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KIVONAT

A talalmany kitanitast ad tumorok és tumor attételek kezelésérsl
valamely emlGsben, amely kezelés abbél all, hogy valamely eml&snek
ilyen kezelés szikségessége esetén egyhantagonista angiogenezis
gatlasara elegendé mennyiséget ad;uﬁk be egy tumorellenes
immunterapias szer terapids mennyiségével kombinalva, ahol ez utébbi
szer egy tumorellenes antigén antitest/citokin fuziés fehérje, amely egy
citokinnel és egy rekombinans immunglobulin polipeptid lanccal bir, és

ez alkalmas egy citokin-fajlagos biolégiai valasz kivaltasara.
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ELJARAS TUMOROK ES ATTETELEK KEZELESERE ANTI-
ANGIOGEN TERAPIAK ES IMMUNTERAPIAK KOMBINACIOJAT
ALKALMAZVA

A taldlmany eljarasokra vonatkozik primer tumorok és attételek
gatlasara, amely eljarasok valamely anti-angiogén terapias szer és
valamely célzott tumorellenes immunterapias szer kombinalt beadasan
alapulnak. A talalmany elsébbsége az 1999. februar 12-én benyuijtott
60/119,721 szamu amerikai egyesult allamokbeli ideiglenes bejelentésen
alapul. Az itt leirt eljaras feltarasat részben a National Institutes of Health
(NIH) tamogatta az Amerikai Egyesilt Allamok nevében. Ennek
megfeleléen az Amerikai Egyesiilt Allamok kormanya bizonyos jogokkal
rendelkezhet a talalmannyal kapcsolatban.

Az alabbiakban megvilagitjuk a talalmany hatterét.

Az 0] veredények kialakulasa, vagyis az angiogenezis
kulcsszerepet jatszik a rosszindulata betegségek elérehaladasaban, igy
sok figyelmet forditottak mar olyan szerek kifejlesztésére, amelyek
gatoljak az angiogenezist [lasd példaul: Holmgren L., O'Reilly M. S. és
Folkman J.: Mikro-attételek alvo allapota: kiegyensulyozott burjanzas és
apoptozis  angiogenezis  gatlék  jelenlétében  (Dormancy  of
micrometastases: balanced proliferation and apoptosis in the presence
of angiogenesis suppression), Nature Medicine 1, 149-153 (1995);
Folkman J.: Angiogenezis rakban, érrendszeri, reumas é&s mas
betegsegekben (Angiogenesis in cancer, vascular, rheurhatoid and other
disease), Nature Medicine 1, 27-31 (1995); O'Reilly M. S. és

munkatarsai: Angiosztatin: Uj angiogenezis gatlo, amely kézvetiti a Lewis

15444/KO



tudé karcindma altali attételek visszaszoritasat (Angiostatin: a novel
angiogenesis inhibitor that mediates the suppression of metastases by a
Lewis lung carcinoma), Cell 79, 315-328 (1994); Kerbel R. S.: A
rezisztenciara rezisztens rakterapia (A cancer therapy resistant to
resistance), Nature 390, 335-336 (1997); Boehm T. és munkatarsai:
Kisérleti rak anti-angiogén terapiaja nem indukal felvett gyogyszer
rezisztenciat (Antiangiogenic therapy of experimental cancer does not
induce acquired drug resistance), Nature 390, 404-7 (1997); és Volpert
O. V. és munkatarsai: Egy emberi fibroszarkdbma gatolja a szisztémas
angiogenezist és a kisérleti attételek ndvekedését trombospondin-1
révén (A human fibrosarcoma inhibits systemic angiogenesis and the
growth of experimental metastases via trombospondin-1), Proc. Natl.
Acad. Sci. (USA) 95, 6343-6348 (1998)].

Az a,B; integrin antagonistak alkalmazasa angiogenezis gatlasara
ismert azokban az eljarasokban, amelyek szilard tumor névekedés
gatlasara szolgalnak a vérszolgaltatas csokkentésével a szilard
tumorhoz. Ezzel kapcsolatban meg kell emlitenink az 5,753,230
lajstromszamu amerikai egyesult allamokbeli szabadalmat (Brooks és
Cheresh) és az 5,766,591 lajstromszamu amerikai egyesiilt allamokbeli
szabadalmat (Brooks és Cheresh), amelyek leirjak a a,f3 antagonistak,
példaul szintetikus polipeptidek alkalmazasat és a,8; utanzok
(mimetikumok) alkalmazasat, amelyek megkétik az a,B; receptort és
gatoljak az angiogenezist.

Ezen kivil leirtak antitest-citokin fuzids fehérje terapiakat, amelyek
elésegitik kialakult tumorok, példaul karcinéma attételek immunvalasz-
kézvetitett gatlasat. igy példaul az interleukin-2 (IL-2) citokin fuzional egy
monoklonalis antitest nehéz lanchoz, amely immunreaktiv, két kilén
fuziés feherjeben, a tumorral tarsult antigénekkel, vagyis a hamseijt

adheézidés molekulaval (epithelial cell adhesion molecule) (Ep-CAM, KSA,



KS1/4 antigén) vagy a GD, diszialoganglioziddal a KS1/4 illetve ch14.18
antitestek alkalmazasaval, igy alakitva ki a ch14.18-IL-2 illetve KS1/4-IL-
2 fuziés fehérjéket. Ezzel kapcsolatban lasd példaul az 5,650,150
lajstromszamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmat (Gillies).

Az angiogenezis érrendszer-fajlagos inhibitorainak, amelyek
szinergistak a tumor terliletét specialisan becélzé terapiakkal,
azonositasa lehetévé teszi, hogy optimalisan hatékony rakkezelés
legyen kiszabhato.

Az angiogenezist endotelidlis sejtek behatolasa, vandoriasa és
burjanzasa jellemzi; ezek olyan folyamatok, amelyek fiiggenek a sejt
kélcsénhatasoktdl az extracellularis matrix komponensekkel. Ezzel
6sszefliggésben az a,Bs integrin endotelidlis adhéziés receptorardl
kimutattak, hogy kulcsszerepet jatszik egy érrendszer-fajlagos célpont
szolgaltatasaval anti-angiogén kezelési stratégiakhoz [Brooks P. C.,
Clark R. A. eés Cheresh D. A.: Az érrendszeri a,83 integrin kévetelménye
angiogenezishez (Requirement of vascular integrin alpha v beta 3 for
angiogenesis), Science 264, 569-571 (1994); Friedlander M. és
munkatarsai: Két angiogén ut meghatarozasa elkulénult a, integrinekkel
(Definition of two angiogenic pathways by distinct alpha v integrins),
Science 270, 1500-1502 (1995)]. A kévetelményeket az a,B; érrendszeri
(vaszkularis) integrinhez angiogenezisben szamos in vivo modellben
demonstraltak, ahol az Uj véredények kialakitasat, atiltetett human
tumorok reven, telies mértékben gatoltdk vagy a,B; integrin peptid
antagonistainak szisztémas beadaséaval, vagy az LM609 anti-a,B;
antitest beadasaval [Brooks P. C. és munkatarsai: az el6z6ekben idézett
munka, Science (1994), Brooks P. C. és munkatarsai: a,f; integrin
antagonistak elGsegitik a tumor elsorvasztasat az angiogén véredények
apoptozisat indukalva (Integrin alpha v beta 3 antagonists promote tumor

regression by inducing apoptosis of angiogenic blood vessels), Cell 79,



1157-1164 (1994)]. Az LM6B09 ragcsald hibridéma letétbe van helyezve
az American Type Culture Collection-nél (ATCC, Rockville, Maryland,
Amerikai Egyesilt Allamok), amely intézmény nemzetkdzi letétbe
helyezési intézmény (International Depository Authority) a Budapesti
Szerzédés szerint. A nevezett hibriddbma ATCC HB 9537 letéti szamot
kapott 1987. szeptember 15-én. Az ilyen antagonistak blokkoljak az o,
integrin  ligalasat, amely el6segiti a burjanzé angiogén érsejtek
apoptozisat és ezaltal megszakitjak az ujonnan keletkezd véredények
éréset, amely pedig nélkulézhetetlen esemény a tumorok burjanzasahoz.

Az érrendszeri endotelidlis névekedési faktort [Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF)] szelektiv angiogén novekedési faktorként
azonositottak, amely stimulalni képes az endotelialis sejt mitogenezist. A
human tumor biopsziak VEGF mRNS-ek megnévekedett expresszidjat
mutatjak rosszindulatu sejtek révén és VEGF receptor mMRNS-ek révén a
szomszédos endotelidlis sejtekben. A VEGF expresszid, ugy tlnik, a
tumor azon terlleteiben a legnagyobb, amelyek szomszédosak az
elhalas (nekrézis) vaszkularis terlleteivel [ezzel kapcsolatban érdemes
tanulmanyozni Thomas €és munkatarsai &sszefoglaldé munkajat:
Errendszeri endotelidlis névekedési faktor, egy hatékony és szelektiv
angiogén szer (Vascular Endothelial Growth Factor, a Potent and
Selective Angiogenic Agent), J. Biol. Chem. 271 (2), 603-606 (1996)].
Hatékony tumorellenes terapidk hasznosithatnak becélz6 VEGF
receptort az angiogenezis gatlasara monoklonalis antitesteket
alkalmazva [Witte L. és munkatarsai: A VEGF receptor-2-t (F1k1/KDR)
becelzd monoklonalis antitestek, mint anti-angiogén terapias stratégia
részei (Monoclonal antibodies targeting the VEGF receptor-2
(F1k1/KDR) as an anti-angiogenic therapeutic strategy), Cancer
Metastasis Rev. 17 (2), 155-61 (1998)].



A szétszérdodott rosszindulati gécok hatékony kezelésének 6
akadalya magaban foglalja a minimalis maradék betegséget, amelyet
mikro-attételek jellemeznek, eés ezek nélkilézik a jél kialakult vaszkularis
ellatast a gyégyszerek szOIgéltatéSéhoz. Ebbdl a szempontbdl egy U
immunterapias stratégia bizonyult hatékonynak, tumor teriletre fajlagos
monoklonalis antitesteket alkalmazva, amelyek a citokineket a tumor
mikrokérnyezetébe iranyitjak. Ezt rekombinans antitest-citokin flzios
fehérjékkel érik el, amelyek ugy vannak kialakitva, hogy fenntartsak a
monoklonalis antitestek egyedi tumor-fajlagos becélz6 képességét és a
citokinok immun-moédositdé funkciodit. Az antitest-IL-2 fuzidés fehérje
alkalmazasa az IL-2 iranyitdsara a tumor tertiletbe indukalja a tumor
mikrokdrnyezetbe behatol6 effektor sejtek aktivalasat, ez pedig a létrejott
mikroattételek hatékony kiirtdsat eredményezi harom kulénb6zé
szingenikus eger tumor modellben [Becker J. C. és munkatérsai:
Ragcsald attételes melanéma T-sejt kdzvetitett kiitasa, amelyet célzott
interleukin-2 terapia indukal (T cell-mediated eradication of murine
metastatic melanoma induced by targeted interleukin 2 therapy), J. Exp.
Med. 183, 2361-2366 (1996), Xiang R. €s munkatarsai: Létrejétt ragcsalo
vastagbél karcindma attételek eltiintetése antitest-interleukin-2 fuziés
fehérje terapiaval (Elimination of established murine colon carcinoma
metastases by antibody-interleukin 2 fusion protein therapy), Cancer
Res. 57, 4948-4955 (1997); Lode H. N. és munkatarsai: Csontvelébe
terjed6 neuroblasztoma attételek természetes 616 sejt-kdzvetitett kiirtasa
célzott interleukin-2 terapiaval (Natural killer cell-mediated eradication of
neuroblastoma metastases to bone marrow by targeted interleukin-2
therapy), Blood 91, 1706-1715 (1998)]. Bar a tumor attételek korai
stadiumaiban elég hatékony, ez a tumor terlletbe iranyité megkézelités
csak halasztja az attételek névekedését a tumor noévekedés késdbbi

stadiumainal, amelyeket a teljesen kifejlédott érrendszeri halozat



jellemez. igy fel is tehetjiik a kérdést, vajon van-e a fajlagos érrendszeri-
és tumor terulethez iranyitott kezelési stratégidknak, amelyek
szinergistak, kiegészitd elénye, amikor egymdas utani vagy egyideji
kombinacidékban hasznaljuk ezeket.

Ezt harom szingenikus ragcsalé tumor modellben, mégpedig
vastagbél karcindbma, melanéma és neuroblasztdma modellben
vizsgaljuk, ahol az utdbbit spontan maj attételek jellemzik. Mindharom
modell  szoros hasonlésagot mutat emberekben  eléforduld
betegségekkel. A melanédma és neuroblasztoma modellek a GD?2
diszialogangliozidot expresszaljak, amely jol megalapozott, tumorral
tarsult antigén ilyen neuroektodermalis rosszindulati gécokban [irie R.
F., Matsuki T., és Morton D. L.: Human monoklonalis antitest GM2
gangliozidhoz melanéma kezelésére (Human monoclonal antibody to
ganglioside GM2 for melanoma treatment), Lancet 1, 786-787 (1989);
Handgretinger R. és munkatarsai: |. fazisi tanulmany human/egér
kiméra anti-GD2 gangliozid ch14.18 antitestrél neuroblasztémaban
szenvedd betegekkel (A phase | study of human/mouse chimeric
antiganglioside GD2 antibody ch14.18 in patients with neuroblastoma),
Eur. J. Cancer 31A, 261-267 (1995)], mig a vastagbél karcindbma modellt
az epitelidlis sejt adhéziés molekula (Ep-CAM, KSA, KS1/4 antigén)
expresszidja jellemzi, ahol az epitelialis sejt adhézios molekula olyan cél
molekula, amely sikeresen hasznosithaté passziv immunterapiakhoz
emberekben [Riethmuller G. és munkatarsai: Monoklondlis antitest
véletlenszerli kisérlete kimetszett Duke-féle C vastag- és végbél
antibody for adjuvant therapy of resected Duke's C colorectal
carcinoma), Lancet 343, 1177-1183 (1994)]. Ezek az antigének
fajlagosan behataroljak a tumor teriletet ezekben a modellekben,

becélozva az antitest-interleukin-2  faziés fehérjékkel, amelyek



human/egér kiméra anti-GD2 antitestekkel alakulnak ki (ch14.18-1L-2)
[Gilies S. D. és munkatarsai: Antitest-célzott interleukin-2 stimulalja
autolog tumorsejtek T-sejt pusztitasat (Antibody-targeted interleukin 2
stimulates T-cell killing of autologous tumor cells), Proc. Natl. Acad. Sci.
(USA) 892, 1428-1432 (1992)], €s humanizalt anti-Ep-CAM (anti-KSA,
Anti-KS1/4 antigén) antitestekkel alakulnak ki (KS1/4-1L-2) [Xiang R. és
munkatarsai (1997). az elézéekben idézett munka; Gilies S. és
munkatarsai: Az |IL-12 antitest fuziés fehériék SCID egér modellekben
hatékonyak a prosztata- és vastagbél karcinéma attételek ellen
(Antibody-IL-12 fusion proteins are effective in SCID mouse models of
prostrate and colon carcinoma metastases), J. Immunol. 160, 6195-6203
(1998)]. Ezeknek a tumor modelleknek az érrendszeri teriiletét, ahogyan
sok allat modellnél leirtak, az a,f3; integrinek expressziéja hatarozza meg
ujonnan kialakult véredényeken [Brooks P. C. és munkatarsai:
elézGekben idézett munka (1994)]. Az itt bemutatott adatok szinergikus
hatékonységot demonstralnak egyidejli és egymas utani kezeléseknél,
fajlagosan célozva tumorokat, primer tumorok érrendszeri _ter[JIeteit €s
tavoli attételeket. Ennek a szinergizmusnak a mechanizmusat a
csOkkenés szolgaltatia a véredény képzédésben, és névekedés
szolgaltatia a gyulladasban csak azokban az allatokban, amelyek
kombinalt terapiaval vannak kezelve. Ezek a megfigyelések
hangsulyozzak az anti-angiogén hatas kombindlasanak elényés hatasat
tumor-fajlagos, tumorellenes immunterapias megkézelitésekkel.

