentése).

A hibridomatechnika megjelenésével és igy a mo-
noklondlis antitestek hozzaférhetGségével lehetGvé
valt. hogy az antitestek és citotoxikus dgensek kozott
komplexek koncepcidjanak kihasznalasaval specifiku-
sabban iranyitsuk a citotoxikus dgenseket a célba veen-
dd sejtpopulacidhoz.

Tekintetbe véve a citotoxikus dgensek célsejtektdl el-
116 sejtekre gyakorolt kdrosité hatdsdnak felismerésct.
javasoltdk. hogy a citotoxikus dgensek immunstimulélé
anyagokkal legyenek helyettesitve. amelyek kivalydk a
T-limfocitak képzédését és aktivaljak a CTL-ket. Egyes
javaslatok antitestek olyan konjugédtumaira vonatkoznak,
amelyekben az antitestek kapcsolva vannak

(i) olyan antitestekkel, amelyek T-sejt receptor ellen
iranyulnak vagy olyan vegyiiletekkel, amelyek képesek
T-sejt receptorhoz kapcsolédni (Mass. Inst. Techn. EP-
A1-180 171 szdmon kozzétett szabadalmi bejelentése);

(ii) olyan vegyiiletekkel. példaul antigénekkel, mi-
togénekkel. mas idegen proteinekkel és peptidekkel,
amelyek aktivaljadk a citotoxikus T-sejieket (Neorex
Corp. EP~A1-334 300 szdmon kozzétell szabadalmi
bejelentése):

(iii) MHC antigénekkel, (Behringwerke AG. EP-Al-
352 761 szamon kozzétett szabadalmi bejelentése),

(iv) olyan antigénekkel, amelyek ellen a kezelend6
személy immunitdst mutat (Med. Res. Counc. WO-A-
90/11779 szamon 1990. 10. 18-dn kozzétett nemzetko-
zi szabadalmi bejelentése).

(v) egy meg nem nevezett baktérium enterotoxinnal
(Ochi and Wake, UCKA-SYMPOSIUM: Cellular Im-
munity and Immunotherapy of Cancaers. 1990. janudr
27. - februdr 3., Abstract CE 515, 109. oldal).
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Az eddig javasolt immunstimulétorok azonban vagy
wil specifikusak, vagy hatdsukban til dlaldnosak. Igy
példéul a klasszikus antigének a 10° T-sejtbSl mindossze
mintegy 1 T-sejtet aktivdlnak, mig amitogének a T-sejtek
nagy részét képesek potencidlisan aktivélni.

Ugy taldltdk, hogy bizonyos agensek a T-sejiek
kisebb részének aktivaldsat kozvetitik, azaz a T-sejte-
ket viszonylag nagy gyakorisdggal, de messze nem
100%-ban aktivaljak (Fleischer et al., Exp. Med. 167,
1697-1707 (1988); White et al., Cell 56, 27-35
(1989)]. Ezek az 4gensek hatékonyabb aktivatorok,
mint a klasszikus antigének, gy ezeket szuperantigé-
neknek nevezik [4ttekintG Osszefoglalé: Kapper és
Marrack, Science 248, 705 (1990)]. Kimutattdk tovab-
ba [Dohlsten et al., Immunol. 7/, 96—100 (1990); Hed-
lund et al., Cell. Immunol., /29 426-434 (1990)], hogy
az eddig ismert szuperantigének képesek kot6dni a
célsejtek MnC 1T tipusii molekuldihoz €s aktivélni az
olyan T-sejleket, amelyek megfelel6 T-sejt receptor V-
béta lancot hordoznak. A nyilvanossdgra hozott adatok
arra utalnak, hogy az MHC kotés a T-sejt kotés és
aktivalds létrejottének eldfeltétele. Nem zérhaté ki,
hogy a jovében olyan szuperantigéneket taldlnak, ame-
lyek T-sejt receptor V-alfa lancon vagy m4s, a T-sejtek-
nek csak egy szubpopuldcidjandl megtaldlhaté felileti
szerkezeten keresztiil hatnak.

A Staphylococcus enterotoxin A (SEA) szuperanti-
gén immunszabilyozé hatdsat szintén ismertették
[Platsoucas et al., Cell. Immunol. 97, 371-85 (1986)].

A legtobb jelenleg ismert szuperantigént korabban to-
xinként ismerték és mindegyik mikrobidlis eredetd. A
Staphylococcus enterotoxinok példaul enterdlisan toxi-
kusak és aktivaljdk a T-sejteket, a két hatas megkiilon-
boztethetd egymastol [Fleischer et al., Cell. Immunol.
144, 4501-06 (1990); Infekt. Immun. 59, 2126-34
(19911

Korébban javasoltdk a szuperantigéneknek az MHC
11 tipusii antigéneket hordozé sejtek CTL- kozvetitette li-
zisének irdnyitdsdra valé alkalmazdsat (Pharmacia AB
WO-A-91/04053 szamon 1991. 04. 04-én kozzéteut sza-
badalmi bejelentése oltalmi kérébe tartoznak, de konkré-
tan nem emlitik az olyan szuperantigéneket, amelyek ko-
valens immunkonjugéatumok alkotdrészei.

Az olyan sejtek azonban, amelyek nem vagy csak
csekély mértékben fejeznek ki MHC 11 tipusti proteine-
ket, nem kotddnek kelld mértékben a szuperantigének-
hez, hogy lizisitket a CTL-ken keresztiil hatékonyan iré-
nyitsak. Igy az MHC 1I tipusi antigéneket hordoz6 sejtek
altalanos bosége miatt, tovabba mivel a tumor sejteken az
MHC II tipust antigének nincsenek bSségben. a szuper-
antigének az ilyen nemkivant sejtek specifikus pusztitdsa
szempontjdbdl csekély énéket mutatnak.

Ugy talaltuk azonban, hogy CTL-k 4ltal kozveti-
tett specifikus sejtpusztité hatds érhetd el szuperanti-
génekkel. ha kovalensen kapcsolGdnak olyan antitest-
hez, amely egy az elpusztitandd sejtre specifikus epi-
top ellen irdnyul. Az immunrendszer aktivélasa indu-
kalhat olyan célsejteket, amelyek nem fejeznek ki
MHC 11 tipusu antigéneket, ami fokozhatja a kivédnt
litikus hatdst.
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A taldlmdny dsszefoglaldsa

A taldlmany tdrgya uj antitest konjugétumok
(i) amelyek (1) egy célsejt elleni antitestet és (2) egy

szuperantigént tartalmaznak, azaz olyan szerkeze-

tet, amelyet a T-sejtek felismernek (kolcsonhatasba
lépnek vele vagy kapcsolédnak hozzd), és amely
aktivdlja a T-sejteket, kiilonosen a CTL-ket;

(ii) célsejtek elroncsoldsdra szolgalé médszerek, kiilo-
nosen emlGsokon végzett terdpids kezelések kap-
csdn, tovébbd eljaras T-sejtek, mint pl. CTL-k spe-
cifikus aktivéldsara;

(iti)eljards konjugatumok szintézisére: és

(iv)gydgyszerkészitmények, amelyek a konjugétumot
tartalmazzak, és eljérds a gydgyszerkészitmények
elGallitdsdra.

A célsejtek elroncsoldsdra vonatkozé médszerek
magaban foglaljdk a rdk, autoimmunitds, virusos ferts-
zések, bakteridlis fert6zések, gombis fert6zések és més
betegségek terdpids kezelését, aminek lényege az, hogy
bizonyos sejteket nagy pontossiggal pusztitunk el. A
taldlmany szerinti konjugdtumok olyan gyobgyszerké-
szitmények el&allitasdra alkalmazhatok. amelyek az
emlitett betegségek esetén célsejtek elpusztitdsdra al-
kalmazhaték. A kezelend6 emlds allat. elsGsorban
azonban ember.

A raldlmdny részletes ismertetése

A konjugdtum szuperantigén része

Az 4j antitest-konjugatumokra olyan szerkezet Jel-
lemz6. amelyet a szuperantigén T-sejtek felismernek. A
konjugdtumok 4ltaldban fiziol6gids pH-n4l oldhaték és
szérumban in vitro oldhaték.

El6ny6s szuperantigének példdul a Staphylococcus
enterotoxinok (SE). mint példdul a SEA, SEB, SEC,
SED és SEE. toxoidok, azok aktiv fragmensei vagy
peptidjei, és més olyan anyagok, amelyek lényegében
véve igy hatva aktivéljdk a CTL-eket. Szuperantigének
lehetnek mds mikrobidlis (bakteridlis, valamint virus
eredet(i) termékek is. mint példdul Staphylococcus tor-
zsek termékel. pl. toxikus sokk szindréma toxinok
(TSST-1). Streptococcusok termékei. pl. pirogén exo-
toxin A. és bakterialis exoproteinek és proteinek. ame-
lyeket Mycoplasma arthridis termel, amelyek hasonlé-
an lépnek kélcsonhatdsba a T-sejtekkel, mint a szupe-
rantigének. A szuperantigének gy 4llithatdk eld,hogy
azok természetes termel§jét vagy genetikailag (rekom-
bindns technikdval) manipuldlt sejteket tenyésztiink,
vagy potencidlisan gy, hogy a peptidet szintetiz4ljuk.
A 1aldlmdny szerinti médszerben alkalmazott szupe-
rantigénnek, ha a bemutatott kisérleti modellben alkal-
mazzuk, analég hatdst kell kifejtenie, mint amit a kisér-
leti részben bemutatunk.

Az el6nyds szuperantigének potencidlisan képesek a
polimorf T-sejlek CTL-k aktivaldsdval kapcsolatos fel-
dleti proteinjei izomorf alakjainak mintegy 1-14%-4hoz,
kuldndsen a T-sejt receptor V-béta lanchoz kotddni.

A konjugdtum antitest része

Az antitest elSnydsen monoklodlis antitest. bar po-
liklodlis antitest is hasznalhatd, ha kellGen sziik specifi-
tassal rendelkezik. Az expresszids antitest kifejezésen
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4ltaldnossdgban antitesteket értiink, igy ide tartoznak
az antitestek aktiv fragmensei és mas olyan molekuldk,
amelyek egy antitest kot6dSképességét utdnozzik, fel-
tételezve, hogy megfelel§ specifitdssal, aviditdssal és
affinitdssal rendelkeznek a kérdéses célsejtek irdny4-
ban. Ide tartoznak a genetikailag manipulélt (rekombi-
néns uton el&dllitott) antitestek és antitestszdrmazékok
vagy mds hasonléan kot6d6 szerkezetek. Egy megval6-
sitdsi mdd esetén az antitest tumor sejtek antigén-deter-
mindnsra, példdul egy vastagbél-karcinomdval kapcso-
latos determindnsra (epitopra, szerkezetre) specifikus.
Az is elképzelhets, hogy az antitest olyan antigén-de-
termindnsokra specifikus, amelyek autoimmunit4sért
felel6s sejteken, virussal fertGzott sejteken, baktéri-
umokon, parazitdkon vagy gombdkon vagy mds nem-
kivant sejteken fordulnak el6. A konjugdtum hatékony-
sdgdtdl fiiggben az antitest egy olyan antigén ellen
irdnyulhat, amely bels6leg kapcsolddik az antitesthez a
kot6dés utédn, feltételezhetS azonban, hogy az ilyen
antitest-specifitds nem elény®os.

A taldlméany kidolgozdsa kapcsén vizsgadlt mono-
klonalis antitestek: a C215 antitest, amely egy a GA-
733 csoportba tartozé antigén ellen irdnyul [14sd péld4-
ul az EP-A-376 746 szdmu publikici6t és az abban
emlitett hivatkozdsokat; Larsson et al., Int. J. Canc. 42.
877-82 (1988) cikket], a C242 antitest [Larsson et al.,
Int. J. Canc. 42, 877-82 (1988)], valamint a Thy-1.2
antitest [Mab C. Opitz et al., Immunobiol. /60, 483
(1982)]. FeliételezhetSen olyan monoklondlis antites-
tek is haszndlhaték, amelyek més célsejt-feliileti szer-
kezetekre specifikusak. Az olyan monoklonlis antites-
tek elGéllftdsa, amelyek a kivdlasziott célsejtekre nézve
egyedi epitopok ellen irdnyulnak, j6l ismert, 14sd pél-
ddul a fenti publikdcickat. A C242 epitop vagy C215
epitop ellen irdnyulé monoklonlis antitest kifejezésen
olyan antitesteket értiink, amelyek keresztreagslé epi-
topokkal reagélnak.

