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Protilatky specifické pro CD44v6

Oblast techniky

pfedm&t vynadlezu spada do oboru onkologie. Popisuji se
protilatky se specifikovanou sekvenci, kterd je specifickéd pro
epitop, jenZz Jje koédovan prom&nnym exonem V6 genu Ch44 a
derivaty uvedenych protilatek. Vynélez dale popisuje molekuly
nukleové kyseliny kédujici uvedené proteiny protilatek. Déle
se popisuji metody produkce uvedenych protilédtkovych proteinu.
Dile se popisuji farmaceutické prostfedky obsahujici uvedené
proteiny protilatek. Dale vyndlez zahrnuje pouziti p¥i vyrobé

1é&ebnych prostfedkd pro lécbu zhoubného bujeni.

Dosavadni stav techniky

Ukadzalo se, Ze exprese variant povrchového glykoproteinu
CD44 je nezbytna a postacujici pro spontanni tvorbu métastéz
bunddné linie krysiho pankreatického adenokarcinomu, ktera
neni metastézujici, stejné jako nemetastazujici buné&éné linie
krysiho fibrosarkomu (popisuje se v publikaci Gunthert, U.,
Hofmann, M., Rudy, W., Reber, S., zoller, M., HauBmann, I.,
Metzku, S., Wenzel, A., Ponta, H., and Herrlich, P. A new
variant of glycoprotein CD44 confers metatstatic potential to
rat carcinoma cells. Cell 65: 13-24 (1991)). Zatimco nejmensi
izoformy CD44, standardni forma CD44s (nebo CD44std) se
jedinecné exprimuji v riznych tkénich, které zahrnujil
epitelidlni bunky, Jisté varianty CD44 upravené sest¥ihem
(CD44v, CD44 var) se exprimujl pouze V podsadé epiteliédlnich
pbunék. Varianty CD44 se vytvorily alternativnim sestfihem tak,
ze sekvence deseti exontl (v1l-v10) jsou v CD44s zcela
odstrand&ny, ale mohou se vyskytovat ve vétsich variantéch
v réznych kombinacich (popisuje se Vv publikaci Screaton, G.R.,
Bell, M.V., Jackson, D.G., Cornelis, F.B., Gerth, U., and

Bell, J. I. Genomic structure of DNA encoding the lymphocyte
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homing receptor CD44 reveals at least 12 alternatively spliced
exons. Proc. Natl. Avad. Sci. U.S.A. 89: 12160-12164 (1992),
T6lg,C., Hofmann, M., Herrlich, P., and Ponta, H. Splicing
choice from ten variant exons establishes CD44 wvariability.
Nucleic Acids. Res. 21: 1225-1229 (1993), Hofmann,M., Rudy,
W., Zoller, M., Tolg, C., Ponta, H., HerrlichP., and Gunthert,
U. CD44 splice variants confer metatstatic behavior in rats:
Homologous seguences are expressed in human tumor cell lines.
Cancer Res. 51: 5292-5297 (1991)). Varianty se 1isi zavedenymi
aminokyselinovymi sekvencemi Vv jistych mistech extrabunécné
tasti proteinu. Takové varianty se mohou detekovat v riznych
lidskych nadorovych buifikach stejn& Jjako v lidské nadorove
tkani. Tato skutednost umoZfuje zkoumat expresi variant CD44
v prub&hu kolorektdlni karcinogeneze (popisuje se v publikaci
Heider, K.-H., Hofmann, M., Horst, E., van den Berg, F.,
Ponta, H., Herrlich, P., and Pals, S.T.. A human homologue of
the rat metastasis-associated variant of CD44 is expressed in
colorectal carcinomas and adenomatous polyps. J. Cell Biol.
120: 227-233 (1993a)). V normdlnim epitelu lidského streva
nedochazi k expresi variant CD44 a pouze slabou expresi Jje
mo¥né detekovat v proliferujicich bufikach krypt. V pozdé&jsich
stadiich progrese néadoru naptriklad v adenokarcinomech vsechny
maligni varianty exprimuji varianty CD44. gilna tkanova
exprese varianty CD44 je také prokdzana Vv agresivnich
lymfomech, které nejsou Hodgkinova  typu (popisuje se
v publikaci Koopman, G.., Heider, K.-H., Hortd, E., Adolf,
G.R., van den Berg, F. Ponta, H. Herrlich, P., Pals, S. T.
Activated human lymphocytes and aaggressive Non-Hodgkin’s
Lymphomas express a homologue of the rat metastasis-associated

variant of CD44. J. Exp. Med. 177: 897-904 (1993).

Exon v6 ma specialni ulohu zv1a3té v prubéhu roz3ifeni
metastdz (popisuje se V publikaci Rudy, W., Hofmann, M.,
Schwartz-Albiez, R., Zoéller, M., Heider, K.-H., Ponta, H.,

Herrlich, P. Thet tumor cell line are derived from different
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splice variants: Each one line individually suffices to confer
metastatic behaviour. Cancer Res. 53: 1262-1268 (1993)). two
major CD44 proteins expressed on a metastaticra). Ve zvifecim
modelu protilatky proti specifickym epitoplm v6 mohou branit
zachyceni metastatickych bunék a nadslednému rustu metastaz
(popisuje se v publikaci Seiter et al., 1993). V karcinomech
stfev exprese v6 koreluje s postupem nadoru (popisuje se
v publikaci Wielenga, V. J. M., Heider, K.-H., Offerhaus,
G.J.A, Adolf, G.R., van den Berg, F.M., Ponta, H., Herrlich,
P., Pals, S.T. Expression of CD44 variant proteins in human
colorectal cancer is related to tumor progression. Cancer Res.
53. 4754-4756 (1993)). V gastrickych karcinomech exprese ve Jje
dllezity diagnosticky marker pro rozliseni nadort
intesticialniho typu od nadort difuzniho typu (popisuje se
v publikaci Heider, K.-H., Dimmrich, J., Skroch-Angel, P.,
Miiller-Hermelink, H.-K., Vollmers, H.-P., Ponta, H., Herrlich,
p. Differential expression of (D44 splice variants in
intestinal- and diffuse-type human gastric carcinomas and
normal gastric mucosa. Cancer Res. 53: 4197-4203 (1993b)).
V publikacich Wielenga, V. J. M., Heider, K.-H., Offerhaus,
G.J.A, Adolf, G.R., van den Berg, F.M., Ponta, H., Herrlich,
pP., Pals, S.T. Expression of CD44 variant proteins in human
colorectal cancer is related to tumor progression. Cancer Res.
53: 4754-4756 (1993) a Heider, K.-H., Dammrich, J., Skroch-
Angel, P., Miiller-Hermelink, H.-X., Vollmers, H.-P., Ponta,
H., Herrlich, P. Differential expression of CD44 splice
variants in intestinal- and diffuse-type human gastric
carcinomas and normal gastric mucosa. Cancer Res. 53: 4197-
4203 (1993b)). se stanovila exprese v6 za pouziti protilatek
proti epitopum specifickych pro vVe.

Kdy? se prokadzalo, zZe CD44ve je s tumorem asociovany
antigen s vyhodnym expresivnim paternem v lidskych nadorech a
v normalnich tkanich (popisuje se v publikaci Heider KH,

Mulder JWR, Ostermann E, Susani S, Patzelt E, Pals ST, Adolf
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GRA. Splice Variants of the surface glycoprotein (CD44
associated with metastatic tumor cells areexpresse in normal
tissues of human and cynomolgus monkeys. Eur. J. Cancer 31A:
2358-2391, 1995 a Heider KH, Sproll M, Patzelt E, Beaumier P,
Ostermann O, Ahorn H, Adolf GRA. Characterization of a high
affinity monoclonal antibody specific for CDD44v6 as candidate
for immunoterapy  of squamous cell carcinomas. Cancer
Immunology Immunotherapy 43: 245-253, 1996)) podrobil se
diagnostice zaloZené na protilatkach a zkoumalo se Jjeho
terapeutické vyuZiti (popisuje se Vv publikaci Heider KH,
Sproll M, Patzelt E, Beaumier P, Ostermann O, Ahorn H, Adolf
GRA. Characterization of a high affinity monoclonal antibody
specific for CDD44vé as candidate for immunoterapy of squamous
cell carcinomas. Cancer Immunology Immunotherapy 43: 245-253,

1996, WO 95/33771, WO 97/21104).

Jeden vazny problém, ke kterému dochazi pri aplikaci
nelidskych protildtek u lidi, je Ze uvedené protildtky rychle
vyvolavaji odezvu, kterd snizuje G&innost protilatky u

pacient a omezuje nepferusSovanou aplikaci. Aby se pfedeslo

uvedenému problému, vyvinula se koncepce ,humanizace"
protilatek, které nejsou lidské. Prvni ¢&st humanizace
protilatek, které nejsou lidské, je konstrukce

nelidskych/lidskych chimerickych protilatek, kde nelidské

variabilni . oblasti jsou spojené s lidskymi konstantnimi

oblastmi (popisuje se v publikaci Boulianne G. L., Hozumi N.
and Shulman, M. J. (1984) Production of functional chimeric
mouse/human antibody, Nature 312: 643) . Takto vytvofené

chimerické protilatky si ponechavaji vazebnou specifitu a
afinitu puvodni nelidské protilatky. Chimerické protilatky,
ackoli jsou podstatné lep$i neZ mysi protilatky mohou stale u
lidi vyvoléavat anti-chimerickou odezvu (popisuje se
v publikaci LoBuglio A. F., Wheeler R. H., Trang J., HaynesA.,
Rogers K., Harvey E. B., Sun L., Ghrayeb J. and Khazaeli M. B.

(1989) . Mouse/human chimeric monoclonal antibody in man:



Kinetics and immune response. Proc. Natl. Acad. Sci. 86:
4220). Tento pristup se pozdéji detailné&ji rozvinul dalSim
sniZenim mnoZstvi nelidskych sekvencl zavedenim oblasti
determinujicich komplementaritu (CDR) z nelidskych
variabilnich oblasti do lidskych variabilnich oblasti a pak
spojenim té&chto ,preformovanych lidskych“ variabilnich oblasti
na lidské konstantni oblasti (popisuje se v publikaci
Riechmann L., Clark M., Waldmann H. and Winter G. (1988)
Reshaping human antibodies <for therapy. Nature 332: 323).
Lidské protiladtky se zavedenou oblasti CDR nebo preformované
lidské protilétky obsahuji pouze malé mnoZstvi proteinovych
sekvenci, které se ziskaly =z my3ich protildtek nebo tyto
sekvence vabec neobsahuji. Ackoli protilatky humanizované
zavedenim CDR jsou stédle schopny vyvolat imunitni reakce, Jako
je anti-alotypova nebo anti-idiotypick& odezva, jak Jje moiné
viddt dokonce vV pripad&é prirozenych 1lidskych protiléatek,
protildtky se zavedenym CDR jsou stéle podstatné& méné
imunogenni ve srovnani s my31 protildtkou, coZ umozZiuje delsi

1é&bu pacientu.

Brzy se v3ak ukédzalo, Ze samotné zavedeni CDR nevede ke
vzniku protilatek s dostatecnou vazebnou afinitou. Protilatky
se zavedenym CDR vykazuijl relativné nizké vazebné
charakteristiky ve srovnadni s jejich p¥edchidci nelidskymi
protilatkami, protoie vice aminokyselin ve srovnani
s aminokyselinami v CDR, se podili na navazani antigenu. Proto
protilatky se zavedenym CDR a nizkou vazebnou afinitou nejsou
pouZitelné pfri terapii. Velké Usili se proto vénuje vytvofeni
protilatek, které kombinuji nizkou imunogennost protilatek se
zavedennymi CDR s dobrymi vazebnymi charakteristikami
nelidskych puvodnich protilatek. Vedle zavedenl CDR se jedna
z nékolika aminokyselin v humanizované oblasti zédkladni
struktury zachovala Jjako zbytky pochézejici z darce, kterym je

hlodavec, za udelem uchovani vazebné afinity (popisuje se



v publikaci Queen et al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. 86:
10029-10033) .

ProtozZe takové protilatky by mohly mit vysoké
potenciondlni pouziti pfi diagnéze a terapii, Jje nutné
vytvorit protilatky se zdokonalenymi vlastnostmi, které 3Jsou

vhodné pro lé&bu lidského zhoubného bujeni.

Cilem vyndlezu je vytvorit protilatky s podstatné lep3imi
vlastnostmi ve srovnani se znamymi specifickymi protilatkami

CDh44veo.

Podstata vynalezu

Shora v textu popsany technicky problém Fesi provedeni
vynadlezu charakterizované v sekci naroky a v popisu vynalezu.
Shora v textu uvedené nevyhody se pfekonaji zpusobem, Jak se

popisuje v sekci ndrokl a v popisu.

7a G&elem vyfed$it problémy uvedené shora v textu se
navrhla a vytvo¥ila humanizovand protilatka specificka pro
CD44v6 nazvanad BIWAS, kterd obsahuje zavedené CDR a mutovanou
zdkladni strukturu a vykazovala nizkou imunogennost

kombinovanou s vysokou afinitou.

Vytvorila se protiléatka, kteréd vykazuje vysoké
terapeutické vyuZiti a nazyva se BIWA4. AZkoli tato protiléatka
vykazuje nizsi vazebnou afinitu ve srovnani s BIWAS,
ctekvapivé vykazuje vyhodnéjsi biologickou distribuci a

pohlceni n&dorem, kdyZ se aplikuje in vivo.

Vyndlez spada do oblasti onkologie. Vynadlez popisuje
protilatky se specifickovanou sekvenci, které jsou specifické
pro epitop, ktery je kdédovan promé&nnym exonem V6 genu CD44 a
dale vynalez popisuje derivaty uvedenych protilédtek. Vynalez
dale ©popisuje zplsoby produkce uvedenych protilatkovych

proteinti. Vynadlez také popisuje farmaceutické prostredky
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obsahujici uvedené protilatkové proteiny. Vynélez dale
zahrnuje pouziti pfi vyrobé 1é&ebného prostfedku pro 1écCbu

zhoubného bujeni.

Je nutné poznamenat, Ze v sekcl popisu a nadrokd vyznamy V
jednotném ¢isle odpovidaji vyznamim v mnozZném Cisle, pokud
neni vyslovné uvedeno jinak. Pak napfiklad vyznam ,protilatka™
zahrnuje velké mnoZstvi takovych protilatek, termin ,bunka®
znamend jednu nebo vice bunék. Pokud neni definovéno Jjinak,
viechny zde uvedené technické a védecké terminy maji stejny
vyznam, jako se pouziva v oboru, do kterého spadaji. Ackoli se
pti testovani vyndlezu nebo jeho zavadéni do praxe mohou
pou?it zde popsané libovolné metody a materialy, nyni se dale
popisuji vyhodné metody, zatfizeni a materidly. VSechny zde
zmifiované publikace Jjsou zde zaclenény jako reference pro
u¢ely popisu a doloZeni bun&&nych 1linii, vektoru a metod,

které je moZné pouZit ve spojeni s vynalezem.

Terminy ,molekula protilatek™ nebo protein protilatek™

nebo ,protilatka“ se povazuji za ekvivalentni.

Termin ,oblasti determinujici komplementaritu monoklonalni
protilatky™ Jsou aminokyselinové sekvence podilejici se na
specifickém navazédni antigenu podle Kabata (popisuje se
v publikaci Kabat E. A., Wu T. T., Perry H. M., Gottesman K.
S. and Foeller C. (1999) Sequences of proteins of
Immunological interest (5% Ed.). NIH Publication No. 91-3242.
U.S. Department of Health and Human Services, Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD.) ve
spojeni s autory Chothia and Lesk (jak se popisuje Vv publikaci

Chothia and Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917) .

Termin ,Upravy zékladni struktury" znamenaji zménu, deleci
nebo adici Jjedné nebo vice aminokyselin ve variabilnich
oblastech  obklopujicich jednotlivé  oblasti determinujici

komplementaritu. Upravy zékladni struktury mohou ovlivnovat



imunigennost, produktivnost nebo specifitu navazani proteinu

protilatky.

Vynalez popisuje molekulu protildtky obsahujici variabilni
oblast t&kého retdzce charakterizovanou aminokyselinovou
sekvenci, jak se definuje v SEQ ID NO: 1, nebo jeji fragment,
alelickou variantu, funkéni variantu, glykosyladni variantu,
fhzni molekulu nebo chemicky derivat. Ob& protilatky BIWA 4 a
BIWA 8 obsahuji variabilni oblast tézkého fetézce

charakterizovanou aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1.

Termin ,fragment“ podle vynalezu se definuje jako kratsi
molekula protilatky, to znamena libovolna podsada polypeptidu,
charakterizovana tim, Ze je kdédovéna krat$i molekulou nukleové
kyseliny, neZ se popisuje déle v textu, ale stéale si uchovava

vazebnou aktivitu protilatky.

Termin ,funk&ni varianta“ molekuly protilatky podle
vyndlezu je molekula protilatky, ktery vykazuje biologickou
aktivitu (bud funk&ni nebo strukturni), kterd 7je podstatné
podobnd molekule protilatky podle vynalezu, to znamend, Ze
vykazuje podstatné& podobnou substratovou specifitu nebo
5tépeni substrdtu. Termin funkéni varianta“ také zahrnuje
,fragment“, ,alelickou variantu“, funk&ni variantu®, variantu
zalozenou na degenerovaném koédu nukleoveé kyseliny™ nebo
,chemické derivaty“. ,Funkéni varianta® napriklad miZe nést
jednu nebo vice bodovych mutaci, Jjednu nebo nékolik zmén,
deleci nebo zadlen&ni na Grovni nukleové kyseliny nebo nékolik
zmén, deleci nebo zacClenéni na Grovni aminokyseliny. Uvedena
funk&ni varianta si stale uchovavéd svou biologickou aktivitu,
jako Je vazebnad aktivita protilétky, nebo dokonce alespon

Gtaste&né zvySuje uvedenou biologickou aktivitu.

Termin ,funk&ni varianta“ molekuly protiladtky podle
vyndlezu je molekula protilatky, ktery vykazuje biologickou

aktivitu (bud funk&éni nebo strukturni), kterd je podstatné
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podobnd molekule protildtky podle vynalezu, to znamena, ze
vykazuje podstatné podobnou cilovou molekulu vazebné aktivity.

Termin ,funkéni varianta“ také zahrnuje ,fragment™, ,alelickou

variantu®, funkcéni variantu", variantu zaloZenou na
degenerativnim kédu nukleové kyseliny" nebo ,chemické
Y
derivaty"“.
Termin ,alelickd  varianta® je  varianta zpUsobena

prom&nlivosti alel, napfiklad rozdily dvou alel u ¢loveéka.
Uvedend varianta si stale uchovavid svou biologickou aktivitu,
jako je cil vazebné aktivity protilatky, a alesponn Casteclné

dochazi k zesileni uvedené biologické aktivity.

Termin ,varianta =zaloZend na degenerativnim genetickém
koédu™ je varianta zplsobené skutecnosti, Ze jisté
aminokyselina mize byt kédovana nékolika raznymi
nukleotidovymi triplety. Uvedena varianta si stale uchovava
svou biologickou aktivitu a alespofi <Castecné dochédzi ke

zlep3eni uvedené biologické aktivity.

Termin ,fazni molekula“™ znamend molekulu protilatky podle
vynadlezu fuzovanou napfiklad s reportni molekulou, jako Je
radiocaktivni znal&ka, chemickou molekulou, jako Jje toxin, nebo
s fluorescenéni znadkou nebo libovolnou jinou molekulou, ktera

je znéma v oboru.

Termin ,chemicky derivat“™ podle vyndlezu Jje molekula
protilatky podle vynadlezu, kterd se chemicky upravila nebo
obsahuje dal&i chemické ¢asti, které v normalnim pfipadé
nejsou <casti molekuly. Takové cCasti mohou zlep3it aktivitu
molekuly, jako je  poskozeni cile (naptiklad usmrceni
nadorovych bunék) nebo mohou vylep$it rozpustnost, absorbci,

biologicky polo¢as rozpadu atd..

Molekula je ,podstatné& podobna“ jiné molekule, jestlizZe

ob& molekuly vykazuji podstatné podobné struktury nebo
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biologickou aktivitu. Pokud molekuly vykazuji podobnou
aktivitu povazuji se za varianty. Tento termin se zde pouZivé
dokonce i v pfipad&, jestliZe struktura jedné z molekul se
nenachazi u té druhé nebo jestliZe sekvence aminokyselinovych

zbytkd neni identicka.

V ptipad® mnoha pouZiti protilatek podle vynadlezu je
nutné, aby protilatka vykazovala tu nejmensi moZznou Jjednotku
vadzajici se na antigen, to je jednotky vazajici se na CD44ve6.
V jiném vyhodném provedeni vynalezu Je proteinem protilatky
podle vynadlezu  fragment Fab. Tyto proteiny protilatek
specifikych pro CD44vé podle vynalezu obsahuji variabilni
oblasti obou fFetézcti, které drZi dohromady pomoci pfilehlé
konstantni oblasti. Ty se mohou vytvofit Stépenim proteazou,
jako je naptriklad papain, =z béinych protilatek, ale podobneé
fragmenty Fab mohou také vznikat metodami  genetického
inZenyrstvi. V jiném ve vyhodném provedeni vyndlezu protein
protiladtky podle vynalezu je fragment F(ab“)2, ktery se mizZe

pripravit proteolytickym Sté&penim pepsinem.

Pou?itim metod genetického inZenyrstvi je moZné produkovat
zkradcené fragmenty protiléatek, které obsahuji pouze variabilni
oblasti t&zkého (VH) a lehkého (VL) fetézce. Tyto fragmenty se
nazyvajil jako fragmenty Fv (variabilni fragmenty=fragment
variabilni  &asti). V jiném vyhodném provedeni  vynalezu
molekula protilatky specifickd pro CD44vée podle vynalezu je
také fragment Fv. ProtoZe tyto fragmenty Fv postradaji
kovalentni spojeni dvou Fetézcli pomoci cysteint konstantnich
fet&zcll, jsou fragmenty Fv <&asto stabilizovany. Je vyhodné
spojit variabilni oblasti teézZkého a lehkého fet&zce kratkym
peptidovym fragmentem, ktery obsahuje napfiklad 10 az 30
aminokyselin, s vyhodou 15 aminokyselin. Timto zpusobem se
ziskal jediny peptidovy Ffetézec obsahujici VH a VL spojeny
peptidovym linkerem. Protilédtkovy protein tohoto druhu je znam

jako Jjednofeté&zcovy Fv (scFv). Pfiklady scFv-protiléatkovych
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proteini tohoto druhu jsou znamy Vv oboru a popisuji se
naptriklad v publikaci Huston et al. 1988, PNAS 16: 5879-5883).
V jiném vyhodném provedeni vynalezu protilatkovym proteinem
specifickym pro CcD44v6 podle vynélezu je jednotetézcovy FV

protein (scFv) .

vV ur&itych letech se vyvinuly razné strategie pro piipravu
scFv, jako multimérniho derivatu. To =zvlasté vede ke vzniku
rekombinantnich protilatek se zlepSenymi farmakokinetickymi
vliastnostmi a se zlepSenim biologické distribuce a zvysSenou
vazebnou aciditou. Za ucCelem dosahnout multimerizace scEkv se
pripravil scFkv jako fuzni protein s multimerizadnimi doménami.
Multimeriza&ni domény mohou byt naptriklad oblast CH3 IgG nebo
Sroubovicova struktura, Jjako jsou domény leucinového zipu.
AvEak existuji také strategie, kde interakce mezi oblastmi
VH/VL scFv se pouZivaji pro multimerizaci (napfiklad se spoji
dvé, t¥i a pét ,4kladnich strukturnich Jjednotek). V jiném
vyhodném provedeni  vynalezu je protilatkovym proteinem
fragment  protilatky obsahujici dvé zakladni strukturni
jednotky (tzv. ,diabody"“) specifické pro cD44v6. Diabody
znamend bivalentni homodimerni derivat scEv (popisuje se
v publikéci Hu et al., 1996, PNAS 16: 5879-5883). Zkréceni
linkeru v molekule na 5 az 10 aminokyselin vede Kk vytvofeni
nomodimert, ve kterych probiha super ulozeni vnit¥nich Fetézcu
VH/VL. Fragment obsahujici dvé zakladni strukturni jednotky je
stabilizovan zaClenénim disulfidovych mastkd. Priklady
protilatkovych proteint obsahujicich dvé zakladni strukturni
jednotky se popisuji v pfedchozim stavu techniky napfiklad

v publikaci perisic et al., 1994, Structure 2: 1217-1226).

Termin ,minibody™ znamena bivalentni homodimerni derivat
scFv. Obsahuje fuzni protein, ktery obsahuje oblast CH3
imunoglobulinu, s vyhodou IgG, nejvyhodné&ji IgGl jako
dimeriza&ni oblast, ktera Jje spojena s SCEV oblasti kloubniho

spoje (napfiklad také z IgGl) a oblasti linkeru.
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Disulfidové mistky oblasti kloubniho spoje se nejcastéji tvori
ve vy33ich bunkach a nikoli v prokaryontech. V jiném vyhodném
provedeni vynalezu protilatkovy protein podle vynalezu je
protilatkovy fragment minibody specificky pro CcD44vé6. Priklady
protildtkovych proteint obsahujicich minibody se popisuji
napriklad v publikaci Hu et al., 1996, Cancer Res. 56: 3055-
61) .

Termin ,triabody" znamena trivalentni homotrimericky
derivat scFv (popisuje se Vv publikaci Kort et al., 1997,
Protein Engineering 10: 423-433). Derivaty ScFv, kde VH-VL se

fuzujl pfimo bez linkerové sekvence vedou k vytvofeni triméra.

Odbornikovi je také jasny termin  miniprotilatky™. Jde o
protilatky, ktere vykazuji bi-, tri- nebo tetravalentni
strukturu a ziskaly se z sckv. Multimerizace se provadi pomoci
dimernich, trimernich nebo tetramernich Eroubovicovych
struktur (popisuje se V publikaci Pack et al., 1993,
Biotechnology 11:, 1271-1277, Lovejoy et al., 1993, Science
559. 1288-1293, Pack et al., 1995, J. Mol. Biol. 246: 28-34).

Proto ve vyhodném provedeni vynélezu protilatkovy protein
podle vynalezu je multimerizovand molekula specificka pro
CD44v6 zalozenid na shora v textu popsanych protilatkovych
fragmentech. Mohou to napriklad byt triabody, tetravalentni

miniprotilatky nebo pentabody.

Ve vyhodnéjdim provedeni vynalezu se popisuje molekula
protilatek, kde variabilni oblast té&Zkého Yet&zce obsahuje
aminokyseliny charakterizované aminokyselinovou sekvenci SEQ

ID NO: 1.

V jiném vyhodném provedeni vynalezu vynadlez popisuje
molekulu protilatky obsahujici variabilni oblast 1lehkého
tet&zce charakterizovanou aminokyselinovou sekvenci, jak se

definuje v SEQ ID NO: 2 nebo jeji fragment, alelickou
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variantu, funk&ni variantu, glykosylaéni variantu, fuzni
molekulu nebo chemicky derivat. PouZivand protilatka BIWA4
obsahuje variabilni oblast lehkého teté&zce, jak se definuje

v aminokyselinové sekvenci SEQ ID NO: 2.

V jiném vyhodném provedeni vyndlezu se popisuje molekula
protilatek, kde variabilni oblast lehkého Ftetézce obsahuje
aminokyseliny charakterizované aminokyselinovou sekvenci SEQ

ID NO: 2.

V jiném vyhodném provedeni vyndlezu se popisuje molekula
protildtek obsahujici variabilni oblast lehkého fetézce,
kterou charakterizuje aminokyselinova sekvence, jak  se
definuje v SEQ ID NO: 3 Jjeji fragment, alelickd varianta,
funkéni varianta, glykosylacni varianta, fuzni molekula nebo
chemicky derivat. Protildtka BIWA 8 obsahuje variabilni oblast
lehkého fet&zce charakterizovanou aminokyselinovou sekvenci

SEQ ID NO: 3.

V jiném vhodném provedeni vynalezu se popisuje molekula
protilédtky, kde variabilni oblast lehkého Feté&zce obsahuje
aminokyseliny charakterizované aminokyselinovou sekvenci SEQ

ID NO: 3.

V jiném vyhodném provedeni vynalezu se popisuje molekula
protilatek podle vynalezu obsahujici variabilni oblast té&zkého
fetézce charakterizovanou aminokyselinovou sekvencil
definovanou v SEQ ID NO: 1 a obsahujici variabilni oblast
lehkého feté&zce charakterizovanou aminokyselinovou sekvenci,
jak se definuje v SEQ ID NO: 2 nebo jeji fragment, alelicka
varianta, funk&ni varianta, glykosylaéni varianta, fuzni
molekula nebo chemicky derivat. Protilatka BIWA4 obsahuje
variabilni oblast tézkého fetézce charakterizovanou
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1 a variabilni oblast
lehkého retézce definovanou aminokyselinovou sekvenci SEQ ID

NO: 2.
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Nejvyhodn&jsi provedeni vyndlez popisuje protilatkovou
molekulu podle vynédlezu, kde variabilni oblast t&Zkého fretézce
zahrnuje aminokyseliny charakterizované aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 1 a kde variabilni oblast lehkého Ffetézce
obsahuje aminokyseliny charakterizované aminokyselinovou

sekvenci SEQ ID NO: 2.

V jiném vyhodném provedeni vyndlezu se popisuje molekula
protilatky podle vyndlezu obsahujici variabilni oblast téZkého
Yet&zce charakterizovanou aminokyselinovou sekvenci, Jak se
definuje v SEQ ID NO: 1 a obsahujici variabilni oblast lehkého
fetézce charakterizovanou aminokyselinovou sekvenci
definovanou v SEQ ID NO: 3 nebo jeji fragment, alelicka
varianta, funk&ni varianta, glykosyla&ni varianta, fuznil
molekula nebo chemicky derivat. Protilatka BIWA 8 obsahuje
variabilni oblast tézkého fetézce charakterizovanou
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1 a variabilni oblast
lehkého fetézce definovanou aminokyselinovou sekvenci SEQ ID

NO: 3.

V jiném vyhodném provedeni vyndlezu se popisuje molekula
protiladtky podle vynadlezu, kde variabilni oblast tézkého
fetézce obsahuje aminokyseliny charakterizované
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1 a kde variabilni oblast
lehkého fetézce obsahuje aminokyseliny charakterizované

aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 3.

V jiném vyhodném provedeni vynadlezu se popisuje molekula
protilatek obsahujici variabilni oblast té&Zkého fetézce,
kterou kéduje sekvence nukleové kyseliny definovana v SEQ ID
NO: 4 nebo jeji fragment, alelickd varianta, funk¢ni varianta,
glykosyla&ni varianta, fuzni molekula nebo chemicky derivat.
Obé protilatky BIWA 4 a BIWA 8 obsahuji variabilni oblast
t&zkého Fetdzce charakterizovanou sekvenci nukleové kyseliny

SEQ ID NO: 4.
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V jiném vyhodném provedeni vynalezu se popisuje molekula
protilatky, kde variabilni oblast t&3kého Freté&zce Jje kddovana

sekvenci nukleové kyseliny, jak se definuje v SEQ ID NO: 4.

V jiném vyhodném provedeni vynalezu se popisuje molekula
protilatek obsahujici variabilni oblast lehkého fetézce,
kterou kéduje sekvence nukleové kyseliny definovand v SEQ 1ID
NO: 5, nebo Jjeji fragment, alelickd wvarianta, funkcéni
varianta, varianta =zaloZend na degenerovaném kédu nukleové
kyseliny, fazni molekula nebo chemicky derivat. PouZivana
protildtka BIWA 4 obsahuje variabilni oblast lehkého fetézce,

jak se definuje v sekvenci nukleové kyseliny SEQ ID NO: 5.

V jiném vhodném provedeni vynalezu se popisuje molekula
protilatky, kde variabilni oblast lehkého Yreté&zce Jje kddovana

sekvenci nukleové kyseliny, jak se definuje v SEQ ID NO: 5.

V jiném vyhodném provedeni vynalezu se popisuje molekula
protildtky obsahujici variabilni oblast lehkého  fetézce
kédovana sekvenci nukleové kyseliny definovand sekvenci SEQ ID
NO: 6 nebo jeji fragment, alelickéd varianta, funké&ni varianta,
varianta zaloZend na degenerovaném kédu nukleovée kyseliny,
fazni molekula nebo chemicky derivat. Protildtka BIWA 8
obsahuje variabilni oblast lehkého Ffetézce charakterizovanou

sekvenci nukleové kyseliny SEQ ID NO: 6.

V jiném vyhodném provedeni vynalezu se popisuje molekula
protilédtek, kde variabilni oblast lehkého Fetézce je kddovana

sekvenci nukleové kyseliny definovanou v SEQ ID NO: 6.

V jiném vyhodném provedeni vynalezu se popisuje molekula
protilatky podle vyndlezu obsahujici variabilni oblast té&zZkého
Fetézce kodovanou sekvenci nukleové kyseliny definovanou v SEQ
ID NO: 4 a dale obsahuje variabilni oblast lehkého fetézce
kédovanou sekvenci nukleové kyseliny definované v SEQ ID NO: 5

nebo jeji fragment, alelickd varianta, funké&ni varianta,
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varianta =zaloZend na degenerovaném kdédu nukleové kyseliny,
fizni molekula nebo chemicky derivat. Protildtka BIWA 4
obsahuje variabilni oblast té&Zzkého Ffeté&zce charakterizovanou
sekvenci nukleové kyseliny SEQ ID NO: 4 a variabilni oblast
lehkého fetézce definovanou sekvenci nukleové kyseliny SEQ ID

NO: 5.

V jiném nejvyhodné&jsim provedeni vyndlezu se popisuje
molekula protildtky podle vynélezu, kde variabilni oblast
t&zkého Fetézce je kddovanad sekvenci nukleové kyseliny, jak se
definuje v SEQ ID NO: 4 a kde variabilni oblast lehkého
tetézce Je kédovadna sekvenci nukleové kyseliny, jak se

definuje v SEQ ID NO: 5.

V jiném vyhodném provedeni vynalezu se popisuje molekula
protilatky podle vyndlezu obsahujici variabilni oblast tézZkého
fet&zce koédovanou sekvenci nukleové kyseliny, jak se definuje
v SEQ ID NO: 4, a dale obsahuje variabilni oblast lehkeého
fet&zce kdédovanou sekvenci nukleové kyseliny, Jjak se definuje
v SEQ ID NO: 6, nebo jeji fragment, alelickd varianta, funkéni
varianta, varianta zaloZend na degenerovaném kdédu nukleové
kyseliny, fuzni molekula nebo chemicky derivat. Protilé&tka
BIWAS obsahuje variabilni oblast téZkého fetézce
charakterizovanou sekvenci nukleové kyseliny SEQ ID NO: 4 a
variabilni oblast lehkého fetézce definovanou sekvenci

nukleové kyseliny SEQ ID NO: 6.

V jiném vyhodném provedeni vynélezu se popisuje molekula
protilatky podle vynédlezu, kde variabilni oblast tézkého
Yet&zce Jje kédovana sekvenci nukleové kyseliny, jak se
definuje v SEQ ID NO: 4, a variabilni oblast lehkého fetézce
je kédovana sekvenci nukleové kyseliny definovane v SEQ ID NO:
6.

7a G&elem vytvofeni humanizovanych protildtkovych proteint

specifickych pro CD44v6 popsané sekvence nukleovych kyselin
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exprimovanych (popisuje se diive v textu a v sekci pF¥ikladd)
se exprimovaly pomoci metod molekuldrni biologie, které jsou

dobfe zndmy v oboru.

Variabilni oblasti protilatkovych proteinl podle vynalezu
jsou v typickém pripadé spojeny alespon s ¢asti konstatni
oblasti imunoglobulinu (Fc), v typickém pfipadé s uvedenou
oblasti lidského imunoglobulinu. Sekvence DNA lidské
konstantni oblasti se mohou izolovat dobfe znamymi postupy
z rtiznych 1lidskych bunék, ale s vyhodou se mohou izolovat
z nesmrtelnych bun&k B (popisuje se v publikaci Kabat E. A.,
Wu T. T., Perry H. M., Gottesman K. S. and Foeller C. (1999)
Sequences of proteins of Immunological interest (5" Ed.). NIH
publication No. 91-3242. U.S. Department of Health and Human
Services, Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD a v patentovém dokumentu WO 87/02671) .
ProtoZe protiladtkové proteiny podle vynalezu mohou obsahovat
viechny nebo pouze <¢ast konstantni oblasti pokud vykazuji
specifické navézéni na antigen CD44v6. Volba typu a rozsah
konstantni oblasti za&visi na skutecnosti, zda efektor funguje
jako doplikovd fixace nebo Je poZadovana buné&&nd toxicita
zavisléa na protilatce, ddle  zavisi na pozZadovanych
farmakologickych vlastnostech protildtkového proteinu. Protein
protilatky bude v typickém prfipadé tetramer obsahujici dva
pary lehkého/té&Zkého retézce, ale muZe byt také dimerni, to
znamené, e muazZze obsahovat par lehkého/té&zkého fetézce,

napfiklad fragment Fab nebo Fv.

Dal3i provedeni vynadlezu popisuje proteiny protilatky
charakterizované tim, Ze maji variabilni oblast lehkého
tfetézce a variabilni oblast t&%kého Fet&zce, piicemZz kaida jJe
spojena s lidskou konstantni oblasti. Variabilni oblast
lehkého fet&zce Jje spojena s konstantni oblasti lidskeého
Ffet&zce typu kappa a variabilni oblast tézkého <fetézce Je

spojena s konstatni oblasti lidského Fetézce gamma-1l. Pro
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odbornika Jjsou dostupné také Jjiné konstantni oblasti pro

chimerizaci lehkych a t&zkych Fetézcil.

Humanizace variabilni oblasti my$ich protildtek je moZné
dosdhnout pouZitim metod zndmych v oboru. V patentovém
dokumentu EP 0239400 se popisuje zavadéni CDR mySi variabilni
oblasti do =zakladni struktury lidské variabilni oblasti.
Patentovy dokument WO 90/07861 popisuje zpusoby pfeformovéani
variabilni oblasti se zavedenymi CDR zavedenim dalSich uprav
z4dkladni struktury. V patentovém dokumentu se WO 92/11018
popisuji zplUsoby produkce humanizovanych Ig kombinaci
donorovych CDR se zdkladni strukturou pfijemce, kterd vykazuje
vysokou homologii se z&kladni strukturou darce. Patentovy
dokument WO 92/05274 popisuje pfipravu protilatek s mutovanou
z4kladni strukturou, které vznikaji z my3i protildtky. Dalsi
publikace dosavadniho stavu techniky popisujici humanizaci
my3ich monoklondlnich protilatek Jsou patentové dokumentu EP

0368684, EP 0438310, WO 92/07075 nebo WO 92/22653.

V jiném vyhodném provedeni vyndlezu se popisuje molekula
protiléatek charakterizovana tim, Ze se kazda uvedena
variabilni oblast lehkého Fetézce a uvedend variabilni oblast
t&ského fetézce samostatné spojuji s lidskou konstantni

oblasti.

V jiném vhodném provedeni vynalezu se popisuje molekula
protiladtky podle vynéalezu, kde uvedend lidska konstantni

oblast lehkého fetdzce je konstantni oblast lidského fetézce

typu kappa.

V jiném vyhodném provedeni vynalezu se popisuje protein
protildtek, kde uvedend lidska konstantni oblast té&Zkého

fet&zce je konstantni oblast lidského IgGl.

Vyhodné jsou také protilatky obsahujici té&zky rfetézec

charakterizovany aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 7 a/nebo
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lehky Fet&zec charakterizovany aminokyselinovou sekvenci SEQ

ID NO: 8 nebo SEQ ID NO: 9.

V jiném provedeni vynadlezu se popisuje molekula protilatek
obsahujici t&Zky feté&zec charakterizovany aminokyselinovou
sekvenci, jak se definuje v SEQ ID NO: 7, a obsahujici lehky
fet&zec charakterizovany aminokyselinovou sekvenci definovanou
SEQ ID NO: 8 nebo jeji fragment, alelickd varianta, funkéni
varianta, varianta zaloZend na degenerovaném kédu nukleové
kyseliny, fuzni molekula nebo chemicky derivat. Protilatka
BIWA 4 obsahuje tézky fetézec charakterizovany
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 7 a variabilni oblast
lehkého Feté&zce definovaného aminokyselinovou sekvenci SEQ ID

NO: 8.

V nejvyhodnéjsSim provedeni vynalezu se popisuje
protiléatkova molekula, kde tézky Yetézec obsahuje
aminokyseliny charakterizované aminokyselinovou sekvenci SEQ
ID NO: 7 a kde 1lehky Feté&zec obsahuje aminokyseliny
charakterizované aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 8.
Protiladtka BIWA4 obsahuje sekvence popsané aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 7 (té&zky rfetézec) a minokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 8 (lehky fetézec). BIWA 4 je protilatka se
zavedenou CDR bez uprav =zadkladni struktury. Prekvapivé tato
protilatka vykazuje pfesto nizsi vazebnou afinitu, vysokou
terapeutickou u&innost, lep3i biologickou distribuci a lepsi
pohlceni n&dorem ve srovnadni s protilatkou BIWA 8 s mutovanou
zdkladni strukturou (popisuje se v seskci pfiklady). To Je
humanizovand verze protiladtky VFF-18 (BIWAl) uvedené shora
v textu, kterd vykazuje oblasti stanovujici komplementaritu
my$i monoklonadlni protilatky VFF-18 v zcela lidské zakladni
struktufe, a lidské konstatni oblasti. Jde o protilétku, ktera
u ¢&lovéka vykazuje velmi nizkou imunogennost, coZz Jje Jjeji
favoritni rys. JestliZe pro optimalizaci navézéni antigenu

nevykazuje Zadné zbytky my3i zakladni struktury, pak vykazuje



[ XX XY
L
[(EXXRX]
L]
seee
LR X
[ A XN ]

20

L)
es a3
.

podstatné& niz3i afinitu navazani antigenu ve srovnani s jeji
ptvodni protilatkou VFF-18 a proto se nepovazuje za dobrého
kandidata pro terapeutické ucely. NeoCekavané se zjistilo, zZe
BIWA 4 navzdory nizké vazebné afinité& vykazuje velmi vyhodnou
biologickou distribuci a pohlceni nadorem in vivo, coZ Jji
nadfazuje jinym humanizovanym verzim VEF-18 s vy$3i vazebnou

afinitou.

Jiné dtlezité provedeni vyndlezu je molekula protilatky
podle vynadlezu obsahujici té&Zky fetézec charakterizovany
aminokyselinovou sekvenci definovanou v SEQ ID NO: 7 a
obsahujici 1lehky fetézec charakterizovany aminokyselinovou
sekvenci definovanou v SEQ ID NO: 9 nebo jeji fragment,
alelicka varianta, funk&ni wvarianta, varianta zaloZend na
degenerovaném kédu nukleové kyseliny, fuzni molekula nebo
chemicky derivat. Protilatka BIWA 8 obsahuje té&zky FIetézec
charakterizovany aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 7 a
variabilni oblast lehkého Feté&zce definovanou aminokyselinovou

sekvenci SEQ ID NO: 9.

Ve vyhodném provedeni podle vynalezu se popisuje molekula
protilétky, kde tézky fetézec obsahuje aminokyseliny
charakterizované aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 7 a kde
lehky fetézec obsahuje aminokyseliny charakterizované
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 9. Protilatka BIWA 8
obsahuje sekvence popsané aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:
7 (t&zky Fretézec) a aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 9
(lehky teté&zec). BIWA 8 Jje protilatka se zavedenou CDR
s Upravami z&kladni struktury. Tato protilatka mé& podstatné
vy$3i wvazebnou afinitu ve srovnani s BIWA4 (popisuje se
v sekci ptriklady). Vyhodné Jjsou také protilatky obsahujici
t&zky feté&zec kédovany sekvencil nukleové kyseliny SEQ ID NO:
10 a/nebo lehky Ffet&zec charakterizovany sekvenci nukleové

kyseliny SEQ ID NO: 11 nepbo SEQ ID NO: 12. Uvedené sekvence
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zahrnuji nepfekladané sekvence a vedouci sekvenci klonované do

vektoru pAD-CMV1/pAD-CMV19.

Jiné vyhodné provedeni  vynalezu popisuje molekulu
protilatky podle vynalezu obsahujici tézky Fetézec koédovany
sekvenci nukleové kyseliny definovanou v SEQ ID NO: 10 a a
dadle obsahuje lehky fetézec charakterizovany sekvenci nukleové
kyseliny definovanou v SEQ ID NO: 11 nebo jejl fragment,
alelick& varianta, funk&ni varianta, varianta zaloZzend na
degenerovaném koédu nukleoveé kyseliny, fuzni molekula nebo
chemicky derivat. Protiladtka BIWA 4 obsahuje té&Zky Ietézec
kédovany sekvenci nukleové kyseliny SEQ ID NO: 10 a variabilni
oblast lehkého reté&zce kédovaného sekvenci nukleové kyseliny

SEQ ID NO: 11.

Ve vyhodném provedeni vynalezu se popisuje molekula
protilatky, kde té&zZky tetézec Jje kodovan sekvencil nukleoveé
kyseliny SEQ ID NO: 10 a kde lehky Freté&zec je kodovéan sekvenci
nukleové kyseliny SEQ ID NO: 11.

V jiném provedeni vynélezu se popisuje molekula protilatky
podle vyndlezu obsahujici tézky tetézec koédovany sekvenci
nukleové kyseliny definovanou v SEQ ID NO: 10 a obsahujici
lehky Ffeté&zec charakterizovany sekvenci nukleové kyseliny
definovanou v SEQ ID NO: 12 nebo 3Jjeji fragment, alelicka
varianta, funkéni varianta, varianta zaloZend na degenerovaném
kédu nukleové kyseliny, fuzni molekula nebo chemicky derivat.
Protildtka BIWA 8 obsahuje t&zky Fret&zec kodovany sekvenci
nukleové kyseliny SEQ ID NO: 10 a variabilni oblast lehkého

tet&zce kodovanou sekvenci nukleové kyseliny SEQ ID NO: 12.

Ve vyhodném provedeni vynalezu se popisuje molekula
protilatky, kde té&zky reté&zec je kodovany sekvencil nukleoveé
kyseliny SEQ ID NO: 10 a lehky fetézec je kodovany sekvenci
nukleové kyseliny SEQ ID NO: 12.
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Vyhodné jsou také protildtky obsahujici té&zZzky Ffeté&zec
kodovany sekvenci nukleové kyseliny SEQ ID NO: 13 a/nebo lehky
fetézec charakterizovany sekvenci nukleové kyseliny SEQ ID NO:
14 nebo SEQ ID NO: 15. Uvedené sekvence =zahrnuji vedouci

sekvencil klonovanou do vektoru N5KGlval.

V jiném provedeni vyndlezu se popisuje molekula protildtky
podle vynalezu obsahujici tézky fetézec kodovany sekvenci
nukleové kyseliny definovanou v SEQ ID NO: 13 a obsahujici
lehky fetézec charakterizovany sekvenci nukleové kyseliny
definovanou v SEQ ID NO: 14 nebo jeji fragment, alelické
varianta, funk&ni varianta, varianta zaloZend na degenerovaném
kédu nukleové kyseliny, fuzni molekula nebo chemicky derivat.
Protilatka BIWA4 obsahuje tézky fetézec kodovany sekvenci
nukleové kyseliny SEQ ID NO: 13 a variabilni oblast lehkého

retézce kodovanou sekvenci nukleové kyseliny SEQ ID NO: 14.

Ve vyhodném provedeni vynadlezu se popisuje molekula
protilatky podle vynalezu obsahujici tézky fetézec kodovany
sekvenci nukleové kyseliny definovanou v SEQ ID NO: 13 a
obsahujici 1lehky fetézec charakterizovany sekvenci nukleové

kyseliny definovanou v SEQ ID NO: 14.

V jiném provedeni vyndlezu se popisuje molekula protilétky
podle vyndlezu obsahujici té&zky fetézec kodovany sekvenci
nukleové kyseliny definovanou v SEQ ID NO: 13 a obsahujici
lehky ZFetézec charakterizovany sekvenci nukleové kyseliny, jak
definuje SEQ ID NO: 15 nebo jeji fragment, alelickd varianta,
funk&ni wvarianta, varianta zaloZend na degenerovaném koédu
nukleové kyseliny, fuzni molekula nebo chemicky derivat.
Protilatka BIWA8 obsahuje tézky rfetézec kodovany sekvenci
nukleové kyseliny SEQ ID NO: 13 a variabilni oblast 1lehkého

Yfetézce kodovanou sekvenci nukleové kyseliny SEQ ID NO: 15.

V jiném provedeni vynédlezu se popisuje molekula protiléatky

podle vyndlezu obsahujici tézky rfetézec kodovany sekvenci
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nukleové kyseliny definovanou v SEQ ID NO: 13 a obsahujici
lehky Ffeté&zec charakterizovany sekvenci nukleové kyseliny

definovanou v SEQ ID NO: 15.

Nejvyhodn&j3i Jje protilatkovy protein obsahujici téZky a
lehky fetézec kodovany sekvenci nukleové kyseliny SEQ ID NO:
16. Uveden&d sekvence zahrnuje vedouci sekvenci klonovanou do

vektoru N5KGlval.

V jiném provedeni vynadlezu se popisuje molekula protilatky
podle vyndlezu obsahujici té&Zky a lehky feté&zec kodovany
sekvenci nukleové kyseliny definovanou v SEQ ID NO: 16 nebo
jeji fragment, alelickd varianta, funkéni varianta, varianta
zaloZ?end na degenerovaném kédu nukleové kyseliny, fuzni
molekula nebo chemicky derivat. Protilatka BIWA4 obsahuje
t&Zky a lehky Freté&zec kodovany sekvenci nukleové kyseliny SEQ

ID NO: 1le6.

V jiném provedeni vyndlezu se popisuje molekula protilatky
podle vynalezu obsahujici té&zky a lehky feté&zec kodovany
sekvenci nukleové kyseliny definované v SEQ ID NO: 1l6. Tato

sekvence kdéduje celou protilatku BIWA4.

Protildtkové proteiny jsou vysoce specificky nastroj pro
cileni terapeutickych antigend na antigen CD44vé. Vynélez dale
popisuje proteiny protilatek, kde uvedeny protilatkovy protein
je konjugovany s terapeutickym c¢inidlem. Terapeutickéd cinidla
se vybrala ze skupiny =zahrnujici radioizotopy, toxiny,
toxoidy, ¢inidla zpasobujici zanéty, enzymy, nesmyslné
molekuly, peptidy, cytokiny a chemoterapeuticka <¢inidla. Jako
terapeuticka <&inidla se mohou vyuzit radioizotopy zahrnujici
radioizotopy emitujici za¥eni gamma, beta a alfa. Jako
terapeutické radioizotopy se preferuji izotopy emitujici beta
za¥eni. Prokazalo se, Ze jako =zvlasté pouzZitelné 1zotopy
emitujici za&Feni beta k dosaZeni lokalizovaného ozafrenli a

destrukce malignich nadorovych bun&k Jje moZné  pouzit
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rhenium, rhenium, **'36d a *°ytrrium. Radioizotopy vybrané

186 188

ze skupiny obsahujici rhenium, rhenium, ¥'96d a *‘yttrium
jsou zvlast& vyhodné Jjako terapeutickd <&inidla konjugovana
s proteiny protildtek podle vynadlezu. MiZe se napfiklad pouZit
radioaktivni znaCeni protilétky jdédem, jak se popisuje

v patentovém dokumentu WO 93/05804.

Vyndlez dale popisuje protein protildtky, kde wuvedené
terapeutické ¢&inidlo se vybralo ze skupiny zahrnujici
radioizotopy, toxiny, toxoidy, pro-léky a chemoterapeuticka

¢inidla.

Vyhodné provedeni vynadlezu popisuje protein protilatky,
kde uvedené terapeutické <cinidlo Jje spojeno s proteinem
protilatky prostfednictvim linkeru vybraného ze  skupiny
obsahujici MAG-3 (popisuje se v americkém patentovém dokumentu
&. 5082930 A, v EP 0247866B1 (strana 2, tradek 55 aZi 56 az
strana 3, radky 1 aZ 23)), MAG-2 GABA (popisuje se v americkém
patentovém dokumentu &. 5681927 A a v EP 0284071 Bl (stranka
6, tadky 9 aZ 29)) a N2S2 ((jede o fenthiodt), popisuje se
v americkém patentovém dokumentu <C. 4897255 A, &. 5242679 A,
v EP 0188256 Bl (strana 2, radky 38, aZ strana 3, fadky 18)).