Az alabbiakban 6sszefoglaljuk a talalmanyt.

A talalmany eljarassal foglalkozik tumorsejt kezelésére valamely
betegben ilyen kezelés szlkségessége esetén, amely eljaras abbdl all,
hogy az emlitett betegnek beadjuk egy angiogenezis gatlé szer tumorseit
burjanzast gatlé mennyiségét és beadunk valamely tumorellenes

immunterapias szert. A tumorsejt burjanzas gatlasa korilélelheti a



tumorsejtek noévekedésének gatlasat létez6 tumorokban és tumor
attételekben, tovabbi tumor attételek képzbdésének gatlasat, és még a
tumorsejtek elpusztitdsat is. Az angiogenezist gatlé szer és a
tumorellenes immunterapias szer beadhato Iényegében egyitt, valamint
egymas utan is.

Az egyik kiviteli moédban a talalmany eljarast ir le tumor vagy tumor
attételek kezelésére valamely betegben, a betegnek beadva legalabb
egy angiogenezist gatlé szer és legalabb egy tumorellenes
immunterapias szer kombinaciéjat. A tumorsejt burjanzas ‘hatékony
gatlasat az emlitett betegben ilyen médon erhetjik el.

A beteg ez elébb emlitett terapias kompoziciokat befogadhatja a
tumornak vagy egy részének eltdvolitasat szolgaldé sebészeti
beavatkozas el6tt, kézben vagy utdn. A beadas kivitelezhetd kdzvetlen
bemeritéssel; szisztémas vagy lokalizalt intravénas (i.v.), intra-
peritonealis (i.p.), szubkutan (s.c.), intramuszkularis (i.m.) injekciéval
vagy kozvetlen injekcidval a tumor témegébe; ésivagy a megfeleld
kiszerelések oralis bevezetésével.

A talalmany szerinti eljarasokban valé felhasznalashoz alkalmas
angiogenezis gatlo szer olyan, amely gatolni képes Uj véredények
kialakulasat (neurovaszkularizacié) vagy a meglevé kapillaris haldézatok
megnagyobbodasat a tumorsejt korili szdvetek felé. A megfelels
angiogenezis gatld szerek lehetnek peptidek angiogenezis gatld
aktivitassal, ilyen példaul a tumorral tarsult PSA antigén. Mas alkalmas
angiogenezis gatl6 szerek lehetnek a VEGF-fel tarsult angiogenezis
antagonistai, példaul a sejtek felliletén levé VEGF receptor antagonistai.
El6ényds angiogenezis gatlé szer a sejtekhez két6dé a,f; integrin
valamely antagonistaja. A talalmany szerinti eljarasban alkalmazhat6
ay33 antagonista olyan, amely gatolni képes az angiogenezist a

szbvethez tarsult tumorban vagy tumor attételekben, amikor bevezetjik



a megcélzott szévetbe vagy sejtekbe. Az ilyen antagonistak lehetnek
egyedi linearis- vagy ciklo-polipeptidek, linearis- vagy ciklo-RGD-tartalmu
polipeptidek, antitestek, vagy a,B3; utanzéi, amelyek az a,B; receptorhoz
kotédnek és gatoljak az angiogenezist.

Amikor az a,; antagonista valamely antitest, figyelembe vessziik,
hogy az lehet poliklonalis, monoklonalis, vagy ennek valamely antigén
koté fragmentuma, amelynek antigén k6t6 kapacitasa van a,B;-ra vagy
az a,f33 receptorra. Egy elényés monoklonalis antitest, amely kétédik az
a,B; integrinre, az LM609-ként azonositott monoklonalis antitest (ATCC
- HB 9537).

Egy elényds angiogenezis gatld szer egy olyan polipeptid, amely
egy a,Bs receptor antagonista; ez gatolni képes az integrin receptort a
célsejteken. Az a,3 antagonista legelényésebb kiviteli formaja a
szintetikus RGD-tartalmu pepti'd, a ciklo (RGDfN-MeV) (SEQ ID NO: 11),
és hasonlok. llyen altalanos tipusu ciklusos peptideket irnak le az
5,262,520 lajstromszamu amerikai egyesilt allamokbeli szabadalomban
(Plow és munkatarsai). Nem-RGD tartalmu peptideket irnak le az
5,780,426 lajstromszam( amerikai egyestlt allamokbeli szabadalomban
(Palladino és munkatarsai).

Egy tumorellenes immunterapias szer, amely alkalmas a talalmany
szerinti eljarasban valé felhasznalashoz, egy olyan immunterapias szer,
amely tartalmaz egy sejt effektor alkotérészt, egyesitve egy tumorral
tarsult antigént célz6 alkotérésszel. A megfelelé sejt effektor
alkotérészek magukban foglalhatnak citotoxikus kémiai anyagokat,
citotoxikus radioizotopokat és sejt-jel6l6 szereket, példaul citokineket.

Megfelelé tumort becélzé alkotérészek olyan polipeptid lancok,
amelyek koétédnek tumorral tarsult antigénekkel; ezek valamely
tumorsejtet koérllvevé szdveti matrixon vagy matrixban vannak jelen:

ilyenek a receptor fehérje lancok vagy immunglobulin lancok.
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A tumorral tarsult antigének, amelyek immunterapids szerek
célpontjaihoz alkalmazhatok, ko6zétt talalhatdk azok a tumorral tarsult
antigének, amelyek az alabbiak k&ézul kertlnek ki: AFP, CA 125, CEA,
CD19, CD20, CD44, CD45, EGF receptor, GD,, GD;, GM1, GM2, Her-
2/Neu, Ep-CAM (KSA), IL-2 receptor, Lewis-Y, Lewis-X (CD15),
melanémaval tarsult MCSP proteoglikan, PSA és transzferrin receptor.

Az elényds immunterapias szernek olyan effektor alkotorésze van,
amely egy citokin polipeptid csatlakoztatva a becélz6 alkotérészhez,
amely valamely immunglobulin (Ig) polipeptid lanc. Az Ig polipeptid lanc
tartalmaz egy valtoz6 terlletet, amely kétédik egy tumorral tarsult
antigénhez. Elényds, ha az emlitett immunglobulin lanc, amikor
kombinalédik a megfeleld komplementer lanccal (vagyis egy nehéz lanc
kiegészit egy koénnyl lancot), meghataroz egy antitest aktiv helyet,
amely fajlagos egy tumorral tarsult antigénhez.

Az immunterapias szer tumor becélzd Ig része tartalmazhat egy
telies immunglobulin lanc aminosav szekvenciat, vagy legalabb egy
olyan fragmentumat, amely tartalmazza a fehérje antigén koté
fajlagossagu részét. igy egy megfelelé Ig polipeptid lancnak van legalabb
egy Ig valtozo terulete, amely fajlagos egy tumorral tarsult antigénhez.

Egy antitest és ebbdl polipeptid lancok, amelyek alkalmasak
felhasznalasra a talalmany szerinti eljarasokban, olyan aminosav-
szekvenciaval birnak, amely lehet emlés eredetli. Amikor egy ilyen
antitest fehérje nem azonos eredetll, mint a széban forgé beteg, az
antitest fehérje fragmentumai, mint az F(ab’),, Fab, Fv vagy manipulalt
Fv egyedi lanc antitest fehérje, alkalmazhaték. Abbdl a célbdl, hogy
tovabb csdkkentsiuk az antitest fehérje antigenicitasat, végrehajthaté az
antitest aminosav szekvenciajanak maédositasa, hogy ezt csodkkentsiik,
és igy a fehérjét sokkal hasonlébba tegylk a beteg normalis antitest

alkotérészeihez. igy példaul a monoklonalis ragcsalé antitest aminosav-
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szekvenciak médosithatok, hogy inkabb emberi jelleglinek tlinjenek az
emberi betegekbe valdé beavatkozashoz; az antitestek humanizalasanak
sokféle munkamenete all ehhez rendelkezésre.

Egy masik megoldas szerint az antitest lehet human eredetl
(genetikailag kédolt human Ig gének altal), de transzgenikus allatokban
termelédik, amely allatok ugy vannak transzformalva, hogy a human Ig
gént expresszaljuk sajat nativ Ig génjeik helyett. igy példaul
transzgenikus egerek alakithatok ki, amelyek human eredetli, human Ig
fehérjéket koédoldé DNS-eket expresszalnak. Monoklonalis antitestek
kialakitasa ilyen transzgenikus egerekbdl ragcsalé B sejt hibridomakat
eredményez, amelyek human eredetli aminosav-szekvenciakkal biro
antitesteket kdédolé human DNS-eket expresszalnak. Ez nagymértékben
cstkkenti az ilyen antitestek immungenicitasat az emberi betegekben
val6 felhasznalashoz.

Az emberi betegek kezelésére elbnyds antitestek a talalmany
szerint igényelt eljarasban valé felhasznalashoz a humanizalt anti-GD2
tumorral tarsult antigén ch14.18 monoklonalis antitestje és az anti-KS1/4
tumorral tarsult antigén (amely ismert Ep-CAM-ként és KSA-ként is)
KS1/4 monoklonalis antitestje.

Egy immunterapias szer, amely alkalmas az eljarasban valé
felnasznalashoz, kompoziciokhoz és készletekhez, sejt effektor
alkotérésze a taldlmany szerinti kiviteli formakban és moédokban az
alabbi citokinek valamelyike: BDNF, CNTF, EGF, Epo, FGF, FIt3L, G-
CSF, GM-CSF, 1-309/TCA-3, y-IP-10, IFN-a, IFN-B, IFN-y, IL-1, IL-2, IL-
3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15,
IL-16, IL-17, IL-18, LIF, LT, MCP-1, MCP-2, MCP-3, M-CSF, MIF, MIP-
1a, MIP-183, MIP-2, NGF, NT-3, NT-4, OSM, PBP, PBSF, PGFD, PF-4,
RANTES, SCF, TGF-a, TGF-B, TNF-a, Tpo és VEGF. Megfelels

citokinek, amelyek kemokin jellegliek, az alabbiak kozul valaszthatok:



12

C10, EMF-1, ENA-78, eotaxin, GCP-2, HCC-1, 1-309, [L-8, IP-10,
limfotaktin, MCP-1, MCP-2, MCP-3, MGSA, MIG, MIP-1a, MIP-1B3, MIP-
2, NAP-2, PF4, RANTES, SCM-1 és SDF-1. Az el6z6ekben emlitett
immunterapids szerek citokin része lehet a telies citokin fehérje
aminosav-szekvencia, vagy lehet egy ilyen faziés fehérje valamely
fragmentuma, amely alkalmas arra, hogy citokin-fajlagos biolégiai valaszt
valtson Ki.

Egy elény6s kiviteli formaban az immunterapias szer citokin része
az IL-2 biologiai aktivitasaval bir.

Egy citokin polipeptidet egy lg polipeptidhez kétve tartalmazéd
immunterapias szerben egy megfelel csatlakozds a citokin polipeptid
lanc és egy Ig polipeptid lanc kéz6tt magaban foglalhat egy kézvetlen
polipeptid kétést, egy olyan csatlakozast, amely valamely polipeptid
kapcsoloéval (linkerrel) bir a két lanc k6z6tt, vagy mas kémiai kapcsolattal
bir a lancok kézétt, ide értve a biotinilezés és az avidin-biotin komplex
alkalmazasat. Elényés csatlakozas vagy egy kézvetlen csatlakozas,
vagy egy polipeptid csatlakozéval térténd csatlakozas, amely térkozt
biztosit a polipeptid lancok kézétt. Ez a kdzvetlen kapcsolds lehetdvé
teszi az immunterapias szer expresszidjat egyedi fuzids fehérjeként egy
olyan gazdasejtb6l, amely transzformalva van a fluziés fehérje
immunterapias szert kodolé megfeleld expressziés vektorral.

igy egy elényés immunterapias szer a taldlmany szerinti
eljarasokban valé alkalmazasokhoz egy kétfunkciés fazids fehérje,
amelynek van egy citokin alkotérésze és egy tumorral tarsult antigén
becelzd alkotérésze, ahol a becélzd alkotorész valamely Ig polipeptid
lanc, amely fajlagos egy tumorral tarsult antigénre. Az ilyen elényés
immunterapias szerekre példak lehetnek a GD2-re célzott ch14.18-IL-2
fuziés fehérje, és a KS1/4 tumorral tarsult antigénre (amely Ep-CAM-ként

és KSA-ként is ismeretes) célzott KS1/4-IL-2 fuziés fehérje.
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Egy masik megoldas szerint egy, a taldlmany szerinti eljarasokban,
kompoziciokban és készletekben val6 felhasznalasra alkalmas
immunterapias szer rendelkezhet valamely sejt effektor alkotérésszel,
amely valamely citotoxikus szer. A megfeleld citotoxikus szer olyan,
amelynek kdzvetlen citotoxikus hatdsa van a tumorsejtre, vagyis ezek
immuntoxinok, radioizotopok, citotoxikus gydgyszerek, és hasonlok. Az
el6zéekben leirt citokin immunterapidas szerekhez hasonléan a
citotoxikus peptidek csatlakoztatva lehetnek a tumorral tarsult antigént
becélzo Ig polipeptidhez fuziés fehérjét alakitva ki vagy kdzvetlendl, vagy
térkdzzel egy kapcsoldé peptid vagy lanc révén. A kémiai citotoxinok
kémiai kapcsolasa a becélzd Ig lancokhoz szintén elvégezhetd. Lehet
-megalkotni radioaktiv izotépokat hordoz6 antitesteket is.