A hdrom eddig vizsgdlt monoklondlis antitest koziil a
C215-konjugdtumok valdszinileg kevésbé fontosak, mi-
vel ezek egy tumor antigénen levé olyan epitoppal rea-
gélnak, amely til gyakran fejez6dik ki normal sejteken.
Ugy tdinik. hogy a C242-konjugédtumokra vonatkozéan
tobb specifitdsi adat van, bar eredményeink azt mutatjak,
hogy ezeket magasabb dé6zisban kell alkalmazni. A Thy-
1.2 ellen irdnyulé Mab C a human réksejtek célzdsdra va-
16sziniileg kevésbé értékes. mivel a Thy-1.2 antigén egy
nem-humaén emlGs tumorsejtre specifikus.

A C242 monoklondlis antitestet termeld hibridoma
sejtvonal 1990. janudr 26-4an ECACC 90012601 sz4-
mon keriilt Jetétbe helyezésre az European Collection
of Animal Cell Culture (Porton Down, Salisbury, Wilst,
Nagy-Britannia) intézetnél.

A szuperantigént az antitesthez kapcsold szerkezet

A aldlmdny szerinti el6nyos konjugdtumban a
szuperantigén kovalensen van kapcsolva az antigénhez
egy kovalens 6sszekotSelemen (-B-) keresztiil. Ha fon-
tos, hogy a konjugatum az elpusztitandé sejthez adagol-
va, példdul egy 4llatnak adagolva ne bomoljon, a kotés-
nek az elérendd hatédshoz sziikséges ideig metabolikusan
stabilnak kell lennie. ElGnyds tovébb4, ha a kotés maga
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nem okoz immunolégiai reakcidkat. Altaldban a kotés-

nek inertnek kell lennie olyan értelemben, hogy emellett

a konjugétum hatékony célsejt-kots specifitdssal (antitu-

mor, antivirus stb.) és a citotoxikus T-sejteket aktiv4l ha-

tékony kapacitéssal rendelkezzen. .

A tudoményos és szabadalmi szakirodalomban sza-
mos olyan funkciés csoportot javasoltak, amelyek im-
munkonjugdtumok OsszekotGelemében alkalmazhatdk.
Ennek megfelelden a taldlmdny szerinti §j konjugdtu-
mokban levé —B- osszekotGelem olyan szerkezeteket
tartalmazhat, amelyek lehetnek
(i) aminok és hidrazidok (amidok = -CONR,- vagy

-NR,CO- képletd csoportot tartalmazé vegyiletek.

ahol a szabad vegyénékek telitett szénatomhoz

kapcsolédnak, és R, hidrogénatomot vagy alkilcso-
portot, példédul rovidszénldncd (1-6 szénatomos)
alkilcsoportot vagy egy a természetes alfa-aminosa-
vakban, elénydsen hidrofil aminosavakban eldfor-
dulé alfa-N-helyettesit6t jelenthet: hidrazidok =

—CONHNH- vagy -NHNHOC- képletil csoportot

tartalmazé vegyiiletek, ahol a szabad vegyériékek

telitett szénatomhoz kapcsolédnak);

(il) tioéterek és diszulfidok (S~ képletd csoportot tar-
talmazé vegyiiletek. ahol S jelentése kénatom, r
értéke 1 vagy 2. és a szabad vegyértékek kozvetle-
niil kapcsolédnak telitett szénatomokhoz);

(ii)egyenes, elagazé szénlanci vagy ciklusos telitett
szénhidrogénldncok, amelyek adott esetben egy
vagy 16bb hidroxilcsoportial vagy aminocsoporttal
lehetnek helyettesitve:

(iv)éterek (~O- képletd csoportot tartalmazé vegyiile-
tek. ahol a szabad vegyértékek kozvetleniil kapcso-
16dnak telitett szénatomokhoz) ;

(v) primer aminok vagy diszubsztitudlt hidrazinok
(-NH- vagy -NH-NH képleti csoportot tartaimazo
vegyiiletek. ahol a szabad vegyértékek kozvetleniil
kapcsolédnak telitett szénatomokhoz).

Az dsszekotdesoport hosszanak a szakteriileten szoka-
sosnak kell lennie, azaz 180 atomndl rovidebbnek, példaul
100 atomndl kevesebbnek, de 3-6 atomndl hosszabbnak.
elénydsen 16 atomnél hosszabbnak kell lennie.

Az elényos osszekdtSesoport hidrofil és nem tartal-
maz aromds gy(irit. A -B- dsszekotScsoport részét képe-
26 el6nyos hidrofil szerkezetek példaul: (i) természetben
eléfordulé O-aminosavak polipeptidldncai (pl. aszpar-
ginsav és amidja. glutaminsav és amidja. lizin, arginin,
glicin, treonin, szerin €s adott esetben hisztidin); (il) oxa-
alkilénlncok, példaul [-O(CH,),~])’ - képletd csoportok,
ahol n értéke 2-5 egész szdm, el6nydsen 2-3, n" énéke 1-
20: (iii) -S— (tioéterek), —O— (éterek) és —CONH- cso-
portok (nem helyettesitett aminok). amelyek rovid (1-4
szénatomos). elénydsen 1 vagy 2 szénatomos nem he-
lyettesitett szénhidrogénlanchoz kapcsolédnak.

Az [F-(Pro),),,F tipust hidrofil szerkezetben hidro-
fil aminosavak lehetnek jelen. A képletben F aminosav-
szekvenciat. eldnyGsen 4-8 maradékbol 4ll6 szekven-
cidl képvisel. és a jelenlevs aminosavak lehetnek sze-
rin. glicin vagy treonin, m értéke 1-4, n értéke 4-8
(Cetus Corp. WO-A-85/03508 szdmon kozzétett nem-
zetkozi szabadalmi bejelentése).
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A —B- osszekotScsoport a konjugétum antitest- vagy
szuperantigén részének vagy egy bizonyos helyéhez,
vagy véletlenszerden kapcsolédhat. Potencidlis kapcso-
16d4si helyek az amino-termindlis és karboxi-termindlis
vég és egy lizinmaradék (omega aminocsoport). Ha az
antitest vagy szuperantigén tiocsoportot vagy diszulfid-
csoportot tartalmaz (cisztin, illetve cisztein), ezek a cso-
portok szintén alkalmazhat6k a kovalens kotés kialakits-
séra. hacsak ezek nem eszencidlisak a konjugdtum aktiv
részének aktivitdsa szempontjsb6l. Ha vannak jelen
szénhidrogén-szerkezetek, ezek oxidalhatok aldehidcso-
portokkd, amelyek azutdn alkalmazhat6k a konjugatum
mds csoportjainak kapcsoldsahoz (v.0. Cetus Corp. EP-
A-240 200 sz4mi szabadalmi bejelentése).

A taldlmény szerinti konjugdtumok nem tartalmaz-
hatnak jelentSsebb mennyiségben észterkotéseket €s
labilis amidkotéseket, kiilonosen tirozin-, illetve hiszti-
din-maradékkal alkotottakat nem. Ha a szinwczis sordn
ilyen képz6dtek, ezek hidroxil-aminnal eltdvolithat6k
[Endo et al., Cancer Res. 48, 3330-3335 (1988)].

Az aktiv antitestrészenként jelen levS szuperantigén
csoportok szdma normélisan 1-5. elonydsen 1 vagy 2.

Egy elnyds megval6sitdsi m6d szerint a konjugé-
{um az antitestre szamitott szuperantigén és/vagy a
szuperantigénben alkalmazott kotési helyek és/vagy a
—B- 6sszekotSesoport stb. szempontjabol lényegében
véve homogén. Més széval a konjugdtumban az egyes
konjugdtum molekuldknak ezen valtozék szempontjé-
b6l azonosaknak kell lenniiik.

A konjugdtumnak nemkonjugalt antitestekbdl és
nemkonjugélt szuperantigénektdl lényegében véve
mentesnek kell lennie.

A szuperantigén és antitest ardnya, az Osszekotdelem
stb. az optimlis konjugitumban a vélasztott monoklona-
lis antitestté] (beleértve a tipust, altipust, termel8 kion,
specifitdst) és a valasztott szuperantigénektdl fiigg. A le-
frasunkban adott kisérleti modellek alapjén ki lehet va-
lasztani az optimalis paramétereket és mas szuperantigé-
neket és mds antitesteket.

A taldlmény szerinti megolddsnak a bejelentési na-
pig legtobbet tanulmdnyozott megvalGsitdsi médja sze-
rint a ~-B— GsszekdtGesoport a kovetkezd (1) képletd
szerkezettel rendelkezik:

-S RCONHCH,CH,(OCH,CH,),0(CH), COY~- 0]

Az (1) képletben a szabad vegyértékek aktiv részek-
hez kapcsolédnak. Ez vagy kozvetleniil, vagy tovébbi
kétértékd inert szerkezeteken keresztiil torténik, ame-
lyek beleértenddk a -B- osszekotesoportba.

n értéke 0-nal nagyobb egész szdm, példdul 1-20,
elonydsen 2 vagy ennél nagyobb szdm, a legtobb eset-
ben 10-nél kisebb egész szam;

m értéke 1 vagy 2;

S jelentése kénatom, amely mindkét vegyértékével
kozvetleniil kapcsolédik egy-egy telitett szénatomhoz
(-S,- jelentése tioéter vagy diszulfidcsoport);

r értéke 1 vagy 2;

Y jelentése -NH-, -NHNH-, vagy -NHN=CH-
képletd csoport, amely a baloldali végével egy az (I)
képlet jobboldali végén lathaté CO csoporthoz, mig a
jobboldali végével egy telitett szénatomhoz vagy egy
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karbonilcsoporthoz (csak akkor,
~NHNH- csoport) kapcsolédik:

R eldnydsen egy (1-4 szénatomos, gyakran 1 vagy
2 szénatomos) alkiléncsoportot képvisel, amely adott
esetben helyettesitve lehet egy vagy tobb (1-3, elony6-
sen kettonél kevesebb) hidroxilcsoporttal.

ha Y jelentése

Az antitest-szuperantigén konjugdtum elddllitdsa

A taldlmény szerinti antitest konjugétumokat tgy
allithatjuk el6, hogy az ezeket termel§ sejtek tenyész-
kozegébdl vagy mdés olyan kizegbdl kinyerjiik és tisz-
titjuk, amelyben ezeket szintetizltuk.

A taldlmdny szerinti 4j konjugdtumokat a technika
allasa szerinti ismert konjug4tum-szintetiz4l6 médsze-
rekkel szintetizalhatjuk, azaz géntechnikai médszerek-
kel (rekombindns technikdkkal) vagy megfelels anti-
test €s szuperantigén felhaszndldsdval megfeleld funk-
ci6s csoportokon keresztiil, klasszikus kapcsoldsi reak-
ciékkal. A proteinekben jelen levs és normél esetben
alkalmazhat6 funkciés csoportok lehetnek:

(1) Szénhidritszerkezetek. Ez a szerkezet aldehidcso-
portokka oxidalhaté. amelyek azutdn H,NNH- cso-
portot tartalmazd vegyiilettel reagaltathaték a
—C=NH-NH- csoport kialakitdséra.

(1) Tiolcsoport (HS-). A tiolcsoportot olyan vegyiilet-
tel reagdltatjuk. amely tiolcsoporttal reaktiv csopor-
tot tartalmaz. a tioétercsoportok vagy a diszulfid-
csoportok kialakitdsdra. Proteinek szabad tiolcso-
portjai cisztin-maradékban vannak jelen. és tiolo-
zdssal vagy nativ cisztein-maradékokban levé di-
szulfidhidak hasitasaval vihet6k be proteinekbe.

(i) Szabad aminocsoportok (H,N-) aminosavmaradé-
kokban. Az aminocsoportok amidcsoportok kiala-
kitdsdra olyan vegyiiletekkel reagéaltathaték. ame-
lyek elektrofil csoportokat, példaul aktivalt karbo-
xilcsoportot tartalmaznak. A szabad aminocsoport
elénydsen egy aminotermindlis aminocsoport vagy
a lizinmaradék omega aminocsoportja.