Vzorce uvedenych linkert jsou nasledujici:
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Vyndlez dale popisuje protein protiladtky podle vynalezu,
kde wuvedené terapeutické <¢inidlo je spojené s proteinem

protiladtky prostfednictvim MAG-2 GABA.

Vyhodnou pfedmétnou véci vynalezu je protiladtkovy protein,

kde uvedeny radioizotop emituje beta z&reni.

Vyhodnou pfedmétnou véci vynalezu je protildtkovy protein,

kde uvedeny radioizotop se vybral ze skupiny zahrnujici

186 188

rhenium, rhenium, ***j6d a *°yttrium.

Vyhodnou predmétnou véci vyndlezu je protilatkovy protein,
186

kde uvedenym radioizotopem je rhenium.
Vynélez dale popisuje protiléatkové proteiny
charakterizované tim, zZe jsou znacené. Takovéa znacené

protilatka specifickd pro CD44vé umoziuje lokalizaci a/nebo
detekci antigenu CD44vé in vitro a/nebo in vivo. ZnaCka se
definuje jako marker, ktery Jje mozné detekovat pfimo nebo
nepfimo. Nepfimo detekovatelny marker =znamend, Ze neni moZné
detekovat samotny marker, ale potrebuje dalsi primo
detekovatelny marker specificky pro nepfimy marker. Vyhodné

znaéky pro vyuZiti vyndlezu v praxi Jjsou detekovatelné

markery. Detekovatelné markery se vybraly ze skupiny
zahrnujici enzymy, barviva, radioizotopy, digoxygenin a
biotin.

Vynélez dale popisuje protilatkovy protein

charakterizovany tim, Ze je znacleny. Vyhodny je protilatkovy
protein podle vynalezu, kde uvedend =znacka je detekovatelny
marker. Vyhodn&j3i je protildtkovy protein, kde detekovatelny
marker se vybral ze skupiny obsahujici enzymy, barviva,

radioizotopy, digoxygenin a biotin.

Dadle vynalez popisuje popisuje protildtkové proteiny
charakterizované tim, e jsou konjugovadny zobrazitelnym

ginidlem. V oboru je dostupné velké mnoZstvi zobrazitelnych
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¢inidel, =zvlasté radioizotopl. V pfipadé zavedeni vynalezu do
praxe jsou vyhodné izotopy emitujici gamma zateni.
125

Nejvyhodnéjsi je jod.

Vynédlez dale popisuje protilatkovy protein konjugovany
s radioizotopem, jak se popisuje shora v textu, kde
protildtkovy protein vykazuje specifickou aktivitu priblizZné
od 0,5 do 15 mCi/mg nebo od 0,5 do pfiblizné 14 mCi/mg,
s vyhodou pf#ibliZné& od 1 do 10 mCi/mg, s vyhodou pfibliZné od
2 do 6 mCi/mg nebo od 1 do 3 mCi/mg.

Jiné vyhodné provedeni vynadlezu je farmaceuticky
prostredek obsahujici protilatku podle vynalezu a

farmaceuticky prijatelny nosi¢ nebo ekcipient.

Farmaceuticky prijatelny nosi& miZe obsahovat fyziologicky
prijatelné slouceniny, které ©pusobi naptiklad tak, Ze
stabilizuji nebo zvy$uji absorbci agonisty, antagonisty nebo
moduldtoru glutamdtového receptoru AMPA. Takovy fyziologicky
pfijatelnd slouCenina zahrnuje napfiklad sacharidy, jako Jje
glukéza, sacharéza nebo dextrany, antioxidanty, jako Jje
kyselina askorbovd nebo glutathiondt, chelataéni ¢inidla,
proteiny s nizkou molekulovou hmotnosti nebo jiné
stabilizatory nebo ekcipienty (popisuje se také napfiklad
v publikaci Remington’s Pharmaceutical Sciences (1990), 18 th
ed., Mack Publ. Easton). Pro odbornika je =zfejmé, Ze volba
farmaceuticky prijatelného nosile, ktery zahrnuje fyziologicky

pfijatelnou slouceninu zavisi napfiklad na zpusobu aplikace

prostredku.

V pfipadé =zvifeciho nebo lidského téla miZe byt vyhodné
aplikovat farmaceutické prostfedky, Jak se popisuje shora
v textu prostfednictvim intravenéznim nebo Jjinym zplUsobem,
napfiklad systémové, lok&lné& nebo povrchové do tk&dné nebo do
organu v zavislosti na typu a plvodu onemocnéni nebo 1éceného

onemocnéni, jako je napfiklad nador. Systémovy mdéd aplikace se
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poZaduje v pripadé, Ze 1écbu vyzZaduji rtzné orgény nebo
orgdnové systémy, jako napfiklad systémové autoimunitni
onemocné&ni nebo alergie nebo pf#fi transplantacich cizorodych
orgdnu nebo tkani nebo nadorl, které jsou difuzni nebo se
té&Zko lokalizuji. Lok&lni zplsob plUsobeni se bude zvazZovat,
jestliZe se zvaZuje pouze lokdlni nadorové projevy nebo

imunologické pusobeni, jako jsou napfriklad lokdlni nadory.

Farmaceutické prostfedky obsahujici protildtkové proteiny
se mohou aplikovat rlznymi zpGsoby, které jsou dobfe znamy
v oboru, jako je intravendzni injekce nebo pfim& injekce do
cilové  tkané. V pripadé systémové aplikace je  vyhodny
intravendzni, intravaskuléarni, intramuskuléarni,
intraarteridlni, intraperitonedlni, oralni nebo intratekalni
zplisob aplikace. Lokdlni aplikace se mbZe provést subkutannég,
intrakutanné, intrakardidlné&, intralobuldrné, intramedularnée,
intrapulmonadrné& nebo p¥imo do 1lé&ené tkdné& nebo blizko ni
(konektivni, kostni, svalova, nervova, epitelidlni tkan).
V zavislosti na poZadovaném trvani a u¢innosti 1lécby se mize
farmaceuticky prostfedek aplikovat Jjednou nebo né&kolikrat,
také prerudované& napfiklad denné& po dobu né&kolik dni, tydnt
nebo m&sicd a v raznych davkach. P?¢i p#ipravé vhodnych
farmaceutickych prostfedkl obsahujicich protildtkové pripravky
vhodné pro aplikaci, jak se popisuje shora v textu, odbornik
miZe pouZit znamé fyziologicky pfijatelné sterilni roztoky,
které je moZné zavést injekci. Za uc¢elem piipravy roztoku pro
parenterdlni  injekci nebo infuazi, jsou dostupné vodné
izotonické roztoky, jako je napfiklad fyziologicky roztok nebo
odpovidajici roztoky plazmovych proteint. Farmaceutické
prost¥edky mohou byt pfitomné jako lyofylizaty nebo suché
pripravky, které je moZné pfimo obnovit za pouZiti znamého
injektovatelného roztoku pfimo pfed pouZitim za sterilnich
podminek. Tyto pfipravky mohou byt soucdsti sady. Konecny
ptipravek protilatkovych prostfedkid podle vynalezu se mizZe

pfipravit smichanim ¢&idténych protildtek podle vynalezu se



28 ol

sterilnim fyziologicky pfijatelnym roztokem, ktery Je moZné
doplnit znadmym nosicem nebo/a aditivy (napfiklad sérum,
albumin, dextréza, sulfit sodny, EDTA) a muZe se aplikovat

injekeci, infuzi nebo perfuzi.

MnozZstvi aplikované protilatky zavisi na podstaté
onemocnéni. U pacient@i se zhoubnym bujenim se miZe aplikovat
davka samotné protiléatky, kterd je obsaZena ve farmaceutickém
prostfedku podle vynalezu, 0,1 az 100 mg/mz, s vyhodou 5 az 50
mg/m* p¥i jedné aplikaci, s vyhodou 10 mg/m* az 40 mg/m?,
s vyhodou 10 mg/m? az 30 mg/m?, také s vyhodou 20 mg/m? az
p¥ibliZné 30 mg/m’ a nejvyhodn&ji pFibliZn& 25 mg/m? povrchové
plochy té&la. Vyhodnd je také davka protilatkového proteinu

priblizZzné 50 mg/m” povrchové plochy téla.

Davka radioaktivity aplikovand pacientovi p¥i Jjedné
aplikaci musi byt dostatelné vysoka, aby byla G&inna, ale musil
byt nizsi nez Jje davka mezni toxicity (DLT). V pripadé

farmaceutickych prostfedkd obsahujicich radiocaktivné& znacené

protilatky, naptriklad 186 rhenium, se stanovila maximalni
tolerovana davka (MTD), kterd nesmi byt pfi aplikaci
prekrocena. Aplikace radioaktivné znacené protilé&tky

pacientovi se =zhoubnym bujenim se mife provést opakované
(m&si&n& nebo tydn&) intravendézni infuzi davky, kterd se
pohybuje pod hodnotou MTD (popisuje se V publikaci Welt et
al., (1994) J. Clin. Oncol. 12: 1193-1203). Vyhodnd je vice
nasobn& aplikace v obecném pfipadé v tydennich intervalech,
aviak radioaktivné& znacené materidly by se meély aplikovat
v deldich intervalech, to je 4 aZ 24 tydnd, s vyhodou 12 az 20
tydnta. Odbornik vSak mtZe rozdelit aplikaci do dvou nebo vice
aplikaci, které se mohou aplikovat v kratkych Easovych
intervalech nebo v jiném predem stanoveném rozmezi intervald,

napfiklad od 1 dne do 1 tydne.
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Aplikovan& davka radioaktivity bude v souladu s pokyny
uvedenymi déle v textu. V obecném piripadé davka radiocaktivity
pfi jedné aplikaci se bude pohybovat mezi 30 a 75 mCi/m?
povrchové plochy té&la (BSA). MnoZstvi radioaktivné =znacené
protilatky ve farmaceutickém  prostredku podle vynalezu

186

s vyhodou znadeném s rheniem, 188

. 1 o2
rheniem, 31y6dem,

techneciem a *°yttriem, s vyhodou znadenym s ‘*®rheniem

99m
aplikované pacientovi je 10, 20, 30, 40, 50 nebo 60 mCi/m?,
s vyhodou 50 mCi/m?. Ve vyhodném provedeni vyndlezu se popisuje
farmaceuticky prostfedek, kde davka uvedené radioaktivné
znacené protilatky podle vyndlezu je MTD, s vyhodou 50 mCi/m®.
CoZ je uvedeno v klinické studii a popisuje se v pfikladech 3

az 6.

Vyhodny je také farmaceuticky prostfedek podle vynalezu
obsahujici protildtkovy protein konjugovany s radioizotopem
podle vynalezu, Jjak se definuje shora Vv textu, pricemz
protilatkovy protein vykazuje specifickou aktivitu od pfibliné
0,5 do 15 mCi/mg nebo od 0,5 do 14 mCi/mg, s vyhodou pfiblizZné
od 1 do 10 mCi/mg, s vyhodou od 1 do 5 mCi/mg a nejvyhodnéji
od 2 do 6 mCi/mg nebo od 1 do 3 mCi/mg.

Vyhodny je také farmaceuticky prostfedek podle vynalezu
obsahujici protildtkovy protein konjugovany s radioizotopem
podle vynalezu, jak se definuje shora v textu, kde uvedena
protilatka nebo jeji derivat je ve vodném roztoku pfi pH od 7

do 8 a v koncentraci od 0,5 do 2 mg/ml.

Vyhodné provedeni vynadlezu je farmaceuticky prostredek
podle vyndlezu, ktery déle obsahuje jeden nebo vice cinidel
chranicich radioaktivitu vybranych =ze skupiny =zahrnujici
kyselinu askorbovou, gentisovou, ,reductich, ,erythrorbic, p-
aminobenzoovou, 4-hydroxybenzoovou, nikotinovou, nikotinamid,
2,5-dihydroxy-1,4-benzendisulfonovou, povidon, inositol a/nebo

citrat.
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Vyhodny je farmaceuticky prostfedek podle vynalezu, kde

&inidlo chranici radioaktivitu je kyselina askorbova.

V jiném vyhodném provedeni vynalezu se popisuje
farmaceuticky prostfedek, kde uvedeny protilatkovy protein
obsahuje molekulu protilatky vybrané ze skupiny obsahujici
molekuly protiladtek BIWA4 nebo BIWA8, jak se popisuje shora
v textu, spojenych s 186 heniem prostfednictvim MAG-2 GABA a
dale obsahuje ¢&inidlo chranici radioaktivitu, coZ je kyselina

askorbova.

Jiné vyhodné provedeni vynédlezu popisuje pouziti
protildtkového proteinu podle vyndlezu pfi vyrobé lécebného
prostfedku pro lécbu zhoubného bujeni. Ve vyhodném provedeni
vynalezu se popisuje pouziti protilatkovych proteinl podle
vynadlezu konjugovanych s terapeutickym &inidlem, jak se
popisuje shora v textu pri 1éc&bé zhoubného bujeni. Zhoubné
bujeni zahrnuje libovolné onemocnéni spojené s malignim
ristem, jako jsou pevné nadory, sarkomy a leukemie. Nezbytnym

predpokladem takového onemocné&ni je exprese CD44v6.

7houbné bujeni podle vynalezu zahrnuje, ale neni omezeno

na:

1) Lé&ba epiteliédlnich karcinomt, které zahrnuji karcinom
prsu, plic, kolorektalni karcinom, karcinom v oblasti hlavy
a krku, pankreaticky karcinom, karcinom vaje&nikd, mocového
m&chy¥e, zazZivaciho traktu, kiZe, endometria, testikuléarni

karcinom, ezofagedlni karcinom, karcinom prostaty a ledvin.

2) Sarkomy kosti a mé&kke tkan&: osteosarkom, chondrosarkom,
fibrosarkom, maligni fibrézni histiocytom (MFH) ,

leiomyosarkom.

3) Hematopoietické zhoubné bujeni: Hodgkinav lymfom, lymfom,

ktery je jiny neZ Hodgkinuv, leukémie.

ceee
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4) Neuroektodermalni nadory: nadory perifernich nervu,

astrocytomy, melanomy.
5) Mezotheliomy.

P¥iklady stadii nadorovyc

s pevnymi nadory zahrnuji, ale ne

h onemocnéni asociovanych

jsou omezeny na kolorektalni

karcinom, karcinom plic, ktery neni karcinomem z malych bunék,

karcinom prsu, karcinom oblasti hlavy a krku, karcinom

vajelnika, karcinom plic, karcinom moZového méchyZfe,

pankreaticky karcinom a metastézuj

ici karcinomy mozku.

Vyhodné je také pouziti protilatkového proteinu podle

vynalezu, Jjak se definuje shora v textu pIi vyrob& lécebného

prostredku pro 1écbu zhoubné

protilatkového proteinu pfi jedné

ho  bujeni, kde mnozstvi

aplikaci je 0,1 az 100 mg/m?,

s vyhodou 5 az 50 mg/m?, s vyhodou 10 mg/m* az 40 mg/m?,

s vyhodou 10 mg/m* az 30 mg/m*, t

2ké s vyhodou 20 mg/m? aZ 30

mg/m® a nejvyhodn&jsi je piibliZné 25 mg/m? povrchové plochy

t&la. Vyhodné je, kdyZ davka proteinu protilatky je pribliZné

50 mg/m? povrchové plochy tela.

Vyhodné je také pouziti protilatkového proteinu

konjugovaného s radioizotopy podl

e vynalezu, Jak se definuje

shora v textu, pfi vyrobé lé&ebného prostfedku pro 1écbu

zhoubného bujeni, kde davka radioaktivity na jednu davku je 30

a3 75 mCi/m? povrchové plochy téla (BSA). Vyhodné je pouziti

protilatkoveho proteinu konjugov

aného s radioizotopem podle

vynadlezu, Jjak se definuje shora v textu pfi vyrobé 1é&ebného

prostfedku pro 1é¢bu  zhoubného

bujeni, kde protilatkovy

protein podle vynadlezu je onaden radioaktivné& s '®°rheniem,

188

186

znaceni rheniem. Jiné vyhodné

rheniem, P'jédem, **"techneciem a 0uttriem. Nejvyhodn&jsi Je

provedeni vynalezu popisuje

pouziti protilatkového proteinu konjugovaného s radioizotopem

podle vynalezu, jak se definuje shora v textu pPFli vyrobe

1é&ebného prostfedku pro 1écbu

zhoubného bujeni, kde davka
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protilatky je 10, 20, 30, 40, 50 nebo 60 mCi/m?, s vyhodou 50
nCi/m?. Coz Jje uvedeno V klinické studii a popisuje se

v pfikladech 3 azZ 6.

Vyhodné také je pouziti protilatkového proteinu
konjugovaného s radioizotopem podle vynalezu, jak se definuje
shora v textu pEi vyrobé 1é&ebného prostfedku pro 1écbu
zhoubného bujeni, kde protilatkovy protein vykazuje
specifickou aktivitu od 0,5 do 15 mCi/mg nebo 0,5 az 14
mCi/mg, s vyhodou p¥ibliZné 1 a¥ 10 mCi/mg, s vyhodou 1 aZ 5
mCi/mg a nejvyhodnéjsi Jje specifickd aktivita 2 a? 6 mCi/mg

nebo 1 az 3 mCi/mg.

Vyhodné je také pouziti protilatkoveho proteinu
konjugovaného s radioizotopem podle vynadlezu, Jjak se definuje
shora v textu pfi vyrobé lé&ebného prostredku pro 1écbhu
zhoubného bujeni, kde uvedena protilatka nebo jeji derivat Je
ve vodném roztoku pfi hodnoté pH od 7 do 8 a koncentrace Sse€

pohybuje od 0,5 do 2,0 mg/ml.

Vynalez dale popisuje zpusob 1é&by zhoubného bujeni, kde
protildtkovy protein podle vynalezu se aplikuje v rozsahu
jedné davky az nékolikrat jedinci, ktery to potfebuje, pricemz
uvedeny protiléatkovy protein se selektivné vaZe na CD44v6,
ni¢i néadorové bunky prostfednictvim terapeutického ¢inidla
spojeného s protildtkovym proteinem a saznamenava se Uspéch
terapie. Uvedeny protilatkovy protein mafe byt pfitomen jako
nahy/neupraveny protilatkovy protein, upraveny protilatkovy
protein, Jjako je naptiklad fazni protein nebo protilatkovy
protein konjugovany s terapeutickym cinidlem, ktery zahrnuje
kontakt nadoru s u&innym mnozstvim uvedenych protiléatek.
Zpusob 1lécby nadort, jak se popisuje shora V textu muze byt
a&inny in vitro nebo in vivo. Termin ,karcinom" znamena

1ibovolné zhoubné bujeni popsané shora v textu.
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MnozZstvi aplikované  protiléatky zadvisi na podstaté
onemocnéni. U pacientld se zhoubnym bujenim se mbZe aplikovat
davka samotné protilétky 0,1 aZ 100 mg/m?, s vyhodou 5 az 50
mg/m? pfi jedné aplikaci, s vyhodou 10 mg/m® az 40 mg/m?,
s vyhodou 10 mg/m?* a%¥ 30 mg/m?, také s vyhodou 20 mg/m® a%
pFiblizn& 30 mg/m? a nejvyhodn&ji pfibliZné 25 mg/m° povrchové
plochy téla. Vyhodnd Jje také dévka protiladtkového proteinu

priblizZné& 50 mg/m’ povrchové plochy téla.

Davka radiocaktivity aplikovand pacientovi p¥i jedné
aplikaci musi byt dostatecneé vysokad, aby byla ulinnéa, ale musi
byt niZz$i neZ Jje davka mezni toxicity (DLT). V pfipadée
farmaceutickych prostfedkll obsahujicich radioaktivné znacené

8€rhenium, se stanovila maximalné

protilétky, napriklad
tolerovand davka (MTD), kter4d nesmi byt prki aplikaci
pfekrolena. Aplikace radioaktivné znacené protilatky
pacientovi se <zhoubnym bujenim se mbZe provést opakované
(mésiéné nebo tydné) intravendzni infazi davky, které se
pohybuje pod hodnotou MTD (popisuje se v publikaci Welt et
al., (1994) J. Clin. Oncol. 12: 1193-1203). Vyhodnd je
vicendsobnd aplikace v obecném piipadé v tydennich
intervalech, av3ak radioaktivné znaCené materidly by se mely
aplikovat v delSich intervalech, to Je 4 aZ 24 tydng,
s vyhodou 12 aZ 20 tydnl. Odbornik vSak miZe rozdélit aplikaci
do dvou nebo vice aplikaci, které se mohou aplikovat

v kratkych casovych intervalech nebo v jiném p¥edem stanoveném

rozmezi intervall, napfiklad od 1 dne do 1 tydne.

Aplikovand davka radiocaktivity bude v souladu s pokyny
uvedenymi dale v textu. V obecném pfipadé davka radioaktivity
pfi jedné aplikaci se bude pohybovat mezi 30 a 75 mCi/m?
povrchové plochy téla (BSA). MnoZstvi radioaktivné znacené

protilatky ve farmaceutickém prostfedku podle vynalezu

186

s vyhodou znaCeném s rheniem, 188

. 1314 .
rheniem, Jbdem,

, . , . 186 .
Mt ochneciem a ‘‘yttriem, s vyhodou znadenym S rheniem
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aplikované pacientovi je 10, 20, 30, 40, 50 nebo 60 mCi/m?,
s vyhodou 50 mCi/m?. Ve vyhodném provedeni vyndlezu se popisuje
farmaceuticky prost¥edek, kde davka uvedené radioaktivné
znacdené protilétky podle vyndlezu je MID, s vyhodou 50 mCi/m°.
CoZ je uvedeno v klinické studii a popisuje se v prikladech 3

az o.

Vyhodny Jje také zplsob 1é¢by zhoubného bujeni podle
vynalezu (popisuje se shora v textu), kde protiladtkovy protein
konjugovany s radioizotopem podle vynédlezu vykazuje
specifickou aktivitu od 0,5 do 15 mCi/mg nebo 0,5 ai 14
mCi/mg, s vyhodou pribliZné 1 aZ 10 mCi/mg, s vyhodou 1 aZ 5
mCi/mg a nejvyhodnéj3i je specifickd aktivita 2 aZz 6 mCi/mg

nebo 1 aZz 3 mCi/mg.

Vyhodnd Jje také 1lé&ba zhoubného bujeni podle vynalezu
(popisuije se shora v textu), kde protilatkovy protein
konjugovany s radiocizotopem podle vynédlezu, Jjak se definuje
shora v textu Jje vodném roztoku pfi pH od 7 do 8 a

v koncentraci od 0,5 do 2,0 mg/ml.

Vynédlez déle popisuje zplsob podle vynadlezu, kde nédorem
je nador vybrany se skupiny zahrnujici kolorektdlni karcinom,
karcinom plic, ktery neni karcinomem z malych bunék, karcinom
prsu, karcinom oblasti hlavy a krku, karcinom vajecniky,
karcinom plic, karcinom mocCového  méchyre, pankreaticky

karcinom a metastdazujici karcinomy mozku.

Dal3i predmétnou véci vynadlezu Jje nukleovd kyselina
charakterizovand tim, Ze kdéduje protildtkovy protein podle
vynadlezu. Uvedenou nukelovou kyselinou miZe byt RNA nebo
s vyhodou DNA. Uvedend molekula DNA se mdZe syntetizovat
chemicky. Nejdfive je mozné syntetizovat vhodné
oligonukleotidy metodami podle vyndlezu (popisuje se napfiklad
v publikaci Gait, M. J., 1984, Oligonucleotide Synthesis. A

Practical BApprouch. IRL Press, Oxford, UK), které se mohou
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pouzit k produkci  syntetického  genu. zZplsoby  vytvafeni
syntetickych genl Jjsou dobfe zndmy v oboru (popisuje se
napriklad v publikaci Stemmer et al., 1995, Single-step
assembly od a gene and entire plasmid from large numbers of
oligodeoxyribonucleotides, Gene 164(1): 49-53, Ye et al.,
1992, Gene synthesis and expression in E. coli for pump, a
human matrix metalloproteinase, Biochem Biophys Res Commun
186(1):143-9, Hayden et Mandecki, 1988, Gene synthesis by
seridl cloning of oligonucleotides, DNA 7(8): ©571-7). Tyto
metody je moiné pouZit pfi syntéze libovolné popsané molekuly

DNA, jako je napriklad DNA kédujici BIWA4L.

Nukleové kyselina podle vynalezu je s vyhodou
charakterizovanad tim, Ze obsahuje 5'nebo 3° a 3 nepfekladané
oblasti. Nukleové kyselina podle vyndlezu mhZe obsahovat jiné
nepfekléddané oblasti po sméru a/nebo proti sméru exprese.
Neprekladand oblast miZe obsahovat regulaéni element, jako je
napriklad iniciaéni jednotka transkripce (promotor) nebo
zesilova¢. Uvedeny promotor mdzZe napfiklad byt konstitutivni,
indukovatelny nebo vyvojem fizeny promotor. Bez vyjmenovavani
jinych zndmych promotorli, Jje moZné pouzit konstitutivni
promotory lidského cytomegaloviru (CMV) a viru Rousova sarkomu
(RSV) stejné jako opi&iho wviru 40 (Sv40) a promotor viru
Herpes simplex. Indukovatelné promotory podle vynalezu
obsahuji promotory rezistence na antibiotika, promotory
teplotniho Soku, promotor viru karcinomu prsni Zzlazy, ktery je
moZzné indukovat hormonem, a metalothioneinu. Vyhodnd Jje podle
vynalezu nukleovda kyselina charakterizovand tim, Ze koéduje
fragment protilatkového proteinu podle vyndlezu. To odpovida

Casti polypeptidu podle vynédlezu.

Nukleovou kyselinou podle vynalezu je nukleovad kyselina
popsand v SEQ ID NO: 4, 5, 6, 10, 11, 12, 13, 14, 15 a/nebo
16. Nejvyhodnéjsi nukleovou kyselinou Jje nukleovd kyselina

popsand v SEQ ID NO: 16.
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Vynélez déle popisuje rekombinantni DNA vektor
charakterizovany tim, Ze obsahuje nukleovou kyselinu podle
vynédlezu. Uvedeny vektor s vyhodou obsahuje nukleovou kyselinu
charakterizovanou v SEQ ID NO: 4, 5, 6, 10, 11, 12, 13, 14, 15
a/nebo 16. Nejvyhodné&jsi Je, kdyZz uvedeny vektor obsahuje

nukleovou kyselinu charakterizovanou v SEQ ID NO: 16.

Pfiklady jsou virové vektory, jako je vakcinie, Semliki-
Forest wvirus a adenovirus. Vektory vhodné pro pouziti
v bunkdch COS maji pocatek replikace SV40, coZz umozZiuie
dosdhnout vysokého podétu kopii plazmidd. Vektory vhodné pro
pouziti v hmyzich bunikdch jsou naptriklad transferové vektory
E. coli a obsaghuji napfiklad DNA kédujici polyhedrin jako

promotor.

Dale vynalez popisuje rekombinantni DNA vektor

charakterizovany tim, Ze je expresivnim vektorem.

Déle vyndlez popisuje rekombinantni DNA vektor
charakterizovany tim, Ze je vektor pAD-CMV nebo jeho funkéni
derivat. Takovymi derivity jsou napfiklad pAD-CMV1, pAD-CMV19
nebo pAD-CMV25.

Dale vynalez popisuje rekombinantni DNA vektor
charakterizovany tim, Ze jde o SEQ ID NO: 17 nebo jeji funkéni

derivat.

Dale vynadlez popisuje rekombinantni DNA vektor
charakterizovany tim, Ze jde o SEQ ID NO: 18 nebo jeji funk&ni

derivat.

Uvedené vektory také s vyhodou obsahuji jednu nebo nékolik
molekul nukleové kyseliny charakterizované v SEQ ID NO: 4, 5,

6, 10, 11, 12, 13, 14, 15 a/nebo 1lé.

Vyhodny je také vektor popsany v americkém patentovém

dokumentu ¢&. 5648267 A nebo &. 5733779 A obsahujici

LA XYY
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nukleotidovou sekvenci podle vynalezu. Uvedeny vektor
s vyhodou obsahuje Jjednu nebo nékolik molekul nukleovych
kyselin charakterizovanych v SEQ ID NO: 4, 5, 6, 10, 11, 12,
13, 14, 15 a/nebo 16. Diale vynadlez popisuje rekombinantni DNA
vektor charakterizovany tim, Ze jde o vektor NOSKGlVal nebo

jeho derivat.

Dédle vynédlez popisuje hostitele charakterizovaného tim, Ze

obsahuje vektor podle vyndlezu.

Dale vynalez popisuje hostitele charakterizovaného tim, Ze
jde o eukaryontni hostitelskou bufiku. Eukaryontni hostitelské
bunky podle vyndlezu zahrnuji plisné&, jako je Pichia pastoris,
Saccharomyces  cerevisiae, Schizosacharomyces, Trichoderma,
hmyzi bunky (které pochdzeji napfiklad z Spodoptera frugiperda
Sf-9, s bakulovirovym expresivnim systémem), rostlinné bunky,
napriklad =z Nicotiana tabacum, savéi buniky, napfriklad buhky
COS, BHK, CHO nebo bunky myelomu. U potomk( buné&k imunitniho
systému, kde se také v té&le C&lovéka tvofi proteiny protilatek
podle vynalezu, Jsou proteiny protildtek zvla3té dobfe baleny
a glykosylovany. Vyhodné Jjsou sav&i hostitelské bunky,
s vyhodou CHO nebo COS, napfiklad CHO DG44 (popisuje se
v publikaci Urlaub and Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. 'U.S.A.
T7(7): 4216-~20 (1980)) nebo bufky CHO-~K1 (ATCC CCL-61). D&le
vyndlez popisuje hostitele charakterizovaného tim, Ze jim jsou
bunky BHK, CHO nebo COS. Nejvyhcdnéjdi jsou bunky CHO G44 nebo
CHO-K1 (ATCC CCL-61).

Dédle vynédlez popisuje vyhodného hostitele, kterym Jje

bakteriofag.

Jinou pfedmétnou véci vynalezu je hostitel
charakterizovany tim, Ze Jjde o ©prokaryontni hostitelskou
bunku. Priklady prokaryontnich hostitelskych bunék Jsou
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptomyces nebo Proteus

mirabilis.

(X XN

tesas
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Vynalez dale popisuje zpusob pfipravy proteinu protilatky
charakterizovany tim, Ze obsahuje nédsledujici kroky: hostitel
podle vyndlezu se kultivuje za podminek, p¥i kterych uvedena
hostitelskd bufika exprimuje uvedeny protilatkovy protein,
ktery je dale izolovan. Protildtka podle vynadlezu se mlie
produkovat nésledujicim zpusobem. Molekula nukleové kyseliny
kédujici lehky Fetézec a téZky fetézec se mlZe syntetizovat
chemicky a enzymaticky za pouZiti standardnich metod. Vhodné
oligonukleotidy se mohou syntetizovat za pomoci metod, které
jsou dobfe zndmy v oboru (detaily se popisuji shora v textu).
Zplisoby vytvoreni syntetickych genl 2z oligonukleotidd Jsou
dobfe znémy v oboru (detaily se popisuji shora v textu). Tyto
molekuly nukleovych kyselin kédujici tézky a lehky <fetézec
protildtky se mohou klonovat do expresivniho vektoru (bud oba
fetézce do Jjedné molekuly vektoru nebo kaZdy fetézec do
samostatné molekuly vektoru), které se pak zavedou do
hostitelské bunky. Hostitelskou bunikou Jje s vyhodou savci
hostitelsk& bunka (detaily se popisuji shora v textu),
napfiklad COS, CHO nebo BHK, s vyhodou butiky vajecniki
¢inskych kfelkd (CHO). Hostitelskd bunka se pak kultivuje ve
vhodném kultivaénim médiu za podminek, kdy doch&zi k produkci
protiladtky a protildtka se pak izoluje 2z kultury za pouZiti
standardnich postupu. Postupy pro produkci protilatek
z rekombinantni DNA v hostitelskych burikdch a respektive
expresivnich vektorl Jsou dobfe zndmy v oboru (popisuje se
napfiklad v patentovém dokumentu WO 94/11523, WO 97/8351, EP
0481790) .

Vynalez popisuje zplsob charakterizovany tim, Ze uvedenou
hostitelskou bunkou je savCi bunka, s vyhodou bunka CHO nebo

COS.

Vyndlez s vyhodou popisuje zplsob charakterizovany tim, Ze
hostitelskd buhka se transfekuje spolecné se dvéma plazmidy,

které nesou expresivni jednotky pro lehky a t&zZky retézec.
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Prehled obrdzkd na vykrese

Na Obr. 1 je zobrazeno hodnoceni relativni vazebné afinity
testované testem ELISA za pouziti kompetitivnich bunék. IC50
se definuje jako koncentrace cMAb a hMAb, p¥i kterém navazani
mMAb BIWA 1 na zachycené bunky A431 se redukujli na 50 %.
Indikovaly se hodnoty IC50 vztaZené na BIWA 2.

Na Obr. 2 je zobrazena biologickéd distribuce
monoklonalnich protilatek specifickych pro CD44v6 znacenych
1221 a ™11, které se spoledn& aplikovaly injekci mySim, které
nesou xenoimplantdt HNX-CE, 3 nebo 4 dni po infuzi. Tfem
skupinam mysi se aplikovaly bud

(A) 'I-U36 (Gerné sloupce) a '®I-BIWA 1 (3rafované

sloupce) (n=5),

(B) 'I-BIWA 4 (&erné sloupce) a 'PI-BIWA 2 (Srafované

sloupce) (n=6) nebo

(C) 'I-BIWA 4 (Gerné sloupce) a *SI-BIWA 8 (8rafované

sloupce) (n=6)

3 dni (A) nebo 4 dni (B,C) po infuzi se my§im odebral
vzorek krve, usmrtily se a provedla se pitva a stanovil se
stupen radiocaktivity (%ID/g * exponencidlné vyrovnany prumér)
nadoru, krve a orgdnl (vyznam zkratek: Tum: nador, Liv: jatra,
Spl: slezina, Kid: ledviny, Hrt: srdce, Stm: Zaludek, Ilm:
ileum, Cln: st¥revo, Blr: mocovy méchy¥, Str: sternum, Msc:

sval, Lng: plice, Skn: kbZe, Tng: jazyk).

Na Obr. 3 Jje zobrazena G¢innost terapie monoklondlnich
protildtek specifickych pro CD44vé6 znadenych '*°Re u nahé mydi
nesouci xenoimplantat HNX-OE. My3i se aplikovalo 300 pcCi '®°Re-
U36 (.#& ., Obr. 4), 300 pCi '*°Re-BIWA4(-%- , Obr. A), 300 nCi
'*Re-BIWA 4 ( -%- , Obr. B), 300 pCi **°Re-BIWA 2 (-4- , Obr.

ssa0

LA KR

B), 400 pCi '®°Re-BIWA 4 (-%-, Obr. C), 400 uCi *®°Re-BIWA 8(- ¢ -

, Obr. C) nebo fyziologicky roztok (-#- , Obr. A, B, C), ktery

slouzi jako kontrola. Kontrolni skupiny na Obr. A a B jsou



40 .

.
ssor ea .o .

LYY
Sssase
ssee
re e

stejné. Velikost nadoru se vyjadfuje jako primérnd hodnota
objemu néadoru (* exponencidlné vyrovnany prumér) bé&hem lécby

vztaZeno k pruimérné hodnoté& objemu niddoru na zacatku lécby.

Obr. 4 zobrazuje vztah mezi aplikovanou davkou
monoklon&lni protilatky a hodnotou AUC pozorovanou po
intravendzni infdzi BIWA 4 10 pacientim v Casti A uvedené

studie.

Obr. 5 popisuje vztah mezi aplikovanou dévkou monoklon&lni
protilatky a maxim&lni koncentraci BIWA 4 v plazmé pozorované
po nasledujici intravendzni infuzi BIWA 4 10 pacientim ve

studii v Casti A.

Priklady provedeni vynalezu

P¥iklad 1: Radioimunoterapie
Monoklon&lni protilatky

Monokloné&dlni protiladtky BIWA 1 s ndzvem VFF 18 (které
vylucuji bunécné linie hybridoma uloZené 7.6.1994
s prfistupovym Cislem DSM ACC2174 v instituci Deutsche Sammlung
fiir Mikroorganismem und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b,
D-38124 Braunschweig, N&mecko, ©popisuje se v patentovém
dokumentu WO 95/33771) se vytvofily imunizaci my3i Balb/c
s fuznim proteinem glutathion S-tranferédzy, ktery obsahuje
domény v3-V10 lidského CD44 (popisuje se v publikaci Heider
KH, Sproll M, Patzelt E, Beaumier P, Ostermann O, Ahorn H,
Adolf GRA. Characterization of a high affinity monoclonal
antibody specific for CDD44vé6 as candidate for immunoterapy of
squamous cell carcinomas. Cancer Immunology Immunotherapy 43:
245-253, 1996)). Zmapoval se epitop rozeznavany protilatkou
BIWA 1, jde o aminokyseliny 360 aZ 370 v doméné v6 genu CD44
(Cislovani aminokyselin se provaddi podle publikace Kugelman,
L.C., Gangluly, S., Haggerty, J.G., Weisman, S.M. an d

Milstone, L.M. The coreprotein of epican, a heparan sulfate
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proteoglycan on keratinocytes, is an alternative form of CD44.
J. Invest. dermatol., 99: 886-891, 1992). Davkovani pouzivané
v této studii se ziskalo po ¢&idténi na protein-G-sefarédze a

dialyzou proti PBS.

Monoklonalni protilatky U36 (IgGl) se ziskaly po imunizaci
my31i HNSCC bunécnou 1linii UM-SCC-22B a tyto protilatky
rozezndvajl odlisSny epitop v CD44v6 ve srovnani s protilatkou
BIWA 1. Monoklonalni protilatka U36 se izolovala
z koncentrovaného  supernatantu tk&novych  kultur afinitni

chromatografii na protein-~A-sefardze a dale na Q-sefardze.
Tvorba chimerickych a humanizovanych monoklondlnich protilétek

mRNA se izolovala z bunééné linie hybridomu protilatky
BIWA 1 pouzitim sady QuickPrep mRNA Purification Kit
(Pharmacia, Uppsala, Svédsko). cDNA z variabilniho té&zkého (V)

a lehkého (V,) fetézce se vytvorila pouzZitim RT-PCR.

Fragmenty se klonovaly do TA klonovaciho vektoru pCRII (cd
firmy Invitrogen, Groningen, Nizozemi) a sekvenovaly se.
Zkonstruovaly se dva expresivni vektory ziskané z plazmidu pAD
CMV1 (popisuje se v publikaci Himmler, A., Maurer-Fogy, I.,
Kronke, M., Schurich, P., Pfizenmaier, K., Lantz, M., Olsson,
I., Hauptmann, R., Stratowa, C., and Adolf, G.R. Molecular
clonning and expression of human and rat tumor necrosis factro
receptor chain (p60) and its soluble derivate, tumor necrosis
binding protein. DNA&Cell Biol., 9: 705-715, 1990) nesouci
konstantni oblast lidského gamma-1 a konstantni oblast
lidského 1lehkého fetézce kappa. Néasledné fragmenty Vy a Vi
protilédtky BIWA 1 se klonovaly do odpovidajicich expersivnich
vektord pred konstantni oblasti. Chimerickd protléatka se
pojmenovala cMAb BIWA 2. Humanizované verze variabilnich
oblasti lehkého a téZkého retézce protildtky BIWA 1 (vytvorené
zavedenim CDR) se klonovaly prfed konstantni oblasti

imunoglobulinu shora v textu uvedenych expresivnich vektorQ.
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Za uCelem konstrukce humanizovanych protilatek se pouZivané
lidské wvariabilni oblasti ziskaly z té&Zkého retézce lidského
imunoglobulinového  fragmentu s pristupovym c¢islem S31669
uloZeného v databance GenPept a v pfipadé 1lehkého fetézce
z lidského imunoglobulinu HUMIGKAX (upraveny kappa Ffetézec
proti myelinu), pfistupové c¢islo uloZeni v Genbank Jje M29469.
Vysledné monoklondlni protildtky nazvané hMAb BIWA 4 a BIWA 8
respektive BIWA 8 obsahovaly dvé aminokyseliny my3i puavodni
protilatky v zakladni struktufe 2 lehkého fetézce, zatimco
protildtka BIWA 4 neobsahovala v zdkladni struktufe Zadné mysi

zbytky.

Rekombinantni monoklonalni protildtky se stabilné
exprimovaly v bunkdch vajelnika <&inskych k¥eckld, které jsou
deficitni v produkci dihydrofoldtové reduktdzy a do kterych se
elektroporaci zavedly plazmidy exprimujici tézZky a lehky
Ietézec. Bunky se pak nanesly na mikrotitracni desticky
obsahujici 96 prohlubni v hustoté 500 a 100 bunék do jedné
prohlubné do selekéniho kultivacniho média (kterym je o-MEM s
10 % dialyzovanym fetdlnim telecim sérem). KdyZ se kolonie
zviditelni (po pfibliZné 14-ti dnech), v supernatantech kultur
se stanovil obsah IgG pomoci testu ELISA a buiky s nejlepsSim
vysledkem se pomnozily. Amplifikace genu se provedla kultivaci

v pfitomnosti zvySené koncentrace metotrexdtu (20 az 500 nM).

Pfiprava chimerickych a Thumanizovanych monoklondlnich
protilédtek v laboratornim méritku se uskutecnila ve
standardnim kultivacnim médiu, ktery obsahuje 1 % fetdlniho
teleciho séra. Frakce IgG se 1izolovaly ze supernatantt
tké&novych kultur afinitni chromatografii na sefardze
s proteinem A. Cistota se testovala pomoci SDS-PAGE a vysoko

vykonnou chromatografii s exkluzi podle velikosti molekul.

Hodnoceni afinity protiléatek

[ X ¥ 1
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M&¥eni kinetickych a afinitnich konstant =za pouzZiti
rekombinantniho antigenu se provedlo za pouziti systému
BIAcore 2000 (BIAcore AB, Uppsala, Svédsko). Fuzni protein
glutathion-S-transferdza obsahujici domény v3-v10 1lidského
CD44 (GST/CD44v3~v10, v koncentraci 20 upg/ml) se imobilizovaly
na senzorovém ¢Cipu CMS5 zpusobem spojovani amind podle
instrukci vyrobce, kdy se jako interakéni pufr pouzZzivd 10 mM
acetatu sodného s hodnotou pH 5,0. 35 pl monoklondlni
protilatky v rdznych koncentracich (8 aZz 67 nM) v HBS (10 nM
HEPES, ©pH7,4, 150 mM NaCl, 3,4 mM EDTA, 0,05 % BIAcore
povrchové aktivni ¢&inidlo P20) se injekci naneslo na povrch
pokryty antigenem pfi hodnoté pratcku 5 wul/min. Discociace
monoklondlnich protildtek se stanovovala po dobu 5 minut
v pratoku pufru (HBS). Mezi dvémi analyzami se povrch <&ipu
regeneroval Jjednim pulzem 15 pl 30 mM HCl. Analyza dat a
vypocCet kinetickych konstant se provedl pomoci software
BIAcore BIAevaluation, verze 2.1. Pro vsSechny protilatky se
stanovila asociaéni (k3) a disociacni (kq) rychlost a

disocia¢ni konstanty (Ky).

Relativni vazebné afinity se také hodnotily testem ELISA
s kompetetivnimy buikami. Lidské butiky A431, které pochdzeji z
spinoceluldrniho karcinomu vulvy a jsou zndmy, Ze exprimuji
vysoké mnoZstvi CD44v6 se nanesly na kultivacni desticky s 96
prohlubnémi v kultivacnim médiu RPMI 1640 s 10 % fetdlnim
telecim sérem o objemu 200 pl do Jjedné prohlubné, pZilemZ
hustota bun&k dje 2,5 aZ 5 x 10° bundk/ml. Destidky se
inkubovaly p¥es noc pfi teploté 37 °C v huminidizovaném
inkubatoru v atmosféfe 5 % CO,. Po odstranéni kultivacéniho
média se bunky promyly jednou v pufru pBS, fixovaly se 96 %
etanolem po dobu 1 minuty a promyly se znovu pufrem PBS. cMAb
BIWA2, hMAb BIWA 4 a hMAb BIWA 8 (¥ed&né na koncentraci 10
ug/ml) se aplikovaly v sériovém Ffedéni 1:2 (8 kroka fredéni)
v objemu 100 pl do Jjedné prohlubné v PBS/0,5 % BSA/0,05 %

Tween 20 (testovaci pufr) a vSe se inkubovalo po dobu 30 minut
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pfi teploté mistnosti. Pfidalo se 100 pl fedéné monoklonalni
protildtky BIWA 1 (20 ng/ml) a desticky se inkubovaly po dobu
2 hodiny p¥ri teploté& mistnosti na orbitdlni michalce.
Kontrolni vzorky obsahovaly pouze pfedem Ffedé&né vzorky bez
protilatky BIWA 1 (0 % kontrola) nebo pouze protildtku BIWA 1
bez Zadnych konkurené¢nich protildtek (100 % kontrola). Po tri
nésobném promyti pomoci pufru PBS/0,05 % Tween 20 (promyvaci
pufr) se p¥ridalo za ucelem detekce protiladtky BIWAL 100 wul
sekundarni protilatky (kozi anti-mysi Fc konjugovany
s peroxiddzou v Yedéni 1:15 000 testovaciho pufru, od firmy
Dako, Kodan, Dansko) a desticky se inkubovaly po dobu 1 hodiny
pfi teploté mistnosti na orbitdlni michadce. Po trojndsobném
promyti promyvacim pufrem se destilky nechaly vyvijet pomoci
roztoku substratu tetrametylbenzidinu o objemu 100 pl na jednu
prohluben (Kierkegaard and Perry laboratories, Gaithersburg,
USA). Reakce se zastavila po 15 minutdch p#idanim 50 pl 1 M
kyseliny fosforeCné do kaZdé prohlubnd. Absorbance se mérila
¢tecim zafizenim pro test ELISA p#i vlinové délce 450 nm

(referenc¢ni vlnovéd délka je 610 aZz 690 nm).
ZnaCeni protilAtek radioatkivnim jédem

Znaceni protilatek radiocatkivnim Jjdédem se provedlo
v podstaté stejnym zpusobem, jak se popisuje v publikaci
Haisma, H.J., Hilgers, J., and Zurawski, V.R. Jr. Iodination
of monoclonal antibodies for diagnosis and therapy using a
convinient one vial method. J. Nucl. Med., 27: 1890~1895, 1986
za pouziti bud I (100 mCi/ml) nebo **I (200 mCi/ml) (oba
radicaktivni prvky pochdzeiji od firmy Amersham, Aylesbury,
Velkd Briténie). V jedné zkumavce potaZené 75 ug pripravku
Iodogen (od firmy Pierce, Oud Bijerland, Nizozemi) se smichal
1 mg monoklon&lni protildtky IgG rozpusténé v 500 pl PBS,
pH7,4 a 1 mCi '°I nebo '!'I. Po 5 minutach inkubace pfi teploté
mistnosti se odstranil volny joéd geloveou filtraci na koloneé

PD-10 (od firmy Pharmacia-LKB, Woerden, Nizozemi) . Po
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odstranéni nevazaného nebo radiochemicka <Cistota
pfesdhla 97%, Jjak se stanovilo postupy TLC a HPLC popsanymi
dfive v textu v publikaci Van Gog, F.B., Brakenhoff, R.H.,
Snow, G.B., and Van Dongen, G. A. M. S. Rapid elimination of
mouse/human chimeric monoclonal antibodies in nude mice.
Cancer Immunol. Immunoother., 44: 103-11, 1997b. Nedoslo
k vytvoreni Zadnych agregatl ani fragmentl, jak se stanovilo

analyzou HPLC.

Pfiprava monoklonalnich protilatek znadenych **¢rheniem

8¢ rheniem  postupem

Monoklonalni protilatky znacené
zahrnujicim vice kroka za pouziti chelétu S~
benzoylmerkaptoacyltriglycin (S-benzoyl-MAG3), jak se popisuje
dfive v textu v publikaci Van Gog, F.B., Brakenhoff, R.H.,
Snow, G.B., and Van Dongen, G. A. M. S. Rapid elimination of
mouse/human chimeric monoclonal antibedies in nude mice.
Cancer Immuncl. Immunoother., 44: 103-11, 1997b. V tomto
postupu syntéza na pevné fazi pro pfipravu '®*°Re-MAG3 e
nasledovand esterifikaci s 2,3,5,6-tetrafluorfenolem (TFP) a

186Re~MAG3-TFP s monoklondlni

konjugaci reaktivniho esteru
protilatkou. Po konjugaci monoklonadlni protildtky znacené
pomoci '%*Re dolo k jeji izolaci na kolond& PD10. Po odstrané&ni

nevazaného '®°Re radiochemicka &istota op&t pfesahuje 98%.
Vazebny test radioaktivné znalenych protilatek

In vitro vazebné charakteristiky znadenych monokloné&lnich
protilatek pouzivanych pfi studiu biodistribuce a terapie se
stanovily imunoreaktivnim testem v podstaté& jak se popisuije
v publikaci Van Gog, F.B., Brakenhoff, R.H., Snow, G.B., and
Van Dongen, G. A. M. S. Rapid elimination of mouse/human
chimeric monoclonal antibodies in nude mice. Cancer Immunol.
Immunoother., 44: 103-11, 1997b. Za uCelem  testovani
monoklondlnich protiladtek znadenych radioaktivnim jodem a **°Re

se bunky UM-SCC-11B fixovaly 0,1 % glutaraldehydem. Buiky OM-
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SCC-11B se ziskaly od Dr. T.E. Carey, University of Michigan,
Ann Arbor, MI. Pripravilo se pét sériovych fedéni (v rozsahu
5x10° az 3,1x10° bunék v jedné zkumavce) s 1% BSA v PBS. Za
U¢elem stanoveni nespecifického navazani se do druhé zkumavky
obsahujici niZsi koncentraci bunék pfidal nadbytek neznacené
monoklondlni protilétky IgG. Do kazZdé zkumavky se pridalo IgG
znac¢ené pomoci 10 000 cpm 1251 BT nebo '®**Re a vzorky se
inkubovaly pres noc p¥i teploté 4 °C. Builky se izolovaly
centrifugaci a pocitacem gamma se mé¥ila radioaktivita peletu
a supernatantu (LKB-Wallace 1282 CompuGamma, Kabi Pharmacia,
Woerden, Nizozemi) a vypoCitalo se procento vézané a volné
radioaktivity. Data se graficky analyzovaly v upraveném
Lineweaver-Burkové grafu a imunoreaktivita se stanovila
linedrni extrapolaci za podminek reprezentujici nekonelny

nadbytek antigenu.
Studie biodistribuce u nahych my3i nesoucich HNSCC

V pripadé experimentl biodistribuce se pouZily nahé myS3i
nesouci subkutdnné implantovany lidsky xenograft HNSCC (HNX-
OE), jak se popisuje v publikaci Van Gog, F.B., Brakenhoff,
R.H., Snow, G.B., and Van Dongen, G. A. M. S. Rapid
elimination of mouse/human chimeric monoclonal antibodies in
nude mice. Cancer Immunol. Immunoother., 44: 103-11, 1897b.
Samice my$i (Hsd: atymické nu/nu, 25 az 32 g, Harlan CPB,
Zeist, Nizozemi), které byly v dobé experimentd 8 aZ 10 tydnl
staré. Tri experimenty biodistribuce se provedly s mySima,
které nesou jeden nebo dva nadory v rozmezi od 30 do 470 mm> .
V prvnim experimentu se monoklondlni protildtky U36 znacCené
1317 s aktivitou 10 pCi (50 npg) =zavedly injekci soudasné
s monoklonélni protildtkou BIWA 1 zna&enou *?°I s aktivitou 10
uCi (50 pg) do my3i nesouci nadory o velikosti 133 % 28 mm’
(n=20 my3i, 37 nadorfi). Ve druhém experimentu se hMAb BIWA 4
znadend *!'T s intenzitou 10 pcCi (50 ug) a cMAb BIWA 2 znacend

1231 se spolednd& zavedly injekci do my3i nesouci nadory o
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velikosti 167 + 31 mm® (n=21 my3i, 32 nadorli). Ve tfetim
experimentu se hMAb BIWA 4 znadend ''I s intenzitou 10 pCi (50
ug) a hMAb BIWA 8 znadend '*°I se spoleéné& zavedly injekci do
my3i nesouci nadory o velikosti 130 # 21 mm® (n=23 my$i, 40
nadord). Konjugaty byly zavedeny intravendzni injekci (iv) do
objemu 100 pl po fedéni s 0,9% ©NaCl. Aby se ziskala
srovnatelnd clearance krev/télo spolecné zavedenych
monoklonalnich protilé&tek, kombinovaly se pouze monoklondlni
protilatky s identickym my$im nebo 1lidskym izotypem. Déavka
protilatek (celkova davka 100 upg na Jjednu my3) se vybrala
dostatecné vysoka, aby branila rychlé eliminaci monoklonédlnich
protildtek =z krve, kterd je spojena s izotypem (popisuje se
v publikaci Sharkey, R.M., Natale, A., Goldenberg, D. M., and
Mattes, M.J. Rapid blood clearance of immunoglobulin G2a and
immunoglobulin G2b in nude mice. Cancer Res., 51: 3102-3107,
1991, Van Gog, F.B., Brakenhoff, R.H., Snow, G.B., and Van
Dongen, G. A. M. S. Rapid elimination of mouse/human chimeric
monoclonal antibodies in nude mice. Cancer Immunol.
Immunoother., 44: 103-11, 1997b) a dostatedné& nizkd, aby se

zabrdnilo saturaci antigenu v néadoru.