A talalmany egy masik szempontja szerint koérlldlel egy
gybgyaszati kompoziciét, amely tartalmaz egy angiogenezist gatld szert
és egy tumorellenes immunterapias szert. El6bny6s, ha a tumorellenes
immunterapias szer becélozza a tumort vagy tumor attétel sejteket, mivel
rendelkezik egy tumorral tarsult antigén fajlagossagu alkotérésszel egy
sejt effektor alkotorészhez kapcsolva. Egy talalmany szerinti el6nyés
gyégyaszati kompoziciéban a tumorellenes immunterapias szer valamely
ketfunkciés fehérje; ez olyan effektor alkotorésszel bir, amely valamely
citokin polipeptid egy tumor becélz6 alkotérésszel 6sszekapcsolva, és ez
egy immunglobulin (Ig) polipeptid lanc, ahol az emlitett Ig lanc tartalmaz
egy olyan valtozé terlletet, amely koétédik egy tumorral tarsult
antigénhez.

A talalmany egy még tovabbi szempontja szerint valamely készlet
tumor vagy tumor attételek kezelésére. A készlet egy csomagot
tartalmaz; ez tartalmaz egy angiogenezist gatlé szert, példaul ao,B;
antagonistat, amely képes gatolni az angiogenezist az emlitett tumorban

vagy emlitett tumor attételekben; tartalmaz tovabba valamely kétfunkciés
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fehérje alkotérészt, amelynek citokin aktivitasa és tumor antigén
fajlagossaga van; és tartalmaz utmutatasokat tumorsejtek kezelésére
tumorokban és tumor attételekben. A készlet tartalmazhat még specialis
jeloléseket is, amelyek jelzik a készlet alkotérészeinek felhasznalasat
tumorok vagy tumor attételek kezelésénél.

Az aldbbiakban réviden ismertetjlik az abrakat.

A talalmany elényds kiviteli formait és maédjait ismertetjuk a
tovabbiakban utalva a mellékelt abrakra.

Az 1. abra grafikusan mutatja be egy kombinalt terapia hatasat
anti-angiogén a, integrin antagonistaval és tumorellenes, teriletre
fajlagos immunterapiaval antitest-IL-2 fuziés fehérjével primer
tumorokon. Az 1A. dabra mutatia be az eredményeket NXS2
neuroblasztéma szubkutan injekcidjaval (2x10°) indukalt primer
tumorokbdl. Az 1B. abra eredményeket mutat be CT26-KSA vastagbél
karcinoma szubkutan injekciéjaval (2x10°) indukalt primer tumorokbél. Az
1C. abra eredményeket mutat be B78-D 14 melanéma sejtek szubkutan
injekciojaval (2x10°) indukalt primer tumorokbdl.

A 2. abra grafikusan abrazolja a kombinalt antivaszkularis és
antitumor terapiak hatasat a vaszkularizaldsra és tumorellenes
immunvalaszra. A 2A. abra eredményeket mutat be a primer tumorok
veredény slrliségére vaszkularis és tumor terilet kezelést kévetéen q,
integrin antagonistaval, ch14.18-IL-2 fuziés fehérjével és ezek
kombinacidjaval (*P<0,001; Student-féle T-teszt). A 2B. abra bemutatja
az eredményeket a primer tumorok leukocita beszlirédéshez vaszkularis
illetve tumor terllet kezelések utan (*P<0,001; Student-féle T-teszt).

A 3. abra grafikusan é&brazolja az anti-angiogén a, integrin
antagonista és a tumorellenes terulet-fajlagos immunterapia egymas
utéani kombinaciéjanak hatasat antitest-1L-2 flziés fehérjével spontan ma;

neuroblasztoma attételeken. A spontan maj attételek szamat a ma;
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goécok makroszkopos szamlalasaval hatarozzuk meg (n=8) (**P<0,01;
Wilcoxon rangsor ésszesité vizsgalat).

A 4. abra grafikusan abrazolja az anti-angiogén a, integrin
antagonista éé tumorellenes tertlet-fajlagos immunterapia Iényegében
egylittes kombihéciéjénak hatasat antitest-IL-2 fuziés fehérjével spontan
maj neuroblasztdéma attételeken. Az eredményeket mutatjuk be az
integrinnel vagy antagonistaval (17,5 pg/h) és tumor-fajlagos ch14.18-IL-
2 fuziés fehérjével (5 pgxd) térténd kezelésbdl a primer tumor
eltavolitasa el6tt (4A. abra) vagy utan (4B. abra) beinditva. A spontan
m3aj attételeket a ma] gbécok makroszképos megszamlalasaval
hatarozzuk meg (n=8) (*P<0,01; Wilcoxon rangsor sszesit6 vizsgalat).

Az alabbiakban részletesen leirjuk a talalmanyt.

A primer tumorok és tavoli attételek visszaszoritasa és kiirtasa a
gatlasa és a célzott immunterapia.

Arra j6éttink ra, hogy varatlan szinergizmus létezik a
hatékonysagban tumorsejtek kezelésénél tumorokban és tumor
attételekben ket terapias modozat kombinalt alkalmazasaval, amely két
maodozatra a kévetkezbképpen utalunk: (1) (anti-angiogén) angiogenezis
gatlo terapia; és (2) tumorellenes terapia. Els6sorban a kombinalt a,
antagonista terapiat €s tumorellenes antigén/citokin flizios fehérje
terapiat irjuk le.

Arra jottlnk ra, hogy szinergizmus lép fel két egyedi monoterapia
kézott, amely vaszkularis illetve tumor tertlet ellen iranyul; pontosabban
egy tumor érrendszer-fajlagos anti-angiogén a, integrin antagonista és
tumor-fajlagos antitest-interleukin-2 fuziés fehérjék k&zott.

Ezeknek a monoterdpidknak szimultdn és egymas utani
kombinaciéja hatékonyan kiirtia a spontdn maj attételeket

neuroblasztoma gyengén immunogén szingenikus modelljében. Ez
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ellentétben van a monoterapiaknak kitett kontrollokkal, legyen ez a
kontroll akar anti-angiogén integrin a, antagonista, akar antitest-1L-2
fuzios fehérje, amelyek csak részben hatékonyak az alkalmazott
dbézisszinteknél.

Ezen kivil a szimultdn kezelés az a, integrin antagonistaval és a
tumor-fajlagos antitest-IL-2 fuzids fehérjékkel dramai primer tumor
visszaszorulast ihdukél harom szingenikus ragcsalé tumor modellben,
vagyis melanéma, vastagbél karcindma és neuroblasztéma modellben.
Amikor azonban az egyes szereket monoterapias szerekként
alkalmazzuk egymagukban, csak némi késleltetés indukalédik a tumor
névekedésben.

A tumorellenes valasz tarsul egyidejli 50%-os csokkenéssel a
tumor véredény slrliségben és 6tszérés névekedéssel a gyulladasos
sejtekben a tumor mikrokérnyezetében. Ezen kivil tumor elhalas
(nekrozis) csak olyan allatokban mutathaté ki, amelyek kombinalt
terapiat kapnak, de azoknal viszont nem, amelyek az egyes szereket
csak monoterapiaként kapjak. Az eredmények azt mutatjak, hogy ezek a
szinergista kezelési médozatok Uj és hatékony eszkézt biztositanak az
attételes rak jovobeli terapiaihoz.

A talalmany eljarasokat ir le tumorok és tumor attételek kezelésére,
tovabba gydgyaszati kompozicidkat és gybdgyaszati készleteket
(csomagolt rendszereket), amelyek hasznalhaték az itt leirt szinergista
terapiak gyakorlati kivitelezéséhez.

1. Gyodgyaszati kompoziciok

Sokféle gyogyaszati kompoziciot irunk le, amelyek alkalmasak a
talalmany szerinti eljarasok gyakorlati kivitelezéséhez. A kompoziciék
magukban foglalnak (anti-angiogén) angiogenezis gatlé reagenseket,

példaul a,f; antagonistédkat, és tumorellenes szereket, példaul tumor
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antigén/citokin faziés fehérjéket vagy 6nmagukban vagy kulénbézé
kombinacidkban. '

A. Angiogenezis gatlok

Angiogenezis gatlokat (inhibitorokat), amelyek gatoljak az
angiogenezist az ezekkel kezelt szévetekben, lehet alkalmazni a
talalmany szerinti kompozicidkban és eljardsokban. Egy elényés
angiogenezis gatlo egy a, antagonista, kulénésen egy a,8; antagonista.
Egy angiogenezis gatlé (anti-angiogén) a,B; antagonista lehet peptid,
RGD-tartalmu peptid, anti-a,f3 antitest, anti-a,; receptor antitest, vagy
aBs utanzéd. Az a,B; antitestekre példak talalhatdok az 5,753,230
lajstromszamu amerikai egyestlt allamokbeli szabadalomban (Brooks és
Cheresh) és az 5,766,591lajstromszamu amerikai egyesilt allamokbeli
szabadalomban (Brooks és Cheresh), ezeknek azon leirasi részei,
amelyek a,B3 antagonistak elkészitésére és alkalmazasara vonatkoznak,
specialisan referenciaként beéplinek a jelen bejelentésbe.

El6nybs antagonistak az RGD-tartalmu peptidek, mint példaul a
ciklo(RGDfN-MeV) ciklusos peptid (SEQ ID NO: 11). Az irodalomban
leirnak tovabbi antagonistakat is, ide értve a szerves utanzé anyagokat,
és nem-RGD tartalmu ciklusos peptideket, amelyek a,f, antagonistaként
mukédnek. Ezzel kapcsolatban tanulmanyozhaté a WO 97/45137 szamu
PCT kozzeétételi irat (PCT/US97/09158) (Brooks és munkatarsai).

Az  antagonistakeént val6 felhasznalashoz alkalmas o,
antagonistdk azonositdsara szolgalé vizsgalatok le vannak irva az
emlitett amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmakban, ennél fogva ugy
lehet tekinteni, hogy a kilénb6z6 antagonistakat kénnyl azonositani a
talalmany gyakorlati kivitelezéséhez.

A megfelel6 anti-a,8; monoklondlis antitesteket Ugy lehet
maodositani, hogy kéruléleljék antigén kété fragmentumaikat, ide értve a

F(ab).-t, Fab-t, és a manipulalt Fv-t vagy egylancos antitestet [single-
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chain antibody (SCA)]. Az ilyen fragmentumok el&allitasi eljarasai a
szakirodalomban jol ismertek [ilyenek talalhaték példdul Hermanson G.
T. szakkényvében: Bioconjugate Techniques, Academic Press (1996)]. A
talalmany szerinti eljarasok, amelyek leirjak az antitestek alkalmazasat,
szintén tartalmazzak a teljes antitest megfelelé modositasat antigén-kétéd
fragmentumaikka. Egy megfelel6 monoklonalis antitestet LM609-ként
azonositunk (ATCC HB 9537).

Mas a,, receptor antagonistakrél is kimutattak, hogy hatékonyak
angiogenezis géatlasaban, és alkalmasak lehetnek a talalmany szerinti
eljarasokban valé felhasznalasra. igy példaul kémiai receptor
antagonistakat, példaul az (S)-10,11-dihidro-3-[3-(piridin-2-il-amino)-1-
propil-oxi}]-5H-dibenzo[a,d]cikloheptén-10-ecetsavat (amely SB-265123-
keént ismeretes), megvizsgaltak sokféle emlés modell rendszerben [lasd
peldaul Keenan R. M. és munkatarsai: Bioorg. Med. Chem. Lett. 8 (22),
3171-6 (1998), Ward K. W. és munkatarsai: Drug Metab. Dispos. 27
(11), 1232-41 (1999)].

Az érrendszeri endotelialis névekedési faktort [Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF)] ugy azonositottdk, mint szelektiv angiogén
novekedési faktort. igy egy alternativ vagy tovabbi angiogenezis gatlé
szer lehet valamely VEGF aktivitdsu inhibitor, amely alkalmas az
angiogén novekedés gatlasara. Egy ilyen inhibitor lehet valamely
versengd inhibitor vagy egy VEGF kétd/inaktivalé molekula, vagy egy
VEGF receptor antagonista. igy példaul lehetséges inhibitorok lehetnek
VEGF nem-angiogén kémiai utanzo6i, hogy versengjenek a VEGF
cel/receptorhoz vald kétésért, lehetnek médositott nem-angiogén VEGF
szarmazékok, lehetnek antitestek, amelyek fajlagosan kétédnek VEGF-
hez olyan alkalmas modon, hogy gatoljak az angiogén aktivitast, vagy
lehetnek esetleg tovabbi fajlagos fehérjék, amelyek kétédnek VEGF-hez
(példaul izolalt VEGF receptor fehérje), vagy lehetnek antitestek,
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amelyek VEGF receptorhoz kétédnek és blokkoljak a kélcsénhatast
VEGF-fel.

Mas vegytleteket és anyagokat is azonositottak a vegylletek és
anyagok azon képessege alapjan, hogy gatoljak az angiogenezist, igy
példaul az izolalt tumorhoz tarsult PSA antigént.

B. Tumorellenes immunterapia

A taldlmany szerinti eljarasokban val6 felhasznalasra szolgald
eljarasok és kompozicidk célul tlzik ki legaldbb egy (anti-angiogén)
angiogenezis gatldé terapias szer kombinalt beadasat legalabb egy
tumorellenes immunterapias szerrel egyutt. Az elényés tumorellenes
immunterapias szer kombinal egy tumor becélzd alkotérészt valamely
sejt effektor alkotérésszel, példaul citokinnel,immunotoxinnal, radioaktiv
‘szerrel és hasonlokkal. A tumor becélz6 alkotorész elénydsen
tartalmazza egy antitest legalabb egy antigén kété részét egy tumorral
tarsult antigénre iranyitva. Az egyik elényoés kiviteli modban az effektor
alkotérész valamely citokin.

a) Tumorral tarsult antigének

A tumorral tarsult antigének azok a célpontok, amelyek révén az
immunterapias szer a talalmany szerinti eljarasokban, kompoziciékban
és készletekben valé alkalmazasnal végul megcélozza a tumorsejteket.
A tumorral tarsult antigénekrél a szakterlleten ismert, hogy
korrelacioban vannak bizonyos tipusl rakokkal. Az Osszes eset
legtébbjeben a tumorral tarsult antigének sejtfellleti antigének; ezek
olyan mddon expresszalddnak, amely normalisan nem talalhaté meg a
rak tumorok eredete kéruli tarsult normalis sejteknél. Mas tumorral tarsult
antigének. olyan molekulakat vagy extracellularis matrix-rokon
alkotoreszeket valasztanak ki, amelyek normalisan nem talalhatok meg

az érett normalis sz6vettel tarsulva.
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Bizonyos tumorral tarsult antigének fehérjék, amelyek a szévet
korai fejlédési stadiumaiban expresszalédnak és normalisan nem
tarsulnak az érett szévetekkel (ezeket néha onkofetalis fehérjéknek
nevezik). Mas tumorral tarsult antigéneket normal érett sejtek
expresszalnak ugyan, de a raksejtek nagyobb mennyiségben
expresszalnak. A tumorral tarsult antigének lehetnek a normalisan
expresszalt sejt markerek vagy extracellularis alkotérészek mutalt formai.
Meég tovabbi tumorral tarsult antigének vonatkozhatnak fehérjék, lipidek
vagy extracellularis alkotorészek glikozilezésének megvaltozott vagy
- szokatlan formaira, vagy Uj szénhidrat részekre.

igy a tumorral tarsult antigének széles kérben valtozhatnak és
legalabbis részben meghatarozzak a jelen taldimany szerint kezelendé
tumor tipusat. A tumor tipusok és tumor antigének, amelyek
expresszalodnak, valtozatossaga nagyfoki, és még tovabbra is
tanulmanyozott a rak szakterlletén.