(1v) Aminosav-maradékok szabad karboxilcsoportja. A
karboxilcsoportok reaktiv (aktivalt) karboxilcso-
portokka alakithaték. majd aminocsoportot tartal-
mazé vegyliletekkel reagdltathat6k amidcsoport ki-
alakitasdra. Ilyenkor azonban elévigydzatossdgi in-
tézkedéseket kell tenni, hogy minimaliziljuk az
olyan aminocsoportokkal képz6ds amidcsoportok
kialakuldsdt. amelyek a karboxilcsoportokkal
egylitt ugyanazon proteinen vannak jelen. A szabad
karboxilcsoport eldnyosen egy karboxitermindlis
karboxilcsoport vagy egy alfa-amino-dikarbonsav
karboxi csoportja.

A H,NNH- csoportot. tiol-reaktiv csoportot. akti-
valt karboxilcsoportot vagy aminocsoportot tartalmazé
vegytletek lehetnek bifunkcionalis kapcsol6 reagensek
vagy lehet egy antitest vagy egy szuperantigén. A cso-
portok kozvetlenil kapcsolddnak telitett szénatomok-
hoz. kivéve a H,NNH- csoportot, amely karbonil-
szénatomhoz is kapcsolédhat. A csoportok lehetnek
antitestbe vagy szuperantigénbe szokdsos médszerek-
kel bevitt csoportok.

A rekombindns technika megfelel§ segédeszkozt
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biztosit az olyan konjugatumok el§éllitdsdra, amelyek-

ben a részek specidlisan kapcsolédnak a mésik termi-

nélis aminocsoportjdhoz. Egy az alkalmazott médszer-
hez ill6 dsszekotécsoportot ezek kozé lehet iktatni.

Az alkalmazott reagenseket gy vélasztjuk meg,
hogy azok biztositsdk a fent definidlt -B— &sszekot6-
csoport kialakitdsét. A szokdsos bifunkcionélis reagen-
sek a Z-B’-Z’ képlettel jellemezhetSk, ahol Z és Z’
Jelentése olyan funkci6s csoportok, amelyek kolcson-
Osen OsszeférhetGek egymdssal, és a proteineken jelen
levé funkci6s csoportokkal kovalens kotést tesznek le-
het6vé (lasd fent). B’ jelentése olyan inert 8sszekots-
csoport, amely ugyanazt a szerkezetet foglalja maga-
ban, mint a fent emlitett -B— osszekot6csoport. Koze-
lebbrél Z és Z’ lehet azonos vagy eltérd, és jelenthet
tiolcsoportot, tiolcsoporttal reaktiv csoportot, aktivalt
karboxilcsoportot, -CONHNH, stb. csoportot. E cso-
portok részletesebb ismertetését 14sd az ,,Uj reagensek”
cimsz4 alatt.

A taldlmény szerinti konjugdtumok kialakitdsira a
kovetkezd — a kisérleti részben részletesen ismertetett —
mddszert alkalmazzuk:

(i) az antitestet vagy szuperantigént egy tiolcsoporttal
reaktiv csoportot, valamint aminocsoporttal reaktiv
csoportot tartalmazé szerves reagenssel reagaliat-
Juk olyan antitest vagy szuperantigén kialakitdsdra,
amely tiolcsoporttal reaktiv csoportot hordoz. és

(ii) az antitest, illetve szuperantigén maradék részét
tiolcsoportot vagy védett tiolcsoportot és aminocso-
porttal reaktiv csoportot tartalmazé szerves rea-
genssel reagdltatjuk olyan antitest vagy szuperanti-
gén kialakitdsdra. amely tiolcsoportot vagy védett
tiolcsoportot hordoz, majd

(i) az (i). ilietve (ii) 1épéssel kapott terméket egymads-
sal reagaltatjuk olyan konjugdtum kialakitésdra,
amelyben a szuperantigén az antitesthez diszulfid-
vagy tioétercsoporton keresztiil kapcsolodik.

Az egyes csoportok kapcsolasdnak koriilményei a
peptidkémidban alkalmazott médon 6nmagukban is-
mertek. A kapcsolds torténhet lépésenként vagy egy
Iépésben, interrnedier funkciondlis csoportok kialakit4-
séval, amelyek inent térkoztarté csoportokkal kapcsol-
hat6k a kiinduldsi anyaghoz. A konjugdtum szintézise
és tisztitdsa/kinyerése az illet§ proteinre nézve mindig
nem-denaturélé korilmények kozétt toriénik. Ez ren-
desen vizes kozeget, 3 és 10 kozotti pH-értéket, illetve
0 °C és 50 °C kozowi hémérsékletet jelent. A konkrét
érti€kek a reagdltatandé csoportoktdl és a kinyerendd
konjugdtumtdl fiiggnek. Lasd részletesebben az ,Uj
reagensek™ cim alatt.

Uj reagensek (a taldlmdny szerinti megolddssal
kapcsolatban kidolgozva)

A —B- 6sszekotScsoportot tartalmazé konjugéatum
kémiai szintéziséhez Uj heterobifunkciondlis reagenst
fejlesztettiink ki, amelyek a kovetkezd (II) altaldnos
képlettel jellemezhetSk:

Z,RCONHCH,CH,(OCH,CH,),0(CH,),,Z," (I)
ahol m és n az (I) képletnél megadotiakkal megegye-
zik, Z, jelentése tiolcsoporual reaktiv elektrofil cso-
port. tiolcsoport (-SH) vagy védett tiolcsoport (pl.
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AcS-), azzal a feltétellel, hogy tiolcsoport és hidroxil-

csoport az R csoportban lev6 ugyanazon szénatomhoz

nem kapcsolédhat. Tiolcsoporttal reaktiv elektrofil cso-
portok lehetnek péidaul

(i) halogénatom, amely egy telftett szénatomhoz kap-
csolédik, elSnyosen alfa-halogén-alkil-karbonil-
szarmazék formdjaban;

(ii) aktivalt tiolcsoport, elénydsen egy lgy nevezett
reaktiv diszulfidcsoport (-SSR, ). amely egy telitett
szénatomhoz kapcsol6dik;

(iii)3.5-dioxo- 1-azaciklopent-3-én-1-il-csoport.

A reaktiv diszulfidszdrmazékok definicidjat lasd EP-
A-128 885 szamon kozzétett szabadalmi bejelentésben.

Z, jelentése aktivédlt karboxilcsoport, azaz egy
elektrofil csoport. Ilyenek példaul a karbonsav-haloge-
nidek (-COC]. —COBr és —COI), a vegyes karbonsav
anhidridek (-CO-O—CO-R ), reaktiv észterek, mint pl.
N-szukcinimidoil-oxi-karbonil-észter, -C(=NH)-OR,,
4-nitro-fenil-karboxilat (-CO-OC¢H,NO,) stb, ahol R,
és R, rovidszénlancu alkilcsoport vagy R; lehet még
benzilcsoport is.

A taldlmany szerinti Uj reagensek eldnye. hogy
egvenletes konjugatumokat eredményeznek, tekintetiel
az (OCH,CH,), szerkezetben levé n egész szamra,
azaz n éntéke az adott konjugdtum minden egyes mole-
kuldjdban azonos.

A Z, és Z, csoportokkal reagdl6 funkcids csoportok
nativ antitestként aktiv molekuldkon vagy nativ szupe-
rantigéneken lehetnek jelen vagy ezekbe bevihetk. AZ/
és Z, csoportok azutan szelektiven reagahathatok a meg-
felels antitestte] vagy szuperantigénnel. a technika dllasa
szerint. e csoportok esetére ismert modon.

Ismert médszer példdul a ldnchosszabbitds mddsze-
re. akar a taldlmany szerinti 4j reagensekbdl. akdr a
konjugélandé vegyiiletbd] kiindulva.

Ataldlmany szerinti reagensekbdl kiindulva végzett
lanchosszabbitdssal olyan konjugdtumokat kaphatunk.
amelyekben —B— jelentése
(1) =COR’-S,~-RCONHCH,CH,(OCH,CH,),O(CHy) -

COY-,

ahol CO NH-csoporthoz kapcsolédik,

(2) -COR’~S,~RCONHCH,CH,(OCH,CH;),0(CH; ),
CONHNH-R”"NHN=-,
ahol N= rendszerint egy sp>-hibridizéciés dllapot-
ban levé szénatomhoz kapcsol6dik, amely egy anti-
testben vagy (glikozilezett) szuperantigénben levé
oxidélt szénhidrogén-szerkezetbdl szdrmazik.

(3) -CO(CH>),,0(CH,CH,0),CH,CH,NHCOR’-S -
RCONHCH,CH,(OCH,CH,),0(CH,),,COY-,
ahol CO egy NH-csoporthoz kapcsolédik,

(4) -CO(CH,),,0(CH,CH,0),CH,CH,NHCOR'-S;
~RCONHCH,CH,(OCH-CH,),0(CH,),,CONHNH-
R”NHN-=.
ahol N= a (2) pontban meghatdrozott médon kap-
csolodik. ahol

R. R’ és R”jelentése az (I) dltaldnos képlet esetén R
jelentéseként megadottakkal megegyezik, €s

r jelentése a fenti.

A (II) dltaldnos képletd reagensek a (I11) 4ltalanos
képletd

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

NH,CH,CH,(OCH,CH,),0(CH,),,COOH am
vegyiiletekbdl 4llithat6k eld, ahol m ériéke 1 vagy 2,n
éniéke 1-20, példdul 2-20 vagy 3-9.

Az olyan (III) 4ltaldnos képletd vegyiiletek szintézise,
amelyekben m énéke 1 és 2, és n értéke 1-10, ismert [Jul-
lien et al., Tetrahedron Letters, 29, 3803-06 (1988); Ho-
ughton and Southby, Synth. Commun. 19(18), 3199-
3209 (1989); EP-A—410 280 (publikdlva 1991. O1. 20-
4n); Slama and Rando, Carbohydrate Research, 88, 213—
221 (1981); Biochemistry 19, 4595-4600 (1980)].

A (II) 4ltalanos képletd vegyiiletek tgy llithatok elé,
hogy egy (I11) 4ltaldnos képletd vegyiiletet egy ismert, Z
_ B’ - 7’ 4ltaldnos képletd bifunkciondlis vegyiilettel re-
agiltatunk, ahol Z megegyezik Z, jelentésével, B’ jelen-
tése megegyezik R” jelentésével, ahogyan kordbban R és
R’ esetén meghatdroztuk, és Z egy aktivélt karboxilcso-
portot jelent. A reakci6 utdn a karboxilcsoportot aktivalt
karboxilcsoporttd, példdul Z," = aktivalt észtercsoportta.
példdul N-szukcinimidil-oxi-karbonil-csoportt4, 4-nitro-
fenil-oxi-karbonil-csoporttd, 2.4-dinitro-fenil-oxi-karbo-
nil-csoportta stb. alakitjuk.

A (III) 4ltaldnos képletii j vegyiiletek és j szarma-
zékaik a kovetkezd altaldnos képlettel jellemezhetSk:
XCH,CH,(OCH,CH,),0CH,Y (Iv)
ahol n értéke 2-20, elényssen 3-20 vagy 3-9. X jelen-
tése H,N-csoport, beleértve a protondlt format is
(*H;N-) vagy adott esetben helyettesitett H,N-csoport.
amely H,N- csoportté alakithatd, elénydsen hidrolizis-
sel vagy redukciéval. X jelenthet példaul nem helyette-
sitett aminocsoportot, nitrocsoportot, amidocsoportot
(karbamidcsoportot), igy példaul (rovidszénlanci acil)-
amido-csoportot (formil-amido-. acetil-amido-. ... he-
xanoil-amido-csoportot), az acilcsoport alfa-helyzetd
szénatomjan elektronvonzé csoporttal helyettesitett
acil-amido-csoportokat,  kiilonosen ~ CF;CONH-.
CH,COCH,CONH- stb. csoportokat, ftalimidoilcso-
portot, amely adott esetben a gyfirin helyettesitve le-
het. karbamdtcsoportot [kiilonosen R;’OCONH- és
(R,’OCO) (R,’OCO)N-csoportot, mint példdul N-
(terc-butil-oxi-karbonil)-amino-csoportot (Boc), N-
(benzil-oxi-karbonil)-amino és di{ N—(benzil-oxi-kar-
bonil)}-amino-csoportot (Z, illetve diZ), amelyek adott
esetben a gy(riben helyettesitve lehetnek], alkil-ami-
no-csoportot, amelyben a nitrogénatomhoz kapcsol6d6
szénatom egy aromds rendszerhez képest alfa-helyzetd,
mint példdul az N-monobenzil-amino- és dibenzil-ami-
no-. tritil-amino-csoport (trifenil-metil-amino-csoport)
stb.. beleértve az olyan analég csoportokat is, ahol a
metil-szénatom (beleértve a benzil-csoport ilyen szén-
atomjat is) helyett sziliciumatom van jelen, igy példaul
lehet N.N—di(terc-butil-szilil)-amino-csoport, tovabba
4- 0x0-1.3.5-triazin- 1-il-csoportot, amely adott esetben
3- és/vagyS-helyzetben rovidszénlancy alkilcsoporttal
lehet helyettesitve.