V urc¢itém casovém bodé po infuzi se my$ uvedla do
anesteze, odebraly se vzorky krve, usmrtila se a provedla se
disekce. Vedle nadort se odstranily nédsledujici organy: jatra,
slezina, ledviny, srdce, Zaludek, ileum, stfeva, mocovy
mechyf, svaly, plice, klZe a jazyk. Po zvazZeni se stanovila
radioaktivita v nadorech, krvi a orgdnech dudlnim pocitacem
izotopu gamma (LKB-Wallace 1282 CompuGamma) s automatickou

1251, pohlceni

korekci pro 131I—comptony pri  nastaveni
radiocaktivity do téchto tké&ni se vypolitalo Jjako procento

injekci zavedené davky na jeden gram tkané (%ID/g).

Do dne aplikace monoklondalni 1latky se my3i normalnim
zpUsobem pFrechovavaly za specifickych podminek bez patogent,

ve sterilnich klecich v &isté mistnosti, kde se ¥idi vlhkost a

[ TR XY
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teplota (klasifikace 2000 podle federédlniho standardu 209d).
v den injekce se my$3 transportovala na oddéleni ,Radio Nuclide
Center™ a za aseptickych podminek Vv poxu s lamindrnim

proudénim se aplikovaly sterilni radioimunologické konjugaty.
studie radioimunoterapie u nahych my3i

Studie RIT provedena na zvifatech se uskutecnila za Gcelem
porovnani terapeutické u&innosti s ruznymi monoklondlnimi
protilatkami znacenymi 186pe. Imunoreaktivni frakce konjugétu
vzdy byly vyS$3i nez 75 %. TIi terapeutické experimenty se
provedly na my3ich, které nesou 1 nebo 2 HNX-OE nadory ©
velikosti 45 az 195 mm®. DAvky 186pe se vybraly na urovni
maximalni tolerovatelné davky (MTD) (to je 400 nCi) nebo nizsi
(300 pCi). Stupen MID se definuje jako davka vedouci ke ztraté
5 ar 15 % té&lesné hmotnosti. V prvnim experimentu se my3im
aplikovala jedina intravenézni injekce obsahujici bud 300 pCi
(100 ug) monoklondlni protilatky U36 snadené ®°Re a 300 nCi
(100 pg) monoklonalni protildtky BIWA 1 znaZené '%°Re. Ve
druhém experimentu se aplikovalo bud 300 uCi (100 ng) lidské
monoklonalni protilatky BIWA 4 znacené Re nebo 400 pCi (100
ug) lidské monoklondlni protilatky BIWA 8 znalené '"°Re.
Promérny objem nadoru byl podobny ve vSech experimentélnich

skupinach.

Experiment 1: ve skupiné oetfené my31i monoklondlni
protilatkou U36 sna&enou ‘%°Re je velikost nadoru 95 + 34 mm’
(n=7 mysi, 12 nadort), ve skupine oSetfené mys3i monoklonalni
protiladtkou BIWA 1 znadenou '%°Re je velikost nadoru je 91 * 15
mm®  (n=7 my$i, 12 nadoru) a Vv ptipadé kontrolni skupiny
odetfené mysi monoklonalni protilatkou BIWA 1 znacenou '%°Re je

velikost nadoru je 99 £ 54 mm® (n=6 mysi, 12 nadoru).

Experiment 2: Ve skupin& o3etfené 1idskou monoklonalni

protilatkou BIWA 4 znacenou 186pe je velikost nadoru 101 + 33

e’ (n=7 my&i, 12 nadort), ve skupiné ofetfené cMAb BIWA 2
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snacenou %°Re je velikost nadoru je 92 * 43 mm® (n=7 my3i, 12
nadortl) a v pfipadé kontrolni skupiny byl postup stejny Jjako

v experimentu 1.

Experiment 3: Ve skupin& o3etfené lidskou monoklonalni
protilatkou BIWA 4 znadenou %°Re je velikost nadoru 105 mm® =
43 mm® (n=8 mnmy3i, 13 nadort), ve skupiné ofettené lidskou
monoklonalni protildtkou BIWA 8 znacenou 186pe  je velikost
naddoru 100 = 42 mm® (n=8 my3i, 13 nadort) a v ptipadé kontrolni

skupiny je velikost nadoru 110 % 46 mm® (n=7 my3i, 11 nadoru) .

B&hem 1é&by se nadory mérily dvakrat tydné a vypocitaly se
objemy nadorl vztahujici se k objemu na poZatku 1écCby.
Toxicita se monitorovala méfenim t&lesné hmotnosti dvakrat
tydné. My3 se usmrtila, kdyZ objem nadoru ptesdhl hodnotu 1

000 mm>.
Statistika

Statisticky se analyzovaly rozdily v pohlceni tkané mezi
jednotlivymi monoklonédlnimi  injekcemi, které se zavedly
spole&né&. Statisticky se analyzovaly rozdily pram&rného objemu
nadoru v ruaznych RIT skupinach v kazdy <&asovy bod pomoci

Studentova t-testu.
Vysledky

Vazebné charakteristiky in vitro monoklonalnich protilatek

specifickych pro CD44v6

Vazebné afinity péti monoklondlnich protiléatek se
analyzovaly za pouziti rekombinantniho antigenu stejné jako
1idské nadorové buné&lné linie. Kinetické a afinitni konstanty
se hodnotily povrchovou plasmonovou rezonanci za pouziti
GST/CD44v3-v10 Jjako imobilizovaného antigenu. Tabulka C. 1
zobrazuje asociacdni (kis), disociac¢ni (kq) rychlosti a

disocia&ni konstanty (Kq) . MySi monoklonalni protilatka BIWA 1



LR ) LA J LR J
.

LR N4
[ A NN ]
]

X RN J
se 0
L]
LR N
asse

® 230

.
oses

L]

50

a cMAb BIWA 2 obsahujici identické variabilni oblasti majl

podobné ks, ka a Ky a zobrazuje nejvyssi afinitu. Naopak mysi
monoklonalni protilatka U36 a lidska monoklonélni protiléatka

BIWA 4 maji niz8i k. a vy88i kg, coz vede ke znateln& niZsim

disociac¢nim konstantam (faktory 35,0 a 10,5). Lidskéa
monoklondlni protilatka BIWA 8 obsahujici mysi zbytky
v oblasti 2 zakladni struktury lehkého Ffetézce zobrazuji

snatelné sniZeni hodnoty ka, coz je vysledek zvySené afinity.

protilatka k, (Mis™h) ke (57D Ky (M) Ky vztaZzeno
k mySimu
BIWA 1

my3i BIWA 1 1,3x10° 4,2x107° 3,2x107° 1,0

my3i U36 1,5x10° 1,7x107" 1,1x107° 35,0

chimerické 1,7x10° 4,1x107 2,4x107%° 0,7

BIWA 2

humanizovana |6,5x10° 2,2x107" 3,4x107° 10,5

BIWA 4

humanizovana |7,5x10° 6,3x107° 8,4x107%° 2,6

BIWA 8 AJ

Relativni vazebné afinit

pomoci testu ELISA s konkuren&nimi bun

(Obr. 1).

nadorovych bunék A431

vaci

konkurent,

y cMAb a hMAb se také hodnotily

kami za pouziti lidskych

rekombinantnimu antigenu byla cMAb BIWA

pak néasledovaly 1idské monoklondlni protil

vV souladu s mé&fenim afinity
2 nejucinnéjsi

atky BIWA

8 a BIVA 4. Podobné vysledky (nejsou zobrazeny) se ziskaly s

dvémi daldimi lidskymi pbund&nymi liniemi HNSCC (FaDu a LICR-

LON-HNS) .

Biodistribuce u nahych my&i nesoucich HNSCC
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studie distribuce se provedly u nahych mysi nesoucich
xenograft HNX-OE. Dvé monoklonalni protilatky s identickym
mysim nebo lidskym izotypem se znadily bud '?°I nebo 13l a
zavedly se spolecné injekci (hodnota pro kazdou protilatku 50
ng, 10 uCi). Kazdy par monoklonalnich protilatek se vybral
tak, aby doslo k postupnému snizZeni rozdill afinit:
monoklonalni protilédtka U36 vykazuje 35 nasobnd niz3i afinitu
ne? monoklonalni protiladtka BIWA 1 (experiment 1), lidska
monoklonalni protilatka BIWA 4 vykazuje 14-ti nasobn& nizsi
afinitu ve srovnani s cMAb BIWA 2 (experiment 2) a lidska
monoklonalni protilédtka BIWA 4 vykazuje 4 nasobn& niZzsi
afinitu ve srovnani s BIWA 8 (experiment 3). Imunoreaktivni
frakce vSech monoklonélnich protilatek snacenych joédem byly

alespoit 74 % po extrapolaci (uvedeno Vv tabulce ¢. 2).

Tabulka ¢&. 2: Imunoreaktivni frakce monoklonalnich protilatek

znaenych jédem urcenych navazanim na bunky UM-

SCC-11B
experiment protilatka znaceni navazani na|navazani
. 5x10° bunék|extrapolova-
(%) né®* (%)
1 my3i U36 1311 59,7 87,4
mysi BIWA 1 |**°I 91,1 91,1
2 humanizované |'I 77,4 82,3
BIWA 4
chimerické 125
1 80,5 79,9
BIWA 2
3 humanizované 13ty 77,3 74,5
BIWA 4
humanizované
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BIWA 8

12SI

91,8

92,1

® Imunoreaktivita se stanovila lineé&rni extrapolaci na podminky

reprezentujici

nekonecny

v sekci Materidly a metody

Biodistribuce v experimentu 1 se stanovily v den 1,
7 po infazi.

v den 1,

2,

4 a 7 dni po infuzi.

nadbytek

antigenu:

Kalkulované priméry

popisuje se

2, 3 a

Biodistribuce v experimentech 2 a 3 se stanovily

$ID/g

nddoru a krve v3ech tfi experimentd jsou uvedeny v tabulce &.

3.

Tabulka &. 3:

pro

CDh44ve

znalenych

jédem v nadoru a

MnoZstvi monoklondlnich protilédtek specifickych

krvi

s riznou afinitou aplikovanych spolecné injekci

mySim nesoucim HNX-OE

konjugdt A konjugat B pomér konj. A:B
(%ID/g) (¥ID/qg)
exp.C. |doba po{nédor krev nador krev nador
krev injekci
1
konj.a:'nr |1 den 15,7 17,9 13,0 17,8 1,2 1,0
Ab U35
Konj.B:*1 |2 dny 18,4 15,0 13,4 14,9 1,4 1,0
e L3 any 20,6 [11,8 13,7 |11,0 1,5 1,1
7 dni 16,5 7,1 7,8 4,8 2,1 1,5
2.
Konj.a:*1 |1 den 10,8 10,2 9,1 10,6 1,2
~hMADb
BIWA4
1.0
Konj.B:I 5 gny 12,4 10,2 9,8 10,1 1,3 1,0
~CMAb
BIWA2 4 dny 12,9 7,2 8,9 7,2 1,5 er
7 dni 7,6 3,3 4,8 2,7 1,6 1,2
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3.
qong.arr |1 den 10,5 11,1 9,5 11,4 1,1
-hMAb
BIWR4
1.0
Kon3.B:I |5 dgny [10,9 10,0 9,6 9,8 1,1 1,0
-hMADb
BIWAS 4 dny 11,7 6,2 9,6 5.9 1,2 1,0
7 dni |10,1 4,2 7,5 3,9 1,3 1,1 B

V ptripadé kazdého paru spolecné zavedenych monoklonadlnich
protilatek se uvadéji poméry pohlceni nadorem a krvi. Na Obr.
2 jsou zobrazeny prum&rnd hodnota $ID/g a exponenciédlné
yyrovnany prumer nadoru, krve a ruznych orgéna 3 dni

(experiment 1) nebo 4 dni po infuzi (experiment 2 a 3).

P¥i pfimém porovnani dvou mysich monoklondlnich protilatek
pohlceni protilatky U36 s nizkou afinitou k nadoru Jje
podstatné vy33i nez pohlceni protilatky BIWA 1 s vysokou
afinitou ve v3ech gasovych Dbodech (p<0,001) (Tabulka 3).
Naopak nepodstatné rozdily se zjistily mezi hodnotami pohlceni
uvedenych protilatek do krve a normalnimi tkénémi 1, 2 a 3 dni
po infazi. 7 dni po infuazi mnozstvi protilatky BIWA 1 v krvi a
ve vé&tsiné organu byla podstatné nizsi (p<0,05), neZ mnozstvi
protilatky U36, co? indikuje rychlejsi clearance protilatky
BIWA 1 z krve/té&la. Na Obr. 2a je znazornén S0 s wvyssi
pohlceni protilatky U36 v porovnani s protilatkou BIWAl 3 dni

po infuzi.

Podobny vztah se zjistil pZi hodnoceni dvou dalsich paru
monoklonalnich protilatek. Lidské monoklondlni protilatka BIWA
4, i kdyz vykazuje nizsi afinitu, vykazovala podstatné vyssi
pohlceni nadorem (p<0,001) ve vsech tasovych bodech nez cMAb
BIWA 2 a lidska monoklonalni protilédtka BIWA 8 (tabulka ¢. 3).
Naopak mnozstvi monoklonalni protilatky v krvi a v normalnich
tkanich Dbylo podstatneé stejné u vsech uvedenych  paru

monoklondlnich protilatek 1, 2 a 4 dni po infuzi. 7 dni po
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infuzi mnoZstvi protildtek BIWA 2 a BIWA 8 v krvi a ve vét3iné
orgédntl je podstatn®d niz3i (p<0,05) ve srovndni s mnoZstvim
BIWA 4, coZ indikuje rychlejsi clearence uvedenych
monoklondlnich protilatek z krve/téla. Na Obr. 2B je zobrazeno
o 45 % vy381 pohlceni protilatky BIWA 4 nédorem nez protiléatky
BIWA 2, zatimco na Obr. 2C je zndzornéno o 20 % vy331 pohlceni
protildtky BIWA 4 nddorem v porovndni s protildtkou BIWA 8
ilustrovanou na Obr. 2C v pfipadé 4 dni po infuzi ve v3ech

Casovych bodech.

Podobné vysledky se =ziskaly z dal8ich experimentl (data
nejsou zobrazena), ve kterych se zménily radioaktivni znalky:
'2°I-BIWA 4 verzus 'I-BIWA 8 misto *'I-BIWA 4 verzus '‘**I-BIWA
8. Data =ziskand =z posledniho uvedeného experimentu ukazuji
mozZnost, Ze typ radioaktivni znacky mél vliiv na

farmakokinetické chovani znacené monoklondlni protilatky.
Radicimunoterapie u nahych my$i nesoucich HNSCC

Z téchto t¥i experimentld biodistribuce Jje zfejmé, Ze
monoklondlni protiladtka s nizkou afinitou vykazuje vy331i a
vice selektivni pohlceni néadorem ve srovndni s monoklonalni
protilatky s vy33i afinitou a tak jsou vhodné&j3i pro RIT. Za
UCelem testovani této moZnosti se tyto 1écené skupiny
porovnavaly ve studiich RIT s my3mi, které nesou xenograft

HNX-OE.

Experiment 1: 300 uCi monoklondlni protildtky U36 znadené '®°re
nebo 300 pCi monoklondlni protildtky BIWA 1 znacené %°Re nebo

fyziologicky roztok jako kontrola

Experiment 2: 300 pCi lidské monoklondlni protilatky BIWA 4
znadené ‘°°Re nebo 300 pCi cMAb BIWA 2 znadené '*°Re nebo

fyziologicky rozotok jako kontrola.
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Experiment 3: 400 pCi 1lidské monoklondlni protildtky BIWA 4
znacené '%°Re nebo 400 pCi lidské monoklondlni protildtky BIWA

8 zna&ené %%Re nebo fyziologicky roztok jako kontrola.

Na Obr. 3 se prumérny relativni objem nadoru (vyjadreno
jako procento objemu né&doru v den 0) v pripadé kontroly a
oSetfené skupiny vynesl proti casu. Nadory my$i v kontrolni
skupiné ve vsSech trfech experimentech vykazuji exponencidlni
rist, pricemZz ke zdvojnadsobeni objemu nddoru dojde pribliZné
po 7 dnech po infazi. Ve skupinach oSetfenych monoklonondlni
protildtkou zna&enou %°Re nédory =zastavily rlUst, ve stejném
pripadé doslo kratce po zavedeni konjugdtll k regresi néadoru.

Avsak vSechny nadory zacaly opét rust.

V experimentu 1 aplikace 300 uCi **°Re-BIWA 1 vedlo ke
sniZeni rychlosti ristu nadorl, ale nikoliv k redukci primé&rné
velikosti nadoru. Aplikace 300 uCi '*°Re-U36 vZak zptsobila
redukci prumé&rného objemu naderu ze 185 mm® na 120 mm® mezi
dnem 7 a dnem 17 po infuzi, po které nadory zacaly opét rust.
Prium&rny objem nadoru ve skupin& oSettrené ®°Re-U36 byl
podstatné niZsi (p<0,001) ve srovndni s hodnotami dosaZenyma

ve skupin& oSet¥ené '®°*Re-BIWAl po 14 dnech.

V experimentu 2 aplikace bud 300 pCi ®°Re-BIWA 4 nebo 300
pCi 185Re-BIWA 2 vede k ristu néadoru zablokovaném v den 7,
pficemZz k opétnému rlistu dodlo v den 17 po infuzi. Protilatka
BIWA 4 byla u¢inné&jsi v RIT neZ protildtka BIWA 2 ze dne 14,
ale podstatny rozdil se =zJjistil mezi primérnymi relativnimi

objemy n&doru v den 14 po infuzi (p<0,05).

V experimentu 3 se my$im aplikovalo bud 400 pCi '®SRe-BIWA
4 nebo BIWA 8, coZ vede ke sniZeni relativniho objemu nadoru
na minimum 80+62% a 98481 % v den 19. Po tom zacal nador opét

rust.

Priklad 2: Detailni popis sekvenci
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Tento p¥iklad ukazuje detaily sekvenci, napfiklad polohu

klonovacich mist a neprekladanych oblasti.

Zkratky:
aa = aminokyseliny
nt = nukleotidova sekvence

SEQ ID NO: 1 VH BIWA 4/88 aa

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYDMSWVRQAPGKGLEWVSTISSGGSY
TYYLDSIKGREFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARQGLDYWGRGTLVTVSS

SEQ ID NO: 2 VL BIWA 4 aa

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSINYIYWYQQKPGQAPRLLIYLTSNLASGVPAR
FSGSGSGTDFTILTISSLEPEDFAVYYCLQWSSNPLTFGGGTKVEIK

SEQ ID NO: 3 VL BIWA 8 aa

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSINYTYWLQQKPGQAPRILIYLTSNLASGVPARF
SGSGSGTDFILTISSLEPEDFAVYYCLQWSSNPLTFGGGTK VEIK

SEQ ID NO: 4 VH BIWA 4/8 nt
GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTEEGGCGAGGCTTAGTCAAGCCTGGAGGGTCCCTARCACTCTCO
TGTCGCAGCCTCTGGATTCACT I TCAGTAGCTATCECLTGTCTTGGGTTCGCLAGGC TCCERGS
ARGCGGCTGGAGTGGGTCTCAACCAT TAGTAGTI GCTICGTAGTTACECCTACTATCTAGACAGT
ATAARGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCIAGRAECTCCCTGTACCTGCLERATCRAAL
AGICTGAGGGCTGAGEACACGGCCCETGTATTACTGTGCARGACAGGGETTGEACTACTGEGET
CGAGGAACCTTAGTCACCGTCTCCICR

SEQ ID NO: 5 VL BIWA 4 nt
GAAATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAACCCTGTCTC?GTCTCCAGGGGAGAGGGCCACC”T”

TCCTGCAGTGCCAGCTCAACTATARATTACA TATACT AGT2 r

. ik QALY L ACATATACT JGT}‘.CCAGCAGA.B.GCC sECAGCECT
CCEAE&ClETTGATTTATCTCAhATCCAECCTGGCTT5TGGAGTCCCTGCGCG??%EEg:Egi
AG¢GuuTClGGAACCGACTTCACTCTCACAATCAGCfCCCTGGRGCCTGAAGETTTTEFé;m:
TATTACTGCCTGCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACATTCGGTGGTGGG@&CEECG;CG;G;;%

ARRD AT
SEQ ID NO: 6 VL BIWA 8 nt

GAAATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAACCCTGTC?CTGTCTCCAGGGGAGAGGGCCACCCTG
TCCTGCAGTGCCAGCTCLAGTATAAATTACATA ECTGGCTCCAGCAGRAAGCCAGGACAGRCT
CCTAGAATCTTGATTTATCTCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGCGCGCTTCAGTGGC
.AGTGGGTCTGGAACCGACTTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGGAGCCTGAAGATTTTGCCGTT
TATTACTGCCTGCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACATTCGGTGGTGGGACCAAGGTGGAGATT
AAR

SEQ ID NO: 7 teézky fetézec (variabilni a konstantni oblast)

BIWA 4/8 aa

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYDMSWVRQAPGKGLEWVSTISSGGSY
TYYILDSIKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARQGLDYWGRGTLVTVSS
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ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO: 8 lehky fetézec (variabilni a konstantni oblast)
BIWA 4/8 aa

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSINYIYWYQQKPGQAPRLLIYLTSNLASGVPAR
FSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCLQWSSNPLTFGGGTKVEIRRTVAAPSVFIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVIEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVITKSFNRGEC

SEQ ID NO: 9 lehky Ffetézec (variabilni a konstantni oblast)
BIWA 8 aa

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSINYIYWLQQKPGQAPRILIYLTSNLASGVPARF
SGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCLQWSSNPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSD
EQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVIKSFNRGEC

SEQ ID NO: 10 té&zZky fretézec (variabilni a konstantni oblast)
BIWA 4/8 nt, inzert v pAD-CMV1/pAD-CMV19, obsahuje introny
(mala pismena) mezi CHl-pantovd oblast, pantovd oblast-CH2,
CH2-CH3, vedouci sekvence (podtrieno), neprekladané sekvence
(italika), klonovaci mista (tudné pismo)

aagcttigacagacgcacaaccctggactoccaagtotttoicttcagtgacaaacacagacataggatatcaca
tttgcttctgacacaactgtgttcactageagcectcaazcagacaccATGAACTTTGGGECTCAGCTTCATTTTCC
TTGTCCTAATTTTARRACCTGTCCAGTCTGAAGTGCAGCTCETGGAGTCTGEGGGAGGCTTAGTGAAGCCTGEAG
GGTCCCTAAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGRATTCACT T TCAGTAGCTATGACATGTCTTGEGTTCGCCAGEITC
CGCGGRAGGGEECTGGAGTGEGTCTCAACCATTACTAGTECTCETAGTTACACCTACTATCTAGACAGTATRAAGE
GCCGATTCACCATCTCCAGAGRCAATECCAAGAACTCCITETACCTGCARATGAACAGT CTGAGEGCTGAGEACA
CGGCCETCTAITACTCTGCAACACAGGEETIGCGACTACTGEEETCCAGRAACCTTAGTCACCSTCTCCTCAGCTA
GCACCARAGGGECCCATCGGETCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCARGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGECCCTGEECT
GCCTGETCARGGACTACTTCCCCCAACCGGTGACGETETCETCEAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACA
CCTTCCCGECTETCCTACACTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCETGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGE
GCACCCAGACCTACATCTGCRACCTGRATCACARGCCCAGCRACRCCAACGTGGACAAGARRGTTogtgagaggc
cagcacaggdagggagggtgtctgetggaagcaggctcagecgctaoctgectggacgcateceggetatgecagece

gagggtcttctggctttitcceaggectetgggecaggcacaggctaggtgecacectaaccocaggcectgeacacaaa
ggggcaggtgctgggetcagacctgecaagagecatatoagggaggacectgeccctgacctaageccacoecaa
aggccaaactchtecacteectecageteggacacctictctectececagatteccagtaactezcaatettctetet
gcaGAGCCCAARTCTTGTGACARRACTCACACATGCCCACCETGCCCAggtaagecageccaggectcgecctee
agctcaaggcgggacaggtgecctagactagectgecatccagggacaggececcagecgggtgctgacacgtecac
cteccatchcttcctcaGCACCTGAACTCCTCEEEEGGACCETCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARANCCCARGGRCAC
CCTCATGATCTCCCGEACCCCTGAGGTCACATGCETGETGETGGACGTGAGCCACGAAGACICTGAGGTCARGTT
© CARCTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCRAGRCARAGCCECGGGAGCAGCAGTACAACAGCACETA
CCGEGETGETCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTCGC T CARTGGCAAGGAGCTACAAGTGCAAGGTCTCCAR
CAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARRACCATCTCCARRGCCAARggtgggaccegtggggtgecgagggccaca
tggacagaggccggctcggcccaccctctgccctgagagtgachctgtaccaacctctgtcctacaGGGCAGCC
CCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCECCATCAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGECT
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GGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAjEéécAbccGGAGAACAACTNCAAGAC
CACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTC.CCGTGGACAAGAGCAGGTGGCA
GCAGGGGAACGTCTTCTCAIGCTCCGTGATGCATGAGGCTCT~CACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCT
GTCTCCGGGTAAATGAgtgcga cggccgcgaatte

SEQ ID NO: 11 1lehky fetézec (variabilni a konstantni oblast)

. L]

BIWA 4 nt, sekvence Vv pAD-CMV1/pAD-CMV19, vedouci sekvence
(podtrzeno), neprekladané sekvence (italika), klonovaci mista
(tucéné pismo)

aagcttga;cttcaggatatcacatttQCttCtgacaCaECtgtgttCactagcaacctcaaacagacaCCATGG
2TTTTCAGGTGCAGATTTTCAGCTTCCTC CTARTGAGTGCCTCAGTCATAATGTCCAGGGGAGARATT GTTCTCA
CCCAGTCTCCAGCARCCCTGTCTCTGICT CCAGGGGAGREGECCACCCTGTCCTGCAGTGCCAGCT CRAGTATARA -
ATTACATATACTGGTACCAGCAGAAGCCAG GACAGGCTCCTAGACTCTTGATTTATCT CACATCCAACCTGGCTT
CTGGAGTCCCTGCGCGCTTCAGTGECACT GGETCTGEEACCEACTTCACTCTCACAATCAGCAGCCT GGAGCCTG
AAGATTTTGCCGTTTATTACT GCCTCECAGTGEAGTAGTAACCCGCTCACATTCEGTGET GGGRCCARGGTGGAGA
TTARACGGACTGTGGCTGCAC CATCTGTCTTCATCTTCCCECCATCTGAT GAGCCAGTTGARATCTGGAACT GCTA
GCGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTAT CCCAGAGACSCCARAGTACAGTGEAAGGTG GATAACGCCCTCCAAT
CGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAG GACAGCAAGEACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACC CTGACGC
TGAGCARAGCAGACTAC GAGAAACACAAAGTCTACECCT CCEARGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTC GCCCGTCA

CAMAGAGCTTCAACAGGGGAGACTGTTAGga2 tte

SEQ ID NO: 12 lehky feteézec (variabilni a konstantni oblast)
BIWA 8 nt, sekvence v pAD-CMV1/pAD-CMV19, vedouci sekvence
(podtrZeno), nepfekladané sekvence (italika), klonovacil mista

(tuéné pismo)
aagcttgatcttcaggatatcacatttgcttctgacacaectgtgttcactagcaacctcaaacagacacc%TGG .
ATTTTCAGGTGCAGATTTTCAGCTTCCTGCTAAT GAGTGCCTCAGTCATAAT GTCCAGEGGAGRRATTGTTCT ca
CCCAGTCTCCAGCAACCCTGICTCTGICTC CACGGGAGALSCSECCACCCTGTCCTGCAGTECCAGCT CAAGTATAA
ATTACATATACTGGCTCCAGCAGAAGCCAS GACRAGGCTICTAGRATCTTGATTTATCTCACATCCAACCT GGECTT
CTGGAGTCCCTCCGCECTTCAGTGGCAGTGGETCT GG CEACTTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGEAGECTG
AAGATTTTGCCGTTTATTACTGCCTGCAGT GGAGTAGTARACCCGCTCACATTCEGTGGTGGGACCARGETG GRGA
TTAAACGGACTGTGGECTGCACCATCTGTCTTCAT CTTCCCGCCATCTGATGRGCAGTTGARATCTGGAACT GCTA
GCGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCC CAGAGREICCAAAGTACAGTGEAAGGTGGATAACGCCCTC CAAT
CGGGTAACTCCCAGGAGAGTETCACAGAGCAGGACRE CAAGEACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGEC
TGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACARAGT CTACGCCTECEAAGTCACCCATCAGEGCCTGRGCTCGLLC GTCA
CARAGAGCTTCAACAGGEGAGAGTGTTAGgaatte

SEQ ID NO: 13 téZky fetézec (variabilni a konstantni oblast)

BIWA 4/8 nt, sekvence v N5KGlval, neobsahuje introny, vedouci

sekvence (podtrZeno)

ATGGAGTTTGGGCTG"GCTGGCTTTTTCTTGTGGCTATTTTAAAAGGTGTCCAGTGTGAAGTG
.CAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGA&GCCTGGAGGGTCCCTAAGACTCTCCTGTGCA
GCCTCTGGATTCACTTTCAGTAGCTATGRCATEICTTG STTCGCCAGGCTCCGGEGRRGEEE
CTGGAGTGGGTCTCAACCATTAGTAGTGG”GG‘AGTTACACCTACTATCTAGACAGTATAAAG
CGCCGATTCACCATCTCCAGAGACRARTGCCE ACTCCCTGTACCTGCRARATGRACAGTCTC
AGGGCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGC.AGACAGGGGTTGGACTACTGGGGTCGAGGA
ACCTTAGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCC
TCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAA
CCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTC
CTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGC
ACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACRRGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTT
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GAGCCCARATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTEGCCCAGCACCTGARCTCCTGGGE
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARRACCCRARGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCT
GAGGTCACATGCGTGGTGETGGACGTGAGCCACCAAGACCCTGAGGTCARGTTCARACTGGTAC
GTGGACGGCGTGGAGCTGCATAATGCCAAGACAARGCCGCGGCAGGAGCAGTACERCAGCRCG
TACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAG
TGCAAGGTCTCCRACRARGCCCTCCCAGCCCCCATCCGAGRARACCATCTCCARRGCCARAGEG
CAGCCCCGAGRACCRACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAG
GTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTATCCCACCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGC
BBTGGGCAGCCGGAGARCARCTACRACACCACGCCTCCCGTGCTGGRACTCCGACGGCTICCTIC
TTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACARCAGCAGETCEGCAGCAGGGGARCGTCTTICTICATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACRRACCACTACECCCAGRAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGET
ARATGA

SEQ ID NO: 14 lehky feté&zec (variabilni a konstantni cblast)

BIWA 4 nt, sekvence v N5KGlval, vedouci sekvence (podtrZeno)

ATCGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCCTCCTECTGCTCTGGCTCCCAGATACCACCGGRGRR
ATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCARCCCTGTCTCTIGTCTCCAGGGGAGAGGRCCACCOTETCC
TGCAGTGCCAGCTCAAGTATARAT TACATATACTGGTACCAGCAGALGCCAGGACACGCTCCT
AGACTCITGATTTATCTCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGCGCECTTCAGTCGCAGT
GGGTCTGGRACCCGACTTCACTCTCACRATCAGCEGCCTGEAGCCTGAAGATTTTGOCGTTTAT
TACTGCCTGCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACEATTCGGTEGTGGGACCARGGTCCACATTALR

CGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCITCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGARATCTGGE
ACTGCCICIGTITGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCARAGTACAGTGGRAREG
CTGGATRACGCCCTCCARATCGGETRAACT CCCAGEACGRAGTETCACAGAGCACGGACAGCAAGGAL
AGCRACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAREGCAGAC TACGAGAARCACAARGTC
TACGCCTGCGRAGTCACCCATCAGGGCCTGRGCTCECCCGTCACARAGAGCTTCARCAGGGGR

GAGTGTTIGA

SEQ ID NO: 15 lehky fet&zec (variabilni a konstantni oblast)

BIWA 8 nt, sekvence v NSKleai, vedouci sekvence (podtrZeno)

ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGATACCACCGGAGAA

ATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCRACCCTGTC.CTGTCTCCAGGEGAGAGAGCCACCTETCC
TGCAGTGCCAGCTCAAGTATARATTACATATACTCGCTCCAGCAGAAGCCEGGACAGGETCCT
AGRATCTTGATTTATCTCACATCCARCCTGECT TCTGERAGTCCCTGCGCGCTTCAGTCECAGT
GGGTCTGGAACCGACTTCACTCTCACARTCAGCAGCCTGEAGCCTGAAGATTTTGCCGTTTAT
TACTGCCTGCAGTGGAGTAGTARCCCGCTCACATTCEETCETGECACCAACGTGGACAT TARA
CGTACGGTGECTGCACCATCTGTCTTCATCT TCCCGCCATCTEATGAGCAGT TGARATCTCER
ACTGCCTCTETTGTGTGCCTGCTGAATRACTTC T T CCCAGACRAGGCCARAGTACACTGGALG
GTGGATARCCGCCCTCCRATCGGGTARCTCCCAGERGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGCLC
AGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGEGCARRGCACACTACGAGAALCACAAAGTC
TACGCCTGCGRAAGTCACCCATCAGGECCTEAGC TCECCCGTCACAARGAGCTTCARCAGEEGR
GAGTGTTGA

SEQ ID NO: 16 BIWA 4 v N5KGlval

CTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCG
CTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTT”TCGCCACGT
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TCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGC—GGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTT
TACGGCACCTCGACCCCARRARACTTGATTA GGTGATGGTTCACGTAGEGTCGCGACGTALC
GGGCCCCCCCTCGATTAATTAATCGAGCTACTAGCTTTGCTTCTCAATTTCTTATTTGCATPA
TGAGARRARAAAGGARAATTAATTT TAACRACCAETTCAGTAGTTGATTGAGCARATGCGT TGCC
ARAAAGGRATGCTTTAGAGACAGTGTTCICT GCACLGATEAGGACARACATTATTCAGAGGGAG
TACCCAGAGCTGAGACTCCTAAGCCAGTGAGTGGCACAGCATTCTAGGGAGAAATATGCTTGT
CATCACCGARAGCCTGATT CCGTAGRAGCCACACETTGGTRAGGGCCAATCTGCT CACACRGGAT
AGAGAGGGCAGGRAGCCAGGGCAGAL CATATRACGTGAGGTAGGATCAGTTGCTCCTCACAT TT
GCTTCTGACATAGTTGTGCCAGCATGGAGGAF-.TCGATCCTCCATGCTTGAACAAGATGGATTG
CACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACA
ATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAC—CC—CAGGC—GCGCCCGGTTCTTTTTGTC
AAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGPATGP}CTGCAGGTAAGTGCC-GCCGCTCTAGGCCTCCAA
AP_AAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAC—AGGCCGAGGCGGCCTCGGCCTCTGCATAAA
TAAAARALATTAGTCAGCCATGCATGGGEGCGEAGRATCEGCGEAAC TGGECGGAGTTAGGGGC
GGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGGGACTATGGTTGCTG.’-‘.CT}ATTGAGATGCATGCTTTGCATA
CTTCTC—CCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCP_CZ-‘.CCTGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATG
CTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTPACTGACACACATTC
CACAGALTTAATTCCCCTRAGTTATTAATAC TAETCARATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCA
TATATCGAGTTCCGCGTTACATAACTTACCGTARR GGCCCGCCTGGCTGACCGCCCRAACCGALC
CCCCGCCCATTGACGTCAAT}\.ATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCI—‘ATAGGGACTTTCCAT
TGACGTCP«}._TGGGTGGACTATTTACGGTP}:—.CTG'C\,CACTTGGCAGTACATCZ‘—_AGTGTATCAT
ATGCCPAGTACGCCCCCTATTGACGTCP«.ATGACGGTA}-}_TGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAG
TACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAC-”.‘ACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACC
ATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTT
CCAAGTCTCCACCCCATTGACGTC@ATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAZAEATCAACGGGACTTT
CCAAAATGTCGTAACPACTCCGCCCCATTGP.CGC.’—\EATGGC—CGGTAGGCGTGTACGGTGGGA 2
GTCTATATAAGCAGAGCTGGGTRCGTGAACCET CAGATCGCCTGGAGACGCCATCACAGATCT
CTCACCATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGATACCACC
GGAGAPATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCP}‘.CCCTGTCTCTGTCTCCAGGGGAGAGGGCCACC
CTGTCC TGCAGTGCCAGCTCAAGTATRAAATTACATATACTGGTACCAG CAGARGCCAGGACAG
GCTCCTP_GACTCTTGATTTATCTCACATCCI—‘}.CCTGGCTTCTGGAGTCCCTGCGCGCTTCAGT
GGCAGTGGGTCTGGPACCGACTTCACTCTCP.CP}_T CAGCAGCCTGGAGCCTGAAGATTTTGCC
GTTTATTACTGCCTGCAGTGGAGTA TRACCCGCTCACRATTCGGTGGTGEGACCRAAGGTGGAG
ATTAPACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCZ—‘.TCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGPAA
TCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGP}.’EK’-‘.CTTCTATCCCAGAC—;.GGCCAAAGTACAG
TGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGC—TAP_CTCCCAGC—AGAGTGTCACAC—AGCAGGACAGC
AAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTG}‘.CGCTC—AGCAPAGCAGACTACGAGAPACAC
ARAGTCTACGCCTGCGAAGTCAC
CCATCAGGGCCTGRGCTCGCCCGTCACRRECACCTTCRACAG
 CCGTTARCGGTTACCARCTACCTAGACTGCGATICGTGACAA
ATGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCRAGCCAT TGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGEC
TTCCTTGCACCCTGCGRAAGGTGCCACTCCCACTETCCTTT CTAATARRDTGAGGARATTGCATC
GCATTGTCTGAGTAC—GTC—TCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGC}\AGGGGGA
GGATTGC—GAAGACAATAC—CAGGCATGCTGC—GC—A’EGCGGTGC—GCTCTATGG}\ACCAGCTGGGAC
TAGTAGCTTTGCTTCTCAARTTTCTTATTTGCATAATCAGARAAARNAGGAARATTAATTTT AAC
ACCAATTCAGTAGTTGATTGAGCZ—\}_ATGCGTTGCCP}J—'J—‘_AGGATGCTTTAGAGACAGTGTTCT
CTGCACAGATAAGGACAAACATTATTCAGRGGCACGTACCCAGAGCTGAGAC TCCTAAGCCAGT
GAGTGGCACAGCATTCTAGGGAGZ\_AATATGCTTGTCATCACCGAAGCCTGATTCCGTZ—‘«.C—AGCC
ACACCTTGGTAAGGGCCAATCTGCTCACACAC—GATAC-AGAGGGCAGGAGCCAGGGCAGAGCAT
ATAAGGTGAGGTAGGATCAGTTGCTCCTCACATTTGCTTCTGACATAGTTGTGTTGGGAGCTT

GGGGAGAGTGTTGAATTCAGAT
CAACATGCGGCCGTGRTATCTACGT
C
C
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GGATAGCTTGGACAGCTCAGGGCTGCGATTTCGCGCCARACTTCGACGECAATCCTAGCGETGRA
GGCTGGTAGGATTTTATCCCCGCTGCCATCATGGTTCGACCATTGAACTGCATCGTCGCCGTG
TCCCAARARTATGGGGATTGGCARGARCGGAGACCTACCCTGGCCTCCGCTCAGCAACGAGTTC
AAGTACTTCCARRGAATGACCACAACCTCTTCAGTGGAAGGTARACAGAATCTGGTGATTATG
GGTAGGARAACCTGGTTICTCCATTCCTGAGAAGAATCGACCTTTARAGCRACAGAATTAATATA
GTTCTCAGTAGAGARCTCARAGAACCACCACGAGGAGCTCATTTTCTTGCCARRAAGTTTGGAT
GATGCCTTAAGACTTATTGAACAARCCGGRATTGGCAAGTAAAGTAGACATCGTTTGGATAGTC
GGAGGCAGTTCTGTTTACCAGGARGCCATGAATCARCCAGGCCACCTTAGACTCTTTGTGACA
AGGATCATGCAGGAATTTGARAGTGACACGTTTTTCCCAGRAAT TGATTTGGGGAAATATAAR
CTTCTCCCAGAATACCCAGGCGTCCTCTCTGACGTCCAGGACGAARAAGGCATCARAGTATARG
TTTGAAGTCTACGAGAAGARAGACTARCAGGAAGATGCTTTCAAGTTCTCTGCTCCCCTCCTA
AAGCTATGCATTTTTATARGACCATGGGACTTTTGCTGGCTTTAGATCAGCCTCGACTGTGCC
TTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGARGETEC
CACTCCCACTGTCCTTTCCTARTAARRATGAGGARATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCA
TTCTATTCTGGGGGGTGGEGTGGGECAGGRCAGCAAGGGGCEAGEATTGEGAAGACAATAGCAG
GCATGCTGGGGATGCGETGCEGCTCTATGERACCAGCTGGGECTCGARGCGGCCGCTCCGGATA
TGCCRAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATCGACGGTARATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGT
ACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCA
TGGTGATGCGGTTTTGGCEAGTACATCAATGEGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTC
CARGTCTICCACCCCATTGACGTCAATGGCAGTTTGTITTTGGCACCAARATCAACGGGACTTTC
CARARATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCARATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTCGGEAGE
TCTATATAAGCAGAGCTGGCTACGTCCTCACATTCAGTGATCAGCACTGARCACAGACCCGTC
GACATGGAGTTTGGGCTGACCTGGCTTTTTCTTGTGGCTATTT TARAAGGTGTCCAGTGTGAR
CTGCAGCTGGTGGAGICTGEEGGAGGCTTAGTCGAAGCCTGGAGGGTCCCTRAAGACTCTCCTGT
GCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAGCTATGACATGTCTTGGGT TCGCCAGGCTCCGGGGRAG
GGGCTGGAGTGGGTCTCRACCATTAGTAGTGGTGGTAGTTACACCTACTATC TAGACAGTATA
AAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGRACAATGCCARGAACTCCCTGTACCTGCAAATGARACAGT
CTGAGGCGCTGAGGACACEGCCGT

GTATTACTGTGCAAGACAGGGGTTGGACTACTGGGGETCGAGGARCCTTAGTCACCGTCTCCTC
AGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCARGAGCACCTCTGEEGE
CACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGRAACCGGTGACGGTGTCGTEGRA
CTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTA
CTCCCTCAGCAGCGTGETCGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGECACCCAGACCTACATCTGCAR
AACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCETCAGTCTTCCTCTT
CCCCCCAAARCCCRAGGACACCCTCATGRATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATCCGTGGTGET
GGACGTGAGCCACCARGACCCTGAGGTCARGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGCAGGTGCA
TRATGCCAAGACAARGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGATCAGCETCCT
CACCGTCCTGCACCAGGECTGGCTGAATCGECARGGAGTACEAGTGCARGGTCTCCARCRAARGE
CCTCCCAGCCCCCATCGAGARRRCCATCTCCARAGCCARAGGGCAGCCCCGAGRAACCACAGGT
GTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCARAGRACCAGGTCAGCCTGACCTCCCTGET
CAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATCGGCAGCCGCAGARCAR
CTACRAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGLTCCTTCTTCCTCTACAGCARGCTCRC
CGTGGACRAAGAGCAGGTGECAGCAGGGGARCGTCTTCTCATGCTCCETGATGCATGAGGCTCT
GCACAACCACTACACCGCAGRACAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTARATGAGGATCCGTTARCGG
TTACCARCTACCTAGACTGGATTCGTGACRACATGCGGCCETGATATCTACGTATGATCAGCC
TCGACTGTIGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTCACT
CTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAARATGAGGARATTGCATCGCATTGTCTG
AGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAA
GACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGARACCAGCTGGGGCTCGACAGCGE
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TGCGATCGCCTCGAGGCCGCTACTAACTCTCTCCTCCCTCCTTTTTCCTGCAGGACGAGGCAG
CGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTG
AAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACC
TTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATC
CGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGG
AAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAAC
TGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATG
CCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGC
TGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTG
GCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCLTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCA
TCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGAGTCTGGGGTTCGAAATGACCGA
CCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTC—ATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTT
GGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCT
GAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAAEAG
CATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACT
CATCAATCTATCTTATCATGTCTGGATCGCGGCCGGCCGCACCGCGGTGGAGCTTTAATTAAG
GCGCGCCAGCTCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTTCGAGCTTGGCGTAATCATG
GTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAA
ATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGG
GTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGG
GAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTA
TTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAG
CGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTRTCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAA
AGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGT
TTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGC
GAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTC
CTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGC
TTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCT
GTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTECET TTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGT
CCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAG
CGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAA
GGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCT AAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCT
CTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTA
CGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGT
GGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATLATCAAAAAGGATCTTCACCTAGA
TCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTT“AATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTG
ACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCC-
TAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTRCGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCA
GTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCT”ACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGC
CAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCARCTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTA
ATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTT”GCCRCTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCA
TTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCC
AACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTC
CTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGC
ATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCA
AGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATA
ATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAA
AACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACT
GATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATG
CCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAAT
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ATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTAT TGTCTCATGAGCGGATACATAT TTGAATGTATTTAGA

ARBATAARCARATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGARARGTGCCACA
SEQ ID NO: 17 pAD-CMV1, klonovaci mista jsou zndzornéna tuénym

pismem

TCGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTT”ATAGCCCATATATGGAGTT
CCGCETTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTEECTGACCECCCAACGACCCCCGCCCATTCACGTCAATAAT
GACGTATGTTCCCATAGTAACGCCARTAGGGACT TTCCATTGACCTCAATGGETGEAGTATTTACGGTARAACTGE
CCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCRAGTACGCCCCCTATTGACGTCAAT GACGGTARATGECCCED
CTGGCATTATGCCCACTACATGACCT TATGEGACTTTCCTACTTGECACTACAT CTACSTATTAGTCATCCCTAT
TACCATGGETGATGCGETTTTGGCACTACAT CAATGEECET GEATAGCEETTTGACTCACGEGGATTTCCARLGTCT
CCACCCCATTGACGTCAATGGCEACTTTETTTTGGCACCAARATCAACGGGACTTTCCARAATGTCGTAACALRCTC
CGCCCCATTGACGCARRATGGGCGGTAGECGTGTACGETCGGAGETCTATATAR GCAGAGCTCTCTCGCTARCTAR
“GAACCCACTGCTTAACTCCCTTATCCAA;TTAA-“CCACTCHc_ATAGGGAGACCCAAGCTTCTGCnGGTCGAy
ATCGATEEATCCEGETACCTCGAGCGCEART TCTCTAGAGEATCTTTGTCAAGGAACCT T ACTTCTGTGETGTGR
ATAATTGGACAAACTACCTACAGAGATTTAARAGCTCTARGGTARATAT PAAPTTTTTAA”TGTATAPTGTCTTA“
ACTACTEATTCTAAT TGTTTCTGTATTTTAGATTCCAACCTATGCAACTGAT GAATGEGAGCAGTGETECARATES
CHTMAALCAGGAAAPVCFGHTFTCCTCACAAGAP1TGCCHTLT“vTC“mCPHCA GCTACTGCTGACTCTCRACA
TTCTACTCCTCCARAARRGAAGAGAAAGGTAGAAGACCCCALGEACTTTCCT T CAGAATTCoTAAGTTTTTT AL
T”ATCCT"TGTTTAGTAnTACAACTCTTGCTTGCTTTGVTATTT’CPC"AC?AA&GAAAA“CCTGCAC”LCTACK
CAAGARRATTATCGRAAAATAT T TCATGT AT AGT CCCTTGAC TAGAGRTCAT A AT CAGCCATACCACATTTCTAS
ACGETTTTACTTGCTTTARAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATARAAT GAATGCAATTGTTGT TS
TTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGET TACRARTAR AGCAATAGCATCACAAATTT CACARATAAAGCATTTT
T TCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCARACT CATCARTETATCTTAT CATGTCTGGATCARTTCTGAGARALC
TAGCCTTAAAGACAGACAGCTTTGTTCTAGTCAGCCPCCCEPCClWALCTAAATA?KC”TLCTCACGGPECT~~-
GTTAAARGCATETATCCTGGACCTGCCAGACCTGECCATTCACSTAAACAGAAGATTCCGCCTCARETTCCGGTTE
ACAACRGGAGGCARCGAGATCTCARAT CTATTACTTCTAATCEGGTARTTAR A ACCT T TCAACTAAARCACGGES
CCACGEATETCACCCACTTTTCCTTCCCCGGCTCCECCCTTCTCAGTACTCCCCACCATTAGECT CGCTACTCC
CCTCCACTTCCEGECGTEACACCCACGTGCCCTCTCCCACCIGACGCTARCCCCGCCCCTGCCCETCTEACCCCE
CCCACCACCTGGECCCCGCCCCGITGAGGACAGARGAAACCCCGEGGCAGCCECAGCCAACGCECACGERTAGACES
TGGGGGCGCTGAGGAGTCGTCCTCTACCTTCTCTCCTGCC“CGGTGGGGCaCGCCCTGCA“CTCAGGC”“”CCCA
.AGACTGGAAGAACCGGCTCAGAA”CCCTTCTCTCCCCCCF”"TTCGCCC CCGAAGAATGGCCGCTAGACGCEER

CTTGGTGCGAGECATCGCAGGATGCAGAACAGCAACGCTCECCEEGAGCGCECGECTGTACTACCCCECGCOTRER
GCGGCCACGCCGGACTGEGCGEGEGECCGECCTGGTEGAGGC CSlCTCTGAC”W CCTGEAGGCGEEECCTCTGATET
TCAAATAGGATGCTAGECTTGTTGAGECGTGECCTCCGATTCR C.rCTCGCAACpACCGpCCCC’CRCTCuhfTT

TCGCGCCARACTTGEGEGARGCACAGCETACAGECTECCTASETGATCECTGCTGCT GTCATGGTTCGACCECTE
AACTGCATCETCECCETETCCCAGAATAT GGECATCGGCARGARCGEAGACCS TTCCCTGGCCAATGCT CAGETAS
TGGCTGGATTEEGT TAGGGARACCEAGGCGETTCECTCARTCEGETCEAGCACTTGGCGGACACECEOEEECCas
CTACTTAGEGACAGTCATEAGGEETAGECCCECCEECTECTECCOTTECCCATGCCCECGGTEATCOCCATGOTE
TGCCPCCCTTTCCCCPCAGGpGCTCTRCCTCSCAGpl%PC”CCC:TC CTGGEGCAGCACCACCCCCCEEACTTES
ATGGGTAGCCGCTGAGATEGAGCCTEAGCACACGTGACAGEATC I TG TAACGCAGT CTTTCTCTAACTTTCAS
GAACGAGT TCAAC”PCTTCCAAAGAATCACCAC”‘”CmCCT”“’“ GGARGGTARACAGAACCTGGTGATTAT
CCGGAARACCTGGETTCTCCATTCCTGAGARGAATCEACCT T AR AGEACAGAAT TAATATAGTTCTCAGTAGR,

GCTCAAGGAACCACCACAAGGAGCTCAT TTTCTTGICARAR GTCTGEACCATGCCTTAAAACT TATTCARCARCS
AGRGTTAGCAGATARAGTGGACATGETTT GEATAGTTGEAGECAGTTCCGTTTACAAGCAAGCCATGALT CAGE
AGGCCATCTCAGACTCTTTETGACAAGGAT CATGCAGEAAT TTEAAAGTGACACGTTCTTCCCAGAAATTGATTT
GGAGAAATATAAACTTCTCCCAGAGTACCCAGGGETCCTTTCT GARCT CCAGEACGARAARGGCATCAAGTAT S
ATTTGAAGTCTATGAGAAGARAGGCTAACAGAAAGATACT TECTGATT GACT TCAAGT TCTACTGCTTTCCTCOT
AAARTTATGCATTTTTACAAGACCATGGEACT TETETTGECTTTAGATCCTGTGCATCCTGEECAACTGTTGTEC
TCTAAGCCACTCCCCAAAGTCATGCCCCAGCCCCTGTATART T CTAAACARTTAGAAT TAT T T TCAT T TTCATTA
GTCTAACCAGGTTATATTAAATATACT T TAAGAARCACCATTTGCCATAAR CTTCTCARTGCCCCTCOCATRCRE
CCTCAAGTGGCTCCCCAGCAGAT GCATAGGGTAGTGTGTGTACAACAGACCCCARAGACATAGACCCCCTCAGRG
CATGAGCTGATATCGGEGCTCATACAGATAGGAGCTAGATEAA \TRAGTACAAAGEGCAGAAATGGGTTTTAACCA
GCAGAGCTAGAACTCAGACTTTAAAGAAAAT TAGATCAARGTACAGACTGAATTATT CTGCACAT CAGACTCTGA
GCAGAGTTCTGTTCACTCAGACAGAAAAT GGETARATTGAGACCTGGCTCCATTCTGCTCCTTACAGATCEEAGT
AGGTGGAGGATTATATAAGGTCTGGARCATTTAACTTCTCCETTTCTCATCTTCAGT GAGATTCCARGEGATACT
ACAATTCTGTGGARTGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCACAAGTATGCAMAET

]

®see



LY
LERE XY
sese
.
oo

64 .t

eves o .o .

ATGCATCTCRAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGARAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATG
CATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCLCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGLC
CATTCTCCECCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTAT T TATCCAGRGGCCRAGGCECCTCTGAGCTATTCCAGAAGT
AGTGAGGAGECTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAARAGCTAATTCAGCCTGAATGGCGAATGGEACGLGCC
CTGTAGCEECGCATTALAGCGCGECGEETCTEGCTGETTACGCGCAGCGTGACCECTACACTTGCCAGCECCCTAGC
GCCCECTCCTTTCECTTTCTTCCCTICCTTTCTCECCACGTTCGLCGECTTTCCCCETCARGCTCTARATCGEESE
GCTCCCTTTAGEGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAACTTGATTAGEGTGATGGTTCACGT
AGTGEGCCATCECCCTGATAGACGETTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGEACTCTTE
TTCCAAACTCCARCAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCT T T TGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGLC
TATTGGTTAAARRE AT GAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACARRATATTAACGTTTACAATTTCA
CGTGGCACTTTTCEEGGARATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTITATTTTTCTARATACATTCAAATATGTATCCEG
CTCATGAGACARTAACCCTCATAAATGCTTCAATAATATTGARRARGGAAGACTATGAGTATTCAACATTTCCET
GTCGCCCTTRATTCCCTTTTTTGCGECATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTCAAAGTAARA
GATGCTGAACATCAGTTGGETGCACGAGTGEGTTACATCCAACTGGATCTCARCAGCEGTRAAGATCCTTERACACT
TTTCGCCCCGARGAACGTTTTCCARTGAT GAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGCT GGCGCGGTATTATCCCGTATT
GACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCECATACACTATTCTCAGAATGACT TGETTCAGTACTCACCALT CP.EA
GAARAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATCCACTECTECCATAACCATGAGTGATAACACTGEG
CCCANCTTACTTCTCACAACGATCGEAGEACCGAAGGAGCTAACCGCTTTITTGCACARCATGGGEGATCATGTA
ACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGEAGCTGRATGAACCCATACCARACGACCGAGCGTGACACCACGATGCCTGTA
GCAATGGCAACARACCTTGCGCARACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTARTAGAL
TGEATGCCAGCCCEATARAGTTGCAGGACCACTTCTGCECTCGRCCCTTCCGECTGECTGGTTTATTGCTGATARA
TCTGGAGCCEETGAGCGTGEGTCTCGCGETATCATT GCAGCACTGEEECCAGATGGTAAGCCCTCCCETATCGTA
GTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTAT CGATGAACCARATAGACAGATCECTCAGATAGGTGCCTCALTG
ATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTARAACTTCATTTTTAATTT
2ARPGGATCTACGTGAAGATCCTTTTTGATRATCTCATGACCARAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACT G?
GCETCAGACCCCGTAGRAANGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTARTCTGCTGCTTCECARA
CARAARARACCACCEGCTACCAGCGETCETTTGTTTGCOGGAT CAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGARGETRACT
GECTTCAGCAGAGCGCAGATACCARATACTETCCTTCTAGT GTAGCCETAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCT
GTAGCACCECCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGT GECTECTGCCAGT GGCGATAAGTCGIGTCIT
ACCGGETTGGACTCAAGACGATAGCTTACCEGATARGECGCAGCGETCEGECTGAACGGEGEGTTCETGCACACAG
CCCAGCTTCEGAGCGAACGACCTACACCEARCTGAGATACCTACAGCGTGACCATTGAGARAGCGCCACGCTTICCC
GRAGGGAGAARGCECGGACAGGETATCCGGETARGCGGCAGGETCECAACAGGAGAGLGCACGAGGCEAGCTTCCAGSGG
GGARAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGETTTCECCACCTCTGACTTGAGCGTCCATTTTTGTGATGCTCG
TCAGGGEGGCECAGCCTATGGAAARACGCCAGCARCED

SEQ ID NO: 18 pAD-CMV19, klonovaci mista jsou zndzornéna

tuénym pismem

TCEACATTGATTATTGACTAGT TATTAATAGTARAT CAATTAL GGETCATTAGTTCATAGCCCATATATGGACTT
CCGCETTACATAACTTACGGTAMAT GGCCCGECCTEECTGALE CCCRACGACCCCCGCCCATTGACGTCARTALT
GACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGCACTTT CCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTAC GGTAAACTGC
CCACTTGGCAGTACATCARGTGTATCATATGCCARCTACECCCD CTATTGACGTCAATGACGGTARATGGCCCES
CTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATCGEACTTTC CTACT TGEECAGTACATCTACGTATTAGTCATCGOTA!
TACCATGETGATGCGETTTTGGCAGTACAT CAATGEECET CEATRGCERTTTGACTCACCGEGAT TTCCAAGTCT
CCACCCCATTGACGT CAATGGEAGTTTGTTTTGECACCA ATCRACGEGACTTTCCAAAATGT CETAACAACTC
CGCCCCATTGACGCARATGEECGRTARGCGTCTACCST

A omem
TCAGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTETTTTCAL

o
&
G
=

SCTCTATATARGCAGAGCTCGTTTAGTGARCCS

TCCATAGRRCACACCGEGACCEATCCAGOCTCCGRAT
CCGGGAACGETGCATTGGARCGCEGATTCLCCETGCC: AGTCAGGTAAGTACCGCCTATAGAGAAGACTCTTE
GGTTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGT;-ATTTTCCCACCCTTAGGCTGCTGGTGCTTAACTGGC
TTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTTCTGCAGGTCGACATCGATGGATCCGGTACCTCG
AGCGCGAATTCTCTAGAGATATCTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATT
TCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCT
GGATCAATTCTGAAAAACTAGCCTTAAAGACAGACAGCTTTGTTCTAGTCAGCCAGGCAAGCATAIGTAAATAAA
GTTcCTCAGGGAACTGAGGTTAAAAGATGTATCCTGGACCT@CCAGACCTGGCCATTCACGTAAACAGAAGAETC
CGCCTCAAGTTCCGGTTAACAACAGGAGGCAACGAGATCTCAAATCTATTACTTCTAATCGGGTAATTAAAACCT
TTCAACTAAAACACGGACCCACGGATGTCACCCACTTTTCCTTCCCCGGCTCCGCCCTTCTCAGTACTCCCCACC
ATTAGGCTCGCTACTCCACCTCCACTTCCGGGCGCGACACCCACGTGCCCTCTCCCACCCGACGCTAASCCCGCC
CCTGCCCGTCTGACCCCGCCCACCACCTGGCCCCGCCCCGTTGAGGACAGAAGAAACCCCGGGCAGCCGCAGCCA
AGGCGGACGGGTAGACGCTGGGGGCGCTGAGGAGTCGTCCT:TACCTTCTCTGCTGGCTCGGTGGGGGACGCGGT




e [ X ] L

65 .

o
seee
seae

.

[ XXX
esee

.

XYY}

-
tore
(X R X]

esee

[

GEATCTCACGCTTCCGGAAGACTGGAAGAACCGGECTCAGAACCECTTGTCTCCGCGGGECTTGEGCGGCGGARGA
ATCCECCECTRACACGCGCACTTGGTGCGAGGCATCGCAGGATCCAGAAGAGCARGCCCGCCEGEAGCGCGCEELTG
TACTACCCCECGCCTGCAGCGECCACGCCGGACTEEECEEGECCEECCTGETGCAGGCGEAGTCTGACCTCGTEE
AGGCGEGECCTCTEATGTTCARATAGGATGCTAGCCTTGTTGAGGCETGEGCCTCCEATTCACAAGTGGCGAAGCAG
CECCEEECGACTGCAATTTCECGCCAAACTTGGGGGAAGCACAGCETACAGGCTGCCTAGGTGATCGCTCCTGCT
GTCATGETTCCACCGCTGAACTGCATCGTCGCCGTETCCCAGAATATGGGCATCGGCAAGAACGGAGACCTTCCC
TGECCAATGCTCAGETACTGECTGEATTGGCTTACGEAARACCEACGCGGTTCGCTCAATCGGGTCGAGCACTTGG
CGGACACGCGCGEGCCAACTACTTAGCGGACAGTCATCAGGEETAGGCCCGCCEGCTECTGCCCTTGCCCATGCCC
GCEETGATCCCCATGCTETGCCAGCCTTTGCCCAGRGGCGCTCTAGCTGGGAGCARAGTCCGETCACTEEGCAGT
ACCACCCCCCGEACTTGCATGGETAGCCGCTGAGATGEAGCCTGAGCACACGTGACAGGGTCCCTGTTAACGCAG
TGETTTCTCTAACTTTCAGGAACGAGTTCARGTACTTCCARAGAATGACCACCACCTCCTCAGTGGAAGGTARACA
GAACCTGGTGATTATGGGCCGGAAAACCTGEGTTCTCCATTCCTCAGAAGAATCCGACCTTTARAGGACAGAATTAA
TATACTTCTCAGTAGAGAGCTCAACGAACCACCACRRGEAGCTCATTTTCTTGCCARAACTCTGGACCATGCCTT
AAAACTTATTGAACAACCAGAGTTAGCAGATARACTGEGACATCETTTGGATAGTTGGAGGCAGTTCCETTTACAA
CGAAGCCATGARTCAGCCAGGCCATCTCAGACTCTTTGIGACRECGATCATGCAGGAATTTGARRGTGACACGETT
CTTCCCAGARATTCATTT GGACAAATATAAACTTCTCCCAGAGTACCCAGEGGTCCTTTCTGAAGTCCAGGAGGA
AAADNCGCATCAAGTATARATTTGAAGTCTATGACAAGAAAGECTARCAGAAAGATACTTGCTCATTGACTTCAAG
TTCTACTECTTTCCTCCTAARATTATGCATTTTTACAAGACCATGGGACTTGTGTTGECTTTAGATCCTGTGCAT
CCTGEGEAACTGETTGTACTCTAAGCCACTCCCCARAGTCATECCCCAGCCCCTETATAATTCTAAACAATTAGRA

TTATTTTCATTTTCATTAGTCTAACCAGGTTATATTARATATACTT TARGARACACCATTTGCCATARAGTTCTC

AATGCCCCTCCCATGCAGCCTCARGTGGCTCCCCAGCAGAT GCATAGGGTAGT GTGT GTACRAGAGACCCCARAG
ACATAGACCCCCTGAGAGCATGAGCTGATATGGGGGCTCATACGAGATAGCGAGCTAGATGAATAAGTACAAAGGGC
AGRARTGGETTTTAACCAGCAGAGCTAGAACTCAGACTTTA AAATTAGATCAAAGTAGAGACTGAATTATT
CTGCACATCAGACTCTGAGCACAGTTCTGTTCACTCAGACAGH
CTCCTTAGAGATGGGAGCAGGTGEAGGATTATATARGETCTCCAACATTTAACTTCTCCGTTTCTCATCTTCAGT
GACATTCCAAGGCATACTACAATTCTGTGGAATCTGTGICAGTITAGGGTGTGGRAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCA
GECAGRAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGT CAGCAACCAGETGTGEARRGTCCCCAGECTCCCCAGTAGEC
AGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCRACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCECCTCTA
ACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTARATTTTTTTTATTTAT GCAGAGGCCEAGGCGLCT
CTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGCGAGGCTTTTTTGGAGGCCTACCCTTTTGCAAAARAGCTAATTCAGCCTGAA
TEECGAATGGGARATTGTAAACGTTAATATTTTGTTARAATTCCGCCTTAAATTTTTGT TAAATCAGCTCATTTTT
TANCCAATAGGCCGAAATCGECARAATCCCTTATARATCARRRGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCC
AGTTTGCGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGT GEACTCCAACGTCARAGGGCGARRAACCETCTATCAGGGCGA
TGECCCACTACGTEAACCATCACCCTART CAAGTTTTTGGGGTCCAGGTGCCGTARAGCACTAARATCEGAARCCCT
AAAGEGAGCCCCCGATTTAGAGCTTCACGGGGARAGCCGGCERACGTGECGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGRAA
GGACCGGEGCGCTACGGCECTGECAAGTGTAGCGGTCACGCTECECGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCE
CCGCTACAGEGCGCGETCAGGTGECACTTTTCGGGGARATGTCCGCGGARCCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATA
CATTCARATATGTATCCGCTCATCAGACARTARCCCTGATARATGCTTCAATAATATTGAAARAGGAAGAGTATG
AGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTITTTGCEECATTTIGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAA
ACCCTGGTGARACTAAAAGATGCCTGAAGATCAGT TCEETGCACCAGTGEGTTACATCGARCTGGATCTCARACAGT
GCTAAGATCCTTGAGAGTTTTCECCCCGAAGAACETTTTCCARTGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGEC
CCECTATTATCCCETATTGACGCCEGGCAAGAGCARCTCEGTCECCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGETT
GAGTACTCACCAGTCACAGAARAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGARTTATGCAGTGCTGCCATAACC
ATCAGTCATAACACTGCGECCARCTTACTTCTGACRACGATCEEAGEACCCARGECGAGCTAACCGCTTTTTITGCAC
AACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTEEGAACCEEAGCTGARTGRAGCCATACCARACCEACCAGCET
GACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACARCGTTGCGCARRCTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCC
CEGCAACAATTAATAGACT GGATGGAGGCEGATARAGTTGCAGGACCACTTCTGCGECTCGGCCCTTCCEGLTGET
TGETTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGEGTCTCGCEGTATCATTGCAGCACTGEEEGCTAGATGEGET
AAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGECGAGTCAGECARCTATGGATGAACGARATAGACAGATCGCT
GAGATAGETGCCTCACTEATTARCCATTGGTAACTCTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTA

CAGTTTTCETTCCACTGAGCGT CAGACCCCETAGARAAGATCARAGEATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGES
GTAATCTGCTGCTTGCARACAAAARARCCACCGCTACCAGCGETEETTTGTTTGCCEGATCAAGAGCTACCAACT
CTTTTTCCCAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACT GTCCTTCTAGT GTAGCCGTAGTTAGGS
CACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGT
GECEATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCARGACGATAGT TACCGEATAAGGCGCAGCGETCGGGCTGRACG
GEGGEETTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGARCTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGA
GAAAGCECCACGCTTCCCGAAGGGACAAAGGCGGACAGGTAT CCGETAAGCGECAGGETCGGAACAGGAGAGCGC
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1. Seznam

ADCC

AE
ALT
a.p.
AP
AST
AUC

Bg

BSA
Ch44veé
CDS
cGy
CHO

Ci

CL
cMADb
cm
Crax
cpm
CRF
CT
CTC
Ccv
DLT
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Klinick& studie 1170.1
zkratek a definice termint

cytotoxicita zprostfedkovand Dbunkou
protiléatce

nezadouci jev

alanin aminotransferéaza

anterior posterior

alkalickd fosfatéza

aspartat aminotransferaza

plocha pod krivkou koncentrace=-&as
becquerel, jednotka SI pro radioaktivitu
jeden rozpad za vtefinu)

albumin bovinniho séra

izoforma v6 varianty CD44

bezpecénost pouZitych lécebnych prosttedkua
jednotka sdélené energie radioaktivniho zareni
bunky vajeénikd ¢inskych kreckl

jednotka radioaktivity, 1 Ci=37x10°
rozpadd/vtefinu=37 GBg

celkové odstranéni z téla

chimerickd monoklondlni protilatka
centimetr

maximadlni pozorovanad koncentrace 1ékua
polet pulzl za minutu

forma zapisu

(scan) poCitacCova chromografie

b&Zné kriterium toxicity

variacéni koeficient

davka mezni toxicity

zavislou

(1 Bq

na



ECG
ELISA
ENT

FDA

GBg

GCP
GGT
GMP
Gy
HAHA
Hb
HER2
hMADb
HNSCC
HPLC
hod
Ht
13lI
ICH
1D
IEC

INN
IRB
ITT
i.v.

KeV

MADb

67 sl

elektrokardiogram

enzymova imunoanalyza

u8i, nos, hrdlo

samice

Ufad pro sprévu potravin a 1lé&iv

gram

jednotka SI pro radioaktivitu, jeden gigabecquerel
(1Gbg=10° rozkladt za jednu vte¥inu)

dobréd klinicka praxe
gamma-glutaryltranspeptidéza

dobfe fungujici vyroba

Gray

lidské& anti-lidské& protilatka

hemoglobin

receptor 2 lidského epidermélniho rustového faktoru
humanizovanad lidska protilatka
spinocelularni karcinom v oblasti hlavy a krku
vysoko vykonnostni kapalnd chromatografie
hodina

hematokrit

joéd-131 (poloc¢as rozpadu 8,05 dne)
mezindrodni komise harmonizace

davka zavedena injekci

nezavisli etick& komise

imunoglobulin

mezindrodni neregistrovany nézev

komise ,Institutional Review Board"
ureny k lécbeé

intravenézné

kiloelektronvolt

litr

samec

metr Ctverelni

monoklondlni protilatka



68 .

MAG2GABA-TFP ester merkaptoacetylglycylglycyl—gamma—aminobu—
tyrattetrafluorofenolu MA pro spojovani ‘*°Re
s monoklonalni G2GABA-TEP), chelat pouZivany pro
spojovani s monoklonalni protiléatkou

MAG3 merkaptoacetyltriglycin, chelat pouzivany pri
spojeni 9mp. 5 186Re s monoklondlni protilatkou

MBg jednotka SI pro radioaktivitu, megabecquerel (1
MBg=10° rozkladl za jednu vtetinu)

mCi jednotka pro radiocaktivitu, 1 mCi=37x106 rozkladua za

vtefinu = 37 MBg

MCV prumérny korpuskularni objem

mGy miliGray

ug mikrogram

mg miligram

min minuta

ml mililitr

mMAb my$i monoklonalni protilatka

mmHg milimetry rtutového sloupce

umol mikromol

mmo 1l milimol

mRI zobrazeni magnetickou rezonanci

MRT st¥edni doba zdrZeni

mSv milisievert

MTD maximélni tolerovand davka

n.a. neni moZné aplikovat

NCI instituce ,US National Cancer Institute™

ND neprovedeno

ng nanogram

c. ¢islo

nos pokud neni uvedeno jinak

NSCLC zhoubné bujeni bunék, které nejsou malymi bunkami
plic

n.y.r. nebylo jedté ziskano

p-a. posterior anterior



PBS
p.i.
p.o.

pp
pt./Pat
Pts.

186Re

Recov.
RES
RIS
RIT
ROI
SAE
SCC
sCD44ve6
SD
sGOT
SGPT
SOC
SOP
SPECT
€12
I9mp
TLC
Trax
TNM
TSH
UICC
unk
Vss

Vz
WBC
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fyziologicky roztok pufrovany fosfatem

po infazi

asty

podle protokolu

pacient

pacienti

rhenium-186, radionukleotid, polocas rozpadu 3,7 dni
(penetrace tkdné p-Casticemi o velikosti 1,2 mmm)
ziskano

retikuloendotelialni systém
radioimunoscintigrafie

radioimunoterapie

oblast za&jmu

seriovy nezadouci ucinek

spinoceluldrni karcinom

rozpustny CD44v6

stabilni onemocnéni

sérovéd glutamo-oxaloctovd transaminédza

sérum glutamdt pyruvat transamindza

systém tridéni organt

standardni operacéni postupy

jednofotonovd emisni poc¢italova tomografie
poloc¢as eliminace

technecium 99m (poloas rozpadu 6 hodin)
chromatografie na tenké vrstvé

Cas, kdy se pozorovala maximadlni koncentrace 1léku
systém metastdz nddorl uzlin pro prozatimni nadory
tyreotropni hormon

instituce ,Union Internatinale Contre le Cancer™
neznamy

zdanlivy objem distribuce za podminek klidového
stéadia

zdanlivy objem distribuce b&hem terminalni fize

pocet bilych krvinek
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2. Cile studie
2.1 Obecny cil/klinicky cil

Obecnym cilem studie je urcit bezpednost a tolerovatelnost
intravendézné =zavedené lidské monoklondlni protildtky BIWA 4

znadené ™rc a %R

e, aby se potvrdila preferenc¢ni akumulace
lidské monoklonédlni protildtky BIWA 4 znadené °*™Tc v nédoru a
stanovila se maximdlni tolerovand déavka z&reni lidské
monoklondlni protildtky BIWA 4 znalené '°°Re a aby se stanovila
bezpecnd davka pro II. fazi vyvoje. Aby se dosdhlo tohoto

cile, studie se rozdélila do dvou ¢&asti:
Cast A:
Cile:

® Stanovit bezpecnost a tolerovatelnost 1lidské monoklondlni
protiladtky BIWA 4 znadené “*™Tc  aplikovanou jedinou
intravendzni infuzi u pacientd s pokrodilym stadiem

spinoceluldrniho karcinomu.

* Stanovit biodistribuci lidské monoklondlni protilatky BIWA 4
zna&ené "¢ aplikovanou jedinou infazi p¥i ruznych davkach
protilatky  BIWA 4 u pacientd s pokroc¢ilym  stadiem

spinocelulédrniho karcinomu v oblasti hlavy a krku.

" Studium farmakokinetiky lidské monoklonalni protilatky BIWA

4 zna&ené °“"Tc.
Cast B:
Cile:

" Stanoveni kvalitativnich a kvantitativnich toxickych U&inkt

lidské monoklonalni protildtky BIWA 4 znadené ‘®°Re a studium
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moZnosti predpovédét toxické vedlejsdi u¢inky, Jjejich vznik,

trvani, intenzitu, reverzibilitu a zavislost na davce.

®= Stanoveni maximélni tolerovatelné davky ozdfeni intravendzné
aplikované 1lidské monoklondlni protilatku znadené *°Re u

pacientl s karcinomem v oblasti krku a hlavy.

®* Studium farmakokinetiky intravendzné& aplikované lidské
monoklondlni protiladtky BIWA 4 znadené '°°Re u pacientll s

spinocelulédrnim karcinomem v oblasti hlavy a krku.

= Druhotnym cilem studie je stanoveni prelimindrnich
terapeutickych G¢inkd lidské monoklondlni protilatky BIWA 4

znadené ®°Rre.

Nasledujici cile uvedené v protokolu nemohou byt béhem
provadéni studie adresné. Vyvoj programu, kde se pouzivé jako
linker cheldt merkaptoacetyltriglycin (MAG3) pro spojeni °*™™Tc
a '"Re s monoklondlnimi protilatkami, se prerusil a tak se
studie ukonc¢ila. Dalsi vyvoj s protildtkou BIWA 4 pokradoval
za pouzZiti linkeru ester merkaptoacetylglycylglycyl-gamma-
aminobutyrdttetrafluorofenol (MAG2GABA~TPF).

* Nejdrive se stanovila MTD pro lécbu s jedinou davkou a
pak vstoupili do studie dal$i pacienti za ucelem
definovani MTD pro dalsi 1é¢bu s lidskou monoklondlni

protilatkou BIWA 4 znadenou '°°Re.

* Stanovenl bezpec¢né davky pro prvni a navazné inflze
lidské monoklon&lni protilatky BIWA 4 znalené ®°Re pro

dalsi studie.

* Ziskani pocateénich vysledkd pro vytvofeni plénu

aplikace dédvek pfi opakovaném podavani.

2.2 Primdrni promeénné
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® Bezpelnost: klinické laboratecrni testy, hodnoceni 1lidskych
anti-lidskych protildtek (HAHA), stanoveni vitdlnich znakl a

vedlejsich Géinka.

* U&innost: data biodistribuce z biopsie (pouze <céast A) a
radioimunoscintigrafické zobrazeni (Cast A a B zahrnujici

dozimetrii pro Cast B studie).
* Farmakokinetické vysledky.
2.3 Sekundarni proménné

Sekundarni proménnou v pripadé studie byla néddorova odezva

(pouze C&ast B).
3. Plan vyzkumu
3.1 Navrh a pléan studie - popis

Studie se provedla ve dvou C&astech. Cast A hodnotila
optimalni davku protiladtky BIWA 4 a kvantifikovala pohlceni
protildtky néadorem, zatimco Cast B zkoumala maximélni

tolerovanou davku protilatky BIWA 4 znacené %°Re.
3.1.1 c¢ast A:

Tato Cést klinické studie nebyla #izena. Studie se navrhla
tak, aby se ziskaly poc¢ateéni data o ©bezpednosti a
tolerovatelnosti lidské monoklonélni protildtky BIWA 4 znalené
*"Tc, za GEelem zkoumani paternu a stupné biodistribuce a
stanoveni farmakokinetického profilu lidské monokonalni
protiléatky BIWA 4 u pacientll se zhoubnym bujenim v oblasti
krku a hlavy. Davky tfi ©proteind lidské monoklonalni
protilatky BIWA 4 se pouZily v Casti A studie se tfemi

pacienty, u kterych se plénuje 1é&ba kazdou davkou.

Pacienti se sledovaly na oddéleni otolaryngologie, aby se

stanovil rozsah nadoru. To zahrnuje zkoumdni fyzického stavu,
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poditalovou tomografii (CT) nebo MRI oblasti krku a hlavy a
panendoscopii. Bé&hem téchto postupll se odebiraly vzorky tkéné,
naddoru a zkoumala se pritomnost spinocelulédrniho karcinomu. Na
zdkladé vysledkllh zkoumdni  pacienti  podstoupily operaci

zahrnujici disekci krku.

Radioaktivné =znafené protilatky se zavedly injekci a u
pacienta se pozorovaly neZddouci ulinky. 21 hodin po infuazi
(p.1.) pfed chirurgickym zdkrokem se provedl
radioimunoscintigraf. Pacienti prodélali chirurgicky zakrok 48
hodin po infdzi radioaktivn& znaCené lidské monoklonalni
protilédtky BIWA 4. Patologové zkoumaly disekci krku, aby
stanovily  skutedny nador. Stanovilo se mnozstvi *™"Tc
v biopsiich odebranych v mistech nddoru a v normd&lni tkéni.
V misté nddoru a v uzlinach prostoupenych nadorem se zkoumala
pfitomnost antigenu CD44v6 imunohistochemickymi metodami.
Prvnim trem pacientim se aplikovaly 2 mg lidské monoklondlni

protilatky BIWA 4 znadené 20 mCi ™

Tc kombinované s 23 mg
neznaCené monoklonalni protildtky BIWA 4. Druhé skupiné tf7i
hodnocenych pacientd se aplikovaly 2 mg lidské monoklondlni
protilatky BIWA 4 znacené 20 mCi °™Tc kombinované se 48 mg
neznacené lidské monoklondlni protildtky BIWA 4 a treti
skupiné se aplikovaly 2 mg znalené protilatky s 98 mg

neznafené protilétky.

Farmakokinetické hodnoceni se provedlo ve specifikovaném

case.
3.1.2 Cast B:

Tato Cast klinické studie nebyla oteviené Ffizena, jde o
studii se =zvy3ujici se davkou. V této studii se sledovala
bezpelnost a tolerovatelnost lidské monoklondlni protilatky
BIWA 4 znaené '®°Re, stanovila se maximalni tolerovanad davka
(MTD) intravendzné aplikovatelné lidské monoklonédlni

protilatky BIWA 4 znadené '°°Re a stanovily se preliminarni
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terapeutické ucinky lidské monoklondlni protilatky BIWA 4
snadené %°Re u pacientd se zhoubnym bujenim v oblasti krku a
hlavy, v pfipadé kterych neexistujil jiné moZnosti lécby. Navic
se stanovil farmakokineticky profil lidské monoklonalni

protilatky BIWA 4 znacené 186pe.

Viem pacientim vstupujicim do této gasti studie se
aplikovala davka 1idské monoklonadlni protiléatky BIWA 4, ktera
se vybrala na zakladé vysledkd ze studie sasti A. Lidska
monoklonalni protilatka BIWA 4 se snadila se zvy3ujicimi se
davkami ‘®*°Re. P¥i nizdich davkach (pozorovana toxicita
nepfeséhla stupeit 1) Vv osettované skupiné& byli dva pacienti a
pfi vy8sich davkach (toxicita >/= stupni 2) skupina obsahuje
minimadlné& 3 pacienty. Hodnotili se vdichni pacienti, aby se
stanovila bezpeénost aplikované 1idské monoklonalni protilatky

BIWA 4.

Pacienti se rutinné& sledovali na oddé&leni otolaryngologie,
aby se stanovil rozsah nadort. To zahrnuje fyzické testovéani

a CT a MRI oblasti nadoru.

Protilatky znacené 186pe se zavedly injekcl se zvydujici se
davkou radiace: pacienti ve skupiné, které se aplikovala prvni
davka, se vystavili davce zafeni 20 mCi/m?, po té se pacientum
v daldich skupinach aplikovaly déavky vzdy zvysené o 10 mCi/m®
a? do dosaZeni MID. U pacientld se sledoval vyskyt nezadoucich

G&inkt. Provedly se radioimunoscintigrafy.
3.1.3 Postupy pri kazdé navsteéve

3.1.3.1 Plan navstév

a) Kontrolni navitevy

Dfive ne? kazdy pacient vstoupil do studie se ovéfila jeho
zplisobilost. Sledoval se jeho demograficky pavod, jeho 1écebna

historie, pravodni terapie a provedly se obecné fyzikéalni
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testy a stanovila se t&lesna hmotnost. Stanovilo se skére
podle Karnofského. Bylo nutné ziskat psany souhlas. U plodnych
7en se provedl t&hotensky test. Provedl se elektrokardiogram s
12-ti senzory (ECG) a provedly se 1aboratorni testy pro odhad
bezpednosti krve a mo&e. Odebraly se vzorky krve pIo test
HAHA. provedl se rentgen hrudniku a zhodnoceni celého

onemocné&ni (CT/MRI, prohlidka udi-nosu-hrdla (ENT)).

Nakonec této navsté&vy se hodnotily vysledky pozadovanych
vySetfeni, oveérila se zadlendnd a vydlenénad kritéria a provedl

se plan chirurgického zakroku (pouze &ast A).
b) Navstéva 2: dny studie 1 az 7
Casti A a B:

prvni den studie, coZ nebylo déle ne? 3 tydny po prvni
kontrolni navitévé, byl pacient pfijat do nemocnice. Provedla
se v3echna poZzadovana ,4kladni laboratorni vySetfeni, ktera
nebyla provedena pfi kontrolni navstdvé a hodnotila se
zplsobilost pacientd a dodrzeni  poZadovanych kriterii.
Stanovila se té&lesnd hmotnost. 7aznamenavaly se v3echny
pravodni terapie. Kazdy nezadouci projev se zaznamenaval do

pacientova spisu do z4dznamu studie (CRF).

V den aplikace lécby, dfive nes se aplikovala protilatka,
se odebral vzorek krve pro stanoveni farmakokinetickych
faktorl (zahrnujici stanoveni rozpustného CD44vo6) a
zaznamenaly se vit&lni znaky. Mo& se shromazdovala béhem
prvnich 24 hodin od 0 do 4 hodin, od 4 do 8 hodin, od 8 do 12
hodin a od 12 do 24 hodin a pak ve 24 hodinovych intervalech
2% do 48 a 96 hodin po infazi v pripadé c&asti A respektive

Casti B.

Protilatka se aplikovala na odd&leni nuklearni mediciny
nebo v mistnosti nemocnice k tomu vyhrazené. Protilétka se

musi aplikovat do periferni nejvyssi mosné 2ily. Ve vsech

cteece
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pfipadech se infuze aplikovala po dobu 5 minut po prvnich 10
ml fyziologického roztoku prostfednictvim volng prGtocne
kanyly. Bylo nutné provést Fedéni objemu pomoci 0,9% NaCl na
20 ml. Po této infuzi protilatek nasledovala proplachnuti 10
ml fyziologického roztoku. Do CRF se zaznamenal libovolny

podezfely extravazat a pacient se sledoval.

Pripravené také bylo oddéleni intenzivni péce
s resuscitacénim vybavenim, anti-histaminy, kortikoidy a
k neutralizaci mozné anafylaxe byl pfipraven epinefrin. Denné

se zaznamenavaly neZadouci ucinky a zmény Vv souc¢asné terapii.
Cast A:

vitalni znaky se zaznamenédvaly 10, 60 a 120 minut po
aplikaci injekce. 21, 48 a 144 hodin po infuzi se odebraly
vzorky krve a stanovila se jejich bezpelnost a obsah

rozpustného CD44v6.

Vzorky krve pro stanoveni farmakokinetickych faktorl se
odebiraly aZ do konce infuze a 5, 10 a 30 minut a 1, 2, 4, 16,
21, 48, 72 hodin po konci infuze a 7. den (144 hodin po
aplikaci injekce se odebral vzorek séra pro stanoveni HAHA a

rozpustného CD44ve6).

od 0 do 4 hodin, od 4 do 8 hodin, od 8 do 12 hodin a od 12
do 24 hodin bé&hem prvnich 24 hodin a od 24 hodin do 48 hodin
po aplikaci injekce se shroma?dovala mo& pro stanovenil

farmakokinetickych faktorua.

P¥imo po infuzi a 21 hodin po infdzi se provedl scintigraf
celého téla. 21 hodin po infuzi vedle zobrazeni celého téla se
provedla jednofotonova emisni po&itacova tomografie (SPECT) a

plandrni zobrazeni oblasti krku a hlavy.

Pacient se operoval do 48 hodin po infuzi a setrvéaval

v nemocnici v ramci pooperacéni péce.

evee
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V den 7 (144 hodin po infuzi) se odebraly vzorky moce a

stanovila se bezpecnost.

Denné  se zaznamenavaly neZadouci projevy a zmény

v soub&zZné lécbé.
Cast B:

10, 60, 120 a 240 minut po infuzi se zaznamenavaly vitdlni
znaky. 21, 48 a 144 hodin po infuzi se odebraly vzorky krve
pro stanoveni bezpe&nosti. 144 hodin po infazi se odebral
vzorek krve pro stanoveni HAHA. 144 hodin po infuzi se odebral

vzorek mo&i pro stanoveni bezpelnosti.

Na konci infuze a 5 a 30 minut a 1, 2, 4, 16, 21, 48, 72
hodin a v den 7 po aplikaci infuze se odebraly vzorky krve pro
stanoveni farmakokinetickych faktort. Pavodné& planovany vzorek

odebrany 10 minut po aplikaci byl vynechan.

od 0 do 4 hodin, od 4 do 8 hodin, od 8 do 12 hodin a od 12
do 24 hodin bé&hem prvnich 24 hodin a bé&hem 24 az 96 hodin po
aplikaci injekce se shromaZdovala moc pro stanoveni

farmakokinetickych faktoru.

P#imo po aplikace injekce a 21, 48 a 72 a 144 hodin po
aplikaci injekce se provedlo scintigrafické zobrazeni celého
t&la a 7jestliZe to dovoluje zbytkové z4feni provedlo se toto

sobrazeni také po 2 tydnech od aplikace injekce.

Planarni zobrazeni oblasti krku a hlavy se provedlo 21,
48, 72 a 144 hodin po infuzi a jestliZe to dovoluje zbytkove
z4¥eni provedlo se toto sobrazeni také po 2 tydnech od

aplikace injekce.
7obrazeni SPECT se provedlo pouze 72 hodin po infuzi.

Po tiech dnech pacienti opustily nemocnici.
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c) N&vstéva 3: Navstéva s programem sledovani
Cast A:

Sest tydnll po infuzi pacienti navitivili polikliniku.
Provedly se fyzické testy, shromdidily se vzorky krve a moci
pro stanoveni bezpecnosti, stanovila se télesnd hmotnost a
vitédlni znaky a zaznamenaly se neZidouci WG¢inky. Ziskaly se
také vzorky krve pro stanoveni farmakokinetickych faktora,
HAHA a rozpustného CD44v6. V pripadé plodnych Zen se vyZadoval
téhotensky test. Zaznamenaly se libovolné zmény soubé&Zné

terapie.
Cast B:

Alespoidl po dobu Sest tydnl ©pacienti Jednou tydné
navitévovaly polikliniku a zaznamendvaly se nezadouci projevy
a shromazdovaly se vzorky krve. Vzorky krve pro stanoveni
farmakokinetickych faktord se odebiraly 240 a 336 hodin po
infuzi. Pavodné plénovany vzorek, ktery se mél odebrat 6 tydnl
po 1infdzi se vypustil. Zaznamendvaly se libovolné zmény
provedené v soubéiné terapii. Hodnoceni onemocnéni se
opakovalo po dobu Sesti mésicich po infuzi a i déle pokud je
to uvedeno (hodnoceni se provedlo spiSe po Sesti tydnech nez
po <¢tyfech tydnech, jak se uvadi v protokolu). Sest tydnd po
infazi se odebraly vzorky krve pro stanoveni bezpelnosti, HAHA
a rozpustného CD44vé6, zaznamenaly se vitdlni znaky a télesné
hmotnost. Béhem této navstévy se také provedly fyzické testy.
Odebral se vzorek moci pro stanoveni bezpelnosti. V ptipadé

plodnych Zen se vyZadoval teéhotensky test.
d) N&vstévy 4 a 5: sekundarni 1écba (East B)

Sekundérni lécba Jjak Je uvedend v pGvodnim protokolu se
neprovedla, coz bylo =zplsobeno preddasnym ukoncenim studie
vzhledem ke =zméné linkeru. Pacienti, kterym se aplikovala

prvni davka monoklondlni protildtky BIWA 4 znaCené '%%rRe byli
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zplisobili pro druhou aplikaci. Podrobili se stejnému planu

navstdv jako v pfipadé prvni aplikace.
3.2 Diskuze navrhu studie zahrnujici volbu kontrolnich skupin

Cilem studie bylo stanovit preferencni akumulaci
monoklonalni protilétky znadené °™Tc v nddoru (Cast A) a
hodnotit maximalni tolerovanou davku monoklondlni protiléatky
BIWA 4 znalené '*°Re (4st B) stejné jako framakokinetické
faktory BIWA 4 u pacientd, které trpi pokrocilym stadiem

karcinomu v oblasti krku a hlavy (Cast A a B).

Pouzil se typ studie s otevienym designem, jak se
v obecném ptripadé pouzivd u téchto typd studii faze I
v onkologii. Skupina, kde se aplikovala niZzsi davka radiace
zahrnuje minimdlné dva pacienty a skupina, kde se aplikuje
vys3i davka zahrnuje tEi pacienty. Obé& skupiny Jsou zahrnuty
v &asti B studie. V pfipadé vyskytu kriteria bézZné toxicity
(CTC) spojené s léCebnym prostfedkem stupefi 4 hematologicka
toxicita a stupeii 3 nehematologicka toxicita se dalsi tri
pacienti o8etfili wuvedenou davkou (daldi detaily davkovani

jsou uvedeny v sekci 3.4.4 a 3.4.5).

Diavka monoklonadlni protilatky BIWA 4 se aplikovala na
zédkladé pfredchozich vysledkl s monoklonédlni protilatkou BIWA
1, co? ukazuje, Ze davka 50 mg vede k vysokému a selektivnimu
pohlceni néadorovou tkéni a k nizkému pohlceni nenaddorovych
tkadni a vysledky k vysledkim z Sasti A studie (popisuje se

také v sekci 3.4.1).

Intenzita radioaktivity v pfipadé prvni davky se vybrala
na zéklad® pfedchozich dat naznacCujicich, e davka 20 mCi/m’

maZe byt bezpeénou davkou (popisuje se také v sekci 3.4.4.2).

Aplikované kritérium a&innosti stejn& jako kritérium pro
stanoveni tolerovatelnosti jsou dobfe prokazatalné u populace

pacientd a mohou se také hodnotit v otevfené studii.
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3.3 Vybér populace pro studii
3.3.1 Kritérium inkluze

= Pacienti, u kterych se histologicky prokdzal spinocelularni

karcinom oblasti krku a hlavy,

» pacienti urceni pro chirurgicky zakrok, kterym Je disekce

v oblasti krku (&ast A) nebo

= pacienti bud s lokdlnim a/nebo oblastnim recidivujicim
onemocnénim, kde neni mozZn& alternativni 1léc¢ba, nebo kde
s vyskytuji vzddlené metastdze. UloZeni nédoru musi byt
mé¥itelné bud klinicky nebo jednou nebo vice radiologickych

metod (CT, MRI, kostni scintigrafie).

ProtoZe se oCekava, Ze RIT bude U¢innéjsi u néadort mensich
velikosti, Jjsou vyhodnéjs3i pacienti s vyskytem 1ézi, které

jsou mensi nez 3 cm (Cast B).

® pacienti star3i 18-ti let,

®» pacienti mlad3i 80-ti let,

®* pacienti, ktefri pisemné souhlasi s lécbou,

= pacienti, kde se predpoklada, Ze preziji tfi mésice,
®* pacienti s charakteristikou Karnofsky vys$si jak 60.
3.3.2 Kritérium pro vylouleni ze studie

= infekce ohroZujici Zivot, alergie, selhdni orgéanu (bilirubin
>30 pmol/l a/nebo kreatinin 150 umol/l) nebo dbakaz infarktu

myokardu na ECG nebo nestabilni angina pectoris,

s Zeny pfred menopauzou (posledni menstruace byla pred rokem

dfive neZ zaCala studie):
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» Jeny sterilni po chirurgickém zakroku (hysterektomie,

tubalni ligace) a

» eny, které praktikujil nepfijatelné zplsoby antikoncepce
(nebo toto plénuji v prib&hu studie). Prijatelné metody
kontroly poceti zahrnuji aplikaci antikoncepé&nich pfipravkd

zavedenych ordlng, injekci nebo ve formé implantéatu,
- Zeny jejichz sérum Jje pozitivni v té&hotenském testu,

- osoby, které prodélaly chemoterapii nebo radioterapii 4

tydny pred zatazenim do studie,

-~

- podet bilych krvinek Jje niZ31 nez 3 000/mm®, pocet
granulocytll je nizsi ne¥ 1 500/mm® nebo pocet krevnich

destidek je niz&i nez 100 000/mm’,

- hematologické poruchy, méstnavé srdeéni selhani, bronchidlni
astma, elementdrni a kontaktni alergie, tézkeé atopie nebo

alergie.
3.3.3 Vyjmuti jedince z terapie nebo hodnoceni
3.3.3.1 Kriterium pro zastaveni 1é&by subjektu

Tnfaze se musi stanovit bezprostfedné, jestlize se u
pacienta vyvinula tachykardie (puls je vyS$3i ne? 120 tepl za
minutu), tlak (systolicky krevni tlak je nizsi nez 100 mm
rtutového sloupce), &Spatné dychéni, bolest na prsou nebo

libovolné jiné symptomy, které nemiZe pacient tolerovat.
3.3.3.2 Vypadnuti ze studie
Jedinci byli ochotni kdykoliv vystoupit ze studie.

Hodnoceni radioaktivn& znaCenych lidskych monoklondlnich
protildtek BIWA 4 se nepovazuje za realng, jestlizZe pacient

byl ze studie odstranén na zakladé jeho samovolného
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odstoupeni. Tento pripad se povazuje za nehodnotitelny,
jestliZe nejsou dostupné adekvatni nasledujici informace.

Planovalo se, Ze nehodnotitelni pacienti se nahradi.

JestliZe pferusil studii drive, davod se dokumentoval do
CRF. JestliZe se pacient nepodrobil odb&ru vzorkd po infuzi
pro provedeni testu HAHA nebo stanoveni farmakokinetiky, duvod
se dokumentoval. JestliZe u pacientu doslo k vyvinuti vazZnych
nesadoucich jevda, plan studie musi byt dodriovan, co nejvice

je to mozné v zévislosti na vasnosti nezadoucich jevia (SAE).
3.4 Lécba
3.4.1 Aplikovan& 1lécCba

Pacientlm v Casti A se aplikovala monoklonadlni protilatka
BIWA 4 znacena °™Tc s davkou radicaktivity 20 mCi. Aplikovana
davka BIWA 4 je 25 mg, 50 mg nebo 100 mg Vv pripadé kazdého ze
t¥i pacientu. Lécebny prostfedek se aplikoval intravendzné

jako jedin& davka.

Pacientum v &asti B se aplikovalo 50 mg monoklondlni
protiladtky BIWA 4 znadené rheniem 186. NejniZsi radioaktivni
divka byla 20 mCi/m?, kterd se zvysila na déavku 10 mCi/m?.
Lé&ebny prostredek se aplikoval intravendzné jako Jjedina

davka.

3.4.2 Identita zkoumaného produktu

Cast A:

Latka (INN): BIWA 4 (bivatuzumab)

Farmaceuticka forma: injekéni roztok

Chiffreovo ¢islo: BIWA 4 LOI 99 1D 1A

Cislo vsadky: B981101

Zdroj: firma Boehringer Ingelheim Pharma KG
Jednotkova sila: S5mg/ml

Denni davka: 25 mg



Doba pouziti:
zpusob aplikace:
Posologie:

Latka (INN):

Farmaceuticka forma:

Chiffreovo &islo:
Cislo vsadky:
Zdroj:

Jednotkova sila:
Denni dévka:

Doba pouziti:
Zpusob aplikace:
Posologie:

Latka (INN):

Farmaceutickad forma:

Chiffreovo &islo:
Cislo vsadky:
Zdroj:

Jednotkova sila:
Denni davka:

Doba pouziti:

Zpusob aplikace:

83 -

jedind davka
intravendzni

infuze b&hem péti minut
BIWA 4 (bivatuzumab)

injek&ni roztok

BIWA 4 LOI 99 1D 1A

B981101

firma Boehringer Ingelheim Pharma KG
5mg/ml

50 mg

jedina davka

intravendézni

infuze b&hem péti minut

BIWA 4 (bivatuzumab)

injekéni roztok

BIWA 4 LOI 99 1D 1A

B981101

firma Boehringer Ingelheim Pharma KG
5mg/ml

100 mg

jedind déavka

intravendzni

Posology: infuze bé&hem péti minut

Monoklonalni protiladtka BIWA 4 se aplikovala jako
radiokonjugat spojeny s 99mp.  Molekulu linkeru tvofi MAG3.
MAG3 se ziskal od firmy Mallinckrodt, Petten, Nizozemi.

9m7- se objednal prostfednictvim laboratote, kde se
ptipravoval radiokonjugat (laboratof prof. Dr. van Dongen,
Sekce nadorové virologie, Katedra

otorinolaryngologie/chirurgie hlavy a krku,

Vrije Universiteit
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University Medical Center, De Boelelaan 1117, 1081 HV

Amsterodam, Nizozemi).

Cast B:

Latka (INN): BIWA 4 (bivatuzumab)
Farmaceuticka forma: injek&ni roztok
Chiffreovo &islo: BIWA 4 LOI 99 1D 1A
Gislo vsadky: B981101

zZdroj: firma Boehringer Ingelheim Pharma KG
Jednotkové sila: 5mg/ml

Denni déavka: 50 mg

Doba pouziti: jediné davka

Zpusob aplikace: intravendzni

Posology: inflize b&hem péti minut

Monoklonalni protilatka BIWA 4 se aplikovala Jjako
radiokonjugédt spojeny s 186ps . Molekula linkeru byla mAG3. MAG3

se ziskal od firmy Mallinckrodt, Petten, Nizozemi.

%mp-  se objednal prostfednictvim laboratore, kde se
ptipravoval radiokonjugat (laboratof Prof. Dr. van Dongen,
Sekce nadorové biologie, Katedra otorinolaryngologie/chirurgie
hlavy a krku, Vrije Universiteit University Medical Center, De

Boelelaan 1117, 1081 HV Amsterodam, Nizozemi).
3.4.2.1 Charakteristika a kvalita lécebnych prostfedkl
Charakteristiky protilatek

Antigen rozeznavany lidskou monoklonadlni protilatkou BIWA
4 dje transmembranovy glykoprotein lokalizovany na vné&jsim
povrchu bufky a je internalizovany pouze malym rozsahem (méné
nds 20 %). Dalsi analyza ukazala, >e 1lidskad monoklonalni
protilatka BIWA 4 rozeznava epitop kdédovany proménnym exonem
v6 molekuly CD44. Ukézalo se, e antigen se exprimuje ve viech

primarnich nadorech v oblasti hlavy a krku (n=54) a ve vétdiné
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pbundk téchto nadori. Porovnatelnd exprese se€ pozorovala u 68
lymfatickych uzlin, které jsou infiltrovany nadorem, a které
pochazeji z disekce krku (R97-2054) . Reaktivita lidské
monoklonalni protilatky BIWA 4 v 1idské normalni tkani se
uvadi v dodatku protokolu ,Dodatku III“. 2Zjistilo se, Ze
reaktivita lidské monoklonalni protildtky BIWA 4 je podstatna
pro omezeni dlazdicového epitelia. Jak ukazuje ptedchozi
studie RIS s my3i monoklonalni protilatkou (mMAD) BIWA 1,
reaktivita protilatky s normalnim dlazdicovym epitelem neni
limitujici faktor pro pouziti p¥i cileni do nadoru s ohledem

na pohlcovéni nadorem.

Kontrola kvality lidské monoklon&lni protilatky BIWA 4 znacené

9mr pebo %°Re.

protilatka se znadila s °°"Tc nebo 186pe  podle zplhsobu
popsaného v publikaci Fritzberg et al. (R96-2106: popisuje se
v doplfiku protokolu sekci ,Doplné&k IV“), ktery se upravil
podle publikace Van Gog, F.B., Visser, G. W.M., Stroomer, J.
W.G., Roos, J.C., Snow, G.B., and Van Dongen, G.A.M.S. High
dose l8%Re-labeling of monoclonal antibodies for clinical
applications:pitfalls and solutions. Cancer, 80: 2360-2370,
1997a (R96-2094) a Van Gog, F.B., Brakenhoff, R.H., Snow,
G.B., and Van Dongen, G. A. M. S. Rapid elimination of
mouse/human chimeric monoclonal antibodies in nude mice.

Cancer Immunol. Immunoother., 44: 103-11, 1997b(R96-2111).

Postupy pro radioaktivni znaleni 1lidské monoklondlni
protildtky BIWA 4 s 9mp. 5 186pe  se hodnotily s ohledem na
konednou kvalitu ptripraveného konjugatu. V péti nezavislych
experimentech znaceni provedenych podle postupu popsaného
v dopliiku IV protokolu, procento znacky navazané na protilatku

bylo 96 aZ 99 %.