Tumorok sok tovabbi markere van tanulmanyozas alatt, és amikor
valamit azonositanak és jellemeznek tumorral tarsult antigénként, ezek is
megdfeleld cél antigének immunterapids szerek becélzasahoz egy kivant
tumor- vagy attétel helyhez.

A génterapias vektorok becélzasardl raksejtekbe mar beszamoltak
anti-Lewis-Y antigén monoklonalis antitesteket alkalmazva [Kurane S. és
munkatarsai: Jpn. J. Cancer Res. 89 (11), 1212-9 (1998)].
Hasonloképpen beszamoltak liposzomak becélzasarédl anti-gangliozid
GM3 antitestet vagy anti-Lewis-X antigén antitestet alkalmazva [Nam S.
M. és munkatarsai: Oncol. Res. 11 (1), 9-16 (1999)].

Ahogyan a késObbiekben megtargyaljuk, a szakterileten
ismeretesek eljarasok azonositott antigének kihasznalasara megfeleld
antitestek kialakitasara, amelyek fajlagosan kétédnek ehhez az

antigénhez. Illyen médon tumor antigéneket lehet azonositani és
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monoklonalis antitesteket lehet késziteni, amelyek hasznalhatdk a jelen
bejelentésben. Tumor antigének keszitésének dsszefoglalasat adja meg
az alabbi szakkdnyvben taldlhaté kitanitas: Human Cancer Markers;
kiadé: The Humana Press Inc.; szerkeszték: Sell és Wahren (1982).
Antigének és/vagy citokinek és hasonlék eldallitasahoz alkalmas
standard biokémiai €s molekularbioldgiai technikak taldlhatok példaul
Sambrook és munkatarsai szakkényvében: Molecular Cloning, 2. kiadas;
kiadé: Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York,
Amerikai Egyesilt Allamok (1989).

A tumorseijt fellleti antigének fajlagosak lehetnek a tumor valamely
osztalyara, vagy egy tumor egyedi tipusara. Sok nukleinsav és/vagy
aminosav szekvencia, amely tumorral tarsult antigénekre vonatkozik és
kdédolja azokat, all rendelkezésre publikus szamitégépes adatbazisokbdl,
amelyek Internet révén is hozzaférheték kulénb6zé szolgaltatok
segitsegével, elsésorban az NCBI-tél (National Center for Biotechnology
Information; www3.ncbi.nlm.nih.gov), ezek az adatok altalaban névvel és
hozzaférési szammal azonosithatok (néhany, nem korlatozéd jellegii
peldaban, a hozzaférheté szekvencia tipusokrdl valdé informacidkban
ezekre az alabbi formaban utalunk: ,hozzaférési szam”).

Az elbnyds tumorral tarsult antigén célpontokként, a korlatozas
szandéka nélkdl, megemlitjik az alabbiakat: AFP (hozzaférési szam: NP
001125), CA125 (hozzaférési szam: NP 005890), CEA (hozzaférési
szam: AAA62835), CD19 (hozzaférési szam: P15391), CD20
(hozzaferesi szam: P11836), CD44 (hozzaférési szam: P16070), CD45
(hozzaféresi szam: P08575), EGF receptor (hozzaférési szam: P00533),
GD,, GD3, GM1, GM2, Her-2/Neu (hozzaférési szam: AAA58637), Ep-
CAM (KSA) (hozzaférési szam: P16422, AAA36151), IL-2 receptor
(hozzaférési szam: P14784, NP 000197, P01589), Lewis-Y, Lewis-X (CD

15), MCSP melanémaval tarsult proteoglikdn (hozzaférési szam: NP
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001888), PSA (hozzéaférési szam: P07288), PMSA, transzferrin atvivé
receptor (hozzaférési szam: NP 003218, NP 003225, AAF04564), GA-
733-1 hasnyalmirigy karcinéma jelzé fehérje (Pancreatic Carcinoma
Marker Protein) (hozzaférési szam: P09758), folat receptor (hozzaférési
szam: NP 000793), L6 (hozzaférési szam: P30408), és CO0-029
(hozzaférési szam: A36056, P19075).

Kllénésen elbnydés tumorral tarsult antigén célpontok az
immunterapias szerek becélzasdhoz a GD, és a KSA (Ep-CAM; KS1/4
antigén), amint ezt itt leirjuk.

Tumorral tarsult antigén fehérjék kereskedelmi forgalomban
kaphatdk vagy kialakithatok standard rekombinans DNS, sejttenyészts,
és fehérje expresszalasi technikédkkal, amelyek a szakterileten jol
ismertek. igy példaul a Sigma cég (St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt
Allamok) kereskedelmi listajan szerepelnek az alabbiak: GD?2
diszialogangliozid (G 0776), GD3 diszialogangliozid (G 5904), GM1
monoszialogangliozid (G 7641), GM2 monoszialogangliozid (G 4651),
Ca 19-9 gyomor- és bélrendszeri tumor antigén (Gastrointestinal Tumor
Antigen) (G 8660, G 8535), CEA karcinoembrionalis antigén (C4835),
Lewis-X triszacharid (L 5152) és Lewis-Y (L 7401).

Kereskedelmi forgalomban kaphaték olyan antitestek, amelyek
fajlagosak sokra ezek kozul a tumorral tarsult antigének kézul (példaul
az USB, RDI, Accurate Chemical and Scientific Corp., Zymed Lab
cégektdl). igy példaul a Sigma cég (St. Louis, Missouri, Amerikai
Egyesiilt Allamok) sokféle monoklonalis antitestet hoz forgalomba,
ilyenek az anti-AFP (A 8452), anti-CEA (C2331), anti-EGF receptor (E
3138), anti-IL-2 oldhaté receptor (I 5652, | 5777, | 5902), anti-CD19 (F
3899), anti-CD20 (C8080), anti-CD44 (C7923), és anti-CD45 (C7556).

Még ha kereskedelmi forgalomban nem is kaphatok, a

monoklonalis antitestek készitésének ismert eljarasait alkalmazva
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kialakithatok  tumorral tarsult antigénekre fajlagos antitestek,
immunogénként az antigént alkalmazva. igy példaul leirtdk az anti-
Lewis-Y antigén ragcsalé antitest nehéz és koénnyl lanc valtozé
domeneket  (hozzaférési szam: AAB25798 és AAB25799).
Hasonloképpen leirtak az anti-asialo GM1 gangliozid ragcsalo antitest
nehéz és kdnnyd lanc valtozé6 doméneket (hozzaférési szam: AAD09194
es AAD09195). Megoldottak a kristalyszerkezetet egy anti-GD2
gangliozid monoklonalis antitest nehéz és kénnyli lanchoz (hozzaférési
szam: 2554841, 2554842). Beszamoltak olyan antitestekrél, amelyek
megkotik a folat receptort (kété fehérje), ezt markerként azonositottak
petefészek rakhoz (hozzéférési szam: NP 000793). Beszamoltak anti-
CA125 monoklonalis valtozé terilet nehéz és kénnyli lanc nukleinsav
szekvenciardl, eés ezt felhasznaltak beiktatasra egy kazetta vektorba
(hozzaférési szam: AAB33454, 33455).

Kualénésen elényés antitestek az itt leirt ch14.18 és KS1/4
antitestek.

b) Monoklonalis antitestek és antigén kété részeik és hasonlok

Amidta a monoklonalis antitestek kialakitasi eljarasainak hajnalan
errél Kohler és Milstein elészér beszamolt, a szakterileten szamos
javitott eljaras valt ismeretessé [lasd példaul az alabbi szakkényveket:
Methods in Molecular Biology, 80. kétet: Immunochemical Protocols, 2.
kiadas (szerkeszt6: Pound J. D., kiadé: Humana Press, Inc. Totowa,
New Jersey, Amerikai Egyesiilt Allamok, 1998), ezen beliil a 4. fejezet
(Dean C. J.); és Short Protocols in Molecular Biology, 2. kiadas (kiadé:
John Wiley and Sons, New York, New York, Amerikai Egyesult Allamok,
1992), ezen belil a 11. fejezet (Current Protocols, szerkeszték: Ausubel
F. M. és munkatarsai)l. Ma mar rutinfeladat olyan monoklonalis

antitesteket kialakitani, amelyek egy adott antigénhez kétédnek. Az
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atvizsgalasi (screening) munkamenetek szintén javultak a nagy affinitasu
kétd antigének kivalasztasara, ha ezek kivanatosak.

A hibridémak kialakitasanak gazdaszervezetei altaldban egér- vagy
mas ragcsalé eredetliek.

Az egyik gat a ragcsalé monoklonalis antitestekkel térténd ismételt
kezeleshez emberi betegekben a HAMA [huméan anti-egér antitestek
(human anti-mouse antibodies)] kialakulasa, amelyet a beteg alakit ki a
kezelésre adott valaszként. Azok kézétt az eljarasok kozétt, amelyekkel
megkiseérlik lektzdeni ezt a gatat, talalhatok a ragcsalé antitest fehérjék
humanizalasa az egeér fehérje antigén aminosavak helyettesitésével
emberi fehérje szekvenciakkal, amelyekrdl feltételezheték, hogy kevésbeé
antigének. Tovabbi eljarasok lehetnek a kété fajlagossagot meghatarozo
aminosav gyokok vagy terlletek beultetése human fehérje keretekbe.

Az a képesség, hogy antitest fehérje expresszalddjék fag
bemutatasi rendszerekben, lehetévé teszi olyan antitestek kivalasztasat,
amelyek mutagenezisen estek at vagy azért, hogy javitsadk kotésiket,
vagy azért, hogy csokkentsék immunogenicitasukat [lasd példaul az
alabbi szakkonyveket: Antibody Engineering (szerkeszték: McCafferty és
munkatarsai, kiadd: Oxford University Press (1996)]. Jelenleg a human
immunglobulin gének helyettesitése transzgenikus egerekbe lehetévé
teszi ragcsalo gazdaszervezetek felhasznalasat antitestek kialakitasara,
és igy olyan monoklonalis antitestek kialakitasara, amelyek human
nukleinsav szekvencia eredet(iek.

Az antitestek csokkentheték méretiikben is fragmentalassal, hogy
lehetévé valjek a csokkentett antigenicitds, vagy kisebb terapias
molekulak legyenek megalkothaték. igy példaul egy teljes antitest fehérje
cs6kkenthet6 vagy emésztéssel a megfelelé enzimek segitségével, vagy
kisebb feherjek kialakitasédval rekombindns DNS eljarasokkal. A

megfeleld  fragmentumok  kozétt olyanok talalhatok, amelyek
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tartalmazzak a teljes molekula legalabb egy antigén kété részét, ezek
kozott lehetnek a Fab, F(ab),, F(ab)s;, Fv vagy egyedi lancos Fv [egyedi
lancos antitest (single chain antibody, SCA)] konstrukciok.

Fel kell idéznink, hogy minden monoklonalis antitest, amely
gyogyaszati szerek alkotorészeit képezi a talalmany szerinti eljarasokban
val6 felhasznalasra emberek kezelésére, elényt szerezhet a mddositas
lehetGségébdl az immunogenicitds és a lehetséges HAMA
csOkkentésére, amint ezt az el6zéekben leirtuk.

Lehetseéges hasznositani fajlagos receptor fehérjéket is, amelyek
fajlagosan kétédhetnek egy adott tumorral tarsult antigénhez; ezek az
el6z6ekben leirt immunterapias szerek becélzé alkotdrészei lehetnek.
MUkodéseét tekintve egy fajlagos receptor éppen olyan alkalmas, mint
egy fajlagos antitest a becélzdshoz a receptor fajlagossagatsl és
affinitasatol faggbéen a cél tumorral tarsult antigénhez. Gondot kell
forditani arra, hogy minimalizaljuk a kereszt-reaktiv kotés befolyasat
hasonl6 fehérjékre, amelyek nem szilkségszerlien tumorral tarsultak.

c) Citokinek

Az egyik kiviteli formajaban a talalmany szerinti tumorellenes
immunterapias konstrukciék magukba épitenek egy sejt effektor részt,
amely elénydsen valamely citokin.

A talalmany szerinti tumorellenes terapias szerek effektor
alkotérésze tartalmazhatja sokféle citokin barmelyikét citokin-fajlagos\
bioldgiai valasz indukalasara olyan sejtek altal, amelyek a citokin
receptorait hordozzak. A citokinek jol jellemzett anyagok, ennél fogva a
talalmanyt nem kivanjuk egy-egy citokinre korlatozni. A citokinek
magukba foglaljak a kemokinként ismert molekulakat egyik alosztalyként.
A Jelen taldlmany &sszefliggésében a kemokineket a citokin
szupercsalad egyik tagjanak tekintjuk. Ennél fogva a citokin kifejezés,

ahogyan itt haszndljuk, altaldban utal mind a citokinekre, mind a
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kemokinekre. A citokinek szakteriletének leirasara jél hasznalhatdé az
alabbi szakkényv: Callard és Gearing: The Cytokine Facts Book, kiado:
Academic Press, Inc. (1994). A kemokinek szakterlletének leirasara jol
hasznalhaté az alabbi szakkényv: Vaddi és munkatarsai: The
Chemokine Facts Book, kiadc’): Academic Press, Inc. (1997). Tébb, a
citokinekkel kapcsolatos nukleinsav és/vagy aminosav szekvencia all
rendelkezésre a publikus adatbazisokban, amelyek Internet révén is
hozzaférhetdk kiuldnb6zé szolgaltatok segitségével, elsésorban az NCBI-
tol (National Center for Biotechnology Information:;
www3.ncbi.nlm.nih.gov), ezek az adatok altalaban névvel és hozzaférési
szammal azonosithatok (néhany, nem korlatozo jellegli példaban az itt
idézett szekvencia informaciok hozzaférhetéségére Ugy utalunk a
késObbiekben, mint azonosithat6 ,hozzaférési szam”-ra).