A fentickben és a tovdbbiakban R,”és R’ jelentése
rovidszénldncu alkilcsoport, kiilonosen szekunder vagy
tercier alkilcsoportok, tovdbba 1-3 fenilcsoporttal he-
lyettesitett metilcsoport, ahol a fenilcsoportok adott
esetben helyettesitve lehetnek. A rovidszénldncu alkil-
és acilcsoporiok 1-6 szénatomot tartalmaznak.
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Y jelentése karboxilcsoport (<COOH, beleértve
~COO-) vagy olyan csoport, amely 4talakithaté karbo-
xilcsoporttd, el6nydsen hidrolizissel vagy oxidécidval.
A legfontosabb csoportok olyan észtercsoportok, ame-
lyek karbonil szénatomja vagy ortoészterekben az an-
nak megfelel§ atom az (I) dltaldnos képlet jobboldali
termindlisan levé metilén-csoporthoz kapcsol6dik.
Ilyenek az alkilészter-csoportok (-COOR/"); ortoész-
tercsoportok [-C(OR;');] és a fent definidlt reaktiv
észtercsoportok. Ry’ jelentése megegyezik Ry’ jelen-
tésével.

Y jelenthet még —CHO, -CN, —CONH,,
—CONR| 'Ry’ csoportot, ahol R, és R, jelentése a fenti.

A (IV) dlaldnos képletd vegyiiletek ismert kiindu-
lasi vegyiiletekbd] ismert médszerekkel 4llithaték el§.
Alkalmas szintetikus utak:

A) lancalakitgs,

B) termindlis funkcionalis csoportok 4talakitdsa,

C) szimmetrikus poliéter 4talakitdsa nemszimmetri-
kus éterré.

D) biszimmetrikus ldnc hasitdsa két azonos frag-
menssc.

Az ismétlédd —OCH,CH,-csoportot tartalmazo,
el6nydsen alkalmazhat6 kiinduldsi anyagok kereskede-
lemben kaphat6k. Ilyenek péld4ul a 2-6 ismétlgds egy-
séget tartalmazé oligoetilén-glikolok. Hasonl$ termi-
nélis csoportokat tartalmazé alkalmas vegyliletek még
a megfelel§ dikarbonsavak és diaminok.

Eltér§ termindlis csoportokat tartalmazé alkalmas
kiinduldsi anyagok az olyan omega-hidroxi-monokar-
bonsavak. amelyekben a termindlis csoportok térben
messzebb vannak a polietilén-oxi-hidtél. Ilyen. 1-5
1IsSmétlads egységet tartalmazé vegyiileteket ismertet
példdul Nakatsuji. Kawamura és Okahara: Synthesis
(1981) 42. oldaldn.

Gydgyszerkészitmények és elddllitdsuk

A taldlmany szerinti gyogyszerkészitmények 6nma-
gukban 1smert formuldzasi alakokat foglalnak maguk-
ban. azonban ezek az uj, taldlmany szerinti konjugétu-
mokat tartalmazzék. Igy a készitmények lehetnek liofi-
lizdlt szemcsés anyagok. steril vagy aszeptikusan ké-
szitett oldatok, tablettdk, ampullak stb. Tartalmazhat-
nak viv6anyagokat, példdul vizet (elénydsen fiziolégi-
asan elfogadhaté pH-ra pufferolt forméban, példaul
PBS-}I) vagy mds inert folyékony vagy szildrd anyago-
kat. Altaldnossagban sz6lva a készitményeket ugy allit-
Juk el6. hogy a konjugdtumot egy vagy tobb vizes vagy
nemvizes vivGanyaggal keverjiik, kivant esetben mis
alkalmas adalékanyagokkal egyiitt. Feltétleniil sziiksé-
ges, hogy a vivGanyagok és az alkalmazott korilmé-
nyek ne befolyasoljak kdrosan a konjugdtum aktivita-
sdt. A vizet nmagdban a vivéanyagok kozé értjiik.

Aduagolds és a haszndlat médja

A Kkonjugitumokat normil esetben feloldjuk és
eldre elkészitew adagolasi formdban adagoljuk. ahol
minden egyes adag tartalmazza a konjugdtum hatékony
mennyiségét, ami a mellékelt eredmények alapjan fel-
tételezhetSen 10 pg és 50 pg kozotti. A konkrétan
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adagolandé mennyiség esetenként véltozé, és fiigg a
kezelend6 személy testtomegétsl és kordtdl, az adago-
14s m6djatol, a betegség tipusatdl, az antitesttél, a szu-
perantigént6l, a —~B— dsszekotdesoporttdl stb.

Az adagolés a technika 4ll4sa szerint ismert médon
torténhet, azaz a taldlmany szerinti konjugdtumot egy a
célsejt lizisét el6idéz6 mennyiségben vagy terdpidsan
hatékony mennyiségben érintkezésbe hozzuk a célsej-
tekkel. A fentiekben emlitett indik4ciSk esetén legtobb-
szdr parenterdlisan, igy példdul injekci6s vagy infiiziés
( szubkutdn, intravénds, intraartérids, intramuszkuldris)
uton adagoljuk emlsoknek, példdul embernek. A kon-
jugdtumot a kezelend6 egyednek adagolhatjuk lok4li-
san vagy szisztematikusan is.

A ,célsejt lizisét elGidéz6 mennyiség” kifejezésen
olyan mennyiséget értiink, amely elegend§ ahhoz,
hogy a CTL-ket a célsejt elroncsoldsra aktivélja.

A taldlmény szerinti megoldést a csatolt igénypontok-
ban hatdroztuk meg. A taldlmény szerinti megoldast a k-
vetkez§ példdkkal mutatjuk be kdzelebbrdl a korlatozas
szandéka nélkiil. A kisérleti rész 1. részében bemutatjuk a
konjugdtum kémiai szintézisét, a II. részben pedig a 4.
példa szerinti médon készitett konjugdtum hatdsai a T-
sejteknek a célsejtek lizisére 16rténd aktivdldsara.

1. KISERLETI RESZ

Omega-amino-PEG-karbonsav elddllitdsa

1. Izopropil-8-hidroxi-3,6-dioxa-oktanodt

500 ml dietilén-glikolhoz nitrogénatmoszférdban
részletekben hozzdadunk 23 g (1,0 mol) feldarabolt nét-
riumot. Amikor a nétrium teljesen elreagélt, az elegyet
szobahSmérsékletre lehdtjiik. és keverés kozben hozza-
adunk 76 g (0,5 mol) brém-ecetsavat. Az elegyet 18 éra
hosszat 100 “C-on keverjiik, majd a dietilén-glikol f&l6s-
legét 530 Pa nyomdson ledesztilldljuk. Ezutdn 400 ml
izopropil-alkoholt és részletekben 51 g (0,65 mol) acetil-
kloridot. Az elegyet 65 °C-on 18 éra hosszat keverjiik,
majd szobahSmérsékletre lehtjiik, és 3.5 g (0,15 mol)
ndtrium-acetdttal semlegesitjiik. Az elegyet lesziirjiik és
majdnem szdrazra péroljuk, majd 200 ml vizben felold-
Juk. A vizes fazist 3-szor 50 m] 1,1,1—triklér-etdnnal ext-
rahdljuk. Az Gsszegydjtou szerves fazist 20 ml vizzel
mossuk. A terméket az Ssszegy ijtott vizes fazisbsl 50 ml
diklér-metdnnal extrahéljuk, amelybdl beparlassal 55 g
olajos terméket kapunk.

2. Izopropil-11-hidroxi-3,6,9-trioxa-undekanodt
700 ml trietilén-glikolhoz nitrogénatmoszférdban rész-
letekben hozzdadunk 23 g (1,0 mol) feldarabolt nétriu-
mot. Amikor a nétrium teljesen elreagélt, az elegyet
szobahémérsékletre lehiitjiik, és keverés kozben hozz4-
adunk 76 g (0,5 mol) brém-ecetsavat. Az elegyet 18
ora hosszat 100 "C-on keverjiik, majd a trietilén-glikol
foloslegét 530 Pa nyomason ledesztilldljuk. Ezutan
hozzdadunk 400 ml izopropil-alkoholt és részletekben
51 g (0,65 mol) acetil-kloridot. Az elegyet 65 “C-on 18
6ra hosszat keverjiik, majd szobahémérsékletre lehiit-
Juk, és 3,5 g (0,15 mol) ndtrium-acetatial semlegesit-
Juk. Az elegyet leszirjiik és majdnem szdrazra parol-
Juk. majd 200 ml vizben feloldjuk. A vizes fazist 3-szor
50 ml 1,1,1-trikl6r-etdnnal extrahdljuk. Az dsszegyiij-
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tott szerves fazist 20 ml vizzel mossuk. A terméket az

osszegytjtou vizes fazisb6l 50 ml dikl6r-metannal ext-

rahdljuk, amelybé] bepdrléssal olajos terméket kapunk.

'H-NMR (CDCls) &: 1,26 (d. 6H); 3.07 (s, 2H); 3,6-3.8
(m, 12H); 4,11 (s, 2H); 5,09 (m, 1H).

3. 8-(N-Fralimidoil)-3,6-dioxaoktanol

400 ml dimetil-formamidban feloldunk 365 g
(2,2 mol): trietilén-glikolb6l és SOCI,-b6l készitett) 8-
kl6r-3,6-dioxaoktanolt, és keverés kozben hozzdadunk
370 g (2.0 mol) kdlium-fidlimidet. Az elegyet 18 ora
hosszat 110 °C-on keverjiik, majd a dimetil-formami-
dot csokkentett nyomdason ledesztillaljuk. A kapott ma-
radékot 40-50 "C-on 1,5 | toluolban szuszpendaljuk, és
a kdlium-kloridot lesz(rjiik. A terméket —10 “C-ra t0r-
1én6 hitéssel kristalyositjuk. Az anyaligbél koncentra-
lassal és djabb kristalyositdssal egy masodik frakciot
nyerhetiink.
'H-NMR (CDCl3) 8: 2,90 (s. 1H); 3.51-3,58 (m. 2H);

3.60-3.68 (m. 2H); 3.73-3.78 (1, 2H); 3.89-3,94 (1,

2H); 7.70-7.78 (m, 4H).

4. Izopropil-17-(N-fialimidoil)-3.6.9,12,15-penta-

oxa-heptadekanodt

2.8 ml (35 mmot) piridin 30 ml diklér-metédnnal ké-
sziilt oldatdhoz keverés kdzben -5 “C-on hozzdadjuk
8.5 g (36 mmol) 8-(N-ftalimidoil)-3.6-dioxaoktanol €s
10.2 g (36 mmol) trifluor-metdnszulfonsav-anhidrid
diklér-metannal késziilt oldata. Korilbelil 30 perc
milva a szerves fazist 0,5 mol/l-es sésavval és vizzel
mossuk. Szdritds (Na,SO,) és szdrés utdn hozzdadunk
12 g (48 mmol) 1. pont szerinti izopropil-8-hidroxi-
3.6-dioxaoktanodtot és 6.5 g (46 mmol) Na;POs-t, €s
az elegyet szobahdmérsékleten 20 6ra hosszat élénken
keverjilk. Ezutdn a reakcidelegyet leszdrjik, és a szdr-
letet beparoljuk. A maradékot 1,1.1-triklor-etdn €s viz
kozou megoszijuk. A szerves fazis bepdrldsdval 13 g
olajos terméket kapunk.
JH-NMR (CDCl,) &: 1,26 (d. 6H): 3.58-3.76 (m. 18H);

3.90 (t. 2H): 4.11 (s. 2H); 5.09 (m. 1H): 7.70-7.89

(m.4H).