P¥i tomto klinickém zkoumani radiochemicka cCistota kazdé

pfipravené davky protilatky snacené °™Tc nebo *°Re se

eece
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stanovila chromatografii na tenké vrstvé (TLC) nebo vysoko
vykonnou kapalnou chromatografii (HPLC) a pasazovéanim gelovou
filtraéni kolonou PD-10 a vice jak 90 % se aplikuje

pacientovi.

Tmunoreaktivni frakce kazdé davky protilatky znacené
sonp /186Re  se po aplikaci kontrolovala pouzitim ovéfenych
postupl a musi byt pribliziné 60 %. Analyzy se V podstateé
provedly podle postupu, jak se popisuje Vv publikaci Lindmo et
al. (R96-2104). Buphky UM-SCC 11B (karcinom lidského hrtanu)
obsahujici antigen CD44v6 se fixovaly v 0,1 % glutaraldehydu.
P¥ipravilo se Sest ¥Yedéni s 1% bovinnim sérovym albuminem

(BSA) ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosforecnanem (PBS),

které jsou v rozmezi 510 a? 3,1x10° bund&k v jedné zkumavce.

Do zkumavek se pfidalo 80 000 pulzd za jednu minutu (cpm)
1idské monoklonalni protilatky BIWA 4 znacené 2"Tc nebo 10 000
pulzi za Jjednu minutu 1idské monoklonalni protilatky znacené

186Rs a vie se inkubovalo pfes noc pfi teplot& mistnosti.

Do posledniho vzorku se pridal nadbytek neznacené lidské
monoklondlni protilatky BIWA 4, aby se stanovilo nespecifické
navazani. Bufiky se centrifugovaly a stanovila se radioaktivita
supernatantu v po¢itac¢i pro gamma z4feni a vypocitalo se
procento vazané a volné monoklonadlni protilatky znacené

radioaktivné (LKB-Wallac 1218 CompuGamma) .

Data se analyzovala graficky v upraveném grafu podle
Lineweaver-Burka a imunoreaktivni frakce se stanovila linearni
extrapolaci za podminek reprezentujicich nekone&ny nadbytek

antigenu.

V pripadé, Ze se pfi tomto vazebném testu nedosahlo
hodnoty 60 % pifipravek pro zavedeni infuzi se znovu hodnotil
v druhém vazebném testu. Pro tento agel se protilatkovy

pripravek znalil pomoci 1317 Tpunorekaktivni frakce v alespon



87 .

eore oo X .

cee®
csee
asesae
.
enes

jednom z obou testﬁ musela byt v&t3i nez 60 $ v pripadé
ka’dého pacienta, ktery byl hodnocen a Vv pripadé, zZe studie

pokragovala s jinym pacientem.
Bezpe&nost protilatek

Monoklonalni protilatka BIWA 4 pou?ivand v piipade
radioaktivniho znaleni s ¢ a *Re je velmi dobfe
charakterizovanym produktem monoklonalni protilatky a vznikla
fermentaci kultury bun&k vajelnikd &inskych kreCkld (CHO).
vavedla se bun&énd banka za podminek GMP) a testoval se
mikrobiologicky status (bakterie, plisné&, mykoplazma) stejné
jako virovy status (nahodilé viry, retroviry). S vyjimkou
endogennich retrovirfi, o kterych se vi, Ze jsou pritomny ve
v&tsiné bundk CHO, se nedetekovaly Zadné jiné kontaminanty.

V souladu s dokumentem U¥adu pro spravu potravin a léc¢iv (FDA)
(1994) ,Points to consider", ktery se vydal v pfipadé
monoklonalnich protildtek pouZivanych v klinickych studiich ve
fazi I v pripadé pacientl trpicich karcinomem se pouzil
standardizovany ¢&istici postup, ktery se hodnotil G&innosti
odstranéni viru, a aplikoval se pfi &i3téni materidlu BIWA 4.
Pro dokazovani se pouZily &tyfi modely vira (MulV, PsRV, REO-
3, SV40). Sebrala se koncentrovand davka a testoval se titr
retroviru, aby se =zarucilo, Ze nasledny &istici postup bude
schopny adekvatné odstranit retrovirus. Data pro odstranéni
endotoxint byly v pfijatelném limitu (men3i nebo roven 0,01
EU/mg) a byly dostupné davkované produkty. Dale se uspésné

provedl test pyrogenicity podle ,European Pharmacopoea®.

Kone&na lidska monoklondlni protildtka BIWA 4, kterd se
pouzije pro dalsi znaceni, se detailn&ji analyzovala a
prokdzalo se, Ze Jjejl Sistota Jje vysokd (test SDS PAGE,
izoelektircka fokusace), jde o sterilni roztok, ktery obsahuje
minimalni mnoZstvi endotoxind (mensi nebo roven 0,01 EU/mg).

Vysledky testovani pyrogenicity se porovnaly se standardem

eenne

*
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(European Pharmacopoea standard). Rovnost produktu BIWA 4
z vyroby pro pre-klinické a klinické studie se demonstrovala

analytickymi vysledky.

Radioaktivni zna&eni lidské monoklonalni protilatky BIWA 4
s ™'c nebo 186Re se provedlo na oddé&leni otolaryngologie a
chirurgie krku a hlavy instituce Vrije Universiteit University
Medical Center podle standardnich operacnich postupt (SOP) .
Sterilita kone&ného produktu byla garantovana. B&hem hodnoceni
se provedly testy pfitomnosti endotoxinti. V pripadé aplikace
1lécebného prostredku pacientovi v instituci University
Hospital Nijmegen se spravné mnoZstvi radioaktivné znacené
1idské monoklonalni protilatky BIWA 4 ptreneslo ve specidlnim
kontejneru primo po pripravé do studijniho centra Vv Nijmegenu.
Interval mezi znalenim slouleniny a aplikaci pacientovi byl 24

hodin.

Alokace Jjednotlivych davek rhenia pacientim se také

popisuje v doplnku 16.1.6
3.4.2.2 Baleni, znacenil a dodéavka

Monoklonalni protilatka BIWA 4 se ziskala od firmy
Boehringer Ingelheim, Nizozemi. Tento pfipravek vyrobila firma
Boehringer Ingelheim, Némecko za pouZzitil vyrobniho a ¢isticiho
postupu GMP a naplnila se do zkumavek jako sterilni,
nepyrogenni roztok obsahujici 25 mng lidské monoklonalni
protilatky BIWA 4 Vv 5 ml izotonického PBS, pH7,2. Priklady
znadek zkumavek v pripadé prirozené a takeé znadené protilatky

se uvadéji v manualu klinické studie.

P¥ipravila se jedna davka s celkovym mnozstvim 27 g lidské
monoklonalni protildtky BIWA 4 a naplnila se do zkumavek.
7nadeni 1lidské monoklonalni protildtky BIWA 4 pomoci ¥mMPc nebo
186, se uskutednilo v nukledrni laboratori t¥idy B instituce

Vrije Univeriteit University Medical Center, Amsterodam.

[ X EX]
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3.4.2.3 Podminky skladovani

Nezna&ena lidskd monoklonalni protilatka BIWA 4 se musi
skladovat v nemocni&ni 1lékarné v oblasti s omezenym pristupem.

Skladovaci teplota se sleduje a udrzuje se na 2 az g°cC.
3.4.3 zpusoby rozdé&lovani jedinci do skupin

NepouZilo se ndhodné rozdéleni. Pacienti se rozdé&lovali do
skupin, kde se aplikovaly odlisné davky podle sekvence

zatazeni.

3.4.4 Selekce davek

3.4.4.1 Selekce davek BIWA 4
Cast A:

Protore se lidsk& monoklonalni protilatka BIWA 4 nikdy
d¥ive pacientlim neaplikovala, bylo podstatné prokazat jejl
bezpecnost a biodistribuci dfive neZ zalnou studie RIT. Jeji
biodistribuce miZe silné& zaviset na davce monoklonalni
protilatky pouzivané p¥i cileni do nadoru a volba davky bude
vyzadovat zvéZeni. Na s4kladé studii se zvy3ujici se davkou
proteinu monoklondlni protilatky U36 proti CDh44ve s 'nizkou
afinitou, se predpokléada, Ze optimalni davka byla v rozmezi 25

a? 100 mg, pricemZ optimélni davka v ptripadé& U36 je 50 mg.

Aby se potvrdilo, Ze tato davka také odpovidad stfedni
afinitd lidské monoklonéalni protilatky BIWA 4 a aby se ziskala
pocatelni informace o variabilnosti pohlceni nadoru
biodistribuce se odhadla na 25, 50 a 100 mg celkové lidské
monoklonalni protilatky BIWA 4 a planovalo se, Ze se vzidy trem

pacientim aplikuje kazdad z téchto davek.

Viem pacientuim, ktefl se hodnotili, se aplikovalo jedinou
intravenézni inftzi 2 mg lidské monoklon&lni protilatky BIWA 4

snadené 20 mCi %™Ic, coi se stanovilo kalibracnim systémem pro
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radiaci d¥ive nez doSlo k aplikaci. Plénovalo se, e pacientlim
se aplikuje 25 mg, 50 mg nebo 100 mg, pticemZz se aplikovalo 23
mg, 48 mg nebo 98 mg neznacené lidské monoklonalni protilatky
BIWA 4 spolu s 2 mg lidské monoklondlni protilatky BIWA 4

znacené 20 mCi °*"Tc.
Vybér davky monoklonalni protilatky BIWA 4 v pfipadé& casti B:

Na zaklad& teoretickych podkladi se vypo&itala davka
1idské monoklonalni protilatky BIWA 4 50 mg jako nejvhodnéjsi
pro zobrazeni. Uskute&nila se &ast A studie, aby se potvrdil
preferencni pohlceni 1lidské monoklonalni protilatky BIWA 4 ve
tfech testovanych davkach (25 mg, 50 mg a 100 mg). Ocekéavalo
se, #e pohlceni nadorem (exprimovano jako procento davky na
jeden kilogram zavedené injekci, %ID/kg) a pom&r pohlcenl
niddorem ku nenaddorové pohlceni v pripadé uvedenych t¥i davek
se nebude p?rilis 1lisit. Jestlize k tomu do3lo, davka lidské
monoklondlni protilatky BIWA 4, ktera se pouzije v &asti B
byla 50 mg. Avsak, jestli existuje klinicky relevantni rozdil
mezi té&mito davkami, cozZ favorizuje jednu davku vadi ostatnim,

pak se vybrala davka s nejlepsim paternem biodistribuce.

V tomto ptipadé se definoval klinicky relevantni rozdil
jako rozdil pom&ru pohlceni naddorem (prumérna hodnota pohlceni
nadory) ku pohlceni kostni dfeni (primérnad hodnota pohlceni

kostni dreni = bun&lnd frakce a supernatant) vice nez 50 %.

Nakonec vybrand davka byla 50 mg lidské monoklondlni

protilatky BIWA 4 na zakladéd vysledkl casti A.
3.4.4.2 Vybér davky startujici za¥eni
Cast B:

Davka 1idské monoklonalni protilatky BIWA 4 vybrana

v Easti A studie se znacila zvydujicimi se davkami ‘*°Re.
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Ukéazalo se, Ze maximalni tolerovana davka myS1i

monoklonalni protilatky NR-LU-10 znalené 186pe byla 90 mCi /m®

v pripadé pfedem o8etft

enych pacientu, zatimco déavka limitujici

myelosupresi byla 120 mCi/m?. V pripadé chimerické monoklon&lni

protilatky NR-LU-13, k

LU-10, se reverzibilni

terd rozeznavéva stejny antigen jako NR-

myelosuprese objevila pfi 60 mCi/m®. PFi

studii s cMAb U36 provedené V instituci Vrije Universiteit

University Medical C

k omezeni myelosuprese

Na zakladé shora

enter byla davka, PpEi které dochéazi

41 mCi/m?.

v textu uvedenych vysledkd davka zafeni

20 mCi/m? se aplikovala jako lidskd monoklondlni protilatka

BIWA 4 znadena °°Re

pocateéni davku.

a tato davka se povazuje za bezpecnou

Davka se zvydovala v krocich o 10 mCi/m?. Dva pacienti

pyli  zahrnuti do studie pri aplikaci nejnizsi  davky.

V pripadé, Ze podle CTC toxicita spojend s podanim 1é&ebného

prostfedku dosahla stupné 2, pak nejméné t¥i pacienti Dbyly

1é&eni uvedenou davkou

D¥ive neZ se paci

entim aplikovala dalgi vy33i davka, bylo

nutné se ujistit, Ze pacienti nebyli vystaveni DLT, kterda se

definuje jako stupen t#¥i nehematologické toxicity nebo stupen

4 hematologické toxicity vyjma nevolnosti a zvraceni Dbez

adekvatni antiemetické 1écby. Za timto udelem se vdichni

pacienti, kterym se

aplikovala uvedend davka, sledovaly

dostate&né& dlouho, aby se ujistily, ze vyvolana toxicita Je

reverzibilni.

V pripadé uvedené

davky pouze Jjeden pacient byl vystaven

pasobeni DLT, proto se po&et pacientd, kterym se aplikovala

uvedena davka zvy3il na celkovy pocet Sesti pacientt.

V ptripadé, Ze jeden z

Sesti pacientl se vystavil pasobeni DLT,

dalsi vyss8i davka se aplikovala celkovému poctu 3Sesti pacientl

seo
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(jestliZe se neprovedlo uZz dfive) za Uéelem stanovit MTD a

bezpelnou doporucenou davku v pripadé faze II.

Pivodné& se planovalo, Ze v prfipadé pfrijatelné toxicity
(pokud se mén& jak u dvou pacientl zjistila DLT) se miZe
uvedend davka aplikovat dal3im pacientim a druhd davka se mizZe
opét zvysit. Tento plan nebylo moZné provést, coZ je zpusobeno
zménou linkeru. MAG3 se nahradil MAG2GABA-TFP, coz Jje
porovnatelny linker s vhodnéjsim spojovacim postupem. Zakoncil

se program vyvijeni s MAG3.

V jiném pripadé pacienti, kdo odpovidali na prvni
aplikovanou davku monoklonadlni protilétky BIWA 4 znaenou '*°Re
a tolerovali ji, byli vhodni pro aplikaci druhé davky 186Re-

BIWA 4 50 mCi/m’.
3.4.5 Vybér a nacasovani davky kazZdému subjektu
3.4.5.1 Davka a plén lécby

Davku bylo mozZné aplikovat v libovolném okamZiku. Avsak
musel se dodrzet interval mezi radioaktivnim znacenim
monoklonédlni  protilatky a Jjeji aplikaci, ktery nesmél

pfekroc¢it 24 hodin.
3.4.6 Slepé stanoveni

Slo o otevfeny nefizeny test. Neprovedlo se slepé

stanoveni.

3.4.7 Predchdzejici a soucCasnd lécba nebo postupy

v v

3.4.7.1 Z&chranna medikace a dalsi lécba(y)

Anafylaxe se povazuje za nejvaZnéjsi potencionalni
vedléjsi nuc¢inek a je nutné ihned pferusit infhzi protilitek a
je nutné provést vhodnd resuscitadni m&feni. Je nutné provést

bezpeénostni opatfeni. Pfipravit resuscitaéni =zarizeni, anti-

sr0e
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histaminika, kortikosteroidy a epinefrin. Ka?dy pacient, u
kterého se projevila tato nesédouci reakce, byl vyloucen

z aplikace dalsi monoklonalni protilatky.

Pacienttm bylo moZné aplikovat jinou 1lécbu Vv pripadé, Ze
to indikovala studie, nebo V pfipadé onemocnéni, které se
nevztahovalo k aplikaci protilatek, a byla splné&na vsechna
kriterie uvedend shora v textu. Vsechny soucasné 1é&by byly

zaneseny do CRF.

V pripadé véiné hematologické toxicity (CTC stupefl 4) bylo
mozné pouzit cytokiny nebo dal3i metody pro zmirndni toxicity

kostni dfené.
3.4.7.2 Omezeni

Nebylo mozZné provést dalsi chemoterapii nebo radioterapii
a posledni by m&la skon&it vice nez 4 tydny prfed zatazenim
jednotlivce do studie. Vsechny pfedchozi chemoterapie a

radioterapie byly zaznamenany do CRE.
3.4.8 Soucasna lécba

Lécebny prostfedek se aplikoval jedinou intravendzni
infuzi. Kompliance se ové¥ila stanovenim farmakokinetiky a

radioimunoscintigrafickym zobrazenim.
3.5 (&innost/klinicka farmakologie a proménné bezpelnosti

3.5.1 U&innost/farmakodynamické charakteristiky a odhady

pezpe&nosti a schéma postupu
Schéma postupu:
Cast A:

7koumani uskutenéné v Casti A a prisludnd doba jsou
uvedeny detailné&ji ve schématu postupu dale V textu. Popis

vyzkumu je uveden Vv nasledujicich sekcich.

[EX X
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Tabulka 3.5.1.1 Schéma postupu: Cést A: Studie biodistribuce

s lidskou monoklondlni protildtkou BIWA 4
99m,
T

znacenou c

navitéva navstéva 2 navstéva

1 3

test. den 1* den 2 |(den 3 |den 4 |den 7 kontrolni

navstéva tyden 6

pted |po
inf. [ in€f.
pisemny sohlas X
demografie X
soubézinéd lécba X X X X X X X X
anamneéza X
fyzické testy X X
ECG X
rentg. hrudniku X
anal. bezpeén. krve x! x! ¥t | %! x? x!
anal. bezpe&n. moce X X X
téhotensky test X X
stanoveni HAHA %2 X X°
test ENT X
CT nebo MRI X
kritéria X
zaClenéni/vyjmuti
vedlejsi 0cinky X X X X X X X
. . . 3 3 3 3
vitalni znaky X X X X
télesna hmotnost X X X
imunonoscintigrafie
-snimek celého téla x* <!
-plandrni snimek x’
-SPECT x>
farmakokinetika:
. 6 6
vzorkll krve 0 x| x5 | %% | x X 6
iy oav . N 6 § 6 6
shromadzZzdéné modle X X X X
7 7

CD44v6 rozp. v seru %’ X' X b 6

esee
LR Y]
“o oo
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chirurgicky zakrok ‘ ‘ X \ \ 441

*Hodnoceni by se nemélo provadét dfive ne? 3 tydny pted
infuzi.

x! Ve vzorcich krve se stanovovala: glukéza, sodik, draslik,
vapnik, chloridy, kreatinin, celkové proteiny, albumin,
sérova glutamo—oxaloctové transaminaza (sGOT), sérum glutamat
pyruvat transaminaza (sGPT), alkalicka fosfatéaza,
glutaryltranspeptidéza gamma (GGT), bilirubin, mocovina,
kyselina mocova, tyreotropni hormon (TSH), hemoglobin (Hb),
hematokrit (Ht), prumérné hodnota korpuskulérniho obJjemu
(MCV) , retikulocyty, leukocyty, neutrofily, lymfocyty,
bazofily, eosinofily, monocyty & destidky pri testovaci
navétévé nebo v den 1 pred infuzi a 21, 48 a 144 hodin po
infuzi a Sest tydnl po infuzi (p.1i.)-

%2 Hodnota HAHA se stanovila ve vzorku séra ziskaném pii
testovaci navstévé, po jednom tydnu (144 hodin) a po 6
tydnech po infuazi.

%3 Vitalni znaky se hodnotily pri testovaci navstévé, pred
infuzi, 10, 60 a 120 minut po infuzi a po 6 tydnech.

%! Snimek celého té&la se provedl bezprostfedné po infuzi a 21
hodin po infuzi.

«5 Snimek SPECT a planadrni snimek se provedl jedenkrat 21 hodin
po infuzi.

<% Vzorky krve pro stanoveni farmakokinetickych parametru se
ziskaly pied infazi, na konci infuze, b&hem 5, 10, 30 minut,
1, 2, 4, 16, 21, 48, 72 a 144 hodin po ukonceni infize a Sest
tydnd po infuzi. Vzorky krve odebrané pro test ELISA a pro
stanoveni radioaktivity (detaily se popisuji v sekci
9.5,4.1). MoC se shromazdovala béhem O az 4 hodin, 4 aZ 8
hodin, 8 aZ 12 hodin a 12 a? 24 hodin b&hem prvnich 24 hodin
a ve zbyvajicim Case do 48 hodin po infuzi ve 24 hodinovych
intervalech.

%! Ve wvzorku séra ziskaném pted infuzi se stanovil rozpustny

CcD44v6, 21, 48 a 144 hodin po infuzi a 3est tydnl po infazi.
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Symbol 6 znamena& Sesty tyden.
Cast B:

Schéma postupu zkoumé&ni je uvedeno dale v textu.
Jednotlivé testy se popisuji detailnéji v néasledujicich

sekcich.

Tabulka 3.5.1: 2 Schéma postupu Cdst B studie se zvyd3ujici se
dédvkou 1lidské monoklondlni protilatky BIWA 4

znalené ®fRre

navitéva navitéva 2 nivitéva
1 3
test. den 1* den 2 jden 3 |den 4 |den 7 kontrolni
navitéva tyden 6
pre- |post-
inj. |inj.
pilsemny sohlas X
demografie X
soubéznéd lécba X X X X X X x |2,3,4,
5,06
anamnéza X
fyzické testy X 6
ECG X
rentg. hrudniku X
. 1 1 1 1 1
anal. bezpecn. krve X X X X X 2,3,4,
5,6
anal. bezpe&n. moce X X 6
téhotensky test X 6
stanoveni HAHA x° x° 6
test ENT X 6x°
CT nebo MRI X 6x°
kritéria X
zaClenéni/vyjmuti
vedlejsi ucinky X X X X b X |2,3,4,
5,6
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vitalni znaky x> x| x° 6
t&lesnid hmotnost X X 6
imunonoscintigrafie

s , ~ 4 4 4 4 4
-snimek celého téla X X X X X

.. . 5 5 5 5

-planarni snimek X (x7) X X
~SPECT x>
farmakokinetika:
vzorklu krve x® x® x5 % x° x° 6
shromaZzdéné moce x° x® %° %8 x°
CD44v6 rozp. vV seru X’ x| x x' 6

*Hodnoceni by se nemélo provadét diive nez 3 tydny pfed
infazi.

%! Ve vzorcich krve se stanovovala: glukdza, sodik, draslik,
vapnik, chloridy, kreatinin, celkové proteiny, albumin,
sérova glutamo—oxaloctové transaminaza (sGOT), sérum glutamat
pyruvat transaminaza (sGPT), alkalicka fosfataza,
glutaryltranspeptidéza gamma (GGT) , bilirubin, mocovina,
kyselina mocova, tyreotropni hormon (TSH), hemoglobin (Hb) ,
hematokrit (Ht), prumérnd hodnota korpuskuldrniho objemu
(MCV) , retikulocyty, leukocyty, neutrofily, lymfocyty,
bazofily, eosinofily, monocyty a destidky pri testovaci
niavst&vé nebo v den 1 pfed infuzi a 21, 48 a 144 hodin po
infazi. Bé&hem 2 aZ 6 tydnd po infazi se alespoii jednou tydné
odebiral vzorek krve pro stanoveni bezpelnosti.

<> Hodnota HAHA se stanovila ve vzorku séra ziskaném pfil
testovaci navsté&vé, po Jjednom tydnu (144 hodin) a Po 6
tydnech po infuzi.

«3 Vitalni znaky se hodnotily pfi testovaci navstévé, pred
infuzi, 10, 60 a 120 minut po infuzi a po 6 tydnech.

%% Snimek celého té&la se provedl bezprostfedne po infuzi a 21,

48, 72 a 144 hodin po infuzi a také je moiné ho provést po

dvou tydnech po infuzi.
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kx° Planarni snimek se provedl 21, 48, 72, 144 hodin po infuzi a
je moZné ho provést po dvou tydnech po infdzi. Snimek SPECT
se provedl 72 hodin po infuzi.
x® Vzorky krve pro stanoveni farmakokinetickych parametri se
ziskaly p¥red infuzi, na konci infuze, béhem 5, 30 minut, 1,
2, 4, 16, 21, 48, 72 a 144, 240 a 336 hodin po ukonceni
infuze a Sest tydnd po infuzi. Vzorky krve odebrané pro test
ELISA a pro stanoveni radioaktivity. Mo¢ se shromazdovala
béhem 0 a2z 4 hodin, 4 aZ 8 hodin, 8 aZ 12 hodin a 12 aZi 24
hodin bé&hem prvnich 24 hodin a ve zbyvajicim case do 96 hodin
po infazi ve 24 hodinovych intervalech.

x! Ve vzorku séra ziskaném pfed infézi se stanovil rozpustny
CD44v6, 21, 48 a 144 hodin po infazi a Sest tydnld po infGzi.
%% Hodnoceni onemocnéni se opakovalo kazdych 6 tydnl a% do
progrese onemocnéni nebo ztrdty kontroly. Provedlo se CT

hrudniku a v pfripadé abnormalit a opakovalo se v ptipadé

zjisténych abnormalit.
3.5.1.1 Radioimunoscintigrafie a dozimetrie

Data ziskana z radioimunoscintigrafie (RIS) se
prezentovala kvalitativné v pripadé C&sti A a B (to Je
pohlceni nédorem, kostni dfeni, plicema, stfrevem, ledvinami a
dal3imi organy vyjadfeno jako slabé, stfedni nebo silné) a

kvantitativné v pripadé casti B.

V pripadé hodnoceni  kvality se posuzovaci  stupnice
prevedla na ¢isla (0 znamend Zadné pohlceni, 1 znamend slabé
pohlceni, 2 znamena stfedni pohlceni a 3 znamend silné

pohlceni). VypocCitaly se a vyjadfily se primé&rné hodnoty.

V pfipadé ¢&asti B kvantitativni hodnoceni RIS vyuZiva
dozimetrické vypolty, jak se popisuje v sekci 5.1.4 protokolu

a vypocCet zahrnuje ndsledujici parametry:

*Skutecnd aktivita orgdnu v daném Case vyjadfena v MBqg.
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sDoba zdrZeni radioaktivity Vv organech vyjadfena v hodinéach.
s Absorbovana davka (zéfeni) vyjadfenéd v nGy/MBqg.

s(&inna davka (zateni) vyjadfena v mSv.

Detaily dozimetrického mé&feni je moZné najit ve zprave

dosimetrického méfreni (s datem 21.11.2001).
e) radioimunoscintigrafické postupy

Popis metod pouzZivanych v t4sti A a B a Casy jsou uvedeny

v nasledujiicch sekcich.
Cast A

Pfimo po infuzi a 21 hodin po infuzi se ziskalo digitéalni
sobrazeni celého téla (anterior posterior (a.p.) a posterior
anterior (p.a.)) za pouziti gamma snimade s dvéma hlavama
vybavenym nizkoenergetickym kolimadtorem. 21 hodin po infuzi se
ziskalo planarni sobrazeni a zobrazeni SPECT oblasti hlavy a
krku. Je nutno provest kalibraci zdroje. Data se uchovavaji,

aby se mohla provést kvantitativni analyza.
Cast B

P¥imo po infuzi a 21, 48, 72 a 144 hodin po aplikaci
radioimunokonjugatu se ziskalo digitalni zobrazeni celého téla
(anterior posterior (a.p.) a posterior anterior (p.a.)) zZa
pouziti gamma snimace s dvéma hlavama vybavenym
nizkoenergetickym kolimatorem. 21 hodin po infuzi se ziskalo
planarni sobrazeni a zobrazeni SPECT oblasti hlavy a krku.
Dalsi planarni sobrazeni oblasti hlavy a krku se provedlo 21,
48, 72 a 144 hodin po infuzi. Daldi planarni zobrazeni (celé
télo a planarni sobrazeni) se provedlo dva tydny Ppo infazi.
V ptipadé sobrazeni celého té&la se musel kalibra&ni zdroj (to
je alikvot se znamou frakci davky ve zkumavce O objemu 10 ml
se zavedl injekci) zaclenény do Adamsova modelu umistit mezi

spodni c&éasti nohou. Inicia&ni aktivita kalibradniho zdroje

secrse

esee
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musi byt 100 az 200 MBg 186pe a tento zdroj se musi pouZit
pdhem zobrazeni celého t&la. Musi se zaznamenat hodnoty
energetického okna, maxima nastaveni, rychlost sniméni, délka
snimé&ni, data zobrazeni, pocatecni Zas snimani a doba trvani
snimani. Musi se zmé&fit tloustka a.p. oblasti krku a bficha,
zatimco pacient byl Vv poloze vleZe na s4dech na zobrazovaci

tabuli.

p¥i kazdé =zobrazovaci relaci se provedlo anterior a
planarni statické zobrazeni a pred nebo po tomto zobrazeni je
nutné ziskat statické zobrazeni z kalibrac¢niho zdroje

v Admasové& modelu.

72 hodin po infuzi se provedla SPECT studie oblasti krku.
Metody pouzivané pro rekonstrukci a funkce filtrh, které

odbouravaji urc¢ité frekvence je nutné zaznamenat.
Jednofotonova emisni pocitacova tomografie (SPECT)

vobrazeni SPECT se ziskalo za pouziti dvouhlavového
rotaéniho gamma snimacCe vybaveného nizkoenergetickym
kolimatorem. Akvizice vyZaduje alespoil t¥i minuty. Dvaceti
procentni symetrickd okna se centralizovala do fotonoveho

maxima 137 keV.
Akvizi&ni parametry dat planarniho zobrazeni a SPECT

Planarni zobrazeni zahrnovalo néasledujici minimalni
poZadavky: matrice 128x128 (detail) nebo 256x256 (celé télo) a
minimum 400 000 pGlzd s maximalnim akviziénim casem 10 minut

v pfipadé& detailu a 60 minut v pfipadé celého téla.

Zobrazenl SPECT zahrnovalo nasleduijici minimdlni
poZadavky: 64 zobrazeni, velikost matrice 64x64, kruhova

ob&%na draha 360 stupiiQ, 60 sekund akvizice na uhel.

Analyza dat
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21 hodin po infuzi se provedlo anterior zobrazeni celého
té&la, vybranych pravihlych oblasti (ROI) podel celého téla a
kalibradniho zdroje. Také se zobrazily nepravidelné ROI okolo
organt, které akumuluji 186pe (napfiklad jétra, slezina a leva
ledvina) a okolo nadoru. Zobrazila se také jedna nebo vice
reprezentativnich oblasti pozadi. Tyto oblasti se musi
zrcadlové prevratit do posterior =zobrazeni. Plvodné @ se
planovalo zobrazit ROI v okoli kosti k¥iZové v posterior
zobrazeni. Tento plédn se Dbéhem studie neuskutecnil. VSechny
oblasti se musi wuchovavat na pocditaci za u¢elem promitnout
tyto ROI do zobrazeni v Jjinych Casech. Zaznamendval se pocet
pixel® a impulzy na Jjeden pixel v kaZdé oblasti. Polet impulzl
v oblastech pro v3echna zobrazeni ve v3ech Casech se digitalné

zaznamenavajl do tabulkového procesoru.
Vypoclet davky absorbované v orgénech

Mnozstvi aktivity v orgénech, v naddoru a v celém teéle se
odhadl z geometrického primé&ru impulzd v ROI anterior a
posterior =zobrazeni. V pt¥ipad& indikace se aplikuje korekce
pozadi a atenuace. Aktivita stanovend v mo¢i se nepouZivala
k odhadu absorbované davky v moZovém méchyfi, jak se puavodné
pldnovalo. Misto toho se pouzZil dynamicky model mocCového
m&chyte. Vypoditaly se rezidencéni cCasy v orgénech a ve zbytku

téla a prenesly se do programu MIRDOSES.
Po¥adovand kvalita kontrolnich testi
Plandrni zobrazeni

Rutinni kontroly kvality se provadély Jjednou tydné na

oddéleni nukleadrni mediciny:
1) pouzila se 100 M zaplavena vrstva

2) kazdy tyden se provadélo vnéjsi zaplaveni >co

s nizkoenergetickym kolimatorem

veeo
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Zobrazeni SPECT

Kontrola kvality systému zobrazeni SPECT musi zahrnovat

centrovani determinace rotace.
Tomografické zpracovani

Pr¥i rekonstrukci tomografického zobrazeni se pouzival
algoritmus £iltrované zp&tné projekce za pouziti rampového

filtru.
Uchovavani dat

Viechna planarni -obrazeni a tomograficka data se musi
permanentné zapisovat na magnetickou pastku nebo opticky disk.
V pripadé tomografickych studii se musi na pésku zapsat

pavodni zobrazeni a rekonstruované studie.
Kopie zobrazenl a zaznamy

V pripadé vsech pacientu Jje nutné potrizovat kopie v3ech
relevantnich zobrazeni, patologicke a chirurgické =zaznamy.

Jsou nutné pofrizovat takeé kopie vsech MRI a CT.

3.5.1.2 Biodistribuce lidské monoklonadlni protildtky BIWA 4

snacené 2°™Tc v biopsii (Cast A)

pacienti zahrnuti do studie ¢ast A se podrobily
chirurgickému zakroku 48 hodin po infazi radioaktivn& znacené
1idské monoklondlni protilatky BIWA 4. Odebrala se biopsie
z mista néadoru a z normalni tké&né (tolik kolik je mozZné). Také
se za celkové anesteze odebrala biopsie =z kosti a aspirat
kostni drené. Aby se stanovila radioaktivita supernatantu
(plazma) a Vv sedimentu (bun&&nad frakce), centrifugoval se

aspirat kostni dfene.

seve

[N X J
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Viechny biopise se v&Zily a méfilo se mnoZstvi **"Tc,
Specifické  pohlceni radiocaktivity nddorem se  hodnotilo

porovnanim %ID/kg nddoru s %ID/kg normalni tkané.

Exprese antigenu CD44vé se hodnotila imunohistochemicky za
pouziti sekci kryostatl,, které se nejdfive inkubovaly s myS5i
monoklondlni protilatkou BIWA 1, pak se sekundarnim c&inidlem
proti my3imi imunoglobulinu G (IgG). Chirurgické preparaty a

biopsie se zkoumaly histo/cytopatologicky.
Hodnoceni chirurgickych prepardtd a biodistribuce

Po  ziské&ni  chirurgickych preparidti doslo k jejich

ndsledujicimu zpacovani:

1) Udélaly se snimky preparatu. Polaroidem se udélaly snimky
z predni ¢&é&sti a diapozitivy se zobrazila pfedni a zadni

¢ast snimku.
2) Odhadla se velikost chirurgického preparéatu.

3) Odebraly se Dbiopsie primédrniho nalezu, z podezfelé
lymfatické uzliny a jestliZe je to mozZné také =z normdlni
tkané, kterd Jje obsaZena v preparatu, Jjako Jje normalni
sliznice, normalni lymfatick& uzlina, tuk a sval. V3echny
biopsie se zvaZily a stanovilo se mnoZstvi °*™Tc. VSechna
data se prevedla na procenta injektovatelné davky/jeden
kilogram tkané. Specifické pohlceni radiocaktivity do nadoru
se hodnotilo porovndnim %ID/kg nadoru s %ID/kg normalni
tkane.

4) Dale se preparadt pripevnil na podloZzku a fizoval se 4%

formaldehydem po dobu alesponn 36 hodin.

5) Po disekci sternomastoidalniho svalu (struktura s vysokou
radiodenzitou) se pfipravil radiograf, aby se zobrazila

skuteénd velikost a vyskyt 1lymfatickych uzlin. Tento
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radiograf se provedl, =zatimco se prepardt ponofril do 96%

etanolu, ktery vykazuje stejnou absorpci X-z&feni jako tuk.

6) VSechny uzliny zviditelnéné =zafenim X se indikovaly

polaroidem a na radiografu.

7) Vsechny uzliny z3ji$téné testovanim chirurgického preparatu

a zarenim X se z prepardtu izolovaly.

8) VS8echny makroskopicky negativni uzliny se zpraccvaly pod
mikroskopem a hodnotila se jedind sekce. Ze vSech
makroskopicky pozitivnich uzlin se vytvofily dva nebo vice
segmentd. Zaznamenal se makroskopicky dukaz pEitomnosti

nebo nepfitomnosti nadorové nekrdzy.

9) Déle se zaznamenal pocet uzlin Vv prepardtu a pocet,
lokalizace a stupen klasifikace lymfatickych uzlin
obsahujici  nador (podle klasifikace  Memorial Sloan

Kattering Cancer Center).
3.5.1.3 Nadorova odezva (Cast B)

Parametrem Gc¢innosti radioiminoterapie je odezva nadoru.
Odezva nadoru se hodnotila méfenim nédoru, coZz se provedlo
klinicky a/nebo pomoci CT, MRI nebo kostni scintigrafii.
Hodnoceni se provedlo podle kritéria odezvy Svétové
zdravotnické organizace (WHO). Doplnék protokolu (R96-0941)

oznaceny jako Doplnék VI.
3.5.1.4 Fyzické testy

Pred zafazenim do studie se hodnotil status onemocnéni
kazdého pacienta testem ENT (zahrnuje vySetfeni palpaci) a CT

nebo MRI mista nadoru.
V3echny léze hlavy a krku se popsaly z bocniho pohledu.

Palpace
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V8ichni paclenti byli vySetfeni
otolaryngologistou/specialistou v oblasti chirurgie hlavy a
krku. Tito kliniéti specialisté stanovili pocet, velikost,
umisténi nebo pohyblivost vSech hmatatelnych lymfatickych
uzlin v oblasti krku a hlavy. Charakter lymfatickych uzlin se
popisuje jako: neni podez¥eni na pfitomnost nadoru, existuje
podez¥eni  pritomnosti nadoru a lymfatické uzliny Jsou
infiltrovany nadorem. Status krénich Ilymfatickych wuzlin se
klasifikuje podle systému metastdz n&dort uzlin (,Tumor Node
Metastasis™ (TNM) ) v ramci  diagnostiky instituce Union

Internationale Contre le Cancer (UICC).
Radiologicky test

V z&vislosti na umisténi nadorového mista je nutné provést
jeden nebo vice nasledujicich testu: CT, MRI, kostni
scintigrafie. V pfipadé vyskytu nédoru je vyhodné provést MRI
oblasti krku a hlavy. V pfipadé, zZe existuji kostni 1léze je
vyhodné provést CT. V pripadé céasti B se vSechny parametry
radiologického hodnoceni opakovaly 6 tydnd po infuzi a kazZdych
Sest tydnl aZz do progrese onemocnéni nebo ztraty kontroly.
V pfipadé pacientl zahrnutych do &&sti B studie se provedlo CT
hrudniku a opakovalc se jako kontrola, jestliZe se zaznamenaly
abnormality. Dal3i technikou zobrazeni nédoru Jje pouzZiti

ultrazvuku. Popis zkoum&ni se popisuje dédle v textu.
Primarni nédor/lokdlni-regiond&lni 1é&ba

U &ty¥ pacientd, ktefi jsou zafazeni do ¢asti A studie a u
pacientlt s lok&lni-regionalni 1éEbcu (&ast B) se provedlo CT

a/nebo MRI oblasti hlavy a krku.
Poc¢itacova tomografie

PoCitaCova tomografie oblasti krku a hlavy:
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Ve srovnani se spirédlovym CT se preferuje dynamické CT.
Avsak spiralové CT Je mo¥né s vyhodou pouzZit Vv pripadé

pacientt, kte¥i nejsou schopni spolupracovat.

Test se provede v poloze pacienta le¥iciho naznak, krk je
slab& zaklonén, hlava je imobilizovéna a ramena Jjsou uvolnéna
a tladena dolu. Pacient klidn& dycha za pouziti spise
abdominélnich neZ hrudnich svalt. Zobrazeni oblasti stanovené
z podateiniho pohledu se provede V lateralni projekci. Rovina
sobrazeni musi byt paralelni k roving& hlasivkovych vazui.
Rutind se pouzivajil navazujici pruhy O tloustce 3 mm.
7obrazeni se provede od vrcholku lebky do horni Casti

mezihrudi.
7obrazeni magnetickou rezonanci

Pacienti musi leZet v poloze na zéddech, krk slabé
hyperextendovany a hlavu imobilizovanou. B&hem sniméani Jje
nutné, aby pacienti klidng& dychali za pouzitil pridnich svalu
spise neZ hrudnich svalt. Ziskala se vhodna zobrazeni
k demonstraci anatomie oblasti krku a ke zhodnoceni rozsahu
primarni léze a jejich vyskyt v lymfatickych uzlinach.
7obrazeni se provede od vrcholku lebky do horni casti

mezihrudi.
vzdalené metastaze

U vsech pacientt zatazenych do casti B studie se provedlo
CT hrudniku. Jako dalsi metoda zobrazeni metastaz se muze

svolit kostni scintigrafie nebo CT bricha.
CT hrudniku

Pou?ilo se spirdlove CT. Pacienti leZeli v poloze na
zaddech a své paZe meli zvednuté za hlavou. Pacienti klidné
dychali za pouziti spise brignich svall nez hrudnich svalu.

Snimani pacienta zacalo Vv oblasti nad plicema aZ do arovne

[ X R N]
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nadledvinek. Zobrazeni se muselo fotografovat pri

mediastindlnim nastaveni a pfi nastaveni v oblasti plic.
CT bficha

Ziskalo se spiradlové zobrazeni. Pacienti leZeli v poloze
na zadech a své pazZe méli zvadnuté za hlavou. Pacienti klidné
dychali. U vsSech pacientd se pouzila or&lné aplikovana
kontrastni l&tka. Zobrazenad oblast je od oblasti brénice do
oblasti symfyzy. Zobrazeni se muselo vyfotografovat pri

nastaveni v oblasti bficha a jater.
Kostni scintigrafie

Po intravendézni infuzi maximidlné 600 MBg HDP/MDP znacené
MTe je nutné, aby pacient vypil dostatek tekutin a Casto se
vyprazdnoval. Statické =zobrazeni se ziskalo 3 hodiny po
infuzi: zobrazeni celého téla a, JjestliZe Jje to nezbytné,
provedly se 3 detalnéjsi =zobrazeni. Ocekdvané léze budou

potfebovat bliZsi analyzu pomoci CT a/nebo MRI.

Podle sady kriterii odezvy se mélo provést zaznamenani

odezvy kostnich metastdz. Data nejsou k dispozici.
3.5.1.5 Rozpustny CD44vé

Stanovila se koncentrace rozpustného CD44v6 (sCD44vo)
v seru. Koncentrace se stanovila testem ELISA zaloZeném na
bé&Zné dostupné testovaci sadé a testy se provedly podle
mezinardniho  protokolu v instituci ~Boehringer Ingelheim
Department of Pharmacokinetics and Drug Metabolizm, Biberach,
Némecko™. Vzorky krve (budou se déle zpracovavat na serum) o
objemu 5 ml se odebraly v Case pfed infuzi, 21, 48 a 144 hodin
po infuzi a 6 tydnhd po infuzi. Vzorky se nechaly srézet a
sraZenina se odstranila centrifugaci. Podminky uchovavani a
pfepravy. Vzorek wurleny pro test ELISA se uzvarel do

kryozkumavek a opatrné se oznacil, uchovaval se pfi teploté -
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50°C dokud neklesla radioaktivita (v pEipadé 186pe 4 tydny,
v pripadé °™Tc 3 dny) a posilaly se kazdé <&tyfi tydny na
odd&leni Bl instituce ,Department of Pharmacokinetics and Drug
Metabolism®, Biberach, Némecko. Vzorky séra se uchovavaly na

suchém lede.
3.5.1.6 Bezpecnost
Ochrana subjektl

Viichni pacienti se béhem aplikaci radiocaktivné znacenych
monoklonalnich protilatek a po ni pozorné sledovali. Pro tyto

GZely byla k dispozici vidy alesponl jedna osoba.
Laboratorni hodnoceni

Shromézdily se vzorky krve, ve kterych se v dale v textu
uvedenych casech, stanovil obsah g¢lukézy, sodiku, drasliku,
vapniku, chloridu, kreatininu, celkového proteinu, albuminu,
sérové glutamo-oxaloctova transaminézy (sGOT), sérové glutamat
pyruvat transaminazy (sGPT), alkalické fosfotéazy (AP), gamma-

glutaryltranspeptidézy (GGT), bilirubinu, modoviny, kyseliny

moCové, tyreotropniho hormonu (TSH), hemoglobinu (Hb) ,
hematokritt (Ht), prumérnou hodnctu korpuskulérniho objemu
(MCV) , retikulocytl, leukocytu, neutrofili, lymfocytt,

pazofil®, eosinofili, monocytu a desticek.

Uvedené Casy Jjsou:

. ¥1 testovaci navstévé nebo v den 1 pfed infuzi a
p

= 21, 48 a 144 hodin po infazi.

» v pripadé casti A © tydna po infazi. V pripadé &asti B
b&hem 2, 3, 4, 5 a 6 tydnd studie alespofi jednou tydné

(Sasté&ji v pripadé toxicity).

osee
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zakladni laboratorni testy pred infuzi se mohly ziskat bud
pri testovédci navitévé nebo prvni den studie, pricemZz vzorky
se ziskaly ne dfive neZ 21 dni pred infuzi lidské monoklonalni
protilatky BIWA 4 a provedla se vSechna poZadovana stanoveni.
Vysledky v3ech pozZadovanych laboratornich testl se zaznamenaly
a odpové&dny prakticky 1lékaf kontroloval Jjejich zplsobilost
pfed infuzi protildtky. Stejny zplsob se aplikoval v pfipade
aplikace druhé lidské monoklondlni protildtky BIWA 4 v cCasti
B.

Vzorky moce se shromazdily za Ucelem provedeni
standardnich testl (stanoveni proteind, krve a glukodzy)

v téchto Casech:

* p¥i testovacl navstéve
* jeden tyden po infuzi (144 hodin po infuzi)

* 6 tydnl po infuzi

Téhotensky test se vyZadoval v pripadé plodnych Zen pfi

testovaci navstévé a na konci studie.
Stanoveni lidskych anti-lidskych protilétek

Ve vzorcich séra se hodnotila p#itomnost a/nebo vyve]
HAHA. Proto se vzorky krve (které se zpracovaly na serum) O
objemu 5 ml odebraly pri testovaci navstévé, jeden tyden (144
hodin) a 3est tydnd po infazi protildtky. V pfipadé pacienti,
kterym se aplikovala protilatka BIWA 4 dvakrat v Casti B, se
shromdzdily dalsi vzorky pfred druhou aplikaci. MnoZstvi

protilatek v séru se hodnotilo testem ELISA.

Vzorky se nechaly srédZet a sraZenina se centrifugovala za

A¢elem pfipravy séra.

Podminky uchovavani a pfepravy:
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Vzorky pro provedeni testu ELISA se daly do kryozkumavek,
opatrné& se ozna&ily a uchovévaly se p#i teploté =-20°C do
okamZiku, kdy radioaktivita klesla (v pfipadé '®°Re 4 tydny,
v ptripadé °™Tc t¥i dny) a kaZdé C&tyfi tydny se odesilaly na
oddé€leni BI instituce Department of Pharmacokinetics and Drug
Metabolism, Biberach, Némecko. Vzorky séra se posilaly na

suchém ledu.

Jakékoliv zvySeni mnoZstvi lidskych anti-lidskych
protilatek se pozorné porovnédvalo s mozZnymi neZadoucimi
projevy. Tato data se shromaZdovala a zpétné se analyzovala

béhem prubéhu studie.
NéZadouci ucinky

V3echny nezadouci G&inky se zaznamendvaly do CRF.
NeZédouci projevy se klasifikovaly v souladu s US National

Cancer Institute CTC (NCI-CTC) verze 2.0 (verze tohoto

dokumentu se ziskala z internetu
http://ctep.info.nih.gov./CTC3/ctc.htm. V8echny SAE se
zaznamenavaly.

Imunogennost a toxicita

Dfive neZ se provedla tato studie neexistovaly Zadna data
s ohledem na bezpelnost a imunogennost 1lidské monoklondlni
protilatky BIWA 4. V pY¥ede3lé studii provedené s parenteralni
my3i protilatkou BIWA 1 se nepocitalo s klinicky podstatnou
toxicitou. Nepofitalo se s Zadnym toxickym Uc¢inkem pri
aplikaci samotné lidské neznacené monoklondlni protilatky BIWA
4 (Zadné projevy efektoru cytotoxicity zprostfedkovana bunkami
zavislymi na protildtkdch (ADCC) in vitro, neocekavala se
interference s proliferaci bunék vyjadfujicimi  antigen).
Ukézalo se, Ze lidskou monoklondlni protiladtku Je moZné

bezpe&né aplikovat my3im (xenograftovd studie) a opicim
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(studie toxicity). Ve tX¥ech 1lokdlnich studiich toxicity se

demonstrovala dobréd lokdlni tolerovatelnost.

My3i a chimerické monoklondlni protilatky U36 (protilatka
proti epitopu CD44v6 s definovanou specifitou k pfekryvajicimu
se epitopu) byla pro HNSCC pacienty bezpe&néd. Ve fazi I studie
RIT se zvySujici se davkou s cMAb U36 se neprokdzala toxicita
s vyjimkou myelotoxicity (zplUsobené znadenim '°°Re). Teoreticky
bylo moZné, Ze se mlZe objevit hypersenzitivni reakce na
radioaktivné znacCenou lidskou monoklondlni protilétku BIWA 4.
Monoklondlni protildtky se aplikovaly tisice pacientim pro

diagnostické ucely.

ACkoliv to neni pravdépodobné, potencionalni reakce na
intravenézné zavedenou menoklonadlni protilatku BIWA 4 muze
zahrnovat hypotenzi, pfechodnou teplotu a zimnici, kozZni

vyrazku, dyspnoeu, svédéni a anafylaxi.

Vitdlni znaky se ©proto zaznamenavaly (krevni tlak,
teplota, tepova frekvence a dechovd frekvence) pfi testovaci
ndvstévé a v nasledujicim <Zase: pfed infuzi a 10, 60, 120
minut po infuzi a po 6 tydnech po infuzi. V pfipadé pacientq,
kteri se zat¢lenily pouze do c&sti B studie se vitalni =znaky

zaznamenavaly 240 minut po infuzi.

P¥i této studii se pouZily radionukleotidy. Z&freni spojené
s radicnukleotidem emitujicim gamma zafeni °*™Tc (v této studii
20 mCi) bylo podobné zareni zaznamenanYmi rutinnimi postupy
nukledrni mediciny a Thodnotilo se Jjako slabé. Aby se
minimalizovala expozice moCového méchyfe a ledvin zareni,
pacient byl dobfe hydratovdn a musel se vybrazdnovat
v kratkych intervalech béhem prvnich 48 hodin (96 hodin po

infuzi v pfipad& protilatky znacené *®°Re).

186

V pripadé radionukleotidu Re emitujiciho beta a gamma

zafeni (popisuje se v publikaci Breitz et al. (R98-2456) se
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zjistila maxim&lni tolerovana davka monoklonalni protilétky

18Re u silné& pfedem odetfenych pacienttt 90 mCi/m®.

IgG znacené
Jeden z cill studie bylo zkoumat toxicitu lidské monoklondlni
protilatky BIWA 4 znadené '°°Re u pacientti, ktefri trpi lokdlnim
a/nebo oblastnim recidivujicim onemocnénim, v pfipadé& kterych
neni moznad jina volba 1léc&by, nebo vykazuji vzdélené metastaze.
ProtoZe muZe dojit k vyskytu toxicity kostni dfeng&, Stitneé
zlazy, ledvin a jater, odebiraly se vzorky krve urlené pro

testy funkce organl, jak se popisuje v sekci 3.5.1.6.

Za udelem sledovani ubytku nebo narustu télesné hmotnosti
se t&lesnd hmotnost zaznamenala pfi testovaci néavstéve, pred

infazi v den 1 a po 6 tydnech.

U pacientl se sledoval vyskyt lokdlni toxicity. Libovolny

znak lokdlni toxicity se zaznamenaval jako neZddouci jev.
3.5.2 Vhodnost méfeni

Pouzivand méfeni byla dobfe pfijatelnd pro tento typ

studie.
3.5.3 Primdrni U&innost/farmakodynamické promé&nné
3.5.3.1 Studie c&é&st A

Promé&nné primdrni ufinnosti stanovené ve studii v casti A
byly distribuce v biopsii a radioimunoscintigrafie. Popis
metod, které se pouZivaji k ziskdni dat, se popisuji v sekcil

3.5.1.1 a 3.5.1.2.