A citokinek az emlésoknél fajspecifikusak lehetnek és valtozhatnak
egy fajon belll is mutacidénak és/vagy allél variaciéknak tulajdonithatéan.
A megdfelel6 citokinek a kezelend6é emlés faja szerint valaszthatdk ki a
felhasznéléshoz. Amikor tébbszorés allélek léteznek, a szelekcidét a
citokin aktivitas szerint lehet elvégezni, vagy allél varidnsok keverékét
lehet alkalmazni mint valaszték citokint. gy a talalmany szerinti eljarasok
allatorvosi felhasznalasat meg lehet szabni a kezelendd allat fajokra,
vagy szelekcidt lehet kivitelezni kézelebbi rokon fajok kivalasztott
citokinjeibdl, ha a cél fajbdl ilyen nem all rendelkezésre. Az emberek
kezelésénél elényds, ha human homoldgot alkalmazunk, amennyiben ez
ismeretes.

A taldlmany szerinti felhasznaldshoz alkalmas citokinek, a
korlatozas szandéka nélkil, az aldbbiak lehetnek: BDNF (hozzaférési
szam: 4502393), CNTF (hozzaférési szam: 4758020), EGF (hozzéférési
szam: p01133), Epo (hozzaférési szam: 4503589), FGF (hozzaférési
szam: CAB61690), FIt3L és G-CSF (hozzaférési szam: CAA27290), GM-
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CSF (hozzaférési szam: 4503077), 1-309/TCA-3 és y-IP-10 (hozzaférési
szam: P02778), IFN-a (hozzaférési szam: P01563), IFN-B (hozzaférési
szam: P01574), IFN-y (hozzaférési szam: P01579), IL-1-t8l IL-18-ig
(hozzaféreési szamok: P01583, P01584, P01585, P08700, P05112,
P05113, P05231, P13232, P41324, P15248, P22301, P20809, P29459,
P46658, P35225, P40222, P40933, Q14005 NP002181, Q14116), LIF
(hozzaféresi szam: AAC05174), LT (hozzaférési szam: 4504031), MCP-
1, MCP-2, MCP-3, M-CSF (hozzaférési szam: 4503075), MIF
(hozzaféreési szam: 4505185), MIP-1a, MIP-1B, MIP-2, NGF (hozzaférési
szam: 4505391), NT-3 (hozzaférési szam: P20783), NT-4 (hozzaférési
szam: P34130), OSM (hozzaférési szam: P13725), PBP (hozzaférési
szam: 4505621), PBSF, PGFD, PF-4, RANTES, SCF (hozzaférési szam:
P21583), TGF-a (hozzaférési szam: P01135), TGF-B (hozzaférési szam:
P01137), TNF-a (hozzé&férési szam: P01375), Tpo (hozzaférési szam:
P40225) és VEGF (hozzaférési szam: AAD03710).

A talalmany szerinti felhasznalashoz alkalmas kemokinek, a
korlatozas szandéka nélkil, az alabbiak lehetnek: C10 (hozzaférési
szam: P33861), EMF-1 (hozzaférési szam: P08317), ENA-78
(hozzaférési szam: A35010), eotaxin (hozzaférési szam: BAA84579),
GCP-2 (hozzaférési szam: P80162), HCC-1 (hozzaférési szam:
g1004267), 1-309 (hozzaférési szam: g4506833), IL-8 (hozzaférési szam:
AAAS9158), IP-9 (hozzaférési szam: CAA75510), IP-10 (hozzaférési
szam: 4504701), limfotaktin (hozzaférési szam: 4506853), MCP-1
(hozzaferési szam: 4506841), MCP-2 (hozzaférési szam: P80075),
MCP-3 (hozzaférési szam: CABS59723.1), MCP-4 (hozzaférési szam:
Q99616), MGSA (hozzaférési szam: P09341), MIG (hozzaférési szam:
P35625), MIP-1a (hozzaférési szam: P10855), MIP-1B (hozzaférési
szam: P13236), MIP-2, NAP-2 (hozzaférési szam: P20775), PF4
(hozzaférési szam: 4505733), RANTES (hozzaférési szam: 4506847),



- - e, . v
rEEE] “a 9

- - A e [ 4 v

28 e o % aeoo L] s
PO > o . -

re 8e ® e O

SCM-1 (hozzaférési szam: P47992) és SDF-1 (hozzaférési szam:
P48061). A talalmanyban valé felhasznalashoz elényés citokinek az 1L-2
és IL-12, vagy biolégiailag aktiv fragmentumaik, amelyek megérzik a
teljes, ép molekula effektor aktivitdsanak legalabb egy részét.

A talalmanyban val6 felhasznalasra elényés citokin az IL-2.

A megfelel6 citokinek a talalmany szerinti eljarasokban valé
alkalmazdshoz a megfeleld nukleinsav szekvenciakbdl készitheték el
standard  molekularbiolégiai  technikdkat alkalmazva. A  gén
expresszidhoz vald eljarasok a szakterileten jol ismertek [lasd példaul
Goeddel D. V. (szerkesztd) szakkényvét, a Methods in Enzymology
sorozat 185. kotetet: Gene Expression Technology (Academic Press,
Inc., New York, New York, Amerikai Egyesiilt Allamok)]. A citokinek
rendelkezesre allnak kereskedelmi forrasokbdl is (elsésorban a Sigma
cégtél, St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok).

d) Tumorellenes/citokin immunterapias szerek

Ezek a tumorellenes immunterapias szerek, amelyek alkalmasak a
talalmany gyakorlati kivitelezéséhez, egy sejt-effektor alkotérészt
épitenek be, amely elénydsen valamely citokin egy tumor becélzo
alkotérészhez kapcsolva. Egy tumor kétd alkotérész ésszekapcsolasat
az effektor alkotérésszel sokféle eljarassal hajthatjuk végre.

1) Antitest fuzids fehériék

Immunterapias rakellenes reagenseket irtak mar le, amelyek
citokin funkciét ceéloznak be egy olyan sejthez vagy szévethez, amely
tumor antigeneket visel, a citokin alkalmazasaval igy felerésitve egy
immunvalaszt olyan sejtek ellen, amelyek tumor antigént hordoznak vagy
tarsultak a tumor antigénnel. Ezekre az immunterapias szerekre Ugy
utalunk, mint tumorellenes antigén/citokin flizidés fehérjékre, mivel a

faziés fehérje tartalmazza a citokin fuziés terméket egy rekombinans
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immunglobulin (Ig) polipeptid lanccal, amely immun-reagal egy elére
kivalasztott, tumorral tarsult antigénnel.

Ahogyan itt haszndljuk, az immunterapids tumorellenes
antigén/citokin fuziés fehérie szer kifejezés kérildleli a fazids
konstrukciokat antitest fehérje fragmentumok, amelyek tartalmaznak
legalabb egy antigén k&td részt, és citokinek kozétt, amelyek
tartalmazzak a citokin legaldbb egy effektor részét, amely elegends
ahhoz, hogy megdrizze a citokin bioldgiai jelzé funkciojat. A talalmany
szerinti fuzids fehérjék lehetnek kézvetlen kapcsolastiak vagy at lehetnek
hidalva valamely peptid kapcsol6val vagy peptidekkel.

A szakterlleten ismeretesek tumorellenes antigén/citokin flzids
fehérjek, ilyenek vannak leirva elsc’jsorban az 5,650,150 lajstromszamu
amerikai egyesult allamokbeli szabadalomban (Gillies), amelynek a
fuziés fehérjék elkészitésével és alkalmazasaval foglalkozé leirasi részei
referenciaként hatarozottan be vannak épitve a jelen bejelentésbe.

A fuziés fehérjek iranyulhatnak sokféle tumor antigén
barmelyikére, amelyek sejtfellleti antigének, igy a taldlmany semmiféle-
képpen nem kivan barmelyikre korlatozédni. igy példaul ismeretes egy
citokint és egy Ig nehéz lancot alkalmazé fuzios fehérje eléallitasa,
akarcsak valamely monoklondlis antitestbdl szarmazé rekombinans Ig
nehéz lanc elbéllitasa. Ezen kivil a monoklonalis antitestek eldallitasa is
jol megalapozott a szakterileten, és ismeretes az is, hogyan lehet ilyen
antitesteket el6allitani tumor antigének ellen. Monoklonalis antitestek
el6allitasara vonatkozé kitanitasok talalhatok tdbbek kézétt az alabbi
tankonyvben: Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, szerkeszték:
Reisfeld es Sell, kiadé: Alan R. Liss, Inc. (1985).

Az Ig polipeptid lanc tipikusan valamely Ig nehéz vagy koénny(i
lanc polipeptid, amely tartalmaz egy, valamely sejtfeltleti tumor antigént

hordozé sejtre fajlagos N-terminalis valtozé teriletet. A fuzids fehérje
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tipikusan rendelkezik az Ig polipeptiddel karboxi terminalisanal csatolva
egy peptid kétés réven a citokin amino terminalis aminosavahoz. Amikor
az Ig polipeptid egy nehéz lanc, az Ig nehéz lanc tovabba tipikusan
tartalmazza a CH1 és CH2 doméneket, és kivant esetben tartalmazhat
tovabba egy CH3 domént. Ha kivanatos, az ilyen konstans terlilet domén
azonban ki lehet kuszObélve, hogy a létrejovd fuzidés fehérje
konstrukcionak csokkenjen az immunogenicitasa, mérete vagy nem-
fajlagos kétese. Abbdl a célbdl, hogy megkdnnyitsiik a nehéz és kénnyii
lanc domén asszociaciét, kivanatos lehet egy kapcsolé Fv molekulat
megalkotni, ahol a nehéz lanc Fv dssze lehet panyvazva egy kénnyii
lanc Fv-vel. A panyva az egyik lanc karboxi vége és a masik lanc amino
terminalis vege kozétt feszll ki, és elég hosszd ahhoz, hogy ne
valtoztassa meg drasztikusan az antigén koété zsebet az (jra-
hajtogatasi/domén asszociacié utan.

Egy elénybés fuziés fehérje tartalmazza az IL-2 citokint és
tartalmaz egy Ig nehéz lancot, amely immun-reagal a GD, tumorral
tarsult antigénnel. Egy masik kiviteli formaban egy elényés fuziés fehérje
tartalmazza az IL-2 citokint és tartalmaz egy Ig nehéz lancot, amely
immun-reagal az Ep-CAM (ismeretes KSA, KS1/4 antigénként is)
tumorral tarsult antigénnel. Ezen kiviteli formak fuziés fehérjéire példak
lehetnek a késdbbiekben leirt ch14.18-IL-2 illetve KS1/4-IL-2 fdzids
fehérjék.

2) Antitest konjugatumok

Alternativ  immunterapias konstrukcidok alkalmazhatok a
talalmany eljarasaiban és kompozicidiban. igy példaul a nagy affinitasu
biotin-avidin rendszert hasznositva flggetlen biotinilezett fehérjék
alkothatok meg, amelyek tartalmaznak egy tumorral tarsult antigénre
fajlagos antitest lancot biotinhez (vagy avidinhez) kapcsolva, és egy

citokint a megfelel6 konjugatumhoz (avidin vagy biotin) kapcsolva, a



megfeleld kapcsolasokat alkalmazva. A felhasznalashoz egy biotinilezett
antitest fehérje kombinalhaté a citokin fehérjével in vitro vagy in vivo a
beadas elétt vagy utan, hogy kétfunkciés immunterapias szert alkossunk
meg, amely rendelkezik egy tumor antigén ko6t alkotérésszel és egy
effektor citokin alkotérésszel a biotin-avidin komplex révén &ssze-
kapcsolva. |

Biotinilezett antitestek és fehérjék ismertek a szakterilleten és
eléallithatok kereskedelmi  forgalomban kaphaté reagensek
alkalmazasaval. Egy biotinilezett tumor antigént becélzé antitest
hasznositasanak egyik vonasa az, hogy a biotin molekulanak tébbszéros
avidin kété helyei vannak, amelyek lehetévé teszik az effektor
alkotoresz, példaul egy avidinnel kététt citokin, nagyobb potencialasat az
egyes kotott antitestekhez, vagy tdébb, mint egy effektor alkotérész
kombinalt alkalmazasat. Ismeretesek tovabbi kézvetlen kémiai
konjugaciés eljarasok és reagensek is a szakterileten, és ezek
alkalmazhatdk antitestek konjugalasara effektor molekulakhoz vagy
kozvetlendl, vagy valamely kéztes kapcsolé révén [lasd példaul
Haugland és You kézleményeit a Methods in Molecular Biology sorozat
80. kotetében, az Immunochemical Protocols cim(i kétetben, illetve
ennek 2. kiadasaban (szerkeszt6: Pound J. D., kiaddé: Humana Press,
Inc., Totowa, New Jersey, Amerikai Egyesult Allamok, 1998, 17. fejezet);
lasd tovabba Hermanson G. T. szakk&nyvét: Bioconjugate Techniques
(kiad6: Academic Press, New York, New York, Amerikai Egyesiilt
Allamok, 1996)]. igy a taldlmany szerinti immunterapias szerek
kortldlelik a biotinilezett konstrukcidkat, ahogyan az el6zéekben leirtuk,
antitest fehérje fragmentumok, amelyek tartalmaznak legalabb egy
antigén koté terlletet, és citokinek kézott, amelyek tartalmazzak a citokin
legalabb egy effektor részét, amely elegendé, hogy megérizze a citokin

bioldgiai jelad6 funkciéjat.
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e) Tovabbi immunterapias szerek

A talalmany szerinti eljarasokban, kompoziciékban és készletekben
valo felhasznalasra alkalmas tumorellenes immunterapias szerek mas
kiviteli médjaiban és formaiban beépithetnek olyan effektor molekulakat
is, amelyek nem citokinek. Elképzelhetd, hogy a sejt effektor alkotérész
valamely toxin lehet vagy mas maodon tumorkarositd citotoxikus szer.
Tovabbi alkalmas tumorellenes terapids szerek igy magukban
foglalhatnak konstrukciokat antitest fehérie fragmentumok, amelyek
legalabb egy antigén kot részt tartalmaznak, és radioizotépok,
immunotoxinok, citotoxikus peptidek vagy citotoxikus gyégyszerek
kozott.