5. 17-(N-fralimidoil)-3.6,9.12,15-pentaoxaheptade-

kdnsav

13 g 4. pont szerinti izopropil-17-(N-ftalimidoil)-
3.6.9.12.15-pentaoxaheptadekanodtot feloldunk 50 ml
tetrahidrofurdn és 50 ml koncentrélt sésav elegyében.
Az oldatot 16 ora hosszat szobahémérsékleten tartjuk,
majd 200 mi vizze] higitjuk, és a tetrahidrofurant csok-
kentett nyomdson eltdvolitjuk. A vizes fazist egyszer
toluolial mossuk €és kétszer diklér-metdnnal extrahdl-
juk. A szerves fazist szdritdsdval (Na,SOy) €s beparla-
saval 8,5 g olajos terméket kapunk.
'H-NMR (CDCl,) &: 3.57-3.76 m. 18H); 3.9} (1. ZH);

4,11 (s. 2H): 4,8 (br, 2H); 7,65-7.90 (m, 4H).

6. Izopropil-17-amino-3,6.9.12,15-pentaoxahepta-

dekanodt .

8.5 g S. pont szerinli 17-(N-ftalimidoil)-3.6,9,12,15-
pentaoxaheptadekansavat feloldunk 150 ml etanol é€s
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3 ml hidrazin-hidrat elegyében. Az oldatot szobahGmeér-
sékleten 16 6ra hosszat keverjiik, majd hozzdadunk
100 ml 3 mol/l-es sésavat, és az elegyet 3 6ra hosszat visz-
szafolyaté hiitg alatt forraljuk. Szobahdmérsékletre torté-
né hiités és lesziirés utdn a pH-t ndtrium-hidroxiddal 9 ér-
tékre 4llitjuk, majd majdnem szdrazra paroljuk. Ezutén
vizet adunk hozz4 és Gijra majdnem szérazra paroljuk, az
oldat pH-j4t sésavval 4 értékre dllitjuk, €s az elegyet szd-
razra péroljuk. A terméket 100 ml izopropillal és 2 ml
acetilkloriddal szobahSmérsékleten egy €jszakén 4t ke-
zeljiik, majd bepéroljuk. A maradékot vizben dsszegyUjt-
jilk és alkdlikus pH-ndl (7-11) dikl6r-metdnba extrahdl-
juk. Bepdrldssal 3,3 g terméket kapunk.

IH-NMR (CDCly) &: 1,26 (d. 6H); 3,17 (¢, 2H); 3,65-

3,80 (m, 18H); 4,16 (s, 2H); 5.07 (m, 1H).

A szintetizdlt amino-PEG-karbonsavak képletei
H-(OCH,CH,),CH,CO-OCH(CH;),
1. vegyiilet: n =1
2. vegyiilet: n =1
PhtN-CH,CH,—~(OCH,CH,),OH
3. vegyiilet, PhiN—: N-ftalimidoil

PhtN-CH,CH,~OCH,CH,),CH,CO-OCH(CH3),
4. vegyiilet. PhtN-: N-ftalimidoil

PhtN-CH,CH,~(OCH,CH,),CH,CO-OH
5. vegyiilet

H,N-CH,CH,~(OCH,CH,),CH,CO-OH

6. vegyiilet

BIFUNKCIOS REAGENSEK ES KAPCSOLASI
TERMEKEK KESZITESE
A szerkezeti képleteket kiilon lapon adjuk meg.

1. példa
17-Jéd-acetil-amino-3.6,9.12,15-pentaoxaheplade-
kdnsav-N-hidroxi-szukcinimid-észter elddllitdsa

A. 17-Jéd-acetil-amino-3,6,9.12,15-pentaoxahepta-
dekdnsav elddllitdsa [(A) termék]

1.1 g (3.2 mmol) izopropil-17-amino-3,6,9,12.15-
pentaheptadekanodtot ( 14sd kisérleti rész I. részt) felol-
dunk 3 ml 1 mol/l-es nétrium-hidroxid- oldatban, és 30
percig szobahdmérsékleten allni hagyjuk. Hozzdadunk
1.5 ml 6 mol/l-es sésavat, és az elegyet szdrazra pérol-
juk. A maradékot diklér-meténnal felvessziik és leszdr-
jiik, az oldészer ledesztilldldsa utén 545 mg 17-amino-
3.6.9,12.15-pentaoxaheptadekanodtot kapunk. 460 mg
(1.39 mmol) kapott vegyiiletet feloldunk 10 ml borat-
pufferben (pH = 84). Az oldatbé] a leveg6t nitro-
géngdzzal kihajtjuk. 1 perc alatt cseppenként hozzdad-
juk 432 mg (1,52 mmol) N-szukcinimidil-2-j6d-acetat
5 ml dioxannal késziill oldatdt, mikozben a pH-t
5 mol/l-es natrium-hidroxid adagolasaval 8,4 értéken
tartjuk. A reakcidelegyet nitrogéngdz bevezetése koz-
ben 15 percig keverjik. Vékonyréleg-kromatografids



1 HU 211917 A9 2

elemzés szerint  (eludlészer: diklér-metdn/metanol
60:35) a reakcié néhdny perc alatt lejatsz6dik. 15 perc
milva a reakciéelegy pH-jat 3 értékre allitjuk. és az
oldatot fagyasztjuk és liofilizaljuk. A reakcidelegyet
PEP-RPC HR 30/26 jelii reverz fazisu oszlopon (Phar-
macia Biosystem AB) 0-13% gradiensd acetonitrilt
tartalmaz6 0,1% trifluorecetsavval megosztjuk, majd
13% acetonitrilt tartalmazé 0,1% trifluor-ecetsavval
izokratikusan elvélasztjuk. A kivant csticstél a frakci6-
kat osszegydjtjiik és liofilizljuk. igy 351 mg 17-j6d-
acetil-amino-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadek4nsavat
((A) terméket] kapunk, kitermelés 76%.
A termék szerkezetét NMR-spektrummal igazol juk.

'H-NMR (D,0) &: ICH,C 4,23 s

Il

(0]

OCH,COH 3,76 s

I

0
OCH,CH,0 3.71-3,76
NHCH,CH,0 3.65 1
NHCH,-CH,0 3.41

B. 17-Jéd-acetil-amino-3.6,9,12, 15-pentaoxahep-
tadekdnsav-N-hidroxi-szukcinimid-észter [(B) ter-
mék]

4,5 mg (39 umol) hidroxi-szukcinimidet bemériink
egy lombikba. 18.3 mg (39 umol) 17-j6d-acetil-amino-
3.6.9.12.15-pentaoxaheptadekdnsavat [(A) terméket]
feloldunk 0.55 ml vizmentes dioxdnban, és a lombikba
adagoljuk. A lombikbdl a levegét nitrogéngdzzal ki-
hajyjuk, és cseppenként bemérjik 8,0 mg (39 pmol)
diciklohexil-karbodiimid 0,15 m! vizmentes diox4nnal
késziilt oldatdt. A lombikot nitrogéngazzal wolyuk, le-
zarjuk és sotétbe helyezziik. A reakcidelegyet 3,5 6ra
hosszat keverjiik. A képzédott csapadékot leszirjitk. A
szirletben a (B) termék mennyisége NMR analizis
alapjan 89%.

2. példa (17-Jod-acetil-amino-3,6.9,12, 15-penta-

oxaheptadekanoil-amino-immunglobulin elddllid-

sa [(C) termék]

A. Mab C215 jelii monoklondlis antitest

34 mg (0,218 pmol) 1gG2A immunglobulin-osz-
tdlyba tartozé monoklondlis antitestet (Mab C215) fel-
oldunk 17.7 mi 0,1 mol/l-es, 0,9% natrium-kloridot tar-
talmazé bordt-pufferben (pH = 8,1), és egy lombikba
bemérjiik. 3,6 mg (6.4 pmol) 17-j6d-acetil-amino-
3,6,9,12.15-pentaoxaheptadekdnsav-N-hidroxi-szukci-
nimid-észtert [(B) termék) tartalmazé 146 pmol dioxé-
noldatot injektdlunk a pufferoldatba, és a reakciét 25
percig szobahémérsékleten folytatjuk. Ekozben a lom-
bikot a fényhatds kizdrasara félidval burkoljuk. A B
reagens foloslegét Sephadex G 25 K 26/40 oszlopon
végzett 0.1 mol/l-es, 0.9% natrium-kloridot tartaimazé
foszfat-pufferrel (PH = 7,5) torténd eludlassal frakcio-
néljuk. A kivant C terméket tartalmazé frakcidkat osz-
szegydjtjik. A 22 ml oldatot Amicon celldban YM 30
szirén 8 ml-re koncentrdljuk. A koncentrdcidt és a
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szubsztiticié fokdt aminosavelemzéssel hatdrozzuk
meg, eredmény: 4,7 mg/ml; Mab C215 molekuldnként
18 térkoz-csoport.

B. Mab C242 jelii monoklondlis antitest

IgG1 immunglobulin-osztalyba tartozé monoklon4-
lis antitestet (Mab C242) 15-, 20- és 22-szeres moldris
foloslegben 17-jod acetil-amino-3,6,9,12,15-pentaoxa-
heptadekansav-N-hidroxi-szukcinimid-észterrel  [(B)
termék] reagéltatunk a 2. A példa szerinti médon, igy
nona-, dodeka- és tetradeka(17-j6d-acetil-amino)-
3,6,9,12,15-pentaoxaheptadekanoil-amino-(Mab
C242)-1{(C) termék] kapunk.

C. Mab C jelii monoklondlis antitest

IgG2a immunglobulin-osztdlyba tartozé monoklo-
nalis antitestet (Mab C) 14- és 18-szoros moldris f616s-
legben 17-j6d-acetil-amino-3,6.9,12,15-pentaoxahep-
tadekdnsav-N-hidroxi-szukcinimid-észterrel [(B) ter-
mék ] reagdltatunk a 2.A példa szerinti médon, igy
tetra- és hepta (17-j6d-acetil-amino)-3.6,9,12,15-penta-
oxaheptadekanoil-amino-(Mab C)-t [(C) termék] ka-
punk.

3. példa

2-Merkapto-propionil-amino-Euw**-mal jelzett

staphylococcus enterotoxin A (SEA) elédllitdsa

A. Eu**-mal jelzert SEA elddllitdsa [(D) termék)

2 mg (71 nmol) SEA-t (Toxin Technology Inc. fa-
gyasztva szdritott terméke) 722 pl milli-Q vizben felol-
dunk, és bemérjiik egy 15 ml-es polipropilén kémcsébe.
Hozzdadunk 100 ul 0.1 molA-es borét-puffert (pH = 8,6) ,
majd 2160 nmol Eu™-kel4t reagenst (Pharmancia Wallac
Oy) 178 4 milli-Q vizben oldva. A reakciét szobahSmér-
sékleten egy €jszaka alatt hajtjuk végre. A reagens folos-
legét Sephadex G 25 PD 10 oszlopon (Pharmacia Biosys-
tem AB) 0,1 mol/l-es foszfét-pufferrel (pH = 8,0) mint el-
udl6szerrel végzett frakciondldssal tavolitjuk el. A kiv4nt
D terméket tartalmazé frakcidkat osszegydijtjiik. A 3 ml
oldatot Amicon celldban YMS sziir6n 0,8 ml-re koncent-
rdljuk. A koncentrdciét aminosavelemzéssel hatarozzuk
meg. ami 1,7 mg/ml-nek adGdik. A szubsztitiicié foka
EuCl, standarddal val6 6sszehasonlitds alapjan SEA mo-
lekuldnként 0,8 Eu’*.

B1. 3-(2-Piridinil-tio)-propionil-amino- Eu**-mal
Jelzett SEA [(E) termék] és 3-merkaptopropionil-
amino-Eu*-mal jelzett SEA elddllitdsa [(F) termék. ]
1,24 mg (44,8 nmol) Eu**-SEA-1 0,75 ml 0,1 mol/I-

es foszfat-pufferben (pH=8,0) bemériink egy 15 ml-es
polipropilén kémcsébe. Hozzaadjuk 1,6 mg N-szukcin-
imidil-3-(2-piridil-tio)-propiondt 1 ml etanollal késziilt
oldatdnak 35 pl-ét (180 nmol), és a reakcidelegyet 30
percig szobahdmérsékleten keverjiik. A kapott E termé-
ket izoldlds nélkiil F termékkeé redukaljuk.