Pohlceni v normalni tkéni a v nddoru se mé¥ilo v biopsiich
chirurgického prepardtu a pohlceni se vyjédfilo jako procento
davky zavedené injekci na jeden kilogram (%ID/kg). Hodnotil se
a provnaval se <&asovy pribéh pohlceni do nadoru a Jjinych
tkdni, pricemZ se berou v Uvahu rtazné davky monoklonalni

protilatky BIWA 4.

oses
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3.5.3.2 Studie c¢ast B

Primarni parametry u¢innosti se analyzovaly

radioimunoscintigrafii a dozimetrii.
3.5.4 M&feni koncentrace lélCebného prostfedku/farmakokinetika

Koncentrace radioaktivné znadené protildtky BIWA 4 v krvi

se stanovila ve studii v &4sti A a B.
3.5.4.1 Metody a cCasovani odbé&ru vzorkd

Vzorky krve pacientud se odebiraly a zpracovavaly
nasledujicim zpuasobem: 7 ml krve (3,5 ml krve se odebralo do
zkumavky obsahujici etylendiamintetraacetdt draselny a 3,5 ml
krve se odebralo do koaguladni zkumavky: poZadovand mnoZstvi
vyjadfend v mililitrech jsou uvedend dodatku 1) se odebralo
s periferni Zily protéj3i paZe neZ je misto aplikace infuaze
v ureném &ase (to znamend pravé pred aplikaci protilatky, na
konci infaze a 5, 10, 30 minut, 1,2,4,16, 21, 48, 72 hodin po
ukon&eni infuze a 7 dni po infuzi (144 hodin) a 6 tydnl po

infazi). Konec inflze se oznac¢il jako t=0.

Ve studii v &asti B se plénovany odbér vzorkl v case 10
minut a 6 tydnd po infuzi =zrudil. Misto toho se vzorky

odebraly 240 a 366 hodin po infuzi jak se uvadi v dodatku 1.

Mo& se odebirala bé&hem 48 hodin po infuzi 1lidské
monoklonalni protilatky BIWA 4 znadené **™Tc a béhem 96 hodin po
infuzi lidské monoklondlni protiléky BIWA 4 znadené '®°Re. Mol
se shromazdovala 0 az 4 hodiny, 4 aZ 8 hodin, 8 az 12 hodin a
12 a2 24 hodin béhem prvnich 24 hodin a ve zbyvajicim cCase se
vzorky odebiraly v intervalu 24 hodin. Sledovala se
radiocaktivita vzorkd mole =za Uc¢elem stanoveni vylucovani

radioaktivity.



114 R

Za Uéelem pEipravy séra se vzorky krve centrifogovaly.
Pfed zpracovdnim se m&fila radioaktivita v celé  krvi.
Radioaktivita se také stanovila v séru. Obligatni bylo
uchovavat vzorky krve v lednici, pficemZz uvedené vzorky se
nesmé&ly zamrazit. Za pouZiti alikvotu uchovaného =z pripravy
konjugatu se jako standard prfipravilo hmotnostni redéni davky
pacienta zavedené injekci. Stanoveni pulzd v pfipadé vzorka
pacienta a standardl se provedlo v souladu s lokdlnim SOP.
Vysledky se zaznamenaly do vhodnych sekci  CRF. Obsah
radionukleotidu se zaznamenal Jjako procento davek =zavedenych
injekci (vyjadfeno jako %ID/kg krve nebo séra). Bez ohledu na
stanoveni radioaktivity se u véech vzorkua zjistovala

pfitomnost imunitnich komplext pomoci HPLC.

Ozna&eni zkumavek zahrnovaly nédsledujici informace: ¢&islo
studie, &islo pacienta, identifikaci vzorku (to znamena, zda
jde o serum, plazmu nebo krev), Cas vztaZeny k infuzi,
skute&ny &as, skuteéné datum a izotop (to je **Ic nebo '*°Re).
ME&¥il se a =zaznamendval se objem kazZidého wvzorku a na
ozna&enich v3ech vzorkdl mode Jsou uvedeny ndsledujicl
informace: ¢islo studie, &islo pacienta, celkovy objem vzorku,
interval odebrani, skuteiny &as, datum a izotop (to je *7"Tc

nebo 186Re).

Datum, <¢asy a vysledky méfeni radioaktivity wvsSech

farmakokinetickych vzorkl se zaznamenavaly do CRF.

Vzorky plazmy v pfipadé testu ELISA se prfenesly do
kryozkumavek a pozorné& se znacily a uchovaval se pfi teploté -
20°C dokud neklesla radioaktivita (v pripadé 186pe 4 tydny,
v pripadé °Tc 3 dny) a posilaly se kaZdé <&tyfi tydny na
oddé&leni Bl instituce ,Department of Pharmacokinetics and Drug
Metabolism®™, Biberach, Némecko. Vzorky plazmy se uchovavaly na

suchém ledu.

3.5.4.2 Analytickd stanoveni
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Vzorky plazmy se zkoumaly testy ELISA v instituci
~Department of Pharmacokinetics and Drug  Metabolism",
Biberach, Némecko. Stanoveni radioaktivity se provedlo ve

vzorcich plné krve, v séru a mocli.
3.5.4.3 Parametry a hodnoceni

Nasledujici farmakokinetické parametry se stanovily za
pouziti WinNonlin 3.1 Professional (Pharsight Corporation,

Mountain View, Kalifornie) v celé krvi, v plazmé&, v séru.

Primarni farmakokinetické parametry jsou c¢as, pii kterém
se pozorovala maximdalni koncentrace 1éCebného prostredku
(Tmax) , maximalné pozorovand koncentrace lécCebného prostredku
(Cmax), plocha pod k¥ivkou koncentrace-¢as (AUC)g.., konecna
eliminace polofasu rozpadu (tisz), objem distribuce (konecna
fdze a pFfedpoklddané klidové stadium), celkovd télesna

clearance (CL) a stredni doba zdrZeni (MRT) goe.
Primérni cile farmakokinetické analyzy jsou:

Stanoveni a porovnani rozmisténi celkové radioaktivity a
imunoreaktivni lidské monoklondlni protilatky BIWA 4 po
aplikaci jediné davky 1lidské monoklondlni protilétky BIWA 4
znacené **"Tc (Cast A) a lidské monoklondlni protildtky BIWA 4

znacené ®°Re (&4st B).

Vypociténi frakce radioaktivity zavedené injekcl obsaZené
béhem studie v Jjatrech a ve sleziné =za pouZiti dat ze
zobrazeni a dat z krevnich testd. Po dosaZeni té&chto cild se
pouzil software WinNonlin®, aby se provedla, po intravendzni
aplikaci, farmakokineticka& analyza koncentrace plazmy verzus
Casové profily imunoreaktivni 1lidské monoklondlni protilatky

BIWA 4 a stupné& radioaktivity celé krve, jako funkce casu.

Vysledky jsou zaznamendny jako statistické pfehledy.

L X XX

[EX N
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3.5.5 Farmakokineticky/farmakodynamicky vztah

Za Ulelem popséni distribuce a metabolizmu monoklondlni
protilatky BIWA 4 znacené 186Re u Zlovéka se pouzil <&astelny
farmakokineticky model. Kombinovaly se  data popisujici
koncentraci BIWA 4 v plazmé&, v plné krvi a stanoveni
radiocaktivity v séru, a data o radioaktivité ziskand =ze
zobrazeni celého téla a specifickych oblasti, dale data o
aplikované davce monoklondlni protilatky znacené 185pe, o davce
neznacené monoklon&lni  protildtce BIWA 4, o mnozZstvi
rozpustného CD44v6 a stanoveni radicaktivné znalené protilatky

pfed infuazi.

Vysledky se zaznamenadvajl jako statistické prehledy. Avsak
kolisani bylo velmi vysoké, aby se data mohla pouzit pro

vytvoreni vyznamného modelu.
3.5.6 Primd&rni proménnad bezpecnosti

Stanoveni  maximalni  tolerované davky a stanoveni
bezpelnosti byly primdrni kone&né body studie ¢asti B. Méreni

se provedlo zpusobem popsanym v sekci 3.5.1.6.
3.5.6.1 Da&vka mezni toxicity a maximdlni tolerovand davka

DLT se definuje jako nehematologick& toxicita CTC stupen 3
spojend s aplikaci 1écebného prostfedku nebo hematologicka
toxicita CTC stupen 4 spojend s aplikaci 1lécebného prostredku.

Zahrnuje nauseu a zvraceni adekvatnli antiemetické lécbe.

MTD se definuje jako davka, pfi které se méné neZi u dvou
pacientd ze 8Sesti vyvinula DLT spojend s aplikaci lecCebneého

prostredku.

3.6 Data zabezpeceni kvality
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Studie se v obecném ptipadé provedla podle principd GCP
jak se specifikuje ve vhodnych pfedpisech a ve standardech

chirurgickych zakrokl, které odraZzeji tyto predpisy.

V prib&hu studie reprezentant firmy Boehringer Ingelheim
The Netherlands nav3tivil misto vyzkumu, aby sledoval
pokralovani studie. Dochdzelo k Castym kontaktdm a navstévam
za UCelem provedeni auditu dat zahrnujici porovndni zdrojovych
dokumentl® s CRF a kontroly u&innosti léCebného prostfedku.
Osoby odpovédné za vyzkum musely spolupracovat se zastupci
firmy Boehringer Ingelheim The Netherlands béhem Jejich

navstév,

CFR se shromaZdovaly. Pofizovaly se kopie dat. Provadéla
se kontrola dat a neprijatelna data se diskutovala

s pracovniky odpovédnymi za klinickou studii.

Vainé nezadouci  projevy se zaznamenavaly zplsobem
definovanym v protokolu a v CRF a podle SOP firmy Boehringer

Ingelheim.

3.7 Statistické metody planované v protokolu a stanoveni

rozsahu vybérového souboru
3.7.1 Statistické a analytické pléany
3.7.1.1 Statisticky projekt/model

Statistickym modelem pfi této studii se béZné& pouZivd ve

fadzi I onkologickych studiich.
Cast A

Cast A féaze I této studie byla nefizend, sekvenéni
skupinovad studie s rostouci davkou, jejimZ cilem je stanoveni
bezpednosti, tolerovatelnosti, biodistribuce a farmakokinetiky

lidské monoklonélni protilatky BIWA 4 znacené 9mre aplikované
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jedinou infuzi pacientim s pokrocilym stadiem spinocelularniho

karcinom v oblasti hlavy a krku.

V této <Z&asti studie se pouzily t¥i odlidné davky lidske
monoklondlni protilatky BIWA 4, kdy pro kazdou davku se
pléanovali t¥i pacienti. U v8ech pacientt se prokazal nador
v oblasti hlavy a krku a byli zplsobili pro chirurgicky

zakrok.
Cast B

Cast B faze I této studie byla oteviend nefizend studie
s rostouci davkou, JjejimZ cilem je stanoveni bezpeclnosti,
tolerovatelnosti, MTD, farmakokinetiky a predbéZnych
terapeutickych u&inkd 1lidské monoklondlni protiladtky BIWA 4
znacené '°°Re aplikované jedinou infuzi pacientlm s pokroZilym
stddiem spinoceluldrniho karcinomu v oblasti hlavy a krku, pro

které nejsou dostupné jiné mozZnosti 1écby.

V této <&4&sti studie se =zvySovala dévka radiace. Dvéma
pacientim se aplikovala davka, pr¥i které se pozoroval stupen
toxicity niz$i neZ Jje stupefl toxicity 2 CTC. JestliZe se
pozoroval stupen toxicity vy33i nebo roven stupni toxicity 2,

musela se davka aplikovat alespon tfem pacientim.
Hodnoceni bezpecénosti a tolerovatelnosti (Cast A + B)

Bezpeénost a tolerovatelnost studie se hodnotily Jjako
zmé&ny laboratornich parametrt, vitdlnich znakd, vyvoj HAHA a
vyskytu nezadoucich projevu. Vysledky se zaznamenavaly

oddélené pro kazdou davku stejné jako primérné hodnoty.
Hodnoceni biodistribuce (Cast A)

Biodistribuce lidské monoklonalni protilédtky znalené °*"Tc
v pevné tkani se hodnotila radioimunoscintigrafii (popisuje se

v sekci 3.5.1.1) a méfenim radioaktivity biopsii (popisuje se

o0
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v sekci 3.5.1.1 a 3.5.1.2). ProtoZe jedna davka se aplikovala
pouze tfem pacientim, pro zpracovani vysledkl byla moZna pouze

popisnéd statistika.
Hodnoceni imunoscintigrafického zobrazeni (Cast A + B)

V danych ¢asech  po aplikaci radioaktivné znacené
protilatky se ziskalo imunoscintigrafické zobrazenil (uvedeno

v sekci 9.5.1.1). Opét se pouZila pouze popisnd statistika.
Farmakokinetické hodnoceni (&ast A + B)

Nasledujici  farmakokinetické parametry se  stanovily
z plazmy nebo séra, z moCe a dat zobrazeni, jak se popisuje

ddle v textu:
Primdrni parametry

Tnaxr Cmaxs AUCo.., konecnad eliminace polocasu rozpadu (tisz),
objem distribuce (koneénd faze V, a pfedpoklddané klidove
stddium Vgs), celkovd télesnid clearance (CL) a stfedni doba
zdrZzeni (MRT) ... Kumulativni urindrni exkrece radioaktivity

v prubé&hu Casu se stanovila z celkového objemu moce.
Sekunddrni parametry

Planovalo se vyvinuti Céstedného farmakokinetického modelu
za  Udelem definovani  distribuce a metabolizmu  1lidské
monoklon&lni protildtky BIWA 4 znadené '%°Re u 1idi. Model
porovnaval data ziskand z mé&feni radioaktivity v séru a
v moli, radioaktivity ze zobrazeni celého t&la a specifickych
oblasti, aplikovanou davku lidské monoklondlni protildtky BIWA
4 znaZené '*°Re, mnoZstvi rozpustného CD44v6 a stanoveni

radicaktivné znacené protildtky pred infuzi.

Planovalo se zaznamendvat vysledky oddélené pro kazdou

davku a jako primé&rné hodnoty statistickych souhrnu.
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Hodnoceni terapeutického G&inku (C&st B)

Odezva né&doru je parametr terareutické ufinnosti. Odezva
nddoru se hodnotila podle pravidel WHO. Soudet produktl
nejvét3iho svislého prUméru viech mé&fenych nadorovych 1ézi je
primarnim  parametrem odezvy  né&doru. Existuje oddélené

kriterium pro hodnoceni odezvy kostnich lézi.
3.7.1.2 Nulovd a alternativni hypotézy

VSechny analyzy této studie byly svou podstatou popisné a
ovérovacli. Libovolné statistické testy se provedly pouze, aby
poskytly statisticky zaklad, ze kteriho je mozZné planovat cile
a prubé&h dalSich studii. Pfedvidaly se neformdlni statistické

inference a provedly se testy, které neisou statistické.
3.7.1.3 Plénované analyzy
0dlisily se dvé populace:

®*Zadmér 1léc¢it podmnoZinu v3ech pacientl, kterym se aplikovala
infize radiocaktivné znacené lidské monoklondlni protiléatky

BIWA 4 a v pripadé kterych byla dzta dostupnéa.

*PodmnozZzina podle protokolu zahrnuje hodnotitelné pacienty.

Pacient miZe Dbyt hodnocen rcokud splfiuje nésledujici

kritéria:
Cast A
1. Zcela splnuje kritéria pro zamdr 1é&it podmnoZinu
pacientq.
2. Sledovani nezadoucich Gcinkl, vitédlnich znaka a

bezpednosti vzorkl krve a mole bylo adekvéatni.

3. Imunoreaktivni frakce v alespocil jednom ze dvou provedenych
testld byla vétsi nez 60 %.

4. Adekvatni biopsie a scintilaéni zobrazeni byly

hodnotitelné pro stanoveni bicdistribuce.

esee

(X R X
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Cast B:

1. Zcela splfiuje kritéria pro zamér 1é¢it podmnoZinu pacientt.

2. Sledovani neZddoucich Glinkl, vitdlnich znakl a bezpelnosti
vzorkl krve a moce bylo adekvatni.

3. Imunoreaktivni frakce v alespoii jednom ze dvou provedenych
testl byla vétsi neZ 60 %.

4. Odezva: Je mozZné hodnotit odezvu pacienta (Pts.), JestlizZe
se ziskalo adekvdtni méfeni nédoru a jestliZe pacienti byli
sledovdni alespon Sest tydnl. JestliZe se bé&hem obdobl Sest
tydnd pozorovalo postup onemocnéni, u pacientt se také

hodnotila odezva.
Primarni analyzy
Primérni analyza se provedla v podmnoZiné podle protokolu.

Nahradili se pacilenti, které neni mozné hodnotit.
V pripadé <&asti A se pléanovalo, Ze hodnotitelnd podmnoZina
bude zahrnovat 9 pacientd. V pfipadé c<&asti B pocet pacienta
zavisi na skutecCnosti, zda dojde k toxickému u¢inku. Pacienti,
u kterych se hodnotila toxicita, ale ne odezva, nebyli

nahrazeni.
Farmakokineticka data:

Analyzu farmakokinetickych dat provedl Dr. Thomas R.
MacGregor, Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals Inc.

Ridgefield CT, USA.
Primdrni parametry farmakokinetické analyzy byly:

1. Stanoveni a porovndni rozmisténi celkové radioaktivity a
imunoreaktivni 1lidské monoklon&lni protildtky BIWA 4 po
aplikaci jediné dévky lidské monoklondlni protilatky BIWA 4
znaené *™Tc¢ a 1lidské monoklondlni protildtky BIWA 4

znacené '8%Re.
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2. Identifikace vhodné davky 1lidské monoklondlni protilatky
BIWA 4.

3. Stanoveni rozdéleni druhé dé&vky 1lidské monocklonalni
protilétky BIWA 4 znalené '*°Re.

4. Vypolet frakce radioaktivity =zavedné infuzi, kterad se
objevuje v jatrech a ve slezin& za pouZiti dat ze zobrazeni
a z krevnich testl. Aby se dosdhlo uvedeného cile, provedla
se po intravenézni aplikaci za pouZiti softwaru WinNonLin®
farmakokinetickd analyza koncentrace v plazmé& verzus Casovy
profil imunoreaktivni lidské monoklonalni protildtky BIWA 4
a stupen radiocaktivity v celé krvi, Jjako funkce Ccasu.
Libovolnd mé&¥eni zahrnujici radioaktivitu se vztahujil
k frakci radioaktivniho znaceni vazaného na protein a je
imunoreaktivni pred infazi. Vytvo¥ené specificke
farmakokinetické parametry zahrnujil: Tmaxs, Cnaxs AUCo.e,
termindlni eliminace polocasu rozpadu, objem distribuce
(termindlni faze a predpokladané klidové stadium),
clearance celého téla a stfedni doba zdrZeni(0-=).
Kumulativni urindrni exkrece radioaktivity v Case se

stanovila z celkového objemu moci.

Sekundarni cile farmakokinetické analyzy vytvorit
farmakokineticky model, ktery bude popisovat distribuci a
metabolizmus 1lidské monoklondlni protildtky BIWA 4 znalené
1% Re u 1idi, se nesplnil vzhledem k vysokému kolisani dat

(zvlasté radioscintigraficka data).
Sekundéarni analyza

Sekundarni analyza se provedla za Glelem léc¢it podmnoZinu

pacient®, ktefi jsou zaclenéni do studie &&sti B.

Sekunddrni analyza se omezila na kliCové Dbody: podil

odpovédi, doba trvani odpovédi, ¢&as postupu onemocnéni.

Pfredbé&Znd analyza
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Predb&Zna analyza se neprovedla.
3.7.1.4 OSetfeni chybéjicich dat

Ve fazi 1 studie se ocekdvalo, Ze vétsSina dat Jje pro
analyzu dostupnych. V pfipadé chypbéjich dat Dbylo velmi
pravdépodobné, Ze davod nesouvisi s koncem studie. Chybéjici

data nebyla zaclenovéna.
3.7.2 Stanoveni rozsahu vybé&rového souboru

V Césti A studie tfi pacienti, kterym se aplikovala jedna
vySka davky, umoznuji ziskat informace o bezpelnosti 1lidské
monoklendlni protilatky BIWA 4 & o predpokléddané optimalni

davce 50 mg neznacené lidské monokloralni protilatky BIWA 4.

V ¢asti B studie se Sest pacientl povaZuje za dostatecny
pocet pro stanoveni DLT. Tapbulka 3.7.2.1 vykazuje
pravdépodobnost 2 nebo vice ze Sesti pacienti, u kterych se
projevila DLT, a predpokladané  frekvence vyskytu DLT

v populaci vSech pacientt.

Tabulka 3.7.2.1 Pfedpokladanad frekvence DLT v populaci

0,40 0,42 0,45
Pravdépodobnost
pozorovani DLT 0,77 0,80 0,84
u dvou nebo
vice ze Sesti
pacientl
Zdroj: Pravdé&podobnost vypoltené =z kumulativni distribuéni

funkce Dbinomidlni distribuce s hodnotou n=6 a s kolisanim

hodnot p~.

Vzhledem ke schématu zvy3ovéni radioaktivity existuje
pravdépodobnost alesponi 80 % v pfipadé 2 nebo vice pacientd,
kteri vykazuji DLT, v pfipadé, Ze individudlni pravdépodobnost

pro pacienta, Ze dosdhne DLT je 42 2 nebo vy351i.
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3.8 Zmény v provedeni studie nebo v plénovanych analyzach

Nasledujici zmény v protokolu byla zaclenény

prost¥ednictvim dodatku.

Casy odb&ru vzorkl krve se upravily za&lenénim dodatku &.
1 z 1.24F1 1999. Odbéry vzorkd 10 minut a 6 tydnd po infazi se
vynechaly, =zatimco dal8i vzorky se odebraly po 240 a 330
hodinadch po infuzi v &asti B studie. Ukadzalo se, Ze puvodni
pladn odbéru vzorki nebyl dostateény, aby adekvatné pokryl
pfedpokladany poloCas rozpadu 50 hodin, ktery se pozoroval
v Casti A studie. Celkem se odebralo 3,5 ml krve do zkumavky
obsahujici etylendiamintetraacetdt draselny a 3,5 ml do

koagulaénich zkumavek.

Protokol uvadi, Ze pacientlm Je moZné aplikovat druhou
davku '®*Re-BIWA 4 po té, co se u nich stanovila MTD. Tento
postup se upravil v dodatku ¢&. 2. Pacienti se povaZiujl za
vhodni pro druhy cyklus 1é&by v pfipad&, Ze odpovidaji na
prvni aplikaci ®®Re-BIWA 4, neobjevily se u nich Z&dné
neZadouci G&¢inky nebo tyto neZddouci u&inky pominuly a
neprokédzaly se protildtky HAHA. Odezva se definovala Jjako
stabilni onemocnéni (to je bez zmén), Castelnd remise nebo
Gplnad remise. Druh4 aplikovand davka byla 50 mCi/m®. Na zakladé
zmény linkeru se studie ukonéila dfive, neZ se zkoumala druha
davka s davkovacim reZimem popsanym v protokolu. Dal3i 1lécba

pacientt, ktefi vyzkazovali odezvu, se popisuje v dodatku 2.

Studie se zakonCila po dosazZeni MTD na z&kladé zmény

linkeru. MAG3 se nahradil MAG2GABA-TFP.

Vzorky dostupné pro stanoveni sCD44v6 se odebirali

¢asté&ji, neZ bylo plvodné plénovano.

Nasledujici zmé&ny se provedly po ziskani dat a na zdkladé

diskuze s tymem provadéjicim studii.
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Pomér %ID/kg né&doru verzus %ID/kg tkané&, kterd neni
nddorova, se provedl pouze v pfipadé kostni dfené, pricinou je

variabilita vysledkt.

Stejné plati pro hodnoceni velikosti nadoru. Mé&reni nebylo
Uplné, coZ ohroZuje vyznamnost hodnoceni. Proto se neprovedla

formalni analyza.
4. Subjekty studie
4.1 Dispozice subjekti

Ze 33 sledovanych pacientd 3 preru$ili studii vzhledem
k neZiddoucim projevim  drfive nez se aplikoval lécebny
prostfedek (tabulka 6.1.1). Tito tfi pacienti nejsou zahrnuti
do analyz. Celkem se do této studie zahrnulo a 1léc¢ilo 30

pacientn.
Cast A

Deset pacientd z 30 byli zaclenéni do ¢asti A studie,
pficemZz vidy 3 pacienttim se aplikovala davka 25 mg respektive
100 mg °™Tc-BIWA 4, zatimco 4 pacienttm se aplikovala dévka 50
mg °"Tc-BIWA 4. V3ichni pacienti zahrnuti do &asti A studie

studii ukoncéili.
Cast B

Dva z 20 pacient® zaClen&nych do &&sti B studie pferusili
studii na z&klad& neZadoucich projevl (dva pacienti zemreli).

Tfem pacientlim se aplikovala druhé& déavka 50 mCi/m.

Tabulka 6.1:1 Dispozice pacientt

cast A ¢ast B celkem
TEpc-BIWA 4 'Re-BIWA4 (mCi/m’)
25mg 50mg 100mg 20 30 40 50 60

BIWA4 BIWA4 BIWA4

testovano 33
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zahrnuto 3 4 3 2 4 3 6 5 30
odetfeno 3 4 3 2 4 3 6 5 30
dokon&ilo 3 4 3 2 3 2 6 5 28
pterusilo 0 0 0 0 1 1 0 0 2
zpusobeno AE 0 0 0 0 1 1 0 0 2
zpisobeno nizkou 0 0 0 0 0 0 0 0 0
u&innosti

jiné davody 0 0 0 0 0 0 0 0 0

) R B

Z2dro dodatek 16.1.9.2, tabulka 1.1

4.2 Odchylky od protokolu

vétgina poruseni protokolu byly odchylky (v&tsi nez
pfiblizné 10 %) od &asovych intervalt uvedenych Vv protokolu
pokud jde © vzorky krve a/nebo moce. PostiZeni pacientil nebyli
vyjmuti z analyzy, ale pti stanoveni koncentraci Vv krvi,
plazmé&, Vv séru a mo&i pouzil skutecny cas pro odebirani vzorka

krve a moce.
5. Hodnoceni a&innosti/klinickeé farmakologie

Vysledky z gasti A potvrdily, Ze davka 50 mg monoklonalni
protilatky BIWA 4 je optimdlni davkou pro lécbu. Data Casti B
studie indikuji, Ze Ppro pacienty Jje klinicky vyhodna 1écba
pormoci 186po-BIWA 4 v piipadé, >e davka zareni Jje niz3i nez

davka, pri které se pozorovalo DLT.

7iskané koncentrace BIWA 4 Dbyly uUmérneé davce a malé
mno¥stvi aplikované davky  se vylucovalo prostfednictvim

ledvin.
5.1 Analyzované sady dat

V&ichni pacienti, kterym se aplikovala alespofi jedna davka
1é&ebného prostfedku, se zahrnuli do analyzy zamé&fené na
1&&bu. Sedm pacientl z c4sti A se zaclenilo do analyzi podle

protokolu. V casti B se neprovedla analyza podle protokolu.
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5.2 Demografie a jiné zakladni charakteristiky

Pram&rny v&k vSech pacientl zahrnuje 56 let (v rozmezi 37
az 78 let). Devatendct pacientd byli muZi a jedenact pacientt

byly Zeny (tabulka 5.2:1).

Tfi pacienti 1léCeni v ¢&sti A nikdy nekoufili, zatimco
sedm pacientd jsou kufdci (rozmezi véku pacientd v souboru je
19 az 47 let). Casté poZivani alkoholu se uvadi u osmi

pacientll, zatimco dva byli abstinenti (tabulka 5.2:1).

VSichni pacienti v ¢asti B byli bud byvali kufaci nebo
soucasni kufaci (tabulka 5.2:1) s primérnym vékem 35 let (v
rozmezi 10 aZ 86 let). Sest pacientt byli abstinenti, zatimco
zbyvall pacienti byli ¢&astymi konzumenty alkoholu (tabulka

5.2:1).

Stadium onemocnéni u vSech pacientt v &asti A bylo lokalni
s moznym chirurgickym zakrokem, zatimco v pripadé& pacientd v
Casti B jde o recidivu (15 pacientd) a/nebo o vyskyt metastéaz
(3 pacienti). Jeden pacient vykazoval lokdlni onemocné&ni, kde
nebyla moZnost zvolit chirurgicky zakrok. V pfipad& jednoho

pacienta informace chybi.

Soubé&Zna onemocnéni nebo relevantni anamnéza je znédma u 28
pacientd (tabulka 5.2:1). Soubé&Znd terapie byla nutnd u vsech
pacienta. NejbéZnéji  pouzZivané lécebné prostfedky jsou
analgetika, sedativa, laktuldza, Hy-bloker, antiemeticka a

antimikrobidlni ¢&inidla.

Tabulka 5.2:1: Demografie a zédkladni charakteristiky. Dany
jsou primérné hodnoty st&ri. VsSechny Jiné

obrdzky znac¢i ¢isla pacientt.

Cast A &ast B celkem
PmTc-BIWA 4 1%%Re-BIWA4 (mCi/m’)
25mg 50mg 100mg 20 30 40 50 60
BIWA4 BIWA4 BIWA4
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pocet 3 4 3 2 4 3 6 5 30
vék (promérna 45,7 | 58,5 | 58,7 57 61 53 57 60,4 | 56,4
hodnota)

maz/Zena 2/1 | 2/2 | 1/2 |1/1]3/1] 2/1 [5/1 ] 3/2 |19/11
soubézné onemocnéni 3 3 2 2 4 3 6 5 28
soub&ina terapie 3 4 3 2 4 3 6 5 30
Kutaci 2 4 1 0 1 0 3 1 12
byvali kufaci 0 0 0 2 3 3 3 4 15
konzumenti alkoholu 3 3 2 0 3 3 6 2 22

Pocatedni diagndéza onemocnéni byla =zndma u pacientu
z Casti A pribliZné jeden mésic pfed zaclenénim do studie,
zatimco pacienti, ktefi Jjsou =zacdlené&ni do ¢&&sti B studie
trpéli onemocnénim v priméru dva roky (rozmezi 0,1 az 17,5
let, tabulka 5.2:2). Skére podle Karnofsky je v rozmezi 70 az
100 u pacientu z ¢asti A. Pacilenti z &asti B vykazovaly skoére

podle Karnofsky 70 az 90 (tabulka 5.2:2).

Metastédze se ve studii v C&sti B objevily u jednoho

pacienta.

VSichni pacienti v ¢&sti B prodé€lali radioterapii a/nebo
chemoterapii, =zatimco pacienti v Casti A neprodélali ani
chemoterapii ani radioterapii (tabulka 5.2:2). Nejcasté&jsimi
pouzivanymi systémovymi 1éc&ebnymi prostfedky urcenymi proti

zhoubnému bujeni je cisplatina, metotrexdt a fluorouracil.

Chirurgicky zdkrok byl u 11 z 13 pacienta v Casti B, kteri
prodélali predchozi <chirurgicky z&krok, radikdlni (tabulka

5.2:2).

Velikost ndadort (zahrnujici metastéze) byla v rozmezi 14
mm® aZ 10304 mm®. U vé&t3iny pacientd misto primdrniho nédoru
bylo stfedné diferenciovédno. Lymfatické Zlazy byli =zasaZené u

13 pacientd (tabulka 5.2:2).
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Tabulka 5.2:1: Demografie a z&kladni charakteristiky. Dany
jsou prumé&rné hodnoty stdfi. VSechny Jjiné

obrédzky znaci &isla pacientu.

Cast A ¢ast B
“Src-BIWA 4 T¥Re-BIWA4 (mCi/m’)

25mg 50mg 100mg 20 30 40 50 640

BIWA4 BIWA4 BIWR4
po&et 3 4 3 2 4 3 6 5
po&et let s 0,11({0,08(0,07]9,3 2,1311,1710,8 1,16
onemocnénim
skére podle 90 90 | 100 | 80 | 75 | 76,7 | 85 | 80
Karnofsky
radikalni 0 0 0 2 2 1 2 4
chirurgicky zakrok
zasaZené lymfatickeé ) 2 0 2 3 2 1 1
Zlazy
pfedchozi 0 0 0 1 3 1 4 1
chemoterapie
ptedchozi 0 0 0 2 4 3 6 5
radioterapie

5.3 Hodnoceni dodrzZovéni 1lécby

Viechny lécebné prostfedky se aplikovaly za dohledu védcl
nebo jejich asistentl. Krev se odebirala za ucelem stanoveni
farmakokinetiky protildtky BIWA 4. V3ichni pacienti vykazuji

v krvi detekovatelné mnoZstvi protilatky BIWA 4.
5.4 U&innost/vysledky klinické farmakologie

T¥i ze Zesti pacientl dosahli stabilniho stadia onemocnéni
p?i maximalni tolerované davce 50 mCi/m®. V &asti A studie se
potvrdilo, Ze davka 50 mg BIWA 4 je optimalni davkou, co se
tykd koncentraci v krvi a selektivni pohlceni néadorem.
Koncentrace BIWA 4 v plazmé byla pfimo umérnad davce Vv rozmezi
25 a% 100 mg BIWA 4 v &asti A a vrcholem v Case 0,9 hodin
s terminalnim eliminaénim polo&asem 54 a¥ 74 hodin a 94 hodin

v pripad& &asti A respektive cCasti B.

5.4.1 Analyza uc&innosti/farmakodynamika
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5.4.1.1 Primdrni konécné body

Primarni kone&ny bod v pfipadé uc¢innosti byl biodistribuce

lidské monokondlni protildtky znadené °*™Tc v &asti A. Daldimi
primédrnimi konecnymi body byly analyzy
radioimunoscintigrafickych zobrazeni a farmakokinetiky

(popsané v sekci 5.4.2) v ptipadé c¢éasti A respektive B.

Dozimetrie se provedla pouze v Casti B.
Biodistribuce °*Tc-BIWA 4 v Casti A

Vzorky tk&né se =ziskaly béhem chirurgického =z&kroku a

99m,

pohlceni Tc-BIWA 4 exprimované jako % injektovatelné davky

(ID) /kg tkéné.
PodmnozZina urcend k 1écbé (ITT):

Relativni biodistribuce ®*"Tc-BIWA 4 byla nejvy33i v néadoru
u v3ech tYech skupin davky s vyjimkou pacienta 1 (25 mg BIWA
4), pacienta 5 (50 mg BIWA 4, Z&dné nadorové bunky) a pacienta
9 (100 mg BIWA 4). Pohlceni naddorem se pohybuje v rozmezi od 6
do 17 % ID/kg, 5 do 28 % ID/kg a 13 az 17 % ID/kgv pfipade
skupiny, kde se aplikovala davka 25 mg, 50 mg respektive 100
mg. Vypo&itany primérny pomér pohlceni néddorem verzus pohlceni
kostni d¥eni byl 1,7, 2,6 a 2 ve skupiné, kde se aplikovala

davka 25 mg, 50 mg respektive 100 mg (tabulka 7.2:1 a 7.2:2).

PodmnoZina podle protokolu (PP):

Relativni Dbiodistribuce 1lidské monoklondlni protilatky
znadené °°™Pc BIWA 4 byla nejvy33i u nédoru ve v3ech tfech
skupindch s vyjimkou pacienta 1 (aplikovala se davka 25 mg
BIWA 4). Pohlceni nadorem je v rozmezi 6 aZ 17 %ID/kg, 23 az
28 $ID/kg a 16 % 1ID/kg v pfripadé skupiny, kde se aplikuje
davka 25 mg, 50 mg respektive 100 mg. Vypoclitany prumérny

pomér pohlceni né&doru verzus pohlceni kostni dfeni byl 1,7,
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3,2 a 2,5 ve skupin&, kde se aplikovala davka 25 mg, 50 mg
respektive 100 mg (tabulka 7.2:1 a 7.2:3).

Trend sm&fujici k siln&jsimu pohlceni s mensi velikosti
naddoru se jevi ve skupin&, kde se aplikovala davka BIWA 4 25
mg. Podobné hodnoceni neni moZné v pripadé skupin, kde se
aplikovala BIWA 4 v davce 50 mg a 100 mg, coZ je zpusobeno

omezenym poltem pacientd (tabulka 7.2:4).

Silné pohlceni $%ID/kg se pozorovalo v supernatantu kostni
d¥ené (aZ 17 %ID/kg) a v plazm& nebo v krvi (az 13 %ID/kg),
ktery byl vidy niZ3i neZ pohlceni v nddoru v populaci podle
protokolu s vyjimkou pacienta 1 (25 mg BIWA 4). Pohlceni ktzi
a sliznici bylo vZdy niz3i neZ pohlceni primdrnim néadorem

v podmnoziné podle protokolu.
Radioimunoscintigrafickad zobrazeni *°"Tc-BIWA 4 v &&sti A

Zatimco se nezjistilo Z&dné pohlceni radioaktivity nadorem
pfimo po infuzi, po 21 hodinach doslo k pohlceni médiem 1,9.
Pohlceni radioimunokonjugdtu se jevi byt niZz3i v kostni dfeni
a v ledvinidch p¥imo po infuzi a 21 hodin po infuzi.
V porovnani s médiem pohlceni v plicich bylo nizké, =zatimco

pohlceni v jatrech bylo vy3Si.

Podobny patern se pozoroval v populaci podle protokolu.
Jedinym rozdilem se Jevi byt vy33i pohlceni v ledvinach,
zatimco pohlceni v plicich bylo niZ3i ve srovndni s populaci

urc¢enou pro lécbu.
Radioimunoscintigraficka zobrazeni '®°Re BIWA 4 v &asti B

Radioimunoscintigrafické testy se provedly bezprostfedné
po infuzi a 21, 48, 72, 144 a 336 hodin po infuzi. Pohlceni
naddorem pfimo po infuzi nebylo prakticky patrné. Relativni

pohlceni v nadoru se jevi byt zavislé na davce a Casem roste
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a¥ dosahne stfedniho a vysokého pohlceni po 72 az 144 hodinéch

s poklesem po 336 hodinach.

Biodistribuce radiocaktivity byla podobna v kostni dfeni,
v plicich, Jjétrech, ledvinidch a ve stfevech a nepotvrdil se
stejny u&inek zavisly na davce (s vyjimkou stiev). Relativni
pohlceni radioaktivity se jevi byt konstantni nebo &asem slabé
kleséd a Jje podobné Vv ptipadé vdech davek radioaktivity.

Pohlceni kostni dfeni je nejnizsi v pripadé vétsiny skupin.
5.4.1.2 Sekundarni koncové body

Sekundarni koncové body uc¢innosti byly nadorova odezva na
1é&pbu v &asti B a sila exprese CD44vé v nadoru v &asti A.
Exprese rozpustného CD44v6 se stanovila v pfipadé obou casti

studie.
Exprese CD44vé v nadoru v Casti A

V pripadé sedmi pacientd Jjsou dostupnéd data © expresi
antigenu CD44v6. Exprese antigenu CD44v6 se pozorovala ve vice
bey 90 % a 80 % nadorovych bunék u péti a dvou pacientd,
zatimco exprese antigenu CD44v6 se detekovala ve vice nez 90 %
punék metastaz lymfatickych uzlin u &tyf pacienti, jejichz
lymfatické Zlazy byly dostupné pro hodnoceni. Homogenni
exprese antigenu CD44v6 se pozorovala u v8ech pacientl ve
sliznici.

Odezva nadoru v Casti B

pacienti, kterym se aplikovaly davky 40 mCi/m? '®*Re-BIWA

4, nevykazuji odezvu nadoru. Vsichni pacienti vykazujil

postupujici onemocnéni. U Jjednoho pacienta odezvu nadoru

nebylo moZno hodnotit vzhledem k jeho umrti.

U tii ze Sesti pacientd, kterym se aplikovalo 50 mCi /m?

186po-BIWA 4, se vyvinulo stabilni onemocnéni a nedoslo ke
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sm&nam bé&hem prvniho cyklu. Dva z -&chto tfi pacientq, kterym
se aplikovala v jiném cyklu déka 50 mCi/m? '8°Re-BIWA 4,
vykazovali postupujici onemocné&ni po druhém cyklu. Postupujici
onemocné&ni se pozorovalo po celkem 148 dnech (pacient 109) a
127 dnech (pacient  116) po orvni aplikaci 1écebného

prostredku.

Jeden pacient, kterému se aplikovalo 60 mCi/m? 186Re-BIWA
4, vykazuje stabilni onemocnéni po druhém cyklu s davkou 50

nCi/m? 1%Re-BIWA 4 (173 dni po aplikaci léZebného prosttedku) .

Sas postupu pacientd, ktefi neodpovidaji na 1écbu je
v rozmezi 0 aZ 55 dni s prumérnou hodnotou priblizné& 5 az 6

tydnd bez ohledu na lé&ebnou skupiru.
Rozpustny CD44v6 v cdsti A a B

Rozpustny CD44vé6 se stanovil 1 vdech pacientl oSetfenych

1idskou monoklonalni protilatkou BIWA 4.

MnoZstvi rozpustného CD44ve se detekovalo za udelem zvysit
186 _BIWA 4 u odetfenych pacientu (tabulka 7.2:6) p&hem studie
v G4sti B, zatimco u pacientl oSetZfenych s 9mp~ vy ¢asti A neni

moZné pozorovat takovy trend.

5.4.2 Davka  léZebného  postredxu, koncentrace 1éc¢ebného

postredku a vztah k odezvé

Farmakokinetiky BIWA 4 jsou ofitomné oddélené v ptripadé
&asti A a B, protoze radioaktivni znacky se 1131 (Cast A:

9omro, EAst B:1%%Re) .

5.4.2.1 Analyticka ¢innost s ohledem na monoklonédlni

protiladtku BIWA 4, HAHA a CD44v6

7a udelem analyzy vzorku plazmy se pouzivaly potvrzeneé
testy. Analyza kvality kontrolnicn vzorka produkuje vysledky

s vysokou pfesnosti a spravnosti.
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Analyza s ohledem na po&itani impulzl gamma zA¥eni ve vzorcich

Neprovedly se testy signalni linearity scintilaéniho

krystalu. Na zakladé typu pristroje alesponl V rozmezi energie

ve studii se pouzil wuvedeny krystal. Kalibra&ni vzorky

vykazovaly v typickém pripadé 40 000 aZ 200 000 pulzld za
minutu, pPri&emZ ve vzorcich pozadi vykazuji méné nez 50 az 100
pulzl za minutu. Presnost sedmi mé&feni v kalibracénim standardu

je bé&iné 2 %. To samé plati v pfipade jednotlivych méreni

v krvi, séru a v moli. Vzorky krve a sera vykazovaly typickou

aktivitu mezi 2 000 a 100 000 pulzd za minutu.

V pripad@ stanovenl radioaktivity neexistuji vzorky pro

kontrolu kvality. Presnost opakovaného mé&feni kalibracénich

standarda a vzorku ziskanych ze soucasné studie indikuje, Ze

presnost tfech m&feni byla alespon lep3i neZ 2 %.
5.4.2.1 Farmakokinetika
Cast A

Gast A zahrnuje 10 pacientq, kterym se aplikovala jedina
divka lidské monoklondlni protilatky BIWA 4 v rozmezi 25 aiZ
100 mg s konstantni radioaktivné snadenou davkou 20 mCi s,

Farmakokinetické parametry v plazmé Vv pfipadé protilatky BIWA

4 mé&fené testem ELISA po kratké intravendézni infuzi Jjsou
uvedeny v tabulce 5.4.2.2:1
Tabulka 5.4.2.2:1 Farmakokinetické parametry v pfipadé
protilatky BIWA 4 Vv plazm& v Casti A
studie
pacient BIWA4 tmax Cmax polocas AUC;ne vz CL MRT
davka (min) (ng/ml) rozpadu (pg.h/ml) | (1) (ml/min) (h)
(mg) (h)
1 25 0 6634 44,1 387,4 4,1 1,076 58,0
2 25 30 6640 67,0 534,77 4,5 0,779 94,8
3 25 10 9590 53,3 542,9 3,5 0,768 71,0
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4 50 29 14900 | 64,9 |1112,3| 4,2 0,749 | 84,8
5 50 121 15500 | 102,8 |1580,2| 4,7 0,527 | 135,2
8 50 5 13900 | 53,0 | 831,0 4,6 1,003 | 71,7
10 50 41 16700 | 83,8 |1461,6| 4,1 0,570 | 110,0
6 100 4 30500 | 85,0 |2548,9| 4,8 0,654 | 112,0
7 100 17 30600 | 76,0 |2709,6} 4,0 0,615 | 110,4
9 100 30 24500 | 44,6 |1708,1| 3,8 0,976 | 61,1
geometricky pramer

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

50 mg 29 15216 | 73,8 |1208,8| 4,4 0,689 | 97,5

100 mg 13 28383 | 66,0 |2276,4) 4,2 0,732 | 91,1

Pozororovalo se zvySeni koncentraci Cpax BIWA 4 Vv plazmé a
plocha pod kfivkou je umérna aplikované davce (obrézky ¢. 4 a

5).

Také se v séru stanovily koncentrace & farmakokineticke
parametry radioaktivniho znaceni 9mpo, vysledky Jjsou uvedeny

v tabulce 5.4.2.2:2.

Tabulka 5.4.2.2:2 Farmakokinetické parametry pro PmTc-BIWA 4

v séru v pripadé Casti A studie

pacient Fmlrc- Tmax Cmax polo¢as |AUCint Vz CL MRT
BIWA4 (min) (%$ID/ml) rozpadu ($ID.h/kg) | (kg) (kg/min) (h)
davka (h)
(mC1i)
1 15,0 | 117 | 52,66 | 44,6 [3376,9| 1,9 | 0,030 63,8
2 20,0 0 28,08 | 55,6 | 2152,7| 3,7 |0,0048} 79,1
3 21, 4 10 139,11 | 27,5 | 1445,3| 2,7 | 0,072 ] 41,5
4 19,5 55 131,84 | 31,3 | 1432,8| 3,2 |0,072| 43,8
5 19,1 | 121 | 32,29 | 39,6 |1934,8] 3,0 | 0,054 56,3
8 18,8 | 114 | 28,41 | 42,8 |1620,1| 3,8 | 0,060 60,8
10 19,3 11 40,31 | 43,1 |2247,1| 2,8 |0,042| 62,3
6 19,3 150 | 30,45 | 45,3 | 1946,5| 3,4 | 0,054 65,2 |
7 19,8 77 135,79 | 36,0 | 1628,6| 3,2 | 0,060 51,1
9 18,3 | 238 | 31,94 | 35,5 |1805,6| 2,8 | 0,094 50,6
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harmonicky 38,7

pramér

geometricky 57,9 34,5 39,4 |1898,0 3,0 0,053 56,5
pruamér

Geometricky prumér polocasu rozpadu lidské monoklonalni
protilatky BIWA 4 méfeny testem ELISA Vv plazmé& po intravenézni
infazi v rozmezi 54 az 73,8 hodin vV pripadé tEil 1égenych
skupin studovanych Vv casti A. Geometricky prumeér polocasu
rozpadu v pripadeé lidské monoklonalni protilatky BIWA 4
znadené °™rc v ptipadé n&kterych vzorkd byl kratsi nez 39,4
hodin v séru a 46,4 hodin Vv krvi. Odchylka mezi dvéma
pram&rnymi odhady se prisuzuje delSimu testovacimu Casu
mo¥nému s protildtkou BIWA 4, které jsou dany omezenim testl

pro stanoveni radioaktivity

Radioaktivita se vylucovala do mode v mnozstvi uvedeném
v tabulce 5.4.2.2:3. Vzhledem Kk netuplnym odbé&rim po dobu 48
hodin, (to =znamen&, Ze kumulativni data nemusi byt vzdy
porovnatelna, vzhledem k trvani odbérd) se neprovadélo dalsi
hodnoceni dat spojenych s vylucovanim radioaktivity do moce.
V pripadé Sesti pacientl s kompletnimi odbeéry mo&e po dobu 48
hodin, prumé&rné mnozstvi radioaktivity bylo 10 % pocatelni

davky.

Tabulka 5.4.2.2:3 MnoZstvi radioaktivity (997c)  vyluCovaneé
(jako procento pocatedni davky) do moce

v Casti A

r interval odbéru vzorkl (h)
pacient 0-4 4-8 8-12 12-24 24-48 kumulativni
mnoZstvi
(%$ID)

1 2,80 10,13 5,08 n.a. n.a. 18,01
2 1,94 0,97 0,52 3,09 3,23 9,75
3 0,29 1,44 1,19 n.a. n.a. 2,92
4 1,068 1,42 1,95 1,14 L_,lel 8,40
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5 2,20 1,60 1,02 3,96 3,98 12,76
8 1,29 2,45 0,88 3,67 3,00 11,29
10 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

6 2,55 1,59 1,80 1,89 2,00 9,83
7 n.a. 3,14 n.a. 1,79 3,13 8,06
9 1,54 3,34 0,00 1,05 2,31 8,24

n.a. znamena nebylo aplikovano, data nejsou dostupna
Cast B

fist B zahrnuje 20 pacientl, kterym se aplikovala
monoklonalni protilatka BIWA 4 v davece 50 mg, ptilemZz davka
radioaktivity dann& radioaktivnim snacenim '®°Re je v rozmezl
20 ay 60 mCi/m’. Tfem pacientim se aplikovala druha
intravenézni infuze, zatimco Jjinym 17 pacientt prodélalo pouze

jeden cyklus terapie.

V grafickém zndzornéni existuje konzistence mezi
koncentracemi monoklondlni protilatky BIWA 4 v plazmé& a
koncentracemi radioaktivity v séru v pripadé kazdého pacienta
a s pacienty kterym se protilatka 186pe-BIWA 4 aplikovala
dvakrat. Tato konzistence pozorovana Vv grafické formé je
v kontrastu s vnimanim delSiho poloCasu rozpadu radioaktivity,
kdyz data jsou modelovana. Geometricky prumeér poloasu rozpadu
122 hodin v pripadé radioaktivni <&asti 186Re-BIWA 4 je delsi
ne? polodas rozpadu 96 hodin pro BIWA 4 vV plazmé, Jak se

stanovilo testem ELISA.

Tabulky 5.4.2.2: 6 a 5.4.2.2: 7 znazornujicl zatazeni
farmakokinetickych parametru do skupin podle aplikovaného
mnoistvi radioaktivity dale znadzoriiuji né&které trendy delsi
expozice se zvysenou aplikovanou davkou radioaktivity, ale
pocet jedincu ve skuping& kazdé davky Je pfilié malo, aby se

vytvofily libovolné konzistentni zavery.
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Tabulka 5.4.2.2:6 Geometrické proméry farmakokinetickych
parametru monoklondlni protilatky BIWA 4
v plazm&, které jsou zatazeny do skupiny

podle mnozstvi aplikovane radiocaktivity

Davka n Cmax polocas AUCinf Vz Cl MRT
186Re (ng/ml) | rozpadu | (pg.h/ml (1) (ml/h) (h)

(mCi/m?) (h) )
20 2 12160 106, 5 1217 6,3 41,1 130,3
30 4 15239 86,2 1399 4,4 35,7 116,2
40 3 11121 90,6 1201 5,4 41,7 125,1
50 9* 12982 92,4 1055 6,3 47,4 117,4
60 5 11927 99,8 939 7,7 53,2 115,9

*jsou zahrnutil pacienti, kterym se aplikovali dveé davky 50

mCi /m?

Tapulka 5.4.2.2:7 Geometricke pruméry farmakokinetickych
parametri '*°Re-BIWA 4 v sérech rozd&lenych do

skupin podle mnoZstvi aplikované radioaktivity

Davka n Cmax poloas AUCinf vz cl MRT
186pe (3ID/kg) | rozpadu | ($ID.h/ml) (kg) (kg/h) (h)

(mCi/m?) (h)
20 2 30,88 114,4 3296 5,01 0,030 154,6
30 4 40,09 98,8 4365 3,27 0,023 134,5
40 3 28,82 126,4 3856 4,73 0,026 172,4
50 9* 40,22 123,3 4182 4,25 | 0,024 162,95
60 4 32,10 145,2 3493 6,00 0,029 185,5

*Jsou zahrnutil pacienti, kterym se aplikovaly dvé davky 50

mCi/m?
5.4.2.2 Farmakokinetické/farmakodynamické analyza

Provedla se farmakokineticka/farmakodynamicka analyza.
5.4.3 Statistické/analytické otazky

provedla se analyza tak, Jak bylo puvodné planovano.