1) Radioaktivan jelélt antitestek

Olyan radioimmun-konjugatumokat, amelyek tumor becélzé
monoklonalis antitestet €s radioaktivan jelzett izotdpot tartalmaznak, is
alkalmaznak rakellenes szerként. A monoklonalis antitest antigén-kté
fajlagossaga szolgaltatja a becélzé képességet, hogy lokalizalja a tumor
helyeket, mig a radioaktiv jelzés szolgaltatia a citotoxikus
tulajdonsagokat [lasd Hermanson G. T.: a Bioconjugate Techniques
ciml szakkényvben (Academic Press, New York, New York, Amerikai
Egyesiilt Allamok (1996), 8. fejezet]. Ezek a radioimmun-konjugatumok
alkalmasak lehetnek tumorellenes terapias szerként val6 felhasznalasra
a taldlmany szerinti eljarasokban.

2) Immunotoxin-antitest

Vizsgaltak mar monoklondlis antitestek és sokféle forrasbdl
szarmazé fehérje toxinok konjugatumait tumorellenes kezelésekre [lasd
Hermanson G. T.. a Bioconjugate Techniques cimi szakkényvben

(Academic Press, New York, New York, Amerikai Egyesilt Allamok
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(1996), 8. fejezet]. Az ilyen konjugatumok alkalmasak Iehetnek a
talalmany szerinti eljarasokban valé felhasznalasra.

3) Citotoxin-antitest gydgyszer

Monoklonalis antitestek és kémiailag szintetizalt és/vagy
éokféle forrasbol tisztitott toxin gyégyszerek konjugatumai s
alkalmazhaték tumorellenes kezelésekhez [lasd Hermanson G. T.: a
Bioconjugate Techniques ciml szakk&nyvben (Academic Press, New
York, New York, Amerikai Egyesilt Allamok (1996). Az ilyen
konjugatumok alkalmasak lehetnek a taldlmany szerinti eljarasokban
valo felhasznalashoz.

4) Tobb fajlagossagu antitest

Az enzimes emeésztéssel vagy a kodold6 DNS szekvencia
manipulalasaval kialakitott antitest fragmentumok manipulalasa lehetévé
teszi kettés fajlagossagu (bispecific) antitestek (BsAbs) létrehozasat;
ezek olyan hibrid molekulak, amelyek két, eltéré kotési fajlagossagu
antitestet kombinalnak. Ezen a moédon egy fajlagos kétés egy cél
tumorhoz kombinalhaté valamely koétéssel egy cellularis effektor
gyogyaszati anyaggal (vagyis citokinnel, gyogyszerrel vagy toxinnal),
hogy a kezelés a tumor sejtekre lokalizalédjon [ezzel kapcsolatban lasd
French R. R. kézleményét a Methods in Molecular Biology sorozat 80.
kétetében, az Immunochemical Protocols cim(i szakkényv 2. kiadasaban
(szerkeszté: Pound J. D., kiadé: Humana Press, Inc., Totowa, New
Jersey, Amerikai Egyesult Allamok, 1998, a 12. fejezetben]. Az ilyen bi-
vagy tovabbi tébbfunkcids antitestek alkalmasak lehetnek a talalmany
szerinti eljarasokban valoé alkalmazashoz.

2. Terapias eljarasok

A talalmany szerinti terapias eljarasok tumor sejtek kezelésére
tumorokban és tumor attételekben az angiogenezis gatlé (anti-angiogén)

terapia és a tumorellenes immunterapia kombinalt alkalmazasan
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alapszanak. Tébb, mint egy tipusu angiogenezis gatlé szer alkalmazhato
tébb, mint egy tipusu tumorellenes immunterapias szerrel kombinalva. A
kombinalt alkalmazas térténhet egyidejlileg vagy egymas utan, vagy egy
id6koz beiktatasaval a kezelések kozétt. Barmelyik fajlagos terapias szer
beadhato egynél tébbszér a kezelés folyaman. A talalmany szerinti
eliaras szolgaltatia az angiogenezis gatld terapids szerek és
tumorellenes immunterapias szerek kombindlt alkalmazasat, amely a
tumorsejt burjanzas gatlasi hatads szinergetikus potencirozasat
eredményezheti az egyedi terapias szerekhez viszonyitva, hatékonyabb
kezelést alakitva ki, mint amely az egyedi alkotorészek &nmagukban
térténd beadasanal észlelhets. igy egyik szempontja szerint a talalmany
szerinti eljaras magaban foglalja egy angiogenezis gatldé szer és egy
tumorellenes immunterapias szer olyan mennyiségeinek beadasat
kombinaciéban egy betegbe, amely mennyiségek nem
eredmeényeznének hatékony angiogenezis gatlast vagy tumorsejt elleni
aktivitast, ha ebben a mennyiségben egyedul adnank be ezeket.

A talalmany szerinti eljards magéban foglalia mddosulatok
sokféleségét a talalmany gyakorlati kivitelezésében, ami a |épéseket
illeti. Igy példaul az antagonista és a tumorellenes immunterapias szer
(példaul tumor antigén/citokin fuziés fehérie egy elényds kiviteli
formaban) beadhaté az Osszekeverést kévetSen, vagyis egyidejlleg,
vagy be lehet adni egymas utan, vagyis kulén-kulén. Ezen kivil az
antagonista es a fuzids fehérje kilon-kilén bevezethetd mintegy 3 hét
idGintervallumon belll a beadasok kézétt, vagyis lényegében az elsé
aktiv szer beadasatél szamitva azonnali beadastdl akar a mintegy 3 hét
mulva térténd beadasig az elsé szer beadasatol szamitva beadhatd a
masodik szer. Ezen kivil elképzelhetd az is, hogy a sorrend
valtoztathato, vagyis hogy az a,8; antagonistat bevezethetjilk a fuziés

fehérje beadasa elétt, vagy a beadés végrehajthaté forditott sorrendben.
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Az egyik kiviteli médban a talalmany szerinti eljaras koruléleli egy
angiogenezis gatlo szer, peldaul egy a,8; antagonista angiogenezist
gatlé mennyiségének és egy tumorellenes immunterapias szer bioldgiai
valasz kivaltasara alkalmas mennyiségének beadasat valamely betegbe
tumorok vagy éattételek kezelésének szikségessége esetén. igy példaul
elegendd kivaltani egy citokin-fajlagos biolégiai valaszt, ahol egy
citokinnel és egy rekombinans immunglobulin (Ig) polipeptid lanccal bird
ketfunkcios fuzids feheérjérdl van sz6, ahol az Ig lanc tartalmaz egy,
tumorral tarsult sejtfeltleti antigént hordozé tumorsejtre fajlagos valtozo
tertletet, és ahol az Ig lanc egy peptid kétésen keresztil van
csatlakoztatva a citokinhez. Ahol egy tovabbi immunterapias szer
tartalmaz egy citotoxikus szert, a mennyiség olyan lehet, hogy
citotoxikus-biologiai valaszt alakitson ki a cél tumor sejtekben.

Egy masik Kkiviteli médban a taldlmany gyakorlatba vehet6
sebészeti beavatkozasokkal egyutt, ahol a tumor témeg egy részét vagy
egeszét eltavolitjuk. Ebbél a szempontbdl az eljaras egy sebészeti
munkamenetet kévetéen vehetd gyakorlatba. Egy masik megoldas
szerint a sebészeti munkamenetet az elsé aktiv szer és a masodik aktiv
szer beadasa kozti idészak soran végezhetjik el. Erre az eljarasra,
vagyis a jelen eljaras kombinalasara sebészeti tumor eltavolitassal, a
kesdbbiekben adunk példat.

A talalmany szerinti kezelés tipikusan a terapias kompozicidk
beadasat tartalmazza a beadéas egy vagy tébb ciklusaban. igy példaul
ahol az egyidejl beadéast gyakoroljuk, olyan terapias kompoziciét adunk
be, amely tartalmaz mind q,8; antagonistdt, mind tumorellenes
immunterapias szert, mintegy 2 naptél mintegy 3 hét kézti idékéz soran
egyetlen ciklusban. Ezutan a kezelési ciklus megismételhets, ahogyan a
kezel6 orvos elbiraldsa szerint szikséges. Hasonldképpen, amikor az

egymas utani alkalmazast tartjuk célszeriinek, a beadasi idét az egyes



36 RN

egyedi gyogyaszati szerek koézétt ugy allitjuk be, hogy tipikusan az
azonos id6tartamot fedjen le. Az id6kéz a ciklusok k&zoétt valtozhat
zérétol 2 hdnapig.

A beadas végrehajthaté periddikus egység adagolassal,
folyamatos infuzidval, perisztaltikus szolgaltatassal, bolusz injekcidval,
és hasonlokkal. A beadasi ut Ilehet intravénas, szubkutan,
intramuszkularis, ortotopikus injekcié, ortotopikus infazid, oralis
alkalmazas, és hasonlok.

Egy, a taldlmany szerinti eljardsban alkalmazott gyogyaszati
kompozicié6 az aktiv szert valamely gydgyaszatilag elfogadhaté
hordozdban tartalmazza, amint ez a szakterileten j6l ismert, ennél fogva
a taldlmanyt nem szandékozunk korlatozni a kompozicié tekintetében,
csak az a lényeg, hogy az aktiv szer vagy szerek koncentracidja a
kompozicidban elegendd legyen az idézett aktiv szer szolgaltatasahoz
(beadasahoz) az itt leirt mennyiségben.

A tumorellenes immunterapias szer, példaul az antigén
becélzé/citokin fuzids fehérje adagolasa tipikusan 0,01 mg és 10 mg
kézti mennyiseg, elényésen mintegy 0,1 és 1 mg kézti mennyiség, és
még elénydsebben mintegy 0,6 mg/testtémeg kg/nap.

A tumorellenes immunterapias szerek, példaul az antigént becélzé
citotoxikus szerek adagolasa tipikusan 0,01 mg és 10 mg koézti
mennyiség, elényésen mintegy 0,1 és 1 mg kozti mennyiség, és még
eldnydsebben mintegy 0,6 mg/testtémeg kg/nap, ahol a sugarzas dézisat
megfeleléen be kell allitani a kivant sugarzasi dozistol fuggéen. A
sugarzasos kezelésre alkalmasnak talalt izotépok kézoétt talalhatok az
57—kobalt,‘67-réz, 99m-technécium, 123-j6d, 131-j6d és 111-indium, és
hasonlék. A radioaktiv gyoégyszerek és adagolasok valtozhatnak a
radioizotoptol és a célszovettdl fuggben. A rosszindulatli neoplazmak

immunsugarzasos terapiaja nagyobb dézisokat hasznosithat, mint a
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hagyomanyos besugarzasos terapia, mivel az immunterapias szer be
van célozva a tumor helyébe és/vagy a sejtbe. igy példaul B-sejtes nem-
Hodgkin limfoma kezelésével kapcsolatban olyan radioimmunterapias
szerekkel, amelyek a B-sejteket célozzak meg, kapcsolatban arra jéttek
ra, hogy a maximalis tdrt dézis 0,4 mCuiltesttémeg kg (1 mCui = 37 Mbq)
[Witzig T. E. és munkatarsai: IDEC-Y2B8 radioimmunterapia 1/l fazisu
Kisérletei visszaes6 vagy kezelhetetlen CD20(+) B-sejt nem-Hodgkin
limféma kezeléseéhez (Phase I/l trial of IDEC radioimmunotherapy for
treatment of relapsed or refractory CD20(+) B-cell non-Hodgkin's
lymphoma), J. Clin. Oncol. 17 (12), 3793-803 (1999)]. A célzott
radioimmunterapia fajlagos tumorokra vagy tumor attételekre lehetévé
teszi a nagyobb t(irt dozisokat, mint a limfémak kezelésénél. Meztelen
egerekben 18,5 Mbg-es, 111-indiummal jelélt antitest két adagjanak
beadasa eltlirheté [Saga T. és munkatarsai: Human gliéma xenograftok
radioimmunterapidja meztelen egerekben indium-111-gyel jelslt,
internalizalé monoklonalis antitestekkel (Radioimmunotherapy of human
glioma xenografts in nude mice by indium-111 labelled internalising
monoclonal antibody), Eur. J. Cancer 35 (8), 1281-5 (1999)].

Az a,Bs antagonista tipikus dozisa 10 mg és 1000 mg kozti
mennyiség, elényésen mintegy 20 mg és 100 mg kézti mennyiség, és
még elénydsebben mintegy 50 mg/ testtémeg kg/nap.

Meg kell érteni, hogy a rak mindenutt megtalalhaté az allatvilagon
belll, és azt is, hogy az itt leirt elvek alkalmazhaték minden allatnal, ahol
az angiogenezis gatolhaté valamely a,8; antagonistaval, és ahol
“citokinek vannak az immunrendszerben. igy ugy lehet tekinteni, hogy a
taldimany gyakorlatilag alkalmazhaté minden emlésnél, de elsésorban
embernél.

Ezen kivll ismeretes, hogy igen nagy szamu kulénb6zé tumor

létezik, amely novekedéséhez erképzést (vaszkularizaciot) igényel,
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ennél fogva jel6lt a talalmany szerinti eljarasok kombinalt terapias
modosulataiban.  Azok  kézétt a  tumorok  kézétt,  amelyek
névekedésikben angiogenezist indukalnak, taldlhatok a neuro-
ektodermalis, epitelidlis és hasonlé szévetekbdl kialakuldé tumorok. A
tumorokra és tumor attételekre példak lehetnek az adendma,
angioszarkbma, asztrocitoma, epitelidlis karcindma, germinéma,
glioblasztoma, glibma, hamartoma, hemangioendoteliéma, hemangio-
szarkéma, hematéma, hepatoblasztdma, leukémia, limféma, medullo-
blasztéma, melanédma, neuroblasztéma, oszteoszarkdbma, retino-
blasztoma, rabdomioszarkéma, szarkdma, teratdéma és hasonld tumorok.

3. Terapias rendszerek

Az egyik kiviteli formaban a talalmany olyan rendszereket céloz
meg, amelyek csomagolasokat és/vagy készleteket tartalmaznak; ezek
szolgaltatjak a talalmany szerinti eljaras gyakorlati kivitelezéséhez
szlikséges reagehseket. Egy készlet tumorsejtek kezelésére tumorokban
vagy tumor attételekben egy csomagot tartalmaz az alabbiakbal:

a) valamely angiogenezis gatlé szer, mint példaul valamely a,B;
antagonista, amely angiogenezis gatlasara képes a tumorban
vagy tumor attételekben;

b) valamely tumorellenes immunterapias szer, példaul egy
ketfunkcios fuzids fehérje reagens, amely egy citokinnel és egy
rekombinans immunglobulin (Ig) polipeptid lanccal bir, ahol az Ig
lanc tartalmaz egy, valamely tumorral tarsult sejtfeltleti antigént
hordozé tumorsejtre fajlagos valtozé tertiletet, ahol az Ig lanc
egy peptid kétéssel csatlakozik a citokinhez; és

c) Utmutatasok a reagens alkalmazasahoz tumorok és tumor
attételek kezelésére val6 eljarasokban.