A fenti reakcidelegyhez 20 ul 0,2 molfl-es Eu*-cit-
rat oldatot adunk. és a pH-t 50 I 2 mol/l-es ecetsavval
5 értékre allitjuk. Ezutdn hozzdadjuk 3.1 mg ditiotreitol
(Merck) 0,1 ml 0,9%-o0s ndtrium-kloriddal késziilt ol-
datdt. és a reakcidelegyet szobahdmérsékleten 20 per-
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cig keverjiik. Ezutdn a térfogatot 50 pl 0,9%-os nétri-
um-kloriddal 1 ml-re kiegészitjik. Az 1 ml reakciéele-
gyet Sephadex G 25 NAP-10 oszlopra (Pharmacia
Biosystem AB) vissziik, és a kivant F terméket 1,5 ml
0.1 mol/l-es 0.9% natrium-kloridot tartalmazé foszfat-
pufferrel eludljuk. Az eludlt F terméket 15 ml-es poli-
propilén kémcsGben Osszegydjtjiik, és azonnal, a di-
szulfidszarmazékka val6 Ujraoxiddlds megakaddlyoza-
sa mellett felhasznaljuk a G termék szintéziséhez.

B2. 2-Merkapto-propionil-amino-sztaphylococcus

enterotoxin A (SEA) elddllitdsa [(F2) termék]

Nativ Sea-t (Toxin Technology Inc. fagyasztva szari-
tott terméke) vagy rekombindns SEA-t (rSEA) 2-szeres
molfoloslegben vett N-szukcinimidil-3-(2-piridil-tio)-
propionttal reagdltatunk a 3B1 példa szerinti médon.

A szubsztiticié fokat Carlsson et al. médszerével
|Biochem. 4. 173.723-737 (1978)] UV-elemzéssel ha-
tarozzuk meg. ami SEA molekuldnként 1.9 merkapto-
propionil-csoportnak adédik.

4. példa
SEA-monoklondlis antitest konjugdtumok elddllitd-
sa [(G1) és (G2) termék]

A. Eu™*-SEA és Mab C215 konjugdtumai

[(G1) termék]

A 3B példa szerinti 4-merkapto-propionil-amino-
Eu’*-mal jelzett Sea oldatdhoz hozzdadjuk 4 mg ok-
tadeka( 17-j6d-acetil-amino-3,6.9.12.15-pentaoxahepta-
dekanoil-amino)-(Mab C215) 0.1 mol/l-es, 0,9% nét-
rium-kloridot tartalmazé foszfat-pufferrel (pH = 7.5)
késziilt 1.2 ml oldatit. A reakcié egy €jszaka alatt
szobahdémérsékleten lejatszédik. Az el nem reagdlt
j6d-alkil-csoportokat 20 pl merkapto-etanol 1 ml viz-
zel késziilt oldatdnak 5 pl-ével (1.2 pmol) blokkol-
juk. A reakcidelegyet 4 ora hosszat dllni hagyjuk.
majd leszdrjiik. A szdrletet Superose 12HR 16/50
oszlopon (Pharmacia Biosystems AB) 0,002 mol/l-es.
0.9% natrium-kloridot tartalmazé foszfét-pufferrel
(pH = 7.5) eludlva frakciondljuk. A kivant G terméket
tartalmaz6 frakcidkat osszegydjtjiik és elemezzik. A
proteintartalom aminosavelemzéssel meghatdrozva
0,22 mg/ml. A szubsztitici6 foka az Eu**-meghatéro-
zdssal 1gG molekulanként egy SEA. A terméket im-
munstimuldlé tulajdonsdgokra és antitestkdtd-képes-
ségekre nézve is vizsgdljuk.

Az (F) termék (C) termékre vonatkoztatott mennyisé-
gének emelésével nagyobb foku szubsztitdciot ériink el.

B. rSEA és Mab C215 konjugdtumai [(G2) termék]

Oktadeka (17-j6d-acetil-amino-3,6,9,12,15-penta-
oxaheptadekanoil-amino)-(Mab C215)-t (C) 1.8-szoros
mélfoloslegben 2-merkapto-propionil-amino-rSEA-val
(F2) reagdltatunk a 4A példa szerinii médon. A konju-
gdtum Osszetételét natrium-dodecil-szulfét-poliakril-
amid-gélelektroforézissel (SDS-PAGE) Phast-Gelen
4-15 gradienssel hatdrozzuk meg, és a kotéseket Phast
Image-vel (Pharmacia Biosystems AB) észleljiik. A
kapott konjugatum 6% Mab C215-t hirom SEA-val,
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15%-ot két SEA-val, 28%-ot egy SEA-val és 51%
szubsztitualatlan Mab C215-t tartalmaz.

Egy mésik kisérletben, 2.7-szeres molfoloslegben
vett F2-vel olyan konjugdtumot kapunk, amely 15%
Mab C215-t hdrom SEA-val, 25%-ot két SEA-val,
34%-ot egy SEA-val, és 26% szubsztitudlatlan Mab
C215-1 tartalmaz.

C. rSEA és Mab C242 konjugdtumai

Cl Tetradeka(17-j6d-acetil-amino-3,6,9,12,15-
penlaoxahepta—dekanoil—amino)-(Mab C242)-1 (C) 3.2-
szeres molfoloslegben 2-merkaptopropionil-amino-
rSEA-val (F2) reagéltatunk a 4A példa szerinti médon.
A konjugitum osszetételét a 4B példa szerinti médon
hatdrozzuk meg: 4%Mab C242 négy SEA-val, 12%
hirom SEA-val, 28% két SEA-val. 36% egy SEA-val
és 20% szubsztitudlatlan Mab C242.

A fenti médon jarunk el, azonban a reakciéterméket 4
6ra hosszat 0.2 mol/l-es hidroxi-aminnal reagéltatjuk mi-
eldtt a Mab C242 és térkoztartd. valamint a SEA és a
merkapto-propionil-csoport kézotti instabil kotések eltd-
volitdsdra oszlopfrakcionaldst végziink. A képz&ddtt kon-
jugdtum dsszetétele: 1% Mab C242 négy SEA-val, 12%
harom SEA-val. 27% két SEA-val. 36% egy SEA-val és
24% szubsztituslatlan Mab.

C2. Dodeka(17-j6d-acetil-amino-3.6,9,12,15-pen-
taoxaheptadekanoil—amino)-(Mab C242)-t (C) 3-szoros
molfoloslegben 2-merkapto-propionil-amino-rSEA-val
(F2) reagdltatunk a 4A példa szerinti médon. A kapott
konjugdtum Osszetétele: 6% Mab C242 harom SEA-
val. 26% két SEA-val. 36% egy SEA-val és 31%
szubsztitudlatlan Mab C242.

C3. Nona(17-j6d-acetil-amino-3,6.9,12,15-penta-
oxahepladekanoil-amino)-(Mab C242)-t (C) 3-szoros
molfoloslegben 2-merkapto-propionil-amino-rSEA-val
(F2) reagaltatunk a 4A példa szerinti modon. A kapott
konjugétum dsszetétele: 13% Mab C242 két SEA-val,
39% egy SEA-val és 46% szubsztitudlatlan Mab C242.

D. rSEA és Mab C konjugdtumai

D1. Hepta(17-j6d-acetil-amino-3,6,9.12.15-penta-
oxaheptadekanoil-amino)-(Mab C)-t 5.4-szeres molfo-
loslegben 2-merkapto-propionil-amino-rSEA-val (F2)
reagaltatunk a 4B példa szerinti médon. A kapott kon-
jugdtum Bsszetétele a 4B példa szerinti médon elemez-
ve:15% négy SEA-val, 24% hdrom SEA-val, 29% két
SEA-val. 19% egy SEA-val, 3% szubsztituélatlan Mab
C és 10% dimer formdban.

Ugyanezt a reakciot folytatjuk le 0.2 mol/l-es hid-
roxil-amin jelenlétében a Mab C és a térkozcsoport,
valamint a SEA és a merkapto-propionil-csoport k6z6t-
i instabil kotések eltdvolitdsara. A kapott konjugétum
ssszetétele: 11% Mab C harom SEA-val, 24% két
SEA-val. 30% egy SEA-val. 18% szubsztitudlatlan
Mab C és 17% dimer formdban.

D2, Tetra(17-j6d-acetil-amino-3,6,9.12.15-penta-
oxaheptadekanoil-amino)-(Mab C)-t 5,7-szeres motfo-
loslegben 2-Merkapto-propionil-amino-rfSEA-val (F2)
reagaltatunk a 4B példa szerinti médon. A kapott kon-
jugdtum Osszetétele: 8% négy SEA-val, 18% hdrom
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SEA-val, 30% két SEA-val, 26% egy SEA-val, 5%
szubsztitudlatlan Mab C és 12% dimer formé4ban.

5. példa
[17-(3-Merkapto-propionil-amino)-3,6,9,12,15-
pentaoxaheptadekanoil-amino)-rSEA elédllitdsa
[(I) termék]

A. 17-[3-(2-piridil-tio)-propionil-amino]-3,6,9,12,15-
pentaoxaheptadekanoil-amino-rSEA elodllitdsa
[(H) termék]

0,53 mg (896 nmol) 17-3-(2-piridil-tio)-propionil-
amino]-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadekdnsav-N-hidrox
i-szukcinimid-észter (K) 43 pl dioxannal késziilt olda-
tat hozzdadjuk 3,67 mg (128 nmol) rSEA 0,1 moV/l-es,
0,9% ndtrium-kloridot tartalmazé foszfat-pufferrel
(pH=7,5) késziilt oldatdhoz. A reakciét szobahSmér-
s€kleten 30 perc alatt folytatjuk le. 100 ul mintat kive-
sziink, €s elemezziik a szubsztitiicié mértékét. A mara-
dékot fagyasziva taroljuk I termékké valé redukdldsig.

A szubsztiticié mértékét dgy hatdrozzuk meg, hogy
100 pl reakcidelegyet Sephadex G 50 NICK oszlopon
(Pharmacia Biosystem AB) s6mentesitiink. és az elustu-
mot  UV-spektroszképidval Carlsson és munkatarsai
mddszerével [Biochem. J. 173, 723-737 (1978)] elemez-
ziik. Az rSEA-hoz kapcsolva 2,7 térkézesoport tallhat6.
B. [17-(3-Merkapto-propionil-amino)-3.6,9.12, 15-pen-

taoxaheptadekanoil-amino ]-rSEA  elddllitdsa [(I)

termék ]

0.9 ml a H terméket tartalmazé reakciGelegy pH-jat 2
n s6savval 4.4 értékre allitjuk, és hozzdadunk 2,9 mg di-
tio-treitolt 75 pl 0,9%-os natrium-klorid-oldatban oldva.
A redukcidt 30 perc alatt folytatjuk le. A reakcidelegyet
Sephadex G25 NAP 10 oszlopra (Pharmacia Biosystem
AB) vissziik. és 1.5 ml 0.1 mol/l-es, 0.9% natrium-klori-
dot tartalmazé foszfét-pufferrel (pH = 7.5) eludljuk. és
azonnal fethaszndljuk a J termék szinézisére.

6. példa

SEA-monoklondlis antitest konjugdtum kettds tér-

kozesopornal elédllitdsa [(J) termék Ji

42 mg (27 nmol) dodeka(17-j6d-acetil-amino-
3.6.9,12.15-pentaoxadekaheptanoil-amino)-(Mab
C242)-1(C) 1.0 ml 0,1 mol/l-es, 0,9% ndtrium-kloridot
tartalmazé foszfat-pufferben 43 6ra hosszat reagilta-
tunk 1.17 mg (42 nmol), 1 ml fenti pufferben oldott
[17-(3-Merkapto-propionil-amino)-3.6,9.12,1 S-penta-
oxaheptadekanoil-amino]-rSEA-val (I) 1 m] fenti puf-
ferben, sotétben, nitrogénatmoszféraban. Ezutan hoz-
zaadunk 1,14 pmol merkapto-etanolt. Tovdbbi 1 6ra
reagéltatds utdn a reakcibelegyet Superdex
200 mmoV/l-es, 0,9% natrium-kloridot tartalmazé fosz-
fat-pufferrel (pH = 7,5) eludljuk. A kivant J terméket
tartalmaz6 frakcickat osszegydjtjiik, és a 4B példa sze-
rini médon elemezziik. A konjugdtum Ssszetétele: 9%
Mab C242 két SEA-val, 25% egy SEA-val és 66%
szubsztitudlatlan Mab C242.

11 KISERLETI RESZ

S:uperantigén-antitest konjugdtumok hardsa sejiekre
A kovetkezd kisérletekben baktérium toxinként
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Staphylococcus enterotoxin A-t (SEA) alkalmazunk,
amely a Toxin Technologies (WL,USA) intézett§] sze-
rezhet§ be, vagy E. coliban rekombindns fehérjeként
termelhet§.