Detaily se popisuji v sekci 3.7.1.3.
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5.4.3.1 Primarni konelné body
Neaplikovalo se.

5.4.3.2 Sekundarni konelné body
Neaplikovalo se.

5.4.4 TInterakce 1lécCebny prosttedek-1écebny prostredek a

1é&ebny prostfedek-onemocnéni

Testy zahrnujici Interakce 1écebny prostfedek—lééebny

prostfedek a 1écebny prostfedek—onemocnéni se neprovedly.
5.4.5 Zobrazeni subjektu

Detailné&ji popséno v sekci 6.4.2.2 a 6.4.2.3
5.5 (U&innost/zavéry tykajici se klinické farmakologie
Cast A

vysledky z Casti A potvrdily, Ze davka 50 mg protilatky
BIWA 4 je optimélni davka pro 148bu na zakladé koncentraci
v krvi a stupn& pohlceni tkéani. Distribuce hodnocena
radioscintigrafii a hodnoceni biopsii bylo ve vétsiné ptipadd
nejvy3si v nadoru ve srovnani s jinymi tkanémi. Pohlceni
radioaktivity v Zase rostlo. K expresi CD44v6 dochézelo ve

vice nez 80 % a 90 % bunék primdrniho nadoru a Vv metastazach

lymfatickych uzlin ve vdech ziskanych preparatech sliznice.

Mnosstvi rozpustného CD44vé se jevi byt konstantni pred a

po aplikaci **"Tc-BIWA 4.

M&Fené koncentrace BIWA 4 byli ptimo umérné davce, ktera
je v rozmezl 25 mg a7 100 mg. Mirné mnoZstvi aplikované davky
se vylucovalo prostfednictvim ledvin. 3%ID vylucované do moci

bylo podobné v piipadé v3ech skupin aplikovanych davek.

Cast B
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Data 2z ¢asti B ukazuji, e pro pacienty maze byt
., klinického hlediska vyhodnad terapie pomoci 186po BIWA 4 MTD
protilatky '*°Re-BIWA 4. U jednoho 2 p&ti pacientl oSetfenych
60 mCi/m? se dosdhlo stabilizace onemocndni. TFi =ze Sestil
pacientd dosahli stabilniho stavu onemocnéni pti maximdlni
tolerované davce 50 mCi/m?. Cas do dosaZenil opé&tného postupu
onemocné&ni se pohyboval Vv rozmezi 127 a 173 dnil u pacientd,
kterym se aplikovala druhé& davka 50 mCi/m®.
Radioimunoscintigrafie indikuje pohlceni radioaktivity
v nadorové tkani. Biodistribuce byla porovnatelna Vv jinych
tkanich bez ohledu na davku. Dozimetricka analyza neprokazala
neodekavand vysoké absorbované davky v tkédnich, Jjiné neZ se
otekavaly v pripadé& nadoru varlat. Av3ak dualezitost pozorovane
davky v pripadé varlat ve spojeni s podkozenim plodnosti Je

v soucasné dob& nejasna.

MnoZstvi rozpustného detekovatelného CD44v6 vedlo ke

zvySeni 186po BIWA 4 u o3et¥ovanych pacienti.

Koncentrace BIWA 4 v plazmé dosdhly maxima v case 0,92
hodin a protilatky se eliminovaly s geometrickym primérem
polocasu rozpadu 94 hodin v pripadé protilatky BIWA 4
stanovené testem ELISA. Hodnoty Cpax a AUC (m&feni testem
ELISA) byly podobné tém ziskanym v Casti A studie v ptipadé

skupiny pacientd, kterym se aplikovalo 50 mg.

Toxicita limitujici davku se projevila pfi davce 60
mCi/m?, =zatimco davka 50 mCi/m’ 186pe  BIWA 4 Jje maximalni
tolerovana davka ve studii. Toxicita limitujici davku se jevi
jako nezaddouci projev V pripadé kostni dfené, to je

trombocytopenie a leukopenie.

6.1 Rozsah expozice
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vsem deseti pacientim lé¢enych v Césti A studie se

aplikovala jedna davka 9mpo_BIWA 4. Davky BIWA 4 byly bud 25

mg, 50 mg nebo 100 mg, zatimco davka °°™Tc byla 20 mCi.

V &asti B se 20 pacienttm aplikovala jedna davka 186pe~BIWA
4. Trem pacilentim se aplikovala druha davka 50 mCi/m?, &imZ

dosahnou stabilniho stavu onemocnéni (bez zmén). Davka BIWA 4

se wudrZovala stabilni 50 mg, <zatimco radioaktivita 186Re
vzrostla na 10 mCi/m® t&lesného povrchu.
Davka se vypoclitala podle plochy povrchu téla (tabulka
6.1:1).
Tabulka 6.1:1 Aplikovana prumérna davka radioaktivity
Cast A gast B
M7 c-BIWA 4 T98Re-BIWA 4 (mCi/m’)
25mg 50mg | 100mg 20 30 40 50 60
BIWA 4| BIWA4 |BIWA 4
N 3 4 3 2 4 3 6 5
mCi | 20,1%1,2 | 19,2%0,3 1 19.120,8 } n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
99mT o
mCl n.a. n.a. n.a. 33,1%1,7 52,415,6 70, 65,2 87,2%8,5 97,2%8,3
186Re
n.a.=neaplikovano, prumérné hodnoty a standardni odchylka

Radiochemickéa ¢i

95 %

Po

aplikaci

1é¢ebného

pozorovani alespon 6 tydna.

6.2 Nezadouci projevy (AE)

Dva

U vdech lélenych pacientl se projevily neZzadouc

pacienti

prerusily dobu

nezadoucich projevu.

1é&ebného prostiedku, protozZe 1écCb

prostfedku

sledovani

Q

a imunoreaktivni frakce byla vy38i neZz 80 %.

nasledovala doba
i uéinky.
v &asti Bz dbvodu

stota lé&ebného prostfedku byla vy331 nezZ

U téchto pacientl se nehodnotilo pusobeni

a byla ukoncena.
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Cast A

U ve&tsiny pacientd v c4sti A do3lo nezadoucim projevim
v té&le jako celku (50 %), které vznikly na zéakladé prodélaného
chirurgického zakroku a bolesti spojené s timto zakrokem.
Nezaznamenal se Zadny specidlni patern nesadoucich u&inkd a
74dny pacient nevykazuje CTC kriterium 3 nebo 4, které se
hodnoti jako spojené s 1é&ebnym prostredkem (tapbulky 6.2.2: 1
a 2).

T¥i pacienti vykazuji nezadouci projevy, které se popisujil

v sekci 6.3.1.
Cast B

Nesadouci projevy podle systému t¥idéni orgénld (SOC) ,télo
jako celek" se zaznamenaly u 65 % pacientu. Dale nésledovaly
nezadouci projevy systému t¥idéni ,poruchy krevnich desticek,
krvaceni a srazeni™ (60 % pacientu) a ,poruchy pbilych krvinek
a retikuloendotelového systému" (50 % pacientu) .
Trombocytopenie a leukopenie spojena s l1é&ebnym prostredkem se
projevila u 11 (55 %) a 10 (50 %) pacientd v praméru 21 dni po
pocatku radioimunoterapie. Proces byl vratny po 6 tydnech.
V piipadé uvedenych nezadoucich projeva se pozorovala

-4vislost na davce (tabulka 6.2.2: 3).

Hematologickéd toxicita limitujici déavku definovanad jako
CTC stupedi 4 spojend s aplikaci 1lécebného prostfedku se

projevila u tfech pacientil.

Nehematologickd toxicita limitujici davku definovanad Jjako
stupeh 3 nebo 4 CTIC spojend s aplikaci 1é¢ebného prostredku se
objevila u 4 pacientt (pEi davce 30 mCi/m?> se u jednoho
pacienta objevila vyrazka a Quinckelv edém, u dvou pacientu se
objevila teplota pri davce 60 mCi/m? a u Jjednoho pacienta,

kterému se aplikovala dévka 60 mCi/m? se projevila uUnava.
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Zest s deviti pacientl, ktefi vykazovali va?né nezédouci
u&inky zemFfeli. Omrti a vaZné nezadouci ulinky jsou popsany

v sekci 12.3.1.
6.6.2 Popis neZédoucich projevi
Cast A

Néasledujici neZadouci projevy za&len&né podle SOC, vyhodné
terminy a skupiny pacienti, kterym se aplikovaly tIi odlisné
davky lidské monoklonalni protilatky BIWA 4, se zaznamenaly u
(tabulka

vice nezZ studie

6.2.2:1). Vice

jednoho pacienta ve skupiné A

detailtt stejné& Jjako preferovane terminy se

zjistily v sekci 7.3.1.

Tabulka 6.2.2:1 Pacienti s neradoucimi u&inky v Casti A (1écba
pfed chirurgickym zakrokem pomoci jediné davky

20 mCi °°"Tc-BIWA 4)

Pmpc-BIWA 4

25 mg BIWA 4 50 mg BIWA 4 100 mg BIWA 4 celkem
po&et pacientu |3(100) 4(100) 3(100) 10(100)
(% 1lécenych
pacientt)
polet pacientl|3(100) 4 (100) 3(100) 10(100)
s nezadoucim
projevem
aplikacni 2(66,7) 0(0) 0(0) 2(20,0)
mistni poruchy
t&lo jako 2(66,7) 2(50,0) 1(33,3) 5(50,0)
celek
bolest 1(33,3) 1(25,0) 1(33,3) 3(30,0)
poruchy 1(33,3) 2(50,0) 1(33,3) 4(40,0)
metabolizmu a
vyZivy
snizeni 1(33,3) 1(25,0) 0(0) 2(20,0)
té&lesné
hmotnosti
poruchy 0(0) 4(100) 0(0) 4(40,0)
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mechanizmu

rezistence

infekce 0(0) 3(75,0) 0(0) 3(30,0)
vaskularni 1(33,3) 1(25,0) 1(33,3) 3(30,0)
poruchy

krvaceni 1(33,3) 1(25,0) 0(0) 2(20,0)
(nespecifikova

né)

dany Jjsou SOC a preferované terminy Vv pripadé, Ze se
zaznamenaly u vice nez jednoho pacienta, &islo v zavorkach

udava procento lécenych pacientq.

Jevy,

se hodnoti podle kriteria CTC,

Jevy se zaClenily podle CTC do stupné 1.

Tabulka 6.2.2:2 Vainost nesadoucich jevil spojenych

1écCebného
pracovnikem)

v Casti A

prostfedku

podle

kriterie

(urceno

CTC

které jsou spojeny s aplikaci 1é&ebného prostfedku

jak se uvadi v tabulce 6.2.2:2.

s aplikaci
védeckym

je uvedeno

(l1éCba pred chirurgickym zakrokem

pomoci jediné davky 20 mCi 2°™Tc-BIWA 4).

PmTc-BIWA 4

25 mg BIWA 4 50 mg BIWA 4 100 mg BIWA 4 celkem
podet pacientu 3 4 3 10
pocet 0 2 0 2
nezadoucich
projevu
spojenych
s léCebnym
prostredkem
poruchy jater 0 2 0 2
a biliarniho
systému
zvy$ené sGOT 0 1 0 1
zvysené sPGT 0 1 0 1 AJ

sGOT= sérova glutamo—oxaloctové transaminaza

sGPT= sérum glutamat pyruvat transaminaza
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Tabulka 6.2.2:3 zobrazuje pocet pacientt s nezadoucimi
projevy zatrazenymi podle SOC, preferovany termin a skupiny

podle aplikované davky za¥eni °°Re-BIWA 4.

uvazuje se prvni a druha davka ®°Re-BIWA 4).

T86Re-BIWA 4 (mCi/m°)

20 30 40 50 60 celkem
pocet 2(100) 4(100) 3(100) 6(100) 5(100) 20 (100)
lécenych
pacientu
pocet 2(100) 4(100) 3(100) 6(100) 5(100) 20 (100)
pacientt
s nezZadoucim
projevem
télo jako 2(100) 3(75,0) 2(66,7) 2(33,3) 4(80,0) 13(65,0)
celek
alergicka 0(0) 1(25,0) 0(0) 0(0) 1(20,0) 2(10,0)
reakce
unava 0(0) 0(0) 0(0) 1(16,7) 1(20,0) 2(10,0)
teplota 0(0) 0(0) 2(66,7) 0(0) 2(40,0) 4(20,0)
edém 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 0(0) 1(25,0) 2(66,7) 1(16,7) 0(0) 4(20,0)
centréalniho
a
periferniho
nervového
systému
porucha 0(0) 1(25,0) 1(33,3) 2(33,3) 3(60,6) 7(35,0)
gastro.intes
tin&lniho
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 1(50,0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(20,0) 2(10,¢C)
jater a
bilidrniho
systému
sGPT zvy$eno 1(50,0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(20,0) 2(10,0)
poruchy 1(50,0) 0(0) 1(33,3) 1(16,7) 1(20,0) 4(20,0)
metabolizmu
a vyzivy
neoplazma 0(0) 0(0) 2(66,7) 0(0) 2(40,0) 4(20,0)
maligni 0(0) 0(0) 1(33,3) 0(0) 2(40,0) 3(15,0)
novotvar
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poruchy 0(0) 1(25,0) 1(33,3) 5(83,3) 5(100) 12(60,0)
krevnich
desticek,
krvaceni a
poruchy
sraZeni
trombocytope 0(0) 1(25,0) 1(33,3} 4(66,7) 5(100) 11(55,0)
nie
porucha 0(0) 0(0) 0(0) 2(33,3) 3(60,0) 5(25,0)
gervenych
krvinek
anémie 0(0) 0(0) 0(0) 2(33,3) 3(60,0) 5(25,0)
porucha 0(0) 1(25,0) 1(33,3} 0(0) 2(40,0) 4(20,0)
respiraéniho
systému
bronchitida 0(0) 1(25,0) 0(0) 0(0) 1(20,0) 2(10,0)
dusnost 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(40,0) 2(10,0)
rinitida 0(0) 0(0) 1(33,3) 0(0) 1(20,0) 2(10,0)
porucha kizZe 1(50,0) 1(25,0) 1(33,3: 0(0) 1(20,0) 4(20,0)
a ptidatné
gasti
vyréazka 0(0) 1(25,0) 0(0) 0(0) 1(20,0) 2(10,0)
porucha 0(0) 0(0) 1(33,3: 4(66,7) 5(100) 10(50,0)
bilych bunék
a RES
granulocytop
enie 0(0) 0(0) 0(0) 1(16,7) 2(40,0) 3(15,0)
leukopenie 0(0) 0(0) 1(33,32) 4(66,7) 5(100) 10(50,0)

déany Jjsou SOC a preferované terminy V ptipade, Ze se
zaznamenaly u vice neZ jednoho pacienta, sGPT= sérum glutamat
pyruvat transamindza, RES= retikuloendotelialni systém, ¢&islo

v zavorkach udava procento lécenych pacientt.

Neadouci projevy spojené s aplikaci 1léc&ebného prostredku
se zaznamenali u 75 % pacientt. Leukopenie spojena s aplikaci
1éku se zaznamenala u 50 % a trombocytopenie se zaznamenala u

55 % pacientl.

Nezadouci projevy spojené s aplikaci lé&ebného prostredku
jsou uvedeny v tabulce 6.2.2:4 a jsou hodnoceny podle kritéria

CTC.

podle kriterie CTC je wuvedeno V S4sti B (prvni a druhé

uvazovana davka)

sese

er00

[ XXX
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nezadouci G&inek 186Re-BIWA 4 (mCi/m?) -
20 30 40 50 60 |celkem
CTC 1 0 2 6 5 14
stupen 1
edém obliceje 1 n.a 0 0 0 1
leukopenie 0 n.a 1 2 0 3
kandidéza 0 n.a 0 0 1 1
mukositdza 0 n.a 0 0 1 1
abnormality krevnich 0 n.a 0 0 0 1
desticek
purpura 0 n.a 0 0 1 1
stomatitida 0 n.a 0 0 0 1
trombocytopenie 0 n.a 0 0 2 5
CTC 0 1 0 7 7 15
stupen 2
anémie n.a. 0 n.a 1 1 2
dna n.a 1 n.a 1 0 1
leukopenie n.a 0 n.a. 1 2 3
mukositida n.a 0 n.a 2 3 5
stomatitida n.a 0 n.a. 0 1 1
ztrata chuti n.a 0 n.a. 1 0 1
trombocytopenie n.a 1 n.a 1 0 2
CTC 0 2 0 2 8 12
stupen 3 ®
alergickéad reakce n.a 1 n.a 0 0 1
unava n.a. 0 n.a 0 1 1
horecka n.a 0 n.a 0 2 2
leukopenie n.a 0 n.a 1 1 2
vyréazka n.a 1 n.a 0 0 1
trombocytopenie n.a 0 n.a. 4 4 5
CTC 0 0 0 3 5 8
stupen 4
anémie n.a n.a n.a. 0 1 1
granulocytopenie n.a. | n.a. n.a. 1 2 3
leukopenie n.a. | n.a. n.a. 1 2 3
trombocytopenie n.a. | n.a. n.a. 1 0 1

dan je pocet nezadoucich projevi,

6.2.3 Analyza nezadoucich projeva

n.a.=neaplikovano

eeve
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Cast A

v &4sti A studie se neobjevil 74dny neZadoucl projev,
ktery je spojeny s aplikaci 1lécebného prostfedku s vyjimkou
jednoho pacienta, ktery vykazuje mirné a reverzibilni zvySeni

AST a ALT, coZ spada do CTC stupen 1.

P¥i porovnani ruznych davek BIWA 4 se nepozoroval odlisny

profil AE.
Cast B

Trombocytopenie a leukopenie Dbyly zavislé na davce
(tabulka 6.2.2: 3 a 6.2.2: 4) a limituji davku. Casovy prubeh

se popisuje v sekci 6.4.2.1.

zpisobujici toxicitu limitujici davku (tabulka 6.2.2: 3 a

6.2.2: 4).

Alergicka reakce se zaznamenala u dvou pacientl. U jednoho
pacienta se zaznamenal Quincketuv edém a vyrazka (davka 30
mCi/m?) a Jjeden pacient (pfi davece 60 mCi/m?) vykazuje
alergickou ‘reakci po transfuzi koncentrovanych trombocytu,
kterad neni spojend s aplikaci lé&ebného prostfedku. Jeden
pacient vykazuje kopfivku, ktera také neni spojena s aplikaci
lé&ebného prosttedku a dalsi pacient vykazuje edém obliceje

spojeny s davkou 20 mCi/m?.

U dvou pacientl se detekovala HAHA (popisuje se V sekci

12.4.3).

K preruSeni 1écCby na zadkladé neZadoucich projevid doSlo u

dvou pacientl. Oba pacienti zemreli.

Nezadouci projevy vyzadovaly za&it aplikovat soubéZnou
1é&bu u 17 pacient. Tito pacienti se kratce popisuji v sekci

6.3.1.

Y NI
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6.3 OUmrti, Jiné vaZné nezddouci projevy a jiné podstatné

nezadouci projevy

vVarné nezadouci projevy se zaznamenaly u 12 pacientu.
7 toho 12 pacientl zemfelo Vv prib&hu studie nebo nasledovné.
V&ichni pacienti, kte¥i zemfeli, Dbyli sarazeni do <casti B
studie. Zadny z pacienti zatazeny do &&sti A studie nezemfel.

Viechna umrti byla zplsobena postupem onemocnéni.

Dva pacienti zahrnutl do &asti B studie ukoncCily studii

predcasné na ,4kladé neZadoucich projevi (pacient 112 a 105).

NeZadouci projevy, ktery vyzadovaly 1lé&bu byly nejcastéji

trombocytopenie, leukopenie a horecka.
7.1 Demograficka data

Detaily demografickych dat nejsou zahrnuty
7.2 U&innost/farmakodynamicka data

Tabulka 7.2:1 Pom&r pohlceni nadorem ku pohlceni kostni df¥eni

- &&4st A studie

Cast A

Pmpo-_BIWA 4

pacient | pohlceni naderem | pohlceni kostni pomér

c. (%$ID/kg, dfeni (%ID/kg, nador/kostni diei

vypociténo) vypo&itéano) (Vypoéiténo)

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
g* 27,76 7,57 3,67
9% 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

¢. =C¢islo
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* =zahrnuto v analyze podle protokolu
51D =% davky zavedené injekcil
vypo&et se provedl tak, e se zapolitaly razné molekulové

hmotnosti vzorku

Tabulka 7.2: 2 Pomér pohlceni nédorem ku pohlceni kostni dfeni

(podmnozina ITT) - gast A studie

ca&st A
9mp~_BIWA 4

pom&r nador/kostni dfen (vypocitéano)

25 mg BIWA 4 1,72
50 mg BIWA 4 2,57
100 mg BIWA 4 1,99

jsou dény prumérné hodnoty
ITT = ur&eny k 1éCbe
vypo&et se provedl tak, >e se zapo&italy rhzné molekulové

hmotnosti vzorku

Tabulka 7.2: 3 Pom&r pohlceni nadorem ku pohlceni kostni dfeni

(podmnozina PP)- gast A studie

cast A
9y -_BIWA 4

pomér nador/kostni dien (vypocitéano)

25 mg BIWA 4 1,72
50 mg BIWA 4 3,22
100 mg BIWA 4 2,46

jsou dany prumérné hodnoty
PP = podle protokolu
vypodet se provedl tak, e se zapo&italy rGzné molekulové

hmotnosti vzorku

Tabulka 7.2: 4 Velikost néadoru a % pohlceni protilatky - ¢ast
A studie (populace podle protokolu)
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Cast A
99mpc-BIWA 4
pacient &. velikost nadoru pohlceni nadorem
(mm?) ($ID/kg,
vypo&teno)
25 mg BIWA 4 1 1350 6,14
2 900 15,78
3 225 16,68
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

¢&. =Cislo

n.a.= neni aplikovéano

je dana pouze délka nebo &itka, nikdy ne délka a 3irfka

vypocCet se provedl tak,

hmotnosti vzorku

5e se zapolitaly rlzné molekuloveée

Tabulka 7.2: 5 Exprese antigenu CD44v6 v nadoru a v jiné tkani

- &&ast A studie

Cast A

9np--BIWA 4

pacient exprese antigenu exprese antigenu exprese antigenu
&. CcD44vé v nadoru CD44ve ve CD44v6
sliznici v metastézéach
lymfatickych
uzlin
25 mg BIWA 4 1= n.a. n.a. n.a.
2% ++/+++,>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 o* +++,>80% +++ n.a
7 +++,>90% +++ n.a
9 ++4+,>90% +++ n.a
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* =zahrnuto v analyze podle protokolu

n.a.= neni aplikovéano

Tabulka 7.2: 6 Rozpustny CD44vée v séru. Pramé&rné hodnoty jsou

vyjadfeny v ng/ml.

Zast A Tast B
SRrc-BIWA 4 TRe-BIWA4 (mCi/m’)
25mg 50mg 100mg 20 30 40 50 60
BIWA4 |BIWA4 | BIWA4
n 3 4 3 2 4 3 o 5

predem aplikovand 203 337 174 | 408 | 262 | 346 | 171 | 160

davka

21 hodin 223 301 179 | 396 | 177 403 | 199 | 170
48 hodin 200 | 275 157 | 384 | 198 | 423 | 199 | 174
72 hodin 140 386 {n.a. |n.al|n.ajln.a. |n.ajn.a.
144 hodin 188 | 282 182 | 444 | 284 | 516 | 233 | 195
240/336 hodin n.a. | n.a. | n.a. | 445|337 |n.a. | n.a |n.a.
tyden 6 503 | 310 | 210 | 289 | 220 | 487 | 226 | 162

neni aplikovano

data zahrnuji druhou davku
Cast A:

Vysledky ze studie z dasti A potvrdily, Ze davka 50 mg
BIWA 4 je optimdlni davka pro 1é&bu zaloZenou na koncentracich
v krvi a stupném pohlceni  tkani. Distribuce hodnocena
radioscintigrafii a méFenim v biopsiich byla skoro ve vsech
pfipadech nejvys$si v naddoru ve srovnani s jinymi tk&némi.
Pohlceni radioaktivity v nadoru s Casem rostlo. Exprese CD44v6
probihala ve vice neZ 80 5 a 90 % bunék primdrniho nadoru a
v metastazach lymfatickych uzlin respektive ve vSech ziskanych

preperatech sliznice.

Ve skupin&, kde se aplikovalo 50 mg BIWA 4 se nepozorovala

korelace mezi velikosti nadoru a pohlcenim radioaktivity.
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Mno¥stvi rozpustného antigenu CD44v6 se jevi byt konstantni

pfed a po aplikaci M --BIWA.

Stanovené koncentrace protiléatky BIWA 4 byly umé&rné davce
v rozmezi 25 aZ 100 mg BIWA 4. Malé mnoZstvi aplikované davky
se vyludovalo ledvinami. Procento davky zavedené injekci (%1ID)

vylucované do mocCi bylo podobné ve vdech skupinach.
Cast B

Data z &asti B ukazuji, Ze pro pacienty mize byt klinicky
vyhodna terapie pomoci '*°Re-BIWA 4 pii maximalni tolerované
davce (MTD). U jednoho z p&ti pacientid oSetfenych davkou 60
mCi/m? se dosahlo stabilniho stadia onemocnéni. U t¥i ze Sesti
pacient se dos&hlo stabilniho stiddia onemocnéni pfi maximalni
tolerované davce 50 mCi/m?. Casové obdobi do dosazZeni postupu
onemocné&ni se pohybovalo v rozmezi 127 a 173 dni u téch
pacientti, kterym se aplikovala druha davka 50 mCi/m’.
Radioimunoscintigrafie indikuje pohlceni radioaktivity do
niadorové tkand. Biodistribuce se porovnala i v jinych tkénich
bez ohledu na davku. Dozimetricka analyza neukazala
neodekavand vysokou absorbovanou davku do tkani jinych neZ se
olekadva v ptipadé nadoru varlat. Ukazalo se, e mnozstvi
rozpustného CD44v6 mid tendencil rist v pripad& pacientt
oSetfenych !®Re-BIWA 4. Koncentrace BIWA 4 v plazm& dosahly
vrcholu p#i 0,92 hodindch a protilatka se eliminovala
s geometrickym primérem polocCasu rozpadu 94 hodin Vv ptipadé
protilatky BIWA 4, coZ se stanovilo testem ELISA. Hodnoty Crax
a AUC (stanovené testem ELISA) Jjsou podobné tém hodnotéam

ziskanym v &asti A studie ve skupiné s davkou 50 mg BIWA 4.

Tolerovatelnost jediné davky BIWA 4 spojena s nizkou
hodnotou =z&areni technecia-99 byla pfrijatelna. Dva ze tri
vainych neZédoucich projevd byly zplisobeny komplikacemi po

chirurgickém zakroku.
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Cast B:

Maximalni tolerovana davka (MTD) byla 50 mCi/m® '°°Re-BIWA
4. Ne?adouci projevy limitujici davku jsou na davce zavisla
reverzibilni redukce po&tu trombocytl a leukocytld s naslednou
horedkou u Jjednotlivcld. Klinickym projevem trombocytopenie

byla slaba petechie.

Mucozitida se pozorovala u pacintd oSetfenych vy83i davkou

zateni, ale neomezuje davku.

V prub&hu studie se nepozorovaly relevantni zmény hodnot

tyreotropniho hormonu (TSH).

12 pacient® vykézalo vaZné neZadoucl projevy. Z nichz Sest
pacientll bé&hem ¢asti B studie zemfelo, co? hlavné zpusobil

postup onemocnéni.

Alergické reakce se pozorovaly tidce, pouze Vv jednom
pfipadé se pozoroval vaZny edém podle Quincke spojeny
s aplikaci 1léCebného prostfedku. Béhem nebo kratce po infuzi

lé&ebného prost¥edku se neobjevila alergicka reakce.

U dvou pacientd do3lo k HAHA. Opakovanad aplikace davky
nevyvolala HAHA.

Zavéry:

Vysledky ukazuji, Ze lidské monoklonalni protildtka BIWA 4
snadenad '®Re Jje pohlcena nadorovou tkani, coZz p¥indsi
z klinického hlediska pozitivni u¢inek pacientim s pokroc¢ilym
stddiem spinoceluldrniho karcinomu Vv oblasti hlavy a krku.
Profil bezpelnosti se zd& pfrijatelny. Lidska monoklonéalni
protilatka BIWA 4 vykazovala farmakokinetické paramatry umérne
davce a pohlceni nadorem, které se mezi davkami 50 mg a 100 mg

relevantn® neméni.

Priklad 4:

ss00
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Uvod.

Pacientim s pokroc¢ilym stédiem spinocelulédrniho karcinomu
v oblasti hlavy a Kkrku (HNSCC) hrozi nebezpec¢i vzniku
lokoregiondlniho recidivujiciho né&doru a/nebo  vzdélenych
metastéz. V pfipadé té&chto pacientd je nutné zavést ucinnou
systémovou leCbu. Poznatek, Ze HNSCC je zarucené citlivy na
radioakivni zafeni, pak umozZiuje pouZit jako u¢inn&jsi terapii
cilené zavadéni radionukleotidd selektivné& do HNSCC pouzitim

monoklonélnich protilatek jako formy radioimunoterapie.
Cil.

Stanovit bezpe&nost, maxim&lni tolerovanou dédvku (MTD),
imunogennost a uc¢innost radioimunoterapie s rheniem-186 pomoci
humanizované monoklonalni protilatky BIWA 4 znadenou “Re u

pacientid s HNSCC.
Pacienti a zpUsoby.

Fize I studie s rostouci davkou se provedla u pacientl
s HNSCC, v pfipad® kterych neni moZné volit Jinou lécCebnou
metodu. Celkem 20 pacientim se aplikovala monoklondlni
protildtka BIWA 4 znaéend '*°Re intravenézn& v davce 20, 30,
40, 50 nbeo 60 mCi/m®. T¥em pacientim se aplikovalo alespon 3

mésice po davce 50 nebo 60 mCi/m® druha davka 50 mCi/m?.
vysledky.

Viechny jednotlivé stejné jako opakované aplikace byly
dob¥e tolerovany a nepozorovaly se Zadna znameni akutnich
nesadoucich projevil. Podstatnymi projevy toxicity pti vy$3ich
davkach byly ordlni mukositida a davku limitujici
myelotoxicita zahrnujici trombocytopenii a leukocytopenii. MTD
se ustanovila na hodnoté& 50 mCi/m?’. U jednoho pacienta vznikla

po prvni aplikaci lidska anti-lidskd odezva. Stabilni sté&dium
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onemocnéni trvajici 4 aZ 19 tydnld se pozorovalo u 5 pacientu

lé¢enych nejvys8i davkou.
Zaveér.

Radioimunoterapie pacientd trpicich HNSCC pomoci lidske
monoklonalni protildtky znacené 186Re se zda& byt bezpelnad a Je
mo¥né dosahnout tumorocidnich davek. Vzhledem k nizkému stupni
imunogennosti je moznd opakovana aplikace. Vysledky této faze
studie podporuji dalsi vyvoj radiocimunoterapie v pfipadé
pacient trpicich zhoubnym bujenim v oblasti krku a hlavy

s humanizovanou monoklonadlni protilatkou BIWA 4 znacenou 18%pe.



157

Seznam sekvenci
(1) Informace o SEQ ID NO: 1:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 114 aminokyselinovych zbytku
(B) TYP: aminokyselinova
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: protein
(ix) ZNAKY:
(A) Nazev/kli&: uméla sekvence
(D) Jiné informace:

/poznamka="sekvence humanizované protilatky™/

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 1:
Glf Val Gln Leu Val Giu Ser Giy Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly
~ 5 10 15
Sex Leu Arg Leu Ser Cys Ala Alaz Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser
20 25 30
Glu Trp

Asr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
c

Ser Thr Ile Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Leu Zsp Ser
50 55 T S
Ly; Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu
65 70 75

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
85 20 T

Alz Arg Gln Gly Leu Asp Tyr Trp Gly 2xg Gly Thr Leu Val Thr

100 105 110

Ser Ser

anee
L]
tesoee
L E XN ]
ence
eree
*o 0
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Informace o SEQ ID NO: 2:
CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(1)

(11)

(ix)

(x1)
Glu
1
Glu
Tyr

Leu

Gly
65

Informace o SEQ ID NO:

(1)

(11)

(ix)

DELKA: 106 aminokyselinovych zbytkl

TYP: aminokyselinova

DRUH RETEZCE:
TOPOLOGIE:

DRUH MOLEKULY: protein

ZNAKY:
(B)
(D)

Nazev/klic:

umé&la sekvence

Jiné informace:

»
XXXy}

LX)

(XXX ]

/poznémka="sekvence humanizované protilatky™/

Popis sekvence:

Ile Val
Arg Ala
Trp Tyr

35

Thr . Ser

Phe Ala

Gly Gly

Leu Thr Gln Ser Pro Ala Th

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Val

Glv
100

5

Leu

Gln

Leu

Asp

Tyxr
85

Ser

Pro

Ser
55

Thr

SEQ ID NO: 2:

r Leu Ser
10
Ser Ala Ser Ser Ser
25
Gly Gln ARla Pro Arg
40
Gly val Pro Ala Arg
60
Leu Thr Ile Ser Ser
75 .
Leu Gln Trp Ser Ser
g0
Glu Ils Lys

3:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

DELKA: 106 aminokyselinovych zbytkud

TYP: aminokyselinové

DRUH RETEZCE:

TOPOLOGIE:

DRUH MOLEKULY: protein

ZNAKY

(A)

Nazev/klic:

uméla sekvence

Leu

Ile

Leu

45

Phe

Leu

Asn

Ser

Asn

30

Leu

Ser

Pro

Pro

Leu
95

LR NN J
ssecose

Ser

Glu
80

.o

sers

sre9
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(D) Jiné informace:

L]
20000
L]

/poznamka="sekvence humanizovane protilatky™/

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 3:
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Prc Gly
1 5 ’ 10 15
Glu Axg Ala Thr Leu Ser Cys Ser Alz Ser Ser Ser Ile Asn Tyr Ile
20 25 30
Tyr Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Gin Ala Pro Arg Ile Leu Ile Tyr
35 40 45
Leu Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu
63 70 75 80
Asp Phe Rla Val Tyr Tyr Cys Leu Gln Trp Ser Ser Asn Pro Leu Thr
85 = 50 95
Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
Informace o SEQ ID NO: 4:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 342 paru bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofeté&zcové
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(iii) HYPOTETICKA:
(iv)  POZITIVNI:
(ix) ZNAKY:
(A) Nazev/klic¢: uméla sekvence
(D) Jiné informace:
/poznamka="sekvence humanizované protilatky™/
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 4:
gaagtgcage tggtggagtc tgggggaggc ttagtgzagc ctggagggtc cctaagactc
tcctgtgeag cctetggatt cactttcagt agcetatgaca tgtcttgggt tcgccagget
ccggggaagg ggctggagtyg ggtctcaacc attagtagtyg gtggtagtta cacctactat
.ctagacagta tasagggccg attcaccatc tccagagaca atgccaagaa ctccctgtac
ctgcazatga acagtctgag ggctgaggac acggcegtgt attactgtge aagacagggg
ttggactact ggggtcgagg aaccttagtc accgtctect ca

seee

enree

.o

60

120
18@
240
300
342

sees
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Informace o SEQ ID NO: 5:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 318 péarid bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofreté&zcova
(D) TOPOLOGIE:

(ii) DRUH MOLEKULY: DNA

(iii) HYPOTETICKA:

(iv)  POZITIVNI:

(ix) ZNAKY:
(A) Nazev/kli&¢: umé&la sekvence
(D) Jiné informace:

/poznémka="sekvence humanizované protilatky™/

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 5:

gaaattgttc tcacccag:c tccagcaacc ctgtctctgt ctccagggga gagggccacc 60
ctgtcctgeca gtgccagetce azgtataaat tacatatact ggtaccagca gaagccagga 120
caggctccta gactcttgat ttatctcaca tccaacctgg cticotggage ccctgcgcgc 180
ttcagtggeca gtgggtctgg szccgactic actctcacaa toageagect ggagecctgaa 240
gattttgccg tttattactg cctgcagtgy agtagtaacc cgctcacatt cggtggtggyg 292

accaaggtgg agatt

Informace o SEQ ID NO: 6:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 318 parl bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofeté&zcova
(D) TOPOLOGIE:

(ii) DRUH MOLEKULY: DNA

(1iii) HYPOTETICKA:

(iv) POZITIVNI:

(ix) ZNAKY:
(A) Nazev/kli&: uméla sekvence
(D) Jiné informace:

/poznamka="sekvence humanizované protilatky™/

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 6:



(1)

gaaattgttce
ctgtcctgea
caggctccta
ttcagtggez
gattttgecg
accaaggody

Informace o SEQ ID NO:
CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(1)

(11)

(ix)

(A)
(D)

tcacccagtce
gtgccagctc
gaatcttgat
gtgggtctgg
tttattactg
agattaaa

ZNAKY :

Nazev/klic:

161

tccagcaacc
aagtataaat
ttatctecaca
aaccgactte
cctgcagtgg

T

DRUH RETEZCE:
TOPOLOGIE:

ctgtctctgt
tacatatact
tceczacctygy
actctcacaa
agtagtaacc

TYP: aminokyselinova

DRUH MOLEKULY: protein

Jiné informace:

ctccagggga
ggctccages
cttctggagt
tcagcagect
cgctcacatt

umé&la sekvence

gagggccacc
gaagccagga
cccrgegege
ggagcctgaa
cggtggtggy

DELKA: 444 aminokyselinovych zbytkld

/poznémka="sekvence humanizované protilatky"“/

(x1)

Val

Leu

Gln Leu Val

Arg

Ser

5

20

Ser Ser
Phe Thr

Ser
85

Asn

1 Gly
100

Leu
Thr

Ser

r Thr Ser

Glu Ser

Leu Ser Cys Ala

Trp Val Arg Gln

Gly Gly

Ile

70

Leu

Asp

Lys

Gly

Pro

Popis sekvence: SEQ ID

Gly

Ala

Ala
40

Ser
55

Ser Arg

2Arg Ala
Tyr T
Pro
120

Thr

1 Thr

130

Thr

Pro

Ala

Val

Ala

T:

Gly

Ser :ly
25

Tyr Thr Tyr

Ala
75

Asn

Thr

Leu
Trp
155

Val
170

Leu

Leu Val Lys

Phe Thr Phe

Gly Lys Gly Leu

Pro

Ser
30

Glu
45

Tyr Leu Asp

Asn Ser

Tyr

Val
110

Leu

Leu Ala

125

Cys Leu

Ser

Gly

Ser Ser

Gly Gly
15

Ser Tyr

Tyr

Thr

Pro Serx

Val T
Ala Leu

180

Gly Leu

175

60

120
180
240
300
318
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LR
caarn
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.
(A XX J se LR

e
A
(&)
[ ]
n
[a
v
m
A
4]
1]
2]

Tvr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val F Leu Glv Thr
. 180 185 1¢0

Ile Cys Asn Val Asn His L Asn Thr Lys Val
200 205

[n]
'vl
i3
)
jag
tt
= 3
=
'
1)
ty
Iy
o]
n
[
[a

T3]

(20 51

n
i
N
‘G
I~

Asp Lys Lys Val Glu Prc Lys Ser Cy Thr
210 215 220

Ser Val Phe Leu BPhe
225 230

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met I
245 251

Thr Cvs Val Val Val Asp Val Ser His Glu Rsp Proc Glu Val Lys Phe

Asn Trp Tyr Val Asp Gly V. F
27 280 285

oy
“1
]
‘_a
=
<
[
k_)
je
' '
[
e
n
=]
s
[—
[
[
<
0
&)
(o N
g
-

<
wu
n
=
o]

u Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr
250 295 320

Val Leu His Gln Asp Leu Asn Gly

w1
=g
o'g
e
[
w G
j- -
U =
=]
]
[h 1
i
g
n
@}
el
n
=
[
4]
A

Ala Pro Ilie

o
ty
]
Int
o]
[
-
w
[
[
'_.
(]
&)1
(Y
5
7]
o
s

Sex Asn Lys Ala Leu

1
\
w O

(B
o o
W
N
n

Lvs Gly Gln Prc Arg Glu Pro Gln Val Axg

]
]
2]
+3
juy
i~
oy
)
=
g
Ia]
o
g
r
¢]
9]
4]
a4

2sp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
355 380 365

r Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
0 375 380

u Asp Ser Asp Gly Ser
5 400

Phe T
3

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385

w
w
o
w [t
Ww O

Phe Phe Leu Tyr Sar Lys Leu Thr Val 2 Lvs Ser Arg Trp Gln Gln

14t
o'o
1]

~
w
ot

1.
i
m
)
‘41
i
>}
&
(]

Gly Asn Val Phe S=r Cys Ser Val Met & . Leu His Asn His
£20 425 43¢

o
I
(0]
)
l-.‘
By
-
]
n

Ty>» Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
435 440

.
ss0ese
weww
seny
esee
®e e
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Informace o SEQ ID NO: 8:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE=:
(A) DELKA: 213 aminokyselinovych zbytku
(B) TYP: aminokyselincva
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: protein
(ix) ZNAKY:
(A) Nazev/klic¢: uméla sekvence
(D) Jiné informace:
/poznémka="sekvence human:zované protilatky“/
(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 8:
Glu Tle Val Leu Thr Gln Ser Pro #la Tir Leu Ser Leu Ser Prc GLy
1 5 z 15
:lu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Ser 21la Ser Ser Ser Ile Rsn Tyxr I
20 25 30
Tyr Trp Tyr Gln Giln Lys Pro Gly Gin 21z Pro Arg Leu Leu Ils Tyr
35 40 45
Leu Thr Ser Asn Leu Ala Ser Glv Val z:s Ale Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Zlz Ser Ser Leu Glu Pro Gt
5 75 8

Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Leu Gln Trz Ser Ser Asn Prc Leu Thr
85 e 98
Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile vz Arg Thr Val Ala Alz Pxo
100 ics 119

Ser Val Phe Tle Phe Pro Pro Ser Asp Elu Gln Leu Lys Ser Gly Thr
115 120 125
Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Ash Tnz Tyr Pro Arg Glu Alz Lyvs
130 135 140
Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Rla Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Git
145 150 135 i35
Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Rsp Ss- Thr Tyr Ser Leu Ser Se
185 73 175

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tvx Glu Lys His Lys Val Tyvr A1
180 185 130

Cyé Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe
1953 200 208

Asn Arg Gly Glu Cys

L »
XX XX ]
X EX]
XX

eree
LR Y]



Phe

Ser

Ala Se

val
145
Ser

Thr

Cys

J4
|51
o]

Informace o SEQ ID NO:
CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(1)

(ii)

(1x)

164

9:

LR
seece

e

(A) DELKA: 213 aminokyselinovych zbytkl

(B) TYP: aminokyselinova

DRUH RETEZCE:

(D) TOPOLOGIE:

DRUH MOLEKULY: protein

ZNAKY:

(A) Néazev/klicg:

(D)

umé&lé sekvence

Jiné informace:

/poznamka="sekvence humanizované protildtky"“/

(x1)

Ile Val

Arg Ala

Trp Leu

35

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gly

Val

Gln Trp

val Thr

Leu Thr

Glu V

Popis

Leu Thr
5

Thr Leu
20
Gln Gln

Asn Leu

Gly Thr
TIle Phe

Val Cys

sekvence:

Gln

Leu

1l 2sp

150

Gln

Ser

g
i
o]

)]
ur @

[S11 31

3
o
2

Leu
135

Asn

0n
(1]
(21

Gly

Pro

Ser

Gly

SEQ ID NO:

Ala Thr Leu

Ala
25

Gln

40

Leu

Leu

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

Gln

Ile
105

Leu

Asp

Tyx

185

Ser

200

10

Ser

Lys

Glu

Ser

n
a
3]

Sex

75

Ser

Arg

60
Ser
Ser

Thr

Leu

His

Val T

Ile

45

Phe

Leu

Asn

Asn

Sex

Ser

Asn
30

Leu I

Ser

Glu

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Leu
95

Ala

Gly

Phe

L]
sseese

seen

LX)

oere

[ R XX ]

oe e
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(11)

Informace o SEQ ID NO:

165

10:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

TOPOLOGIE:
DRUH MOLEKULY: DNA

(iii) HYPOTETICKA:

DELKA: 2135 paru bazi

L d
sewe

TYP: nukleové kyselina

DRUH RETEZCE: jednofetézcova

10:

ctcttcagtyg
ctagcagcct
tttaaaaggt

ccggagcectc
ctctgggcag
ctgggctcag

Y
Y

Q
[
0O
Q
0
o

[te}

a0

Q0 Q

Q
v
G QwQ
2
ct
19
a0 aopan

Q
0
Q 0
Q
pot
1TQ 0

s e

coee e
-

sese

(XXX ]

t

ct
cgccaggctce
acctactatc
teccctgtace
agacaggget
aagggccecea
gcecctg
ggcgcc
tcectea
aacgtgeaat

3
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p )\
Q (r\Q
Y

O
)
\Q
Q
0
s
000w
f 0 0Q
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oW Qg
[e N (IR V e TRt}

)

G Q ct 0w
0
e

V) 0wWa M
0o m

[y
(s}
[\})
r
(9]
(t
)
)
9]

0

0o et WQ

[T
M

n

(¢
Qa0

o
JU I (1)

o i ()Y

LYo I (1o g e]
Qv o

¢}
0 0V Quuv

QW 000

O kb m

0N Q0N aa owaQa
t

0
ok

m
0O Qa Ol?'LQ mQ

o pQ
ctw

Q\Q
8]

(iv) POZITIVNI:
(ix) ZNAKY:
(A) Nazev/kliZ: umé&la sekvence
(D) Jiné informace:
/poznéamka="sekvence humanizované protilatky"/

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO:
aagctttgac agacgcacaa ccctggacte ccaagtcttt
acataggata tcacatttgc ttctgacaca actgtgttca
ccatgaactt tgggctcage ttgattttcc ttgtcctaat
sagtgcagct ggtggagtct gggggagget tagtgaagec
cctgtgcage ctctggatte actttcagta gctatgacat
cggggaaggg gctggagtygg gtctcaacca ttagtagtgg
tagacagtat aaagggccga ttcaccatct ccagagacaa
tgcaaatgaa cagtctgagg gctgaggaca cggccgigta
tggactactg gggtcgagga accttagtca ccgtctcctce
cggtcttcce cctggecacce tcctccaaga gcacctctag
gcctggteas ggactacttc cccgaaccgd tgacggigte
ccagcggegt gecacaccttc ccggetgtcee tacagtecte
gcgtggtgac cgtgecctee agcagcttgg gcacccagac
acaagcccag caacaccaag gtggacaada zagciggtga
gggtgtctge tggaagcagg ctcagcgecte ctgectggac
cagtccaggg cagcaaggca ggccecgtet gectctitcac
actcatgctc agggagaggd tcttctgget ttcoteccagg
ggtgccccta acccaggece tgcacacaaa ggggcaggty
agccatatcc gggaggacec tgccecctgac ctaageccac
ctccctcage tcggacacct tetctectec cagaticcag
gcagagccca aatcttgtga caaaactcac acatgcccac
caggcctcge ceteccagetc aaggcgggac aggtgcccta
caggccccag ccgggtgctyg acacgtccac ctceatetet
ggggggaccyg tcagtcttcc tettcecccec zaaacccaag
gacccctgad gtcacatgcd tggtggtgga cgtgagecac
caactggtac gtggacggcyg tggaggtgca taatgccaag
gtacaacagc acgtaccggy tggtcagcgt cctcaccgte
tggczaggag tacaagtgca aggtctccaa caazgcecte
catctccaaa gccaaaggtg ggaccegtgg ggtccgaggyg
tcggeccacc cteotgecctyg agagtgaccg ctgtzaccaac
ccgagaacca caggtgtaca ccctgccecec atccsgggat
cagcctgacc tgcctggtea aaggcttcta toccagegac
caatgggcadg ccggagaaca actacaagac cacgccicec
cttcttectc tacagcaage tcaccegtgga caagageagg
ctcatgctec gtgatgeatg aggctctgea caaccactac
gtctecegggt azatgagtgc gacggccgcd aattc

.
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Informace o SEQ ID NO: 11:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 785 paru bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofeté&zcova
(D) TOPOLOGIE:

(ii) DRUH MOLEKULY: DNA

(1ii) HYPOTETICKA:

(iv) POZITIVNI:

(ix) ZNAKY:
(A) Nazev/kli¢: uméla sekvence
(D) Jiné informace:

/poznémka="sekvence humanizované protilatky"™/

(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 11l:

gcttgatc ttcaggatat cacatttgct. tctd tzgcaacctc 60
acagacac catggatttt caggtgcaga Lttt agtgccteag 120
=taatgtc caggggagaa attgttctca ccc tctetgtcte 180
ggggagag ggccaccctg tcctgeagtg cca atatactggt 240
czgcagaa gccaggacag gctcctagac tct azcctggett 300
ctggagtcce tgegegettc agtggeagtg ggic ctcacaatca 360
cagcctgga gectgaagat tittgecgttt atta zgtaacccge 420
cacattcgg tggtgggacc aaggtggaga ttaa ccatctgtct 480
ztcttcce geccatctgat gagcagttga aatcTgg gtgtgectge 540
tgaataactt ctatcccaga gaggccaaag tacagiggaa ggtggataac gccctccaat 600
cgggtaactce ccaggagagt gtcacagagc aggacagcaa ggacagcacce tacagcctca 660
gcagcaccct gacgctgage aaagcagact acgagzzaca caaagtctac gcctgcgaag 720
tcacccatca gggcectgage tegecccgtea cazazgagctt caacagggga gagtgttagg 780
aattc 783

Informace o SEQ ID NO: 12:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(p) DELKA: 785 parl bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofeté&zcova
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(iii) HYPOTETICKA:
(iv)  POZITIVNI:
(ix) ZNAKY:



(R)
(D)

Nazev/klic:
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Jiné informace:

um&la sekvence

L X ] L
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(1] ene

/poznamka="sekvence humanizované protilatky™/

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 12:
aagcttgate ttcaggatat cacatttgect tctgacacaa ctgtgttcac tagcaaccic €0
zaacagacac catggatttt caggtgcaga ttttcagctt cctgctaatg agtgectceag 120
tcataatgtc caggggagaa attgttctca cccagtctce agcaaccctg tcetetgtetce 180
caggggagag ggccaccctg tcctgcagtyg ccagctcaag tatazattac atatactgge 240
tccageagaa gecaggacag gctcectagaa tcttgattta tctcacatce aacctggett 300
ctggagtcce tgegegettce agtggcagtg ggtctggaac cgacttcact ctcacaatca 360
gcagcectgga goctgaagat tttgcegttt attactgect gcagtggagt agtaacccgce 420
rcacattcgg tggtgggacc aaggtggaga ttzzacggac tgtggctgea ccatctgtct 480
tcatctteccc. gccatctgat gageagttga aztctggaac tgctagegtt gt gtgecctge 540
tgaataactt ctatcccaga gaggccaaag tacagtggaa ggtggataac gccctc#aat 600
‘cgggtaactc ccaggagagt gucacagage aggacagcaa ggacagcacc tacagcctca 660
gcageaccct gacgetgage aaagcagact acgagaaaca cazagtctac gcctgcgaad 720
tcacccatca gggcctgagc tcgcccgtca caaagagec caacagggga cagtgttagg 780
aattc 788
(1) Informace o SEQ ID NO: 13:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1392 para bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoreté&zcova
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(iii) HYPOTETICKA:
(iv)  POZITIVNI:
(ix) ZNAKY:
(A) Nazev/kli&: umé&la sekvence
(D) Jiné informace:
/poznamka="sekvence humanizované protilatky™/
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 13:
atggagtttg ggctgagesg gcttettctt gtggctattt taazaggtgt ccagtgtgaa 60
gtgcagetgg tggagtctgg gggaggctta gtoazgectyg gagggtccct zagactctce 120
tgtgcagect ctggattcac tttcagtagce tatgacatgt cttgggttcyg ccaggcteccy 180
gggaaggggc tggagtgggt ctecaaccatt agtagtggtyg gtagttacac tactatcta 240
gacagtataa agggecgatt caccatctcc agagacaatg ccaagaactc cctgtacctg 300
caaatgaaca gtctgaggge tgaggacacdg gccgigtatt actgtgcaag acaggggttyg 360
gactactggg gtcgaggaac cttagtcace gtctcctcag ctagcaccaa gggcceatey 4290
gtcttceccee tggcCccc* ctccaagagc acctctgggg gcacagcggce cctgggctge 48C
ctggtcaagg act actitcce cgaaccggtg acgotgtcegt ggaactcagg cgccctgacce 540
agcggegtgce scaccttzec ggetgtecta cagtcctcag gactctacts cctcagcage 600



gtggtgaceg
aagcccagea

‘acatgcccac

(1)

(1)

ccaaaaccca
gacgtgsgcc
cataatgcea

-l

o
gaaccacadg
ctgacctgcece
gggcagecdg
ttcctctaca
tgctccgtga
ccgggtaaat

tgccctccag
acaccaaggt
cgtgcecage
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
tcctgcacca
tcccagccce
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc
ga

Informace o SEQ

(1)

(ii)
(1ii)
(1v)

(ix)

cagcttgggc
ggacaagaaa
acctgaactc
catgatctcc
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctyg
catcgagaaa
gcccceatcec
cttctatcce
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacasc

ID NO: 14
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acccagacct
gttgagecea
ctggggggac
cggaccecctyg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca
cgggatgage
agcgacatcg
cctecegtge
agcaggtgge
cactacacgc

.
.