Egy reagens a talalmany szerinti készletben tipikusan terapias

kompozicioként van kiszerelve, ahogyan itt leirjuk, ennél fogva a sokféle
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lehetséges forma barmelyike lehet, amely alkalmas egy készletbe valé
elosztashoz. Az ilyen formak koézoétt talalhaték a folyadékok, porok,
tablettak, szuszpenzidk és hasonlé kiszerelések a taldlmany szerinti
antagonistak és/vagy fuzids fehérjek szolgaltatasara. A reagenseket
szolgaltathatjuk elkalénalt tartalyokban, amelyek alkalmasak a kulén-
klon beadashoz a jelen talalmany szerinti eljarasokban, vagy egy masik
megoldas szerint szolgaltathatjuk kombinalt kompoziciéként egyetlen
tartalyban a csomagban.

Hasonloképpen egy ilyen csomag tartalmazhat az el6zéekben leirt
élkotérészek helyett vagy azokon kivul barmely mas tumorellenes
terapias szert, példaul olyanokat, amelyeket a korabbiakban leirtunk.

A csomagolas tartalmazhat a reagensek egy vagy tébb adagjahoz
elegendé mennyiseget az itt leirt kezelési eljarasok szerint. Tipikusan
egy csomag egy kezelési ciklushoz elegendé mennyiséget tartalmaz,
ahogyan itt leirjuk. A csomag jel6lése jelezheti, hogy a mellékelt
reagensek kombinalt vagy egymas utani élkalmazésérél van-e sz6 a
tumor és/vagy az attételek terapias kezeléséhez a taldimany szerinti
eljaras szerint. Az ilyen csomag jeldlések régzitve lehetnek az egyes
reagens csovekre és/vagy az anyagok komplett csomagolasara.

A talalmany szerinti készlet tartalmazza a csomagban talalhato
anyagok ,felhasznalasi Utmutaté™-jat is. Az Utmutatok az antagonista és
a fuzios fehérje kombinalt alkalmazasi eljarasara vonatkoznak tumorok
vagy tumor attételek kezelésére a talalmany eljarasai szerint. Mivel az
eliarasok széles kérben valtozhatnak a tumortdl, a betegtél és a
betegség allapotatol flggben, az utmutatasok kévetkezésképpen
valtozhatnak a beadas adott munkamenetétél fuggéen. A talaimannyal
kapcsolatban nem tekintjuk az Gtmutatd természetét korlatozo

tényezonek, igy nem tekintjlk masnak, mint szabatos segitségnek az
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antagonistak és a fuzidés fehérjék kombinalt alkalmazasat illetéen a
talalmany eljarasai szerint.

Hasonloképpen a reagensek magukban foglalhatnak tumorellenes
immunterapias citotoxikus szereket, példaul tumor antigén kétd
antitesteket radioaktivan jelzett izotopokkal vagy citotoxikus szerekkel,
példaul citotoxikus peptidekkel vagy citotoxikus gydgyszerekkel és
hasonlékkal dsszekapcsolva.

4. Szintetikus peptidek eldallitasa

a) Szintézis munkamenet

A késbbbiekben, az 1. tablazatban felsorolt linearis és ciklusos
polipeptideket standard szilard fazisu szintézis technikaval szintetizaljuk,
ahogyan példaul Merrifield R. B. és mas szerzék leirjak [Merrifield R. B.:
Szilard fazisu peptid szintézis (Solid-Phase Peptide Synthesis), Adv.
Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol. 32, 221-96 (1969); Merrifield R. B.:
Biolégiailag aktiv peptidek és fehérjék szintézise (The synthesis of
biologically active peptides and proteins), JAMA 210 (7), 1247-54 (1969),
és Fields G. B. €s Noble R. L.: Szilard fazisu peptid szintézis 9-fluorenil-
metoxi-karbonil-aminosavakat hasznositva (Solid phase peptide
synthesis utilizing 9-fluorenylmethoxycarbonyl amino acids), Int. J.
Peptide Protein Res. 35 (3), 161-214 (1990)].

2 gramm (g) BOC-Gly-D-Arg-Gly-Asp-Phe-Val-Ome-t (SEQ ID NO:
1) el6szér feloldunk 60 milliliter (ml) metanolban, amelyhez hozzaadunk
1,5 ml 2 n natrium-hidroxid oldatot, hogy keveréket kapjunk. A keveréket
azutan 3 6ran at kevertetjuk 20°C hédmérsékleten (20°C). Beparlas utan a
maradékot vizben felvesszik, pH 3 értékre savanyitjuk higitott HCI
oldattal, majd extrahaljuk etil-acetattal. Az extraktumot Na,SO,-en
viztelenitjik, ismét beparoljuk, és a létrejévé BOC-Gly-D-Arg-Gly-Asp-
Phe-Val-OH-t (SEQ ID NO: 2) 20°C hémérsékleten kevertetjiuk 2 6ran at
20 ml 2 n dioxanos HCI oldattal. A létrejové keveréket beparoljuk, igy
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kapjuk meg a H-Gly-D-Arg-Gly-Asp-Phe-Val-OH-t (SEQ ID NO: 3),
amelyet azutan feloldunk 1800 ml dikléor-metan és 200 ml dimetil-
formamid keverékében, majd lehdtjuk 0°C hémérsékletre. Ezutan
egymas utan 0,5 g diciklohexil-karbodiimidet (DCCI), 0,3 g 1-hidroxi-
benzotriazolt (HOBt) és 0,23 ml N-metil-morfolint adunk hozza
kevertetés kdzben.

A letrejott kevereket tovabbi 24 o6ran at kevertetjuk 0°C
hémérsékleten, majd 48 éran at 20°C hémérsékleten. Az oldatot
koncentraljuk, majd kevert agyas ioncserélével kezeljuk, hogy s6éibdl
felszabaditsuk. Miutdn a létrej6tt gyantat szliréssel eltavolitottuk, a
deritett oldatot beparoljuk és a maradékot kromatogréfiéval tisztitjuk, igy
nyerjuk ki a ciklo(Gly-D-Arg-Gly-Asp-Phe-Val)-t (SEQ ID NO: 4).

Az alabbi, az 1. tablazatban felsorolt peptideket kapjuk meg analég
madon, ott az egybetlis aminosavgyék kédokat alkalmazva és egy peptid
szam megjeléléssel azonositva: ciklo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val) (SEQ ID
NO: 5); ciklo(Arg-Ala-Asp-D-Phe-Val) (SEQ ID NO: 6); ciklo(Arg-D-Ala-
Asp-Phe-Val) (SEQ ID NO: 8); ciklo(Arg-Gly-Asp-Phe-D-Val) (SEQ ID
NO: 7); és ciklo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal) (ahol metilezés talalhato a
valin gy6k amid kétésének a-amino nitrogénjénél) (SEQ ID NO: 11).

A 66203 jeldlést peptidnek azonos szekvencidja van, mint a 62184
Jjelzésl peptidnek, azzal az egyetlen kulénbséggel, hogy ez a HCI sét
tartalmazza a 62184-gyel ellentétben (SEQ ID NO: 5), ahol a TFA
(trifluor-acetat) s6 van jelen. Ugyanez a helyzet a 69601 és 62185
jelzésu peptideknél is (SEQ ID NO: 6) és 85189 és 121974 jelzésli
peptideknél is (SEQ ID NO: 11).

b) Alternativ szintézises eljaras

1) ciklo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal) (SEQ ID NO:11) TFA s6

elballitasa
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Fmoc-Arg(Mtr)-Gly-Asp(OBut)-D-Phe-NMeVal-ONa (SEQ ID
NO: 14) peptidet szintetizalunk szilard fazisa, Merrifield-tipusi munka-
menetet alkalmazva, egymas utan adva NmeVal-t, D-Phe-t, Asp(OBut)-
ot, Gly-t és Fmoc-Arg(Mtr)-t |épcsbzetesen 4-hidroxi-metil-fenoxi-metil-
polisztirol gyantahoz (Wang-tipusu gyanta) (a peptid szintézis szokasos
Merrifield-tipust eljarasait alkalmazva). A polisztirol gyanta és az
aminosav gytk prekurzorok kereskedelmi forgalomban kaphaték az
Aldrich, Sigma vagy Fluka cégeknél. Miutan az aminosav gyokok
egymas utani adagolasa befejez6d6tt, a gyantat eltiintetjk a peptid
lancrol TFA/diklor-metan 1:1 keverékét alkalmazva, amely movelet
kialakitja az Fmoc-Arg(Mtr)-Gly-Asp(OBut)-D-Phe-NMeVal-OH terméket
(SEQ ID NO: 15). Ezutan eltavolitjuk az Fmoc csoportot piperidin/DMF
1:1 aranyu keverekével, igy kapjuk meg a nyers Arg(Mtr)-Gly-Asp(OBut)-
D-Phe-NMeVal-OH prekurzort (SEQ ID NO: 16), amelyet azutan HPLC-
vel tisztitunk szokasos médon.

A ciklizalashoz 0,6 g Arg(Mtr)-Gly-Asp(OBut)-D-Phe-NMeVal-OH
(amelyet az el6z6ekben szintetizaltunk) 15 ml DMF-fel (dimetil-formamid:
Aldrich) képzett oldatat higitjuk 85 ml diklér-metannal (Aldrich), majd 50
mg NaHCOgs-at adunk hozza. A keveréket szarazjég/aceton keverékben
lehdtjitk, és 40 pul difenil-foszforil-azidot (Aldrich) adunk hozza.
Szobah&mérsékleten allini hagyjuk 16 ¢6ran &, majd az oldatot
koncentraljuk. A koncentratumot gélszirésnek vetjilk ala (Sephadex G10
oszlop izopropanol/iviz 8:2-ben), majd HPLC-vel tisztitiuk szokasos
médon. A kezelés TFA-val [trifluor-ecetsaviviz (98:2)] szolgaltatja a
ciklo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal) (amelyre itt ,ciklo(RGDfN-MeV)"-ként
is utalunk:SEQ ID NO: 11) x TFA terméket, amelyet HPLC-vel tisztitunk
szokasos médon; RT = 19,5; FAB-MS (M+H): 589.



*e ve oo
43 20 Ve Wt e e
o e & oo i
... . . s 0
ot .

i) ,Belsd s6” szintézise

A TFA sot eltavolitiuk az elézéekben eléallitott ciklikus
peptidbdl olyan mddon, hogy a ciklo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal) (SEQ
ID NO: 11) x TFA-t vizben szuszpendaljuk, majd vakuum alatt beparlast
vegzink, hogy a TFA-t eltavolitsuk. A kialakult ciklusos peptidre ,belsé
s6-kent utalunk, és ezt ciklo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal)-nak jelsljiik
(SEQ ID NO: 11). A ,belsd s6” kifejezést azért hasznaljuk, mert a
ciklusos peptid ket ellentétes toltési gyokot tartalmaz, amelyek intra-
elektromosan kiegyensulyozottak egy Osszességében nem toltétt
molekulat alakitva ki. A toltott gyokok egyike egy savgyokét tartalmaz, és
a masik toltétt gyok aminogy6kot tartalmaz. Amikor a savgyék és az
aminogy6k szoros kéielségben vannak egymashoz, a savgydk
deprotonalédhat az aminogyo6k segitségével, amellyel
karboxilat/ammonium s6 fajta keletkezik Osszességében semleges
toltéssel.

i) Kezelés HCl-lel, ciklo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal) (SEQ

ID NO: 11) x HCl kialakitasara

80 mg ciklo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal)-t (SEQ ID NO:
11) feloldunk 0,01 mél/l HCl-ben 5-6 alkalommal, és mindegyik oldasi

mivelet utan fagyasztva szaritjuk. Az ezt kévetd tisztitas HPLC-vel adja
a ciklo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal) (SEQ ID NO: 11) x HCI-t: FAB-MS
(M+H): 589.
Iv) Kezelés metanszulfansavval, ciklo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-
NMeVal) (SEQ ID NO: 11) x MeSO;H kialakitaséara
80 mg ciklo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal)-t (SEQ ID NO:
11) feloldunk 0,01 mél/l MeSOzH-ban (metanszulfonsavban) 5-6

alkalommal, és mindegyik oldasi mivelet utdn fagyasztva szaritjuk. Az
ezt kéveto tisztitas HPLC-vel adja a ciklo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal)
(SEQ ID NO: 11) x MeSO;H-t; RT=17,8; FAB-MS (M+H): 589.
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A ciklizalas alternativ eljarasai magukban foglaljdk az aciklusos
peptid prekurzor oldalcsoport lancainak szarmazékképzését szulfhidril
gyokaékkel, és amikor a normalis fiziolégiai pH kértilményeknél valamivel
magasabb pH-nak tesszik ki (pH 7,5), intramolekularisan diszulfid
kotesek keletkeznek mas, a molekuldban jelen levé szulfhidril
csoportokkal, ciklusos peptidet alakitva ki. Ezen kivul egy aciklusos
peptid prekurzor C-terminalis karboxilat gyéke reagalhat a molekulaban

jelen levo szabad szulfhidril gyokkel, igy tioészter ciklizalt peptideket

alakitva ki.

1. TABLAZAT
Peptid jel6lés Aminosav szekvencia SEQ ID NO
62181 Ciklo(GrGDFV) 4
62184 (66203*) Ciklo(RGDfV) 5
62185 (69601*) Ciklo(RADfV) 6
62187 Ciklo(RGDFv) 7
62186 Ciklo(RaDFV) 8
62175 Ciklo(ARGDfL) 9
62179 Ciklo(GRGDfL) 10
121974 (85189*) Ciklo(RGDfN-MeV) 11
112784 Ciklo(RGEfN-MeV) 12
135981 Ciklo(RADN-MeV) 13

* A csillaggal megjel6lt peptideket HCl-ben készitjtk el, és ez
szekvenciajaban azonos azzal a peptiddel, amely ugyanabban a
vonalban van megjeldlve; a csillag nélkili peptidek TFA-ban vannak
elkeszitve. A kisbetlk D-aminosavakat jelélnek; a nagybetiik L-

aminosavakat jelélnek.
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5. Tumorfajlagos antitest-citokin fuziés fehériék és érrendszer-

fajlagos a, integrin antagonistak kialakitasa és jellemzése

a) Fehérjék és érrendszer-fajlagos a, integrin antagonistak
A ch14.18-IL-2 és huKS1/4-IL-2 antitest-citokin fuzidés fehérjék

megalkotasat és jellemzését mar korabban leirtak [Xiang R. és
munkatarsai (1997); Gillies S. és munkatarsai (1992), korabban idézett
munkak]. Mindkét konstrukcié antigénkéto jellemzéi azonosak vonatkozo
antitestjeik antigénko6td tulajdonsagaival és a fajlagos EL-2 aktivitas
ekvivalens a kereskedelemi forgalomban kaphatd rhiL-2-vel. A 121974
[ciklo(RGDfN-MeV)] (SEQ ID NO: 11) a,B3 integrin antagonista ciklusos
peptidet és a 135981 [ciklo(RADfN-MeV)] (SEQ ID NO: 13) kontroll
peptidet szintetizaljuk és jellemezziik.