Antitestként C215, C242 és Thy-1.2 monoklondlis
antitestet haszndlunk. A C215 egy IgG2a osztdlyba
tartoz6 monoklondlis antitest, amely humdn vastagbél-
karcinoma sejtvonal ellen képz8dik, és kiilonbdzé hu-
mdn vastagbél-karcinoma sejtvonalak 37 kD-s protein
antigénjeivel reagdl. Az el6bbiekben ezekre a mono-
klondlis antitestekre hivatkozunk. A konjugdtumot az
el6zéekben ismertetett médon éllitjuk eld.

Az elsGbbségi év elSut csak az Eu**-mal jelzett
SEA—-C215 monoklondlis antitest-konjugédtumot vizs-
galtuk. Az elsGbbségi év folyaman az eredményeket
nem jelzett SEA-215, SEA-242, SEA-Thy-1.2 mo-
noklondlis ellenanyag konjugdtumokkal igazoltuk. Az
itt kozolt eredmények nem jelzett konjugdtumokra vo-
natkoznak.

A SEA-C215 Mab konjugdtum és a nemkonjugélt
SEA és C215 Mab dltal kozvetitet, MHC 11 hidnyos
vagy kevés és észlelhetetlen mennyiségd MHC 1I-t
termelG vastagbél-karcinoma sejtek elleni citotoxicitds
meghatdrozdsara kiilonb6z6 human, SEA-val kiterjesz-
tett T-sejtvonalakat alkalmazunk effektor sejtekként, és
vastaghél-karcinoma sejieket és MHC II* Raji sejteket
célsejtekként. A Colo205, SW620 és WiDr vastagbél-
karcinoma sejtvonalak nem fejeznek ki MHC II cso-
portot, amint az a HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ és
FACS elleni Mab-k festésével megdllapithaté. A SEA-
val kiegészitett sejtvonalakat periférids vérbsl alaki-
tottuk ki, a SEA-val eldre bevont, mitocin C-vel kezelt
MHC II* BSM limfoma sejtekkel, rekombindns IL-2
(20 egység/ml) jelenlétében enyhén stimuldlva. Ezek a
T-sejtvonalak erdsen toxikusak SEA-val bevont Raji
vagy BSM sejtekre nézve, de a be nem vont vagy
staphylococcus enterotoxin B-vel (SEB) bevont sejtek-
re nézve nem. Ez a SEA-val indukélt sejtpusztitds a
SEA és a célsejieken levd MHC I kozotti kolesonhatds
fliggvénye, amint azt a HLADR antitestek blokkoldsa-
val, MHC II" Raji mutdns sejtek és HLA-DR-rel 4tfer-
15261t L-sejtek [Dohlsten et al., Immunology 7/, 96—
100 (1990)] alkalmazasaval megadllapitottuk. Ezek a
T-sejtvonalak aktivédlhaték a C215* MHC II- vastag-
bél-karcinoma sejtek elleni T-sejt pusztitast képes in-
dukdlni. A staphylococcus enterotoxin antitest-konju-
gatumbdl fiiggd, sejtek dltal kozvelitett citotoxitdsa a
SEA-C215 Mab konjugdtum C215* tumorsejtekhez
vald kotodésétdl figg. E kot6dés specifitdsat igazolja,
hogy a nem konjugdlt C215 Mab - de nem az irrele-
vans C242 és w6/32 Mab-k - gétolja a vastagbél-kar-
cinoma sejtek lizisét. A CD* és CD8* T-sejlek a SEA—
C215-tel kezelt C215* vastagbél-karcinoma sejtek
pusztitdsat mutatjdk, de nem lizdljak a SEA-val kezelt
sejteket. Ugy latszik, hogy a T-sejtek, valamint az
MHC II" tumorsejtekhez kitsu SEA-C215 Mab kon-
Jugdtum kozotti kolesénhatds magdban foglalja a spe-
cifikus V-béta TCR-szekvencidkkal valé kélcsonha-
tast, a kordbban az MHC II* sejtek SEA-val indukalt
pusztitdsdra vonatkozéan bemutatottakhoz hasonléan.
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Ezt egy a SEA-ra specifikus, de SEB-re nem autol6g
médon specifikus T-sejtvonal és a C215-SEA konjugé-
tum kozétti kolcsonhatds igazolta. A C242 Mab és
Thy-1.2 Mab konjugétum a C215 Mab konjugétumhoz
hasonlé aktivitast mutat.

Krémmal valé jelolés és a célsejtek inkubdldsa
SEA-val

0,7x10°¢ célsejtet és 150 uCi 3'Cr-t (Amersham
Corp.. Arlington Hights, Nagy-Britannia) 45 percig
37 °C hémérsékleten 100 pl-ben inkubélunk. A sejte-
ket a kovetkezd komplett tapkozegben tartjuk: 2,8
érf.% kovetkez6 komponensekkel kiegészitett
RPMI-1640 (Gibco, Paisley, GBR): 7,5% NaHCO;,
1% nétrium-piruvét, 2% 200 mmol/l-es L-glutamin,
1% 1 mol/l-es Hepes. 1% 10 mg/ml-es gentamicin és
10% borjiembrié-szérum (FCS. Gibco, Paisley,
GBR). A sejteket inkubalds utdn egyszer mossuk
komplett, FCS-t nem tartalmazé komplett tapkozeg-
gel. és 60 percig 37 “C hémérsékleten inkubdljuk,
majd 10% FCS-t tartalmazé komplett tdpkozeggel
mossuk. és djra szuszpendéljuk ilyen tdpkozegben.
5%10* célsejtet adagolunk egy U-feneki, 96 nyildsos
mikrotitrdlé lemez (Costar, Cambridge. USA) min-
den nyildséba.

Citotoxicitdsi vizsgdlat

Az effektorsejieket killonbozé  effektor-/célsejt
aranyban adagoljuk a nyilasokba. A nyildsokban a vég-
s6 térfogat 200 ul. Minden tesztet haromszoros ismét-
léssel végeziink. A lemezeket 4 6ra hosszat 37 °C hé-
mérsékleten inkubdljuk. majd a leadott krémot dssze-
gyijtjiik. Az 5'Cr mennyiségét egy gammaszdmlaléval
(Cobra Auté-gamma. Packard) mérjiik. A citotoxicitds
szazalékos ardnyat a kovetkezd képlettel szamoljuk:

citotoxicitas % = (X-M)(T-M) x 100.

ahol X a kromlead4s cpm-ben a tesztminta esetén,
M a tdpkozegge! inkubadlt célsejtek spontdn kromleadd-
sa. és T az 1% nétrium-dodecil-szulfattal inkubdlt cél-
sejtek teljes krémleaddsa.

Eredménvyek

SEA-C242,. SEA-C215 és SEA-anti-Thy-1.2 Mab
konjugatumok kotGdnek az olyan sejtekhez, amelyek
kifejezik a Mab-k megfeleld epitopjait, illetve az MHC
II* sejtekhez. A nem konjugélt SEA viszont csak az
MHC?* sejtekhez kot6dik. A nem konjugdlt C215, C242
és Thy-1.2 Mab a megfelel6 sejtekhez kotSdik. de Raji
sejtekhez nem (1. 1. tabldzat).

Human T-sejtvonalak SEA-C215 Mab konjugatum
jelenlétében lizdljak. de nem konjugalt SEA és C215
Mab jelenlétében nem lizdljdk az MHC II" SW620,
Col0205 és WiDr sejteket (1. dbra). A vastagbél-karci-
noma sejtek lizise 10-100 ng/ml SEA-C215 Mab kon-
jugdtumnal lathaté. A lizis magas foka észlelhetd ki-
1onboz6 effektor-/célsejt ardnyokndl SEA-215 Mab
konjugdtumokkal SW620 ellen (1. dbra). Ezzel szem-
ben a nem konjugalt SEA vagy C215 Mab nem kozve-
tit citotoxicitast SW620 sejtek ellen a vizsgalt effektor/-
célsejt ardnyokndl. Ez arra utal, hogy az MHC II
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Col0205 sejtek lizise a konjugdtumokra korldtoz6dik,
és a nem konjugdlt SEA és C215 Mab nem indukilja a
lizist. A SEA és SEA—C215 Mab konjugatum kozvetiti
az MHC II* Raji sejtek és az interferonnal kezelt MHC
II* Colo205 sejtek T-sejtek 4ltal torénd pusztitdsat,
mig a C215 Mab nem (1. abra).

Annak igazol4séra, hogy a SEA-C215 Mab konju-
gitummal kozvetitett lizis a konjugédtum célsejteken
levé C215 Mab molekuldkhoz valé specifikus kot6dé-
sét foglalja magdban, vizsgélatokat végeztiink, ame-
lyekben foloslegben vett nem konjugélt C215 Mab-t és
(242 Mab-t alkalmaztunk, amelyek (a C215 Mab-hoz
valé kotdés szempontjabdl) irrelevans antigénhez Ko-
tédnek a vastagbél-karcinoma sejteken. A C215 Mab
adagolésa ersen blokkolta a citotoxicit4st, mig a C242
Mab nem fejtett ki ilyen hatdst (2. dbra). Hasonldokép-
pen a SEA-C242 Mab konjugétum shtal 16rténd lizist
specifikusan blokkolta a nem konjugalt C242 Mab
foloslege, mig a C215 Mab nem.

A SEA-C215 Mab konjugitum MHC II SW620
vastagbél-karcinoma sejteket T-sejud] fiigg 1iz416 ké-
pessége mind CD4*. mind CD8* T-sejtpopulacién lat-
hat6 volt (2. tablazat).

SEA-C215 Mab konjugétum indukélta az SW620
és Raji sejtek SEA-val kiegészitett T-sejtvonal 4ltal
1611énd lizisét, mig SEB-bel kiegészitett T-sejtvonal
4ltal t6rténSt nem (3. 4bra). A SEA és SEB vonalak
specifitdsara utal a SEA-ra, illetve SEB-re adott szelek-
tiv valaszuk, ha Raji sejleknek vannak kitéve (4. dbra).
Ez azt jelzi. hogy a SEA—-C215 Mab konjugdtum meg-
tartja a nem konjugélt SEA-hoz hasonlé V-béta TCR
specifitasat.

Az dbrdk magyvardzata

A mellékelt 1. 4bra a SEA-C215 Mab konjugdtum
MHC 1I- vastagbél-karcinoma sejtek elleni CTL-k ird-
nyftasat mutatja. A bal felsé panel mutatja a SEA-ra
vilaszolé SW620 sejtek elleni CTL-k hatéasat kiilonbo-
26 effektor- és célsejt ardnyoknal 1 pg/ml SEA-C215
Mab konjugdtum. SEA, C215, valamint C215 és SEA
keveréke (C215+SEA) jelenlétében vagy anélkiil (-). A
16bbi panel a SEA-C215 Mab konjugdtumnak és SEA-
nak a SEA-ra vdlaszol6 CTL-k irdnyité kapacitdsat
mutatja SW620 C215+MHC II" vastagbél-karcinoma
sejtvonal, Colo205 és WiDr, MHC II* C215* interfe-
ronnal kezelt Colo205 sejtek és C215- MHC II* Raji
sejtek ellen. Az effektor/cél arany 30:1. Nem konjugalt
C215 Mab adagolasa kiilonboz8 koncentrécikndl nem
indukalt CTL-iranyit4st ezen sejtvonalak ellen. SW620
sejteken, Colo205 és WiDr sejteken HLA-DR, -DP,
-DQ elleni antitestek alkalmazdsdval végzett FACS
elemzés nem mutatott ki feliileti MHC II expresszi6t,
mig a HLA-DR, -DP és -DQ jelent8s expresszidja
nem volt észlelheté Raji sejteken és HLA-DR, -DP
interferonnal kezelt Colo205 sejteken. A Colo205 sej-
teket a CTL vizsgalatban val6 felhasznalds elGtt 48 6ra
hosszat 1000 egység/ml rekombindns gamma-interfe-
ronnal kezeltiik.

A 2. 4brén lathat6, hogy a SEA-C215 Mab konju-
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gdtum és SEA-C242 Mab konjugétum &ltal induka4lt
CTL irdnyitds a vastagbél-karcinoma sejtek ellen a
Mab antigén-szelektivitdsatol figg. A Colo205 sejtek
SEA-ra vélaszol6 CTL vonal 4ltal SEA-C215 Mab és
SEA 242 Mab konjugétum (3 pg/ml) jelenlétében oko-
zott lizise nem konjugdlt C215, illetve C242 Mab ada-
goldsdval (30 pg/ml) blokkolhats. A konjugdtumok
adagoldsa el6tt 10 perccel nem konjugdlt Mab-kat,
illetve kontroll kézeget (-) adagoltunk.