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

TOPOLOGIE:

DRUH MOLEKULY: DNA

HYPOTETICKA:

POZITIVNTI:

ZNAKY :

(A)
(D)

Nazev/klic:

DELKA: 702 parl bazi

TYP: nukleovd kyselina

Jiné informace:

acatctgczaa
satcttgtga
cgtcagtctt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
zagccazagg
tgaccaagaa
ccgtggagty
tggactcega
agcaggggaa
agaagagcct

DRUH RETEZCE: jednofetézcova

uméla sekvence

cgtgaatcac
caaaactcac
cctecttecce
cgtggtggty
cgtggaggty
tgtggtcage
caaggtctcce
gcagccccga
ccaggtcage
ggagagcaat
cggctcctte
cgtctectea
ctccctgtet

/poznémka="sekvence humanizované protilatky™/

(x1)

Popis sekvence: SEQ ID NO: 14:

atggaagccce
gaaattgttc
ctgtcctgea
caggctccta
ttcagtggea
gattttgccyg
accaaggtgyg
gatgagcagt
agagaggcca
agtgtcacag
agcaaagcag
agctecgeccyg

Informace o SEQ ID NO:

(1)

(B)

cagctcagcet
tcacccagtc
gtgccagcte
gactcttgat
gtgggtetgg
tttattactyg
agattazacg
tgaaatctgyg
aagtacagtg
agcaggacag
actacgagaa
tcacaaagag

tctettecte
tccagcaacce
aagtataeaat
ttatctcaca
aaccgacttc
cctgcagteg
tacggtgget
aactgectet
gaaggtggat
caaggacagc
acacaesagtc
cttcaacagg
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tacgcectgeg
ggagagtgtt

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(R)

DELKA: 702 parld bazi

TYP: nukleovad kyselina

ggctcccaga
ctccagggga
ggtaccagca
cttctggagt
tcagcagect
cgctcacatt
tcttcatcett
tgctgaztaa
aatcgggtaa
tcagcagcac
aagtcacceca
ga

taccaccgga
gagggeccacc
gaagccagga
ccctgegegce
ggagcctgza
cggtggtgeyg
cccgecatct
cttctatece
ctccecaggayg
cctgacgetyg
tcagggecctg

60

120
180
2490
300
3€0
420
480

[a}
20

6C0C
6€0
702
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(C) DRUH RETEZCE: jednoreté&zcova
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(iii) HYPOTETICKA:
(iv)  POZITIVNI:
(ix) ZNAKY:
(A) Nazev/klic¢: uméléd sekvence
(D) Jiné informace:
/poznamka="sekvence humanizované protilatky“/
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 15:
atggaagccc cagctcaget tcetcttecte ctgctgctct ggctcecaga taccaccgga 60
gaaattgttc tcacccagtc tcocagcaacc ctgtctctgt ctccagggga gagggccacc 120
ctgtcctgca gtgccagcte aagtataaz tacatatact ggctccageca gaagecagga 180
caggctccta gaatcttgat ttatctcaca teocazacctgg cttctggagt ccctgegege 240
ttcagtggca gtgggtctgg aaccgacttc actctcacaa tcagcagect ggagcctgaa 300
gattttgceg tttattactg cctgeagtgg agtagtaacc cgcteacatt cggtggtggg 360
accaaggtgy agattaaacg tacggtgget gcaccatectg tcttcatctt cccgecatct 420
gztgagcagt tgaaatctgg aactgcctct gttgtgtgee tgctgaataa ctictatccc 480
agagaggcca aagtacagtg gaaggtggat aacgccctcce aatcgggtaa ctcccaggag 540
agtgtcacag agcaggacag caaggacagc acctacagcc tcagcagcac cctgacgectg 600
agcaaagcag actacgagaa acacaaagic tacgcectgeg aagtcacceca tcagggcectg 660
agctcgecey tcacaaagag cttcazcagg ggagagtgtt ga 702
Informace o SEQ ID NO: 16:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 9 568 paru bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcové
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(iii) HYPOTETICKA:
(iv)  POZITIVNI:
(ix) ZNAKY:
(A) Nazev/klic¢: umé&la sekvence
(D) Jiné informace:
/poznémka="sekvence humanizované protilatky™/
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: lo6:
ctgacgcgcee ctgtagcgge gcattaagcg cggcgegtgt ggtggttacg cgcagcgtga 60
ccgctacact tgccagcgee ctagcgecceg ctcctttege tttcttecct tecttteteg 120
ccacgttcge cggctticce cgtcaagetc taaatcgggg gctcocttta gggttecgat 180
ttagtgettt acggcacctc gaccccaaaa aacttgatta gggtgatggt tcacgtaggg 240
tegcgacgta cegggcccce cctegattaa ttaatcgage tactagcttt gettctcazat 300
tcttattitg cataatgaga aaaaaaggaa aattaatttt aacaccaatt cagtagttga 360
ttgagcaaat gecgttgccaa aaaggatgcet ttagagacag tgttctctge acagataagg 420



acaaacatta
cattctaggg
gtaagggcca
gtgaggtagyg
aatcgatcct
gagaggctat
ttccggetat
ctgaatgaac
tctggaatag
agccatgeat
gttaggggeg
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aggaggaaaa
atgctttcaa
tttgctggct
cccteccecy
zatgaggaaa
gggcaggaca
ggctctatgg

ttcagaggga
agaaatatge
atctgctcac
atcagtiget
ccatgcttga
tcggctatga
cagcgcaggyg
tgcaggtaag
ctcagaggcc
ggggcggaga
ggactatggt
ctggggactt
ctgctgggga
ccecctagtta
tcegegttac
cattgacgtc
gtcaatgggt
tgccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttce

aztaazaatga
gggtggggca
cggtgggete
taatgagaaa
gttgccazazaa
cagagggagt
aaztatgctt
ctgctcacac
cagttgetce
gctcaggget
ttttatccce

tatggggatt

cttccazaaga
taggazazacae 1
agttctcagt
ggatgatgce
gatagtcgga
ctttgtgaca
ggggaaatat
aggcatcaag
gttctctget
ttagatcage
tgecttceett
ttgcatcgea
gcaaggggga
aaccagctgg

gtacccagag
ttgtcatcac
acaggataga
cctecacattt
acaagatgga
ctgggcacaa
gcgcccggtt
tgcggecget
gaggcggect
atgggcggaa
tgctgactaa
tccacacctg
gcctggggac
ttaatagtaa
ataacttacg
zatastgacyg
ggactattta
gcccectatt
cttatgggac
gatgcggttt
aagtctccac
tccaaaatgt
ggaggtctat
cagatctctc
agataccacc
ggagagggcce
gcagaagcca
agtcecctgeyg
cctggagect
attcggtggt
cttececegeca
zacttctat
taactcccag
caccctgacg
ccatcagggce
gatccgttaa
acgtatga
cccecgtgect
ggaaatigca
ggacagcaag
tatggaacca

aggatgcttt
acccagagct
gtcatcaccy
aggatagaga
tcacatttge
gcgatttcege
gctgccatca
gccaacaacq

tctcceca

azactictcc
tataagtttg
ccectectaa
ctecgactgtyg
gaccctggaa
ttgtctgagt
ggattgggaa
ggctcgaagce
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ctgagactice
cgaagcetga
gagegcadd
gctict
ttgcac
cagacazt
ctttcigica
ctaggsstcee
cggcctetge
ctgggeegay
ttgacatgca
gttegctgact
tttceczcacc
tcaaztizcgg
gtazzlzgce
tatgtizcca
cggtazazctg
gacgicaatg
titcctzett
tggcagtaca
cccaTicacg
c act
a gag

)

t

acca: C
cgass
accce
ggacsa
cgeot

cga ©g
cg 2gg
fotos zagc
cc aég
csa Tca
ct zag
ct cgc
cg caa
tc cga
tc cce
tc gtc
fotef att
ok cta
T aa
agac tg
gaga ta
azgc tt
gecac agc
ttet ata
gcca <tg
plefor acc
gag acc
a cct agt
oieto) caa
azga zcc
tiga acc
€ttt Zga
agg tga
cag cce
z2zgt cga
agc cat
ccts gtt
ggt ctc
aggt att
gac gca
ggecce ccg

taagccagtyg
ttccgtagag
gecagggeag
tagttgtgec
gttctcegge
gctgetctga
agaccgacct
aaaaaagcct
ataaataaza
ttagagggegg
tgctttccat
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gaagaaagac
ttttatzaga
gccagecatce
ccactgtect
ctattctggg
ggcatgctygg
gatatgccaa

agtggcacag
ccacaccttg
agcatataag
agcatggagdg
cgcttgggty
tgccgecgtyg
gtccggtgee
cctcactact
aazattagte
gatgggcgga
acttctgect
catgctttge
cacattcecac
tcatagccca
accgcccaac
aatagggact
agtacatcaa
gcecegectgg

acgtatta
tggatagcgg
tttgttttgg
gacgcaaatg
gaaccgtcag
gcttctctte
gtctccagea
ctcaagtata
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tattgacgtc
ggactttect
gttttggeag
ccaccccatt

tgtecgtaac
ctatataagc
tcgacatgga
gtgaagtgca
tctcectgtge
ctcecggggaa
atctagacag
acctgcaaat
ggttggacta
catcggtctt
gctgectggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc
ctcacacatg
tccceeczaa
tggtggacgt
aggtgcataa

cagcgtect
tcteccaacaa
cccgagaacce
tcagcectgac
gcaatgggca
ccttcttect
tcteztgcte
tgtctccggyg
aacatgcgge
atctgttgtc
cctttect
§99999
tgggg
ggeccg
tggcet
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cctgce
gctacctgcec
gaagccggte
gaactgttcg
ggcgatgect
tgtggcegge
gctgaagagce
cccgatctege
tggggttega
ccgecgeett
tccteccagceyg
cttataatgg
cactgcattc
cggeeggecd
tttagtgagg
attgtliatcc
ggggtgecta
agtcgggaaz
gtttgegtat
ggctgeggeg
gggataacgc
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagcete
cctttetecce
cggtgtaggt
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aatgacggta
acttggecagt
tacatcaatg
gacgtcaatg
aactccgece
agagctgggt
gtttgggety
gctggtggag
agcctctgga
ggggctggag
tatazzagggce
gaacagtctyg
ctggggtega
cccccectggea
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgece
cagcaacace
cccaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcectg
agccctccea
acaggtgtac
ctgcctggte
gccggagaac
ctacagcaadg
cgtgatgeat
taaatgagga
cgtgatatct
tgcceetecce
tzaaatgagg

ccaggctcaa
gcttgccgaa
tgggtgtggc

tggcggega
agcgeatcgc
aatgaccgac
ctatgaaagyg
cggggatctc
ttacaaataa
tagtitgtggt
cacecgcggtyg
gttaatttcg
gctcacaatt
atgagtgagc
cctgtcgtge
tgggcgetet
agcggtatca
aggaazgaac
gctggegttt
tcagaggtgg
cctegtgege
ttcgggaagce
cgttcgetce

aatggcecgce
acatctacgt
ggcgtggata
ggagtttgtt
cattgacgca
acgtcctcac
agctggcttt
tetgggggad
ttcactttca
tgggtctcaa
cgattcacca
agggctgagyg
ggaaccttag
cectectceea
ttecceccgaac
ttcececggetyg
tccagcagcet
aaggtggaca
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagdgg
zagccgceggg
caccaggact
gccecccatcg
accctgecccec
aaaggcttct
aactacazaga
ctcaccgtgg
gaggctczge
tccgttaacd
acgtatgatc
czgtgecttce
aaattgcatc
acagcaaggg
tggaaccadge
fccectectte
teccttgegea
cgaagtgceyg
catggctgat

a ccazagcgaaa

ggatgatctg
ggcgegeatyg
tatcatggtg
ggaccgctat
atgggctgac
cttctatcge
cazgcgacgce
titgggettcg
atgctggagt
zagcaatagca

ttgtcczaac

gagctttaat
agcttggegt
cczcacaaca
tzactcacat
cagctgeatt
fcecgettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccatagge
cgaaacccga
tctecctgtte
gtggegett

aagctggget
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ctggcattat
attagtcatce
gcggtttgac
ttggcaccaa
aatgggceggt
attcagtgat
ttcttgtgge
gcttagtgaa
gtagctatga
ccattagtag
tctccagaga
acacggcegt
tcaccgicte
agagcaccté
cggtgacegt
tecctacagte
tgggcacceca
agzaagttga
aactcctgag
tctcecggac
tcaagtd
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tccgececee
caggactata
cgaccetgee
ctcatagete
gtgtgcacga

gceccagtaca
gctattacca
tcacggggat
aatcaacggg
aggcgtgtac
cagcactgaa
tattttaaaa
gcctggaggy
catgtcttgg
tggtggtagt
czatgccaag
gtattactgt
ctcagctage
tgggggcaca

tecgtggaac
ctcaggactc
gacctacatc
gcccaaatct
gggaccgtca
ccctgaggte
ctggtacgtg
czacagcacyg
caaggagtac

catcgcecgtyg
cgtgctggac
gtggcagcag
cacgcagaag
acctagaccg
gtgccttceta
gaaggtgcca
agtaggtgtc
gaagacaata
cagcgctgeyg
acgaggcagce
acgttgtcac
tcetgtcate
gcatac

M Q

{
3 o(r

]
Q9 0OQ haQ
t rt @ 00N
o p pu

m
0O

OQ a Q
Q0o
%3
)t
Q
t
Q

v oot oF

(o]

caczaataaa
atcttatcat

azaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttacecgga
acgctgtagyg
accccecgtt

ses
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tgaccttatg
tggtgatgcg

tccaagtct
actttccaaa
ggtgggaggt
cacagacccg
ggtgtccagt
tceectaagac
gttcgeeagg
tacacctact
aactccctgt
gcaagacagg
accaagggcce
geggcectgg
tcaggecgccec
tactccctea
tgcaacgtga
tgtgacaaaa
gtcttectcet
acatgecgtgg
gacggcgegg
taccgtgtgyg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
fccgacgget
gggaacgtct
agcctctecec
gattcgtgac
gttgccagec
ctceccactgt
attctattct
gcaggcatgce
atcgectega
gcggctatceg
tgaagcggga
tcaccttget
gcttgatcceg
tactcggatyg
cgcgccagcee
cgtgacccat
attcatcgac
ccgtgatatt
tatcgceget
agcgggacte
ttcgattcea
ggctggatga
titattgecag
gcatttttit
gtctggatceg
ttttgttcece
cctgtgtgaa
tgtaaagect
cccgcetttee
gggagaggcgd
tcggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttcecce
tacctgtceg
tatctcagtt
cagccegace
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seec e

4320
4380
4440
4500
4560
4620
4580
4740
4800
4860
492

4980
5040
5100
51860
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5840
6000
€060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
€500
6660
6720
6780
6840
6500
6260
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
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gctgcecgectt atceggtaac tatcgtcttg agtccaacsc ggtaagacac gacttatecgs 8160
cactggcagc agccactggt aacaggatta gcagagcgag gtatgtagge ggtgctacag 8220
agttcttgaa gtggtggecct aactacggct acactagaag gacagtattt ggratctgeg 8280
ctctgctgaa gccagttacce ttcggazaaa gagttggtag ctcttgatce ggcaaacaaz 8340
ccaccgctgg tagoggtggt ttttttgttt goaageacsa gattacgcge agazazaaag 8400
gatctcaaga agatcctttg atcttttcta cggggictga cgeteagtgg zacgazaact 8460
cacgttaagg gattttggte atgagattat cazaaaggzat cttcacctag atccttttaz 8520
attzazaatg aagttttaaa tcaatctaaa gtztat = gtaaacttgg tctgacagt:t 8580
accaatgctt aatcagtgag gcacctatct cagcga-ce tctatttcgt tcatccatag 8640
ttgectgact cccegtegtg tagataacta cgartae gggcttacca tctggeccca 8700
gtgetgeaat gataccgcga gacccacgct caccog agatttatca gcaatzaacc 8760
agccagccgg aagggccgag cgcagaagtyg gtcctg tttatcegee tccatccagt 8820
ctattaattg ttgccgggaa gctagagtaa gt gotaatagt ttgcgcaacg 8880
ttgttgecat tgctacagge atcgtggtgt ca titggtatg gcttcattca 8940
gcteccggite ccaacgatcea aggcgagtta cat catgttgtge aazazagcgg 9000
ttagctcctt cggtccteccg atcgttgtca gas ggccgeagtg tiatcactez 9060
tggttatgge agcactgeat aattctctta ctg azccgtaaga tgctttictg 9120
tgactggtga gtactcaacc aagtcattct gaga tatgeggcga ccgagttges 9180
cttgeccgge gtcaatacgg gataataccg cges cagaacttta azaagtgctca 9240
tcattggaaa acgttcttcg gggcgasaac tctc cttaccgetg ttgagatccz 9300
gttcgatgta acccactegt gcaccecaact gatc atctittact ttcaccagcg 9260
tttctgggtg agcaaaaaca ggaaggcaaa avee zzagggaata agggcgacac 5420
qgazatgttg aatactcata ctcttecttt tt t=gaagcatt tatcagggtt 5480
~tgtectcat gagcggatac atatttgaa gtztttagzza aaataaacaa. ataggggtte 9540
‘qcacatt tccccgaaaa gtgccaca © 8568
(1) Informace o SEQ ID NO: 17:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCZ:
(A) DELKA: 6414 pérl cazl
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofeté&zcova
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(iii) HYPOTETICKA:
(iv) ~ POZITIVNI:
(ix) ZNAKY:
(A) Nazev/kli&: umé€la sekvence
(D) Jiné informace:
/poznamka="sekvence human:zované protilatky™/
(21i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 17:
tcgacattga ttattgacta gttattaata gtzatczatt acggggtcat tagttcatag €0
cccaktatatg gagtitccgcg ttacatzact tacggtzaat ggcecgectg gctgaccegee 120
caacgacccec cgcccattga cgtcaataat cacgtatgtt cccatagtaa cgeccaatagg 1808
cactitccat tgacgtcaat gggtggagta tzzacggtaa actgcccact tggcagtaca 24C
tczagtgtat catatgccaa gtacgccece tzzigacgtc aztgacggta aztggeccege 300
ctggcattat gcccagtaca tgaccttatg ggactttcct acttggcagt acatctacgt 360
attagtcatc gctattacca tggtgatgcg gttitggeag tacatcaatg ggcgtogata 420
.gcggtttgac tcacggggat ttccaagtct ccaccecatt gacgtcaatyg ggagtttgtt 480
ttggraccaa aatcaacggg actticczaa atgtcgtaac aactccgecc cattgacgca 340
aatgggeggt aggcgtgtac ggtgggaggt ctiatatzagce agagctctct ggctaactag 600
agaacccact gcttzactgg cttatcgaaa tizatacgac tcactatagg gagacccaag 66C
cttctgcagg tcgacatcga tggatccggt acctegageg cgaattctct agaggatert 720
£gtgaaggaa cottacttet gtggtgtgac atzattggac zazctaccta cagagattta 780
aagctctaag gtzaatataa aatttttaag tzzataztgt gttasactac tgattctaat 840G

esee



tgtttgteta
ctttaatgag
tgctgactct
ctttccttea
ttgcttiget
aaaatatttg
aggttitact
atgcaattgt
gcatcacaaa
aactcatcaa
acagctttgt
gttaaaagat
ctcaagttce
taattzaaac
gcteccgecct
gcgacaccca
cccaccacct
cggacgggta
gggggacgces
tcteccgeggyg
cgcaggatgc
gcggecacgce
cggggectct
agtgggaagc
caggctgcct
gtgtceccaga
tggctggatt
agacgcgegg
ttgccecatgce
gggagcaaag
gatggagcct
gaacgagtt

cctggtgatt
ggacagaatt
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tggaggect
ctgtagcggc
tgccagcgece
ccgettte

ces
scggeacctc

ttttagattc
gazaacctgt
caacattcta
gaattgctaa
atttacacca
atgtatagtg
tgctttaaaa
tgttgttaac
tttcacaaat
tgtatcttat
tctagtcage
gtatcctgga
ggttaacaac
ctttcaacta

tctecagtact
cgtgecctct
ggceceocgcecec
gacgctgagy
gtggatctea
gcttgggegg
agzagagcaa
cggactgggc
gatgttcaaa
agcgeccgggce
aggtgatcgce
atatgggcat
gggttagggz
gccaactact
ccgeggtgat
tecggtcact
gagczcacgt
tacttce
ggccgga
atagttce
ctggacc
ttggatag
actctttg
tttggaga
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caacctatgg aactgatgaa
tttgctcaga agaaatgcca
ctcctccaaa aaagzagaga
gttttttgag tcatgctgtg
caaaggaaaa agctgcactg
ccttgactag agatcataat
aacctcccac accteccect
ttgtttattg cagcttataa
azagcatttt tttca
catgtctgga tcaat
caggcaagca tatgt
cctgccagac ctog
aggaggcaac gagdga
aaacacggac ccacgga
ccccaccatt aggctcgeta
cccacccgac gctaacccceg
cgttgaggac agaagaaacc
gcgctgagga gtecgtectet
ggcttccgga agactggaag
cggaagaatg gccgetagac
gccecgecggg agcogegeggc
ggggccggee tggtggagge
taggatgcta ggctigttga
gactgczatt tcgcgecaaa
tgctgctgtce atggttcgac
cggcaagaac ggagaccttc
aaccgaggceyg gttcgctgaa
tagggzacagt catgaggggt
cccecatgetyg tgccagectt
gggcagcace acccesecgga
gacagggtcc ctgttzacgce
aaagaatgac cacczcctee
azacctggtt ctccattcet
tcagtagaga gctcaaggaz
atgcctraaa acttattgaa
ttggaggcag ttcegtttac
tgzcaaggat catgcaggaa
aatatazact tectcccagag
tcaagtataa atttgaagrc
cttcaagttc tactgettec
gttggcttta gatccigtge
catgccceag ccecoigtata
accaggttat attazatata
tcccatgeocag ccocazgtgg
ccczaagaca tagagcoccct
tagatgaata agtzacaaagg
ttaaagazaa ttagatcaza
gttctgttca ctcagacaga
agatgggagce aggtcgagga
cttcagtgag attcczaggd
sazagtcccca ggctocecag
zaccaggtght ggaaagtcee
caattagtca gcaaccatag
cagttccgecc catteicege
ggcgcctcetg agctattcca
aazzaagcta attcagcectg
cggcgggtot ggtggttacy
ctcctitcge tttettcect
tzaatcgggg gctcccttta
acttgattag ggtgatggtt

tgggagcagt
tctagtgatg
aaggtagaag

ttactaata
ctatacaaga
cagccatacc
gaacctgaaa
tggttacaasa
ttctagttgt
gazactagcc
aagttccteca
acgtaaacag
atctattact
cacccacttt
ctccacctce
ccecetgecceyg
ccgggeagee
accttctctg
aaccggctea
gcggactigg
tgtactaccc
ggagtctgac
ggcgtggect
cttgggggasa
cgctgaactg
cctggecaat
tcgggtegag
aggcccgecyg
tgceccagagg
cttgcatggg
agtgtttcte
tcagtggaag
gagaagaatc
ccaccacaag
caaccagagt
azggaagcea
tttgaaagtyg
tacccagggg
tatgagaaga
ctcctaaazat
atcctgggca
sttctaaaca
ctttaagaaa
cteccccagca
gagagcatga
gcagaaatgyg
gtagagactg
aaatgggtaa
ttatataagg
atactacaat

tccegeeccet
cccatggctyg
gaagtagtga
aatggcgaat
cgcagcgtga
tcctttcteg
gggttccgat
cacgtagtygg

ggtggaatgc
atgaggctac
accccaagga
gazactcttge
aaattatgga
acatttgtag
cataaaatga
tzaagcaata
ggtttgtcea
ttaaagacz

gggaactgag
aagattccge
tctaatcggg
tcctteccoey
acttcegggce
tctgaccceg
gcageccaagyg
ctggcteggt
gaaccgettg
tgcgaggeat
cgcgeetgga
ctcgtggagg
ccgattcaca
gcacagcgta
catcgtcgec
gctcaggtac
cacttggcgg
gctgctgecce
cgctctaget
tagccgctga
taactttcag

tgaatcagce
acacgttctt
tccktttctga
zaggctaaca

caccatittgc
gatgcatagg
gctgatatgg

gttttaacca
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aggtgaagat
actgagcgtc
gcgtaatctg
atcaagagcet
atactgtecct
ctacatacct
gtcttaccygg
cggggggtte
tacagcgtga
cggtaagcgyg
ggtatcttta
gctcgtcagg
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cettgagagt
atgtggcgceg
ctattctcag
catgacagta
cttacttctg
ggatcatgta

cgagcgtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agceggtgag
ccgtatcegta
gatcgctgag

atatatactt
cctttttgat

agaccccgta
ctgcttgecaa
accaactctt
tctagtgtag
cgctctgeta
gttggactca
gtgcacacag
gcattgagaa
cagggtcgga
tagtecctgte
ggggcggage
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gagtccacgt
tcggtctatt

‘gagctgattt
ggtggcactt

e

tcazaaca L.Cﬁ.
aggaagagta
tgccttcctg
ttgggtgcac
tttecgececeg
gtattatcece
aatgacttgg
agagaattat
acaacgatcg
actcgecttyg
accacgatgce
actctagett
cttctgcgct
cgtgggtcte
gttatctaca
ataggtgect
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaazaaaac
tttccgaagg
ccgtagitag
atcctgttac
agacgatagt
cccagettgy

tctttaatag
cttttgattt
azcaaaaatt
trtcggggaaa
atccgectceat

‘tgagtattca

tttttgetea
gagtgggtta
sagaacgttt
gtattgacgce
ttgagtactc
gcagtgctge
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
cccggcaaca
cggcecttee
gcggtatcat
cgacggggag
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatcce
aaggatcttc
caccgctacc
taactggett
gccaccactt
cagtggetgce
taccggataa
agcgaacgac
ttccegaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcasa

tggactcttyg
ataagggatt
taacgcgaat
tgtgcgegga
gagacaataa
acatttccgt
cccagaaacyg
catcgaactg
tccaatgatg
cgggcaagag
accagtcaca
cataaccatg
ggagctaacc
accggagctg
ggcaacaacg
attaatagac
ggctggetgg
tgcagcactg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct
agcggtggtt
cagcagagcg
caagaactct
tgccagtggce
ggcgeagcegyg
ctacaccgaa
gagaaaggcd
gcttccaggg
tcagcgtcga
cgcc

seoe



(1)
(1)

(ii)
(1ii)
(iv)

(1x)

(x1)

tcgacattga
cccatatatg
caacgacccce
gactttccat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtcatc
gcggtttgac
ttggcaccza
aatgggcggt
tcagatcgcee
atccagccte
ggtaagtacc
tattggtcta
cgactcacta
agcgcgaatt
atagcatcac
ccaaactcat
cagacagctt
gaggttaaaa
cgcctcaagt
gggtaattaa
ccggctccge
ggcgcgacac
ccgcccacca
aggcggacgg
ggtgggggac
ttgtctecge
catcgcagga
ggagcggceea
aggcggggdcee
acaagtggga
gtacaggctg
gccgtgtcce
tactggctgg
cggagacgcg
cccttgeccea
gctgggagcea

Informace o SEQ ID NO:

175

18:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

uméla

(A) DELKA:

(B)

(C)

(D) TOPOLOGIE:
DRUH MOLEKULY: DNA
HYPOTETICKA:
POZITIVNI:

ZNAKY :
(A) Nézev/klic:

(D)

Jiné informace:

/poznamka="plazmid"/

Popis sekvence:

ttattgacta
gagttcecgeg
cgcccattga
tgacgtcaat
catatgccaa
gcccagtaca
gctattacca
tcacggggat
aatcaacggg
aggcgtgtac
tggagacgce
cgcgdccggg
gcctatagag
tittceccacc
tagggagacc
ctctagagsat
aaatttczca
caatgtatct
tgttctagte
gatgtatcct
tccggttaac
sacctttcaa
ccttctcagt
ccacgtgceccc
cctggecececcg
gtagacgctg
geggtggate
ggggetiggy
tgcagaagag
cgcecggactg
tctgatgttce
agcagcgcecg
cctaggtgat
agaatatggg

ttgggttag
cgggecaact
tgccegeggt
aagtccggte

n ot
an
[C Ay
ct cf

fu
[
ot

SUEN ]
(9}
ot t m

G ot et 0 O o ctQ o Q

fu

&0
o

B ot

e}
oW
t Q ot

Q

W

a0

N0 Q
0

o0

]
0OWQ cr et W o M

M o oot QW W
s

U Q ('!’FUL[C)& Qu v
)

M tQ O QA Qo ot
it Q

Qa0

it]
0 0w N
Qo B orQ Qg

s3]
W Q
-

8O 0
Q

Q0 qQcdown
Q

ot

Q

p

I

Q

a w

Q
[ I
v
Qa N
aQ
[(e]
9]
cr
Q

)
p
+
a
3
O

cttgtita
aaagcat
catgtct
ccaggeaa
cctgcea
ggagge
acacg
tccc

ot o

w0 m
[\ 1Y)
[

0
0
(¢}

QO vaap
QMG PQ M OQQ NQaRQQn

Bt
ct
9]

Q

e ()

(o TN T g A 2 @ O VO T ¢ i i ]
Q

Q
[¢]
0
Q

cggcggaaga
caagccegec
ggcgggsccy
aaataggatyg
ggcgactgca
cgctgcetget
catcggeaag
ggaaaccgag
acttagggac
gatccceatg
actgggcagce
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TYP: nukleovd kyselina
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PATENTOVE NAROKY

Molekula protilatky obsahujici variabilni oblast tézkého
fetézce charakterizovana aminokyselinovou sekvenci
definovanou v SEQ ID NO: 1 nebo jeji fragment, alelicka
varianta, funk&ni varianta, glykosyla¢ni varianta, fézni

molekula nebo chemicky derivat.

Molekula protilatky, kde variabilni oblast tézkého fetézce
obsahuje aminokyseliny charakterizovana aminokyselinovou

sekvenci SEQ ID NO: 1.

Molekula protiladtky obsahujici variabilni oblast lehkého
retézce charakterizovanou aminokyselinovou sekvenci
definovanou v SEQ ID NO: 2 nebo jeji fragment, alelicka
varianta, funk&ni varianta, glykosylaini varianta, fuzni

molekula nebo chemicky derivat.

Molekula protilédtky, kde variabilni oblast lehkého fetézce
obsahuje aminokyseliny, Jjak charakterizuje aminokyselinova

sekvence SEQ ID NO: 2.

Molekula protilatky obsahujici variabilni oblast lehkého
Yetézce charakterizovanou aminokyselinovou sekvenci
definovanou v SEQ ID NO: 3 nebo jeji fragment, alelicka
varianta, funk&ni varianta, glykosylaéni varianta, fuzni

molekula nebo chemicky derivat.

Molekula protilatky, kde variabilni oblast lehkého tetézce
obsahuje aminokyseliny charakterizované aminokyselinovou

sekvenci SEQ ID NO: 3.
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Molekula protildtky podle naroka 1 a 3 obsahujici
variabilni oblast teZkého Yetézce charakterizovanou
aminokyselinovou sekvenci definovanou v SEQ ID NO: 1 a dale
obsahuje variabilni oblast lehkého fetézce
charakterizovanou aminokyselinovou sekvenci definovanou
v SEQ ID NO: 2 nebo Jjeji fragment, alelickd varianta,
funk&ni varianta, glykosylaéni varianta, fizni molekula

nebo chemicky derivat.

Molekula protildtky podle narokd 2 a 4, kde variabilni
oblast tézkého fetézce obsahuje aminokyseliny
charakterizované aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1 a
kde variabilni oblast lehkého fetézce obsahuje
aminokyseliny charakterizovane aminokyselinovou sekvenci

SEQ ID NO: 2.

Molekula protiladtky podle narokd 1 a 5 obsahujici
variabilni oblast tezkého Yetézce charakterizovanou
aminokyselinovou sekvenci definovanou v SEQ ID NO: 1 a dale
obsahuje variabilni oblast lehkého fetézce
charakterizovanou aminokyselinovou sekvencil definovanou
v SEQ ID NO: 3 nebo Jjeji fragment, alelicka varianta,
funkéni varianta, glykosylaéni varianta, fizni molekula

nebo chemicky derivat.

Molekula protilatky podle narokd 2 a 6, kde variabilni
oblast tézkého fetézce obsahuje aminokyseliny
charakterizované aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1 a
kde variabilni oblast lehkého fetézce obsahuje
aminokyseliny charakterizované aminokyselinovou sekvenci

SEQ ID NO: 3.

Molekula protilatky obsahujici variabilni oblast tézZkeho
Yetézce koéodovand nukleovou kyselinou definovanou Vv SEQ ID

NO: 4 nebo jeji fragment, alelicka varianta, funk&ni
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varianta, varianta zaloZena na degenerovaném kédu

nukleovych kyselin, fuzni molekula nebo chemicky derivat.

Molekula protilatky kde variabilni oblast té&zZkého Ffetézce
je koédovand sekvencil nukleové kyseliny, Jjak definuje SEQ

ID NO: 4.

Molekula protilatky obsahujicl variabilni oblast lehkého
fetézce kodovana sekvenci nukleové kyseliny, jak definuje
SEQ ID NO: 5 nebo jejl fragment, alelickd varianta, funkni
varianta, varianta zalozena na degenerovaném kédu

nukleovych kyselin, fuzni molekula nebo chemicky derivat.

Molekula protilétky, kde variabilni oblast lehkého fetézce
je koédovand sekvenci nukleové kyseliny, Jjak definuje SEQ

ID NO: 5.

Molekula protilatky obsahujici variabilni oblast lehkého
fetdzce kédovanou sekvenci nukleové kyseliny definovanou
v SEQ ID NO: 6 nebo jeji fragment, alelickd varianta,
funk&ni varianta, varianta zalozend na degenerovaném koédu

nukleovych kyselin, fuzni molekula nebo chemicky derivat.

Molekula protilatky kde variabilni oblast lehkého retézce
je kédovand sekvencil nukleové kyseliny, jak definuje SEQ

ID NO: 6.

Molekula protilatky podle naroka 11 a 13 obsahujicl
variabilni oblast té&Zkého Ffetézce kodovanou sekvenci
nukleové kyseliny definovanou v SEQ ID NO: 4 a dale
obsahuje variabilni oblast lehkého teté&zce kdbédovanou
sekvenci nukleové kyseliny, Jjak definuje SEQ ID NO: 5 nebo
jeji fragment, alelické varianta, funkd&ni varianta,
varianta zaloZend na degenerovaném kédu nukleovych kyselin,

fazni molekula nebo chemicky derivat.
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Molekula protilatky podle naroku 12 a 14, kde variabilni
oblast t&zkého fetézce Jje kbddovana sekvenci nukleové
kyseliny definovanou v SEQ 1ID NO: 4 a variabilni oblast
lehkého reté&zce 7je koédovand sekvencl nukleové kyseliny

definovanou v SEQ ID NO: 5.

Molekula protilatky podle narokid 11 a 15 obsahujici
variabilni oblast té&Zkého Ffetézce kodovanou sekvenci
nukleové kyseliny definovanou v SEQ ID NO: 4 a dale
obsahuje variabilni oblast lehkého Ffeté&zce kdédovanou
sekvenci nukleové kyseliny definovanou v SEQ ID NO: 6 nebo
jeji fragment, alelickd varianta, funkéni varianta,
varianta zaloZena na degenerovaném kédu nukleovych kyselin,

fuzni molekula nebo chemicky derivat.

Molekula protilatky podle narokid 12 a 16y kde variabilni
oblast tézkého Fetézce je koédovand sekvencl nukleoveée
kyseliny definovanou v SEQ ID NO: 4 a wvariabilni oblast
lehkého tet&zce Jje kédovand sekvenci nukleové kyseliny

definovanou v SEQ ID NO: 6.

Molekula protildtky podle libovolného =z naroka 1 az 20
charakterizovand tim, Ze ka?dd z uvedenych variabilnich
oblasti lehkého a té&zkého reté&zce je samostatné spojena

s lidskou konstantni oblasti.

Molekula protildtky podle néaroku 21, kde uvedenou lidskou
konstantni oblasti lehkého feté&zce je konstantni oblast

lidského fetézce kappa.

Molekula protiladtky podle naroku 21 nebo 22, kde uvedenou
lidskou konstantni oblasti t&zkého Fetézce Jje konstantni

oblast lidského IgGl.

Molekula protiladtky podle libovolného z narokt 1 az 23
obsahujici t&Zky Fetézce charakterizovany aminokyselinovou

sekvenci definovanou v SEQ ID NO: 7 a dale obsahuje lehky

TR N
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fetézec charakterizovany aminokyselinovou sekvenci
definovanou v SEQ ID NO: 8 nebo jeji fragment, alelicka
varianta, funk&ni varianta, glykosyla&ni varianta, fuzni

molekula nebo chemicky derivat.

Molekula protilatky podle libovolného z narokt 1 az 24, kde
t&zky Tfetézec obsahuje aminokyseliny charakterizované
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 7 a kde lehky fetézec
obsahuje aminokyseliny charakterizované aminokyselinovou

sekvenci SEQ ID NO: 8.

Molekula protilétky podle 1libovolného 2z narokiad 1 az 25
obsahujici tézky retézec charakterizovany aminokyselinovou
sekvenci definovanou v SEQ ID NO: 7 a obsahujici lehky
Yetézec charakterizovany aminokyselinovou sekvenci
definovanou v SEQ ID NO: 9 nebo jejil fragment, alelicka
varianta, funk&ni varianta, glykosylaéni varianta, fuzni

molekula nebo chemicky derivat.

‘Molekula protilatky podle libovolného z naroktt 1 aZz 26, kde

t&zky Fetézec obsahuje aminokyseliny charakterizované
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 7 a kde lehky fetézec
obsahuje aminokyseliny charakterizované aminokyselinovou

sekvenci SEQ ID NO: 9.

Molekula protilatky podle libovolného =z naroka 1 az 27
obsahujici t&%ky Fetézec koédovany sekvenci nukleovych
kyselin definovanou v SEQ ID NO: 10 a obsahujici lehky
fetézec charakterizovany sekvenci nukleovych kyselin
definovanou v SEQ ID NO: 11 nebo jeji fragment, alelicka
varianta, funkéni varianta, varianta zaloZend na
degenerovaném kédu nukleovych kyselin, fazni molekula nebo

chemicky derivat.

Molekula protilétky podle libovolného z naroku 1 az 28, kde

t&zky retézec je kédovan sekvenci nukleovych kyselin SEQ

veos
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ID NO: 10 a kde lehky £fetézec je koédovan sekvenci

nukleovych kyselin SEQ ID NO: 11.

Molekula protilatky podle libovolného z narokd 1 az 29
obsahujici té&Zky Feteézec kédovany sekvencil nukleovych
kyselin definovanou Vv SEQ ID NO: 10 a obsahujici lehky
fetézec charakterizovany  sekvencil nukleovych kyselin
definovanou v SEQ ID NO: 12 nebo jeji fragment, alelicka
varianta, funkéni varianta, varianta zaloZzené na
degenerovaném kdédu nukleovych kyselin, fuzni molekula nebo

chemicky derivat.

Molekula protiléatky podle 1ibovolného z narokd 1 az 30, kde
t&zky tretézec je kbédovan sekvenci nukleové kyseliny SEQ ID
NO: 10 a kde lehky Feté&zec je kdédovan sekvenci nukleovych

kyselin SEQ ID NO: 12.

Molekula protildtky podle libovolného =z naroka 1 az 31
obsahujici té&Zky Freteézec kédovany sekvencl nukleovych
kyselin definovanou Vv SEQ ID NO: 13 a obsahujici lehky
retézec charakterizovany sekvenci nukleovych kyselin
definovanou v SEQ ID NO: 14 nebo jeji fragment, alelicka
varianta, funkéni varianta, varianta zaloZena na
degenerovaném kodu nukleovych kyselin, fuzni molekula nebo

chemicky derivat.

Molekula protilatky podle libovolného z naroka 1 aZ 32, kde
t&2ky teté&zec je kédovan sekvenci nukleovych kyselin SEQ
ID NO: 13 a kde lehky ‘fetdzec je kbédovan sekvenci
nukleovych kyselin SEQ ID NO: 14.

Molekula protilatky podle libovolného 2z narokd 1 az 33
obsahujici tézky fetézec kédovany sekvenci nukleovych
kyselin definovanou v SEQ ID NO: 13 a dale obsahuje lehky
tetdézec charakterizovany sekvenci nukleovych  kyselin

definovanou v SEQ ID NO: 15 nebo jeji fragment, alelicka

esse
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varianta, funkéni varianta, varianta zalozené na
degenerovaném kédu nukleovych kyselin, fuzni molekula nebo

chemicky derivat.

Molekula protilatky podle libovolného z ndrokll 1 aZz 34, kde
t&zky fet&zec je kbddovan sekvenci nukleové kyseliny SEQ 1ID
NO: 13 a kde lehky fretézec je koédovan sekvenci nukleové

kyseliny SEQ ID NO: 15.

Molekula protildtky podle libovolného z naroka 1 az 35
obsahujici té&zky a lehky retézec kédovany  sekvencil
nukleovych kyselin definovanou v SEQ ID NO: 16 nebo jeji
fragment, alelickd varianta, funkéni varianta, varianta
zaloend na degenerovaném kédu nukleovych kyselin, fuzni

molekula nebo chemicky derivat.

Molekula protilédtky podle libovolného z naroklt 1 az 36, kde
t&zky a lehky £fetézec Je kddovan sekvenci nukleovych

kyselin SEQ ID NO: 1e6.

Protein protiladtky podle libovolného z naroka 1 az 37,

ktery je konjugovan s terapeutickym ¢inidlem.

Protein protiléatky podle naroku 38, kde uvedené
terapeutické ¢&inidlo se vybralo ze skupiny zahrnujicil
radioizotopy, toxiny, toxoidy, zanétliva c¢inidla a

chemoterapeutickd ¢inidla.

Protein protilatky podle ndroku 39, kde uvedené
terapeutické c¢inidlo Jje spojené s protildtkovym proteinem
prost¥ednictvim linkeru vybraného ze skupiny MAG-3 GABA,
MAG-2 GABA a N2S2.

Protein protilatky podle naroku 490, kde uvedené
terapeutické ¢inidlo Jje spojene s protilatkovym proteinem

prostfednictvim MAG-2 GABA.
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Protein protiléatky podle libovolného z narok( 38 az 41, kde

uvedeny radioizotop je radioizotop emitujici beta zafreni.

Protein protildtky podle naroku 42, kde uvedeny radioizotop

186 188

se vybral ze skupiny zahrnujici rhenium, rhenium,

13154d a Vyttrium.

Protein protilatky podle naroku 43, kde uvedeny radioizotop

je 86 rhenium.

Protein protilatky podle libovolného z naroka 39 aZ 44,
ktery vykazuje specifickou aktivitu od pribliZné 0,5 do 15
mCi/mg nebo od pfiblizn& 0,5 do 14 mCi/mg, s vyhodou
priblizné 1 az 10 mCi/mg, s vyhodou pfiblizné 1 az 5

mCi/mg a nejvyhodn&ji 2 aZ 6 mCi/mg nebo 1 az 3 mCi/mg.

Protein protilédtky podle libovolného 2z naroka 1°az 37

charakterizovany tim, Ze je znaclen.

Protein protilédtky podle néaroku 46, kde uvedené znaceni je

detekovatelny marker.

Protein protildtku podle naroku 47, kde detekovatelny
marker se vybral =ze skupiny obsahujici enzymy, barviva,

radioizotopy, digoxygenin a biotin.

Protein protildtky podle libovolného z narokd 1 az 37

konjugovany se zobrazovacim ¢inidlem.

Protein protildtky podle naroku 49, kde zobrazovacim

&inidlem je radioizotop.

Protein protilatky podle naroku 50, kde uvedenym

radioizotopem je radioizotop emitujici gama z&feni.

Protein  protildtky podle naroku 51, kde uvedenym

radioizotopem je 1257,

[ XN

se e
3
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Farmaceuticky prostredek, vyznadcuijilc i
s e t im, 5 ¢ obsahuje protein protilatky podle
1ibvolného =z narokd 1 az 45 a farmaceuticky pEijatelny

nosi& a pomocnou latku.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 53,
vyznadcuijic i se tim % e protein protilatky
je konjugovan s radioizotopem podle libovolného z naroka 39
a? 44 a vykazuje specifickou aktivitu od priblizZné 0,5 do
15 mCi/mg nebo od pfibliZn& 0,5 do 14 mCi/mg, s vyhodou
pfiblizné& 1 aZz 10 mCi/mg, s vyhodou pfibliZn& 1 az 5 mCi/mg

a nejvyhodn&ji 2 az 6 mCi/mg nebo 1 a7 3 mCi/mg.

Farmaceuticky prostfedek podle nadroku 53 nebo 54,
vyznac¢ujici se tim, Z e mnozZstvi
radioaktivné znacené protilatky ve farmaceutickém
prostredku, ktery bude aplikovan pacientovi, je 10, 20, 30,

40, 50 nebo 60 mCi/m?.

Farmaceuticky prostfedek podle libovolného z narokd 53 azZ
55, vyznac¢ujicit s e tim, 7 e mnozstvi
radioaktivné znacené protilatky ve farmaceutickém

prostfedku, ktery bude aplikovén pacientovi, Je 50 mCi/m’.

Farmaceuticky prostfedek podle libovolného z naroku 53 az
56, vyznac¢ujici se t im, > e dale obsahuje
jeden nebo vice ochrannych prostfedku radioaktivniho
znaceni vybraného ze skupiny zahrnujici kyselinu
askorbovou, kyselinu gentisovou, kyselinu ,reductic",
kyselinu ,erythrorbic™, p-aminobenzoovou kyselinu, 4-
hydroxybenzoovou kyselinu, kyselinu nikotinovou,
nikotinamid, 2,5-dihydroxy—1,4—benzendisulfonovou kyseli-

nu, povidon, inositol a/nebo citrat.

[EX X
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Farmaceuticky prostfedek podle 1ibovolného z narokid 53 az
57, vyznatcu] ici s e tim, 3 e ochrannym

prostredkem radioaktivniho zna&eni je kyselina askorbova.

Farmaceuticky prostfedek podle 1ibovolného z naroku 53 az
56, vyznadcujici se tim, > e uvedeny
protein protilatky obsahuje molekulu protilatky vybranou
ze skupiny molekul protilatky podle naroku 8, 10, 18, 20,
o4, 25, 28, 29, 32, 33, 36, 37 spojenou S 186Re
prostfednictvim MAG-2 GABA &z dale obsahuje ochranny

prostredek radioaktivniho zna&erni kyselinu askocrbovou.

PouZiti proteinu protilatky pod_e libovolneho z naroku 1 az
45 pri vyrob& 1lécebného prostfedku pro 1écbu zhoubného

bujeni.

PouZiti proteinu protilatky podle naroku 60, kde uvedené
zhoubné bujeni se vybralo ze skupiny zahrnujici
kolorektalni karcinom, karcinom plic, ktery neni
karcinomem z malych bunék, karcinom prsu, karcinom oblasti
hlavy a krku, karcinom vaje&nika, karcinom plic, karcinom
mo&ového méchyre, karcinom pankreasu a metastatické

karcinomy mozku.

PouZiti proteinu protilatky pcdle libovolného z narokl 60
nebo 61, ktery Jje konjugovan s radioizotopem podle
libovolného z narokl 39 az 44 a vykazuje specifickou
aktivitu od pribliZn& 0,5 do 15 mCi/mg nebo od ptibliZné
0,5 do 14 mCi/mg, s vyhodou pFibliZné 1 az 10 mCi/mg,
s vyhodou p¥ibliZzn& 1 aZ 5 mCi/mg a nejvyhodné&ji 2 az 6

mCi/mg nebo 1 aZ 3 mCi/mg.

Pou?iti proteinu protilatky podle naroku 62, kde mnozstvi
radioaktivne znacené protilatky ve farmaceutickénm
prostredku, které bude aplikovéno pacientovi, je 10, 20,

30, 40, 50 nebo 60 mCi/m?.
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PouZiti proteinu protilatky podle naroku 62, kde mnoZstvi
radioaktivné znacené protilatky ve farmaceutickém

prostrfedku, které bude aplikovano pacientovi, je 50 mCi/m°.

zpisob  1éCby zhoubného  bujeni, vyznacujilc i
s e tim, 3 e protein protilatky podle libovolného

» naroka 1 az 45 je aplikovan jednou nebo né&kolikrat

jedinci, ktery to pottebuje, pricemz uvedeny protein
protilatky se selektivng vaZe na CD44v6, poskozuje
nadorové bunky prostfednictvim s nim spojeného

terapeutického ¢inidla a sleduje se uspéch 1lécby.

Zpusob podle naroku 65, vy zna gujici se tim
> e nador se vybral ze skupiny zahrnujici kolorektalni
karcinomy, karcinomy plic, ktery neni karcinomem Zz malych
bunék, karcinomy prsu, karcinomy oblasti hlavy a krku,
karcinomy vajecniku, karcinomy plic, karcinomy mocového
mé&chyte, karcinomy pankreasu a metastatické karcinomy

mozku.

Nukleové kyselina charakterizovana tim, Ze kéduje protein

protilatky podle libovolného z naroku 1 aZ 37.

Rekombinantni DNA vektor charakterizovany tim, Ze obsahuje

nukleovou kyselinu podle naroku 67.

Rekombinantni DNA vektor podle naroku 68 charakterizovany

tim, Ze je expresivnim vektorem.

Rekombinantni DNA vektor podle naroku 68 nebo 069
charakterizovany tim, Ze Je vektorem pAD-CMV nebo jeho

funkénim derivatem.

Rekombinantni DNA vektor podle libovolného z naroku 68 az
70 charakterizovany tim, Ze Je vektorem N5KG1Val nebo jeho

funk&nim derivatem.
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Hostitel charakterizovany tim, zZe obsahuje vektor podle
libovolného z narokl 68 aZ 71.

Hostitel podle naroku 72 charakterizovany tim, Ze je
eukaryontni hostitelskou bunikou.

Hostitel podle néaroku 72 nebo 73 charakterizovany tim, ze
je savci bunkou.

Hostitel podle libovolného z naroku 72 az 74
charakterizovany tim, Ze je bunkou BHK, CHO nebo COS.
Hostitel podle néroku 72 chrakterizovany tim, Ze Je
bakterioféagemn.

Hostitel podle naroku 72 charakterizovany tim, Ze Je

prokaryontni hostitelskou bunikou.

Zpusob pripravy proteinu protilatky podle libovolného
> narokad 1 a% 37, vy znadc¢ujici se t 1 m, Z e
zahrnuje kultivaci hostitele podle libovolného z narokt 72
a? 77 za podminek, pfi kterych dochazi k expresi uvedeného
proteinu protilatky uvedenou hostitelskou  bunkou, a

izolaci uvedeného proteinu protilatky.

Zpisob podle naroku 78, vy z n a Eujici se t im,
3 e uvedenym hostitelem je savcl punka s vyhodou bunka CHO

nebo COS.

Zphsob podle naroku 78 nebo 79, vyznadcuijilc i
s e t im, Z e uvedend hostitelska bunka je
transfekovana spolecné dvéma plazmidy, které nesou

expresivni jednotky pro lehky a tézky fetézec.
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