6. Sejtvonalak és allati modellek

Minden sejtvonalat és megfeleld allati modellt Iényegében gy
létesitiink, ahogyan ezt korabban leirtak [Becker J. C. és munkatarsai
(1996); Xiang R. és munkatarsai (1996); Lode H. N. és munkatarsai
(1998), korabbiakban idézett munkak]. Az a,B; integrin tavollétét NXS2
és CT26-KSA sejteken anti-egér CD61 (integrin B; lanc) antitest
(Pharmingen; La Jolla, Kalifornia, Amerikai Egyesult *Allamok)
alkalmazasaval demonstraljuk. Egyik sejtvonal sem tar fel szignalt (1 pg
anti-egér CD61 mAb/10° sejt) a FACS elemzésben, ellentétben az a,B;
integrin-pozitiv B16FG3 és B78-D14 ragcsalé melanéma sejtekkel,
amelyeket pozitiv kontrollként alkalmazunk. Ezen kivil az NXS2 sejtek
nem képesek az anti-egér CD61 mAb-vel boritott mianyaghoz tapadni
(10 pg/ml; 4°C; 24 o6ra), ellentétben a pozitiv kontrollként alkalmazott
ch14.18 anti-GD; anti-testtel (10 ug/ml; 4°C; 24 6ra). Az 6sszes tumorseit
expresszal azonban a, integrint FACS-sel, és tapad vitronektinen

jelezve az q,f3s integrin jelenlétét.
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Az Osszes sebészeti munkamenetnél egereket érzéstelenitiink
ketamin injekcioval [100 mg/kg intraperitoneélisan (i.p.)] és egyidejlileg
metofan inhalalassal (Pitman-Moore, Mundelein, lllinois, Amerikai
Egyesult Allamok). Ozmotikus szivattyukat (Alzet, 2001 modell, Palo
Alto, Kalifornia, Amerikai Egyesult Allamok) alkalmazunk az a, integrin
antagonistak és a kontroll peptid bevezetéséhez, 175 pug/éra
szolgaltatasi sebességnél. Ezeket a szivattyikat a gyarté cég
utmutatasai szerint kezeljik és beliltetjik a dorzalis szubkutan szévetbe
steril kérulmeények kozott. Minden szivattydt kicserélink a 7. napon a
belltetés utan, és eltavolitiuk a antivaszkularis kezelés 10. napjan.
Minden allatkisérletet az NIH ,Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” (lranyvonal a laboratériumi allatok feltigyeletérél és
alkalmazasarol) cimi irdnyvonala szerint hajtunk végre.

7. Hisztologia és immunhisztokémia

Primer tumorok acetonnal rogzitett, fagyasztott metszeteit
inkubaljuk 4% kecske szérummal, hogy blokkoljuk a nem-fajlagos kétést.
Az inkubalast anti-egér CD31 és anti-egér CD45 monoklonalis
antitestekkel (Pharmingen; La Jolla, Kalifornia, Amerikai Egyesdilt
Allamok) (1:100) végezzik, és az ezt kévets festést rodaminnal jelzett
kecske-anti-patkany antitesttel (1:300) nedvesitett kamraban hajtjuk
végre szobahdmersékleten. Minden inkubalast mosas kévet haromszor
PBS-sel (foszfattal pufferolt fiziolégias konyhasdoldat). A véredény- és
fehérvérsejtszamot nagy ereji teriletenként [ ,high power field (HPF)]
mikroszkoposan hatarozzuk meg 200-szoros nagyitasban [Brooks P. C.
és munkatarsai: Anti-a,B3 integrin blokkolja a human mellrak névekedést
es az angiogenezist emberi bérben (Anti-integrin alpha v beta 3 blocks
human breast cancer growth and angiogenesis in human skin), J. Clin.
Inves. 96, 1815-1822 (1995)]. A reprezentativ terlletek 200-szoros
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nagyitasban (véredények) illetve 800-szoros nagyitasban
(fehérvérsejtek) vannak lefényképezve.

8. Az antitest-IL-2 fuzios fehériékkel kezelt primer tumorok

egerekben csak g, integrin antagonistakkal kombinalt kezeléssel

fejlodnek vissza

Az angiogenezis gatld terapia (a, integrin antagonista) és
immunterapia (antitest-IL-2 fuziés fehérjék) szinergetikus hatasat
megallapitott szubkutan tumorokkal (110-130 ul) biré egerekben
hatarozzuk meg, illetve mindharom szingenikus modeliben.

Az 1. abra grafikusan abrazolja a kombinalt terapia hatasait anti-
angiogén aq, integrin antagonistaval, és antitest-IL-2 fluziés fehérjékkel
egyutti tumorellenes immunterédpids terilet-fajlagos immunterapiaval
primer tumorokon. Az 1A. abra mutatja be az eredményeket az NXS2
neuroblasztoma szubkutan injekcidjaval (2x10°%) indukalt primer
tumorokbol. Az 1B. abra eredményeket mutat be CT26-KSA vastagbél
karcinéma szubkutan injekciéjaval (2x10°) indukalt primer tumorokbodl. Az
1C. abra eredményeket mutat be a B78-D14 melandma sejtek szubkutan
injekcidjaval (2x10°) indukalt primer tumorokbol. A megallapitott tumorok
(110-130 mm?) kezelését a huKS1/4-IL-2 (10 ug; vastagbél karcinéma)
és ch14.18-1L-2 (5 ug; neuroblasztéma; 10 ug; melanéma) tumorfajlagos
antitest-1L-2 fuziés fehérjék napi intravénas injekcidjaval inditjuk be, és
az errendszer-fajlagos a, integrin antagonista vagy a kontroll peptid
Hg/dranal (felsé hatar). A kezelés beindulasanak idépontjat fekete nyil
jelzi. Az egerek primer tumorjainak méretét minden kisérleti csoportban
(n=6) mikrokaliber méréssel (szélesség x hosszisag x szélesség/2)
(atlag + standard hiba) hatarozzuk meg. A visszafejlédés a kombinacios
kezelést kapott egerek primer tumor méretében 6sszehasonlitva a

megallapitott tumorok méretével a kezelés kiindulasanak idépontjaban
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szignifikans mindharom kilénbéz8 szingenikus tumor modellben
(P<0,001; Wilcoxon rangsor-ésszesit6 vizsgélat),ellentétben az Osszes
kontrollal (P>0,05).

ElGsz6r az egyes gydgyaszati modosulatokhoz a szuboptimalis
mennyiségeket hozzuk létre, és ezutan beinditjuk alkalmazasukat
kaldnb6z6 kombinaciokban. Csak az a, integrin antagonistaval és az IL-2
fuzids feherjékkel kezelt egerek mutatnak tumor visszafejlédést 50-90%
kozti tartomanyban mindharom modellben (P<0,001). Valdjaban a
neuroblasztéma és vastagbél karcinbma sejtekkel inokulalt allatok fele
teliesen visszautasitja primer tumorjait (adatokat nem mutatunk be). Ez
ellentétben van az egyes stratégidkkal, amelyeket monoterapiaként
alkalmaznak, ez pedig legjobb esetben a késleltetett névekedés,
6sszehasonlitva a kontroll csoporttal. Az egyes kezelési mdédosulatok és
kombinacioik hatasat elemezzik ezutdn a vaszkularis és tumor
tertletekre.

A megallapitott primer neuroblasztéma tumorok anti-angiogén és
hisztolégiai vizsgalatokat a tumorsejt inokulalast kévetd 20. napon
sebészetileg eltavolitott tumorokon. Réviden ismertetve formalinnal
régzitett primer tumorokat vetiink alad paraffinos beagyazasnak és az ezt
kovetd hematoxilin/eozin festésnek. Azonositjuk a nekrotikus teriileteket,
és a leukocita beszlirédéseket.

A 2. abra grafikusan &brazolja az anti-vaszkularis terapia és
tumorellenes immunterapia kombinaciéjanak hatasat az érképzésre és
tumorellenes immunvalaszokra. Egerek (n=6) megallapitott primer
neuroblasztdbma tumorokkal kombinalt kezelést kapnak érrendszer-
fajlagos cc integrin antagonistaval, egy nem-fajlagos peptid kontrollal és
egy tumorfajlagos ch14.18-IL-2 fuziés fehérjével, ahogyan az 1. abraban

bemutatjuk, ide értve olyan kontrollokat, amelyek csak egyetlen terapiat
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kapnak. A kezelés végén a szubkutén (s.c.) iumorokat sebészieg
eltavoiitjuk. Az egyes tumorok fagyaszictt metsze
Gton elemezzik, véredény endotelidlis sejtek (Ci)-31)-re, iiletve leukocita
beszlirédésre (CD45) fajlagos antitestek alkalmazasaval. Az uidbbi jol
meghatarozott markere a ch14.18-IL-2 flzids fehsije aital indukait a

tumor tertlet-fajlagos immunvalasznak [Becker J. C. &s munkaiarsai

(1996); Xiang és munkatérsai (1988), Lode H. N. és munkatarsai (1993);

£

t munkék].

i

korabban idézet |

A 2A. ébra a2z eredményeket muiastia be a primer tumorok
véredény-siirliségével Kkapcsciatban a vaszkuladris és turmor terllet
kezelést kovetfen gz Oy integrin antagonistaval, ch14.18-IL-2 Gzids
fehérjével és kombinacidjukkal (*P<0,001; Student-idgle T-teszt). A 2B.

abra az eredménysket mutatia be a primer tumorck leukociia

resn
O.
2'3
9
<
\V]
¢
N
~
=5
Q
=3
L
1
(:i:
r—( B
@
Dinad
<
3
o
{’5«
—
&
@

beszlirédésével kapcsolat

kezelések utan (*P<0,001; Student-iéle T-feszi).

Az a, integrin antagonisiat kapoit egersk 50%-0s csdkkenést
mutatnak a vaszkularizalasban (2. abra), ez eg 39 a primer tumorox

novekedési késleitetésével, ez pedig a vaszxkularis terlilet
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becélzaséat demonstréalia. Tbben az esetben a tumor tertileire k8zvelienil
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beszlrédést tarna

< fel, amely enngk az ani-tumor-teriletre iranyuid
terapianak j6! meghatarczott jellemzbie {Becker d. C. és munkatérsal
(1996); Xiang R. és munkatérsal (19
(1298), kordbban idézett munkzak], amely az s.c. {umor ndvekedé

ielentés csékkenéséhez vazet (1. abra).
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GD2-IL-2 fuziés fehérje kombinacidjaval vannak kezelve, és csak ezek
mutatnak hasonlé csdkkenést a vaszkularizalasban is. A névekedést a
gyulladt sejtek szamaban hisztolégiaval és immunhisztokémiaval
demonstraljuk, és ezt makrofagok benyomulasanak tulajdonitjuk; ez
olyan séma, amely gyakran lathatd nekrotikus szévetekben sejttérmelék
eltavolitasa soran. Valdjaban az ilyen nekrotikus terlletek csak olyan
tumorokban vannak jelen, amelyek kombinaciés kezelést kaptak,
ellentétben a kontrollokkal, amelyek az egyes alkotérészekkel kulén-
kKulon kezeltek.

9. Az egymas utani és szimultan vaszkularis- és tumor becélzas a

spontan maj attételek kiirtasat indukalja

A primer tumorok sikeres kezelésén kivil még inkabb relevans
kerdes az, vajon az elkllénult attételekre is hat-e az ilyen kombinalt anti-
vaszkularis és anti-tumor-fajlagos kezelési stratégia. Ezt a neuro-
blaszttma modellre értelmezzik, amelyet spontdan majattételek
jellemeznek. Ebbdl a célbdl a primer tumorok kezelését az anti-angiogén
a, integrin antagonistaval egymas utani formaban kombinaljuk a
tumorellenes immunterapiaval az antitest-I1L-2 fuziés fehérjével.

A 3. abra grafikusan abrazolja anti-angiogén a, integrin antagonista
terapia és az antitest-IL-2 fuzios fehérjével egyitti anti-tumor terilet-
fajlagos immunterapia egymas utani kombinaciéjanak hatasat a spontan
maj neuroblasztdma attételekre. Az  anti-vaszkularis kezelést
megallapitott primer tumorokkal biré egerekben ugy inditjuk el, ahogyan
az 1. abraban, 6sszesen 10 napon at. A primer tumorok sebészeti
eltavolitasa utan az egerek 5 ug napi ch14.18-IL-2 fuzios fehérje i. v.
(intravenas) injekcigjaval (x5) tumor-terulet fajlagos immunterapiat
kapnak. A spontan majattételek szamat a maj gbécok (n=8)
makroszkopos szamlalasaval kapjuk meg (**P<0,01; Wilcoxon rangsor-

Osszesitd teszt).
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Az 6sszes kontrollokkal ellentétben csak azok az egerek mutatnak
1,5-2 log csokkenést a maj attételekben, amelyeket mindkét szerrel
egymas utan kezeltiink, mig a kontroll egereknél az egyes szerekkel
monoterapiaként alkalmazott, az egyes szerekkel egyénileg végzett
kezelés hatastalan (P<0,01) (3. 4bra). Valéjaban a kombinalt terapianak
Kitett 8 egérbdl 4 tarja fel a méj attételek teljes hianyat, mig a tébbi allat
is csak 1-5 kis attételes elvaltozast mutat. Lényegében hasonlé
eredmenyeket kapunk az a, integrin antagonista egyidejli kombinacidival
is a ch14.18-IL-2 fuzids fehérjével (4. abra, felsé rész).

A 4. abra grafikusan abrazolja az anti-angiogén aq, integrin
antagonista terapia és az antitest-IL-2 fuziés fehérjével egyltti anti-tumor
tertlet-fajlagos immunterapia szimultdn kombinacidjanak hatasat
spontan maj neuroblasztdma attételekre. A spontan attételek primer
tumorok indukciojat kévetéen indukalodnak a  2x10°  NXS2
neuroblasztoma sejtekkel s.c.. A kezelés integrinnel vagy antagonistaval
(17,5 pgl/éra) és tumor-fajlagos ch14.18-IL-2 fuziés fehérjével (5 pg x 5)
a primer tumor eltavolitasa elétt (4A. abra) vagy utan (4B. abra) indul