A 3. dbrdn lathat6, hogy a SEA—C215 Mab konju-
gatummal bevont vastagbél-karcinoma sejtek lizisét
SEA kozvetiti, mig SEA-ra vélaszolé CTL-k nem. Au-
tolég SEA és SEB szelektiv T-sejtvonalakat haszndl-
tunk 10:1 effektor-/célsejt ardnyban SW620 és Raji
célsejtek ellen SEA-C215 Mab konjugétum. nem kon-
jugélt C215 Mab és SEA keveréke (C215+SEA), vala-
mint nem konjugdlt C215 Mab és SEB keveréke
(C215+SEB) jelenlétében (1 pg/ml), illetve anélkiil
(kontroll).

A 4.4dbrdn a SEA~C242 konjugétum és a SEA-anti-
Thy-1.2 Mab konjugdtum 4ltal indukalt. célsejtjeik
(Colo205 wmorsejtek. illetve EL—4 tumorsejtek) elleni
citotoxocitdst abrazoltuk.

1. tdbldzat
C215* vastagbél-karcinoma sejtekhez és MHC 1I*
Raji sejtekhez kotott SEA-C215 Mab konjugdtum

Reagens Sejt FACS elemzés
SEA-C215 Mab Colo205 pozitiv
Raji pozitiv
C215 Mab Colo205 pozitiv
Raj negativ
SEA-C242 Mab Colo205 pozitiv
Raji pozitiv
C242 Mab Colo205 pozitiv
Raji negativ
SEA-anri-Thy-1.2 Mab EL-4 pozitiv
anti-Thy-1.2 Mab EL-4 pozitiv
SEA Colo205 negativ
Raji pozitiv
kontroll Colo205 negativ
Raji negatfv
EL4 negativ

A sejteket 30 percig kiilonboz6 hozzéadott szabi-
lyozé anyagokkal (PBS-BSA) Jégen inkubdltuk,
mostuk €s a kovetkez6kben ismertetett médon feidol-
goztuk. A Colo205 sejtekhez kotou C215 Mab és
C242 Mab. valamint az EL—4 sejtekhez kotott anti-
Thy-1.2 festésének detektdldsat FITC-vel jelzett nyul
anti-egér Ig-vel végeztik. A Raji sejlekhez kotott
SEA festésének detektaldsat nyil anti-SEA szérum
segitségével. majd FITC-sertés anti-nyul Ig segitsé-
gével végeztiik. A Colo205 és Raji sejtekhez kotout
SEA-C215 Mab konjugatum festésének detektdlasat
a C215 és SEA esetén ismertetett médon végeztik. A
FACS elemzést FACS star plus (Becton és Dickin-
son) segitségével végeztiik. A masodik és harmadik
lépésben végzett festést a hdttér meghatdrozasdra vé-
geztiik.
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2. tabldzat
CD4* és CD8* CTL-k liz4ljak a C215-SEA
konjugdtumot mutat6 vastagbél-karcinoma sejteket

Citotoxicitds %
Effekior® | Cél | Konwoll | SEA Cszéi,_
cD4* | swe20 2 5 50
CD4* | Raji 0 41 £
CD8* | SW620 0 1 23
CD8* | Raji 2 72 68

A: A CTL-ket (SEA-3) 30:1 effektor-/célsejt ardnyban alkalmaz-
tuk 1 pg/ml SEA, illetve C215-SEA jelenlétében vagy anélkiil.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Oldhaté antitest konjugédtum, amely egy antitest-
b6l és egy szuperantigénbdl 4ll.

2. Az 1. igénypont szerinti oldhaté antitest konjuga-
tum, azzal jellemezve, hogy

(i) az alkalmazott antitest specifikus egy betegséggel
kapcsolatos célsejten levé sejtfeliileti szerkezetre, és

(i1) az alkalmazott szuperantigén T-sejtek 4ltal felis-
merhetd, €s képes aktivdlni a citotoxikus T-sejteket
(CTL).

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti konjugdtum,
azzal jellemezve. hogy a szuperantigén képes kolcson-
hatdsba Iépni a T-sejt receptor-komplex részeivel.

4. A 2. vagy 3. igénypont szerinti konjugédtum, azzal
Jellemezve, hogy a célsejt egy betegséggel, célszeriien
rakkal, autoimmunitdssal. parazitds és mikrob4lis ferts-
z¢ssel kapesolatos, és az antitest specifikusan egy az em-
litett célsejteken levé antigén determindns ellen iranyul.

5. A 2-4. igénypontok barmelyike szerinti konjugé-
tum. azzal jellemezve, hogy a betegség rék, és az anti-
test egy tumorsejten. elényosen vastagbél-karcinoma-
val kapcsolatos sejten levg antiogén determindns (epi-
top) ellen irdnyul.

6. Az 5. igénypont szerinti konjugatum, azzal jelle-
mezve, hogy az antitest specifikusan a C242 epitop
ellen irdnyul.

7. Az 5. igénypont szerinti konjugétum, azzal jelle-
mezve, hogy az antitest specifikusan egy a GA-733
csoportba tartozé proteinen levd epitop ellen, kiilono-
sen a C215 epitop ellen irdnyul.

8. A 7. igénypont szerinti konjugétum, azzal jelle-
mezve, hogy az epitop a C215 epitop.

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti konju-
gatum, azzal jellemezve. hogy antitestcsoportonként 1-
5 szuperantigéncsoportot tartalmaz.

10. A 9. igénypont szerinti konjugdtum, azzal jelle-
mezve, hogy antitestcsoportonként 1-3 szuperantigén-
csoportot tartalmaz.

11. Az 1-10. igénypontok barmelyike szerinti kon-
Jugdtum. azzal jellemezve. hogy monoklondlis antites-
tet tartalmaz.
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12. AZ 1-11. igénypontok barmelyike szerinti kon-
jugdtum, azzal jellemezve, hogy bakieridlis eredetd
szuperantigént tartalmaz.

13. A 12. igénypont szerinti konjugdtum, azzal
jellemezve, hogy valamely staphylococcus enterotoxin
szuperantigént tartalmaz.

14. Az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti kon-
jugdtum, azzal jellemezve, hogy SEA szuperantigént
tartalmaz.

15. Az 1-14. igénypontok barmelyike szerinti kon-
jugatum, azzal jellemezve, hogy az antitestet €s a szu-
perantigént egy -B- kovalens szerves Osszekotdeso-
port koti Ossze.

16. A 15. igénypont szerinti konjugétum, azzal jel-
lemezve. hogy a -B— kovalens osszekotScsoport leg-
aldbb egy amidszerkezetet tartalmaz.

17. A 15. vagy 16. igénypont szerinti konjugdtum,
azzal jellemezve. hogy a —B— kovalens szerves Ossze-
kotdesoport hidrofil és legaldbb 6 szénatombdl 4ll6
lancot tartalmaz.

18. A 15. igénypont szerinti konjugatum. azzal jel-
lemezve. hogy —B— 0sszekotGesoportként egy
-STROCONHCH,CH»OCH;CH,)
nO(CH,mMCOY- 1))

képletii csoportot tartalmaz. ahol

r értéke 1 vagy 2,

R jelentése 1—4 szénatomos alkiléncsoport.

n értéke 1-20,

m ériéke 1 vagy 2. és

Y jelentése -NH-, -NHNH- vagy -NHN=CH-
képletd csoport.

19. Az 1-18. igénypontok barmelyike szerinti kon-
jugatum. azzal jellemezve, hogy olyan célsejtek lizisé-
re szolgal. amelyek egy olyan sejtfelileti antigént hor-
doznak. amely ellen a konjugdtum antitestcsoportja
irdnyul.

20. Eljaras célsejtek lizdldsdra, azzal jellemezve,
hogy a célsejieket egy olyan oldhatd antitest konjugé-
wm sejtlizalé mennyiségével hozzuk érintkezésbe.
amely egy antitesthez kapcsolt szuperantigént tartal-
maz. ahol az antitest a célsejtre specifikus. és a szuper-
antigén T-sejtek 4ltal felismerhetd. és képes aktivdlni a
citotoxikus T-sejteket (CTL).

21. A 20. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve. hogy szuperantigénként, antitestként és az antitestet
és szuperantigént Osszekot§ csoportként az 1-19.
igénypontok barmelyike szerint definidlt csoportokat
haszndlunk.

22. Eljards konjugatum elGallitdsdra. azzal Jelle-
mezve, hogy

(i) egy antitestet és/vagy szuperantigént tartalmazé
konjugdtumot szintetizdlunk ismert médon, a szuper-
antigén legaldbb egy a kovetkezd szerkezetek valame-
lyikén keresztill az antitesthez torén6 kapcsolasaval:
(a) szénhidrogén-szerkezet. (b) funkciés csoportok:
tiol-. diszulfid-. karboxil- és aminocsoport. €s
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(ii) a kapott konjugdtumot a szintetizal6 kozegbdl
kinyerjik.

23. A22. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve,
hogy a kapcsoldst egy a szuperantigénen és/vagy antites-
ten jelen levS aminocsoporton keresztiil végezziik.

24. A 23. igénypont szerinti eljéras olyan konjuga-
tum el&allitaséra, amelyben a szuperantigén diszulfid-
vagy tioétercsoportokon keresztiil kapcsol6dik az anti-
testhez, azzal jellemezve, hogy

(i) az antitestet vagy a szuperantigént egy, tiolcso-
porttal reaktiv és amonicsoporttal reaktiv csoportokat
tartalmazé szerves reagenssel reagéltatva tiolcsoporttal
reaktiv csoportot tartalmaz6 antitestet vagy szuperanti-
gént alakitunk ki,

(ii) az antitest vagy szuperantigén tobbi részét egy, ti-
olcsoportot vagy védett tiolcsoportot és egy aminocso-
porttal reaktiv csoportot tartalmaz6 szerves reagenssel re-
agiltatva tiolcsoportot vagy védett tiolcsoportot tartalma-
26 antitestet vagy szuperantigént alakitunk ki, majd

(iii) az (i) és (ii) 1épésben kapott termékeket egy-
massal reagaltatva olyan konjugdtumot alakitunk ki,
amelyben a szuperantigén egy diszulfid vagy tioéter-
csoporton keresztiil kapcsolddik.

25. A 24. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy tiolcsoportokkal reaktiv csoportot tartalmazé amino-
csoporttal reaktiv reagensként alfa-halogén-acetaldehidet,
és tiolcsoportot vagy védett tiolcsoportot tartalmazé rea-
gensként egy ZIRCON}‘ICH»_,CH;,(O(}IZCI-IZ),,O(CI-IZ),“Z,'
(H)é]lalémsképleu’ibiﬁmkciméliskapcsolér&genslalkahmzmk
ahol

m értéke 1 vagy 2.

n értéke 1-20.

Z, jelentése tiolcsoportial reaktiv elektrofil csoport.
tiolcsoport vagy védett tiolcsoport. azzal a feltétel-
lel. hogy ugyanahhoz a szénatomhoz tiolcsoport és
hidroxilcsoport nem kapcsolddik,

R és Z,’ jelentése aktivalt karboxilcsoport.

26. A 22-25. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy szuperantigénként és anti-
testként valamely a 2-14. igénypontok barmelyike sze-
rinti anyagot alkalmazunk.

27. Az 1-18. igénypontok barmelyike szerinti kon-
jugdtum alkalmazdsa rakban, autoimmun betegségben
virus. baktérium vagy gomba éltal okozott fertGzésben
vagy parazita altal okozott fertézésben szenveds emld-
sok. beleértve az embert is, kezelésre.

28. Az 1-18. igénypontok barmelyike szerinti konju-
gatum alkalmazdsa rdk, autoimmun betegség, virus, bak-
térium vagy gomba vagy parazita dltal okozott fert6zés
kezelésére szdnt gyogyszerkészitmény elGallitdsara.

29. Az 1-18. igénypontok barmelyike szerinti kon-
jugdtum, lényegében véve az itt ismertetetteknek meg-
felelSen, hivatkozassal a kiviteli példdkra.

30. A 22. igénypont szerinti eljérds, lényegében
véve az itt ismertetetteknek megfelelien, hivatkozéssal
a kiviteli példdkra.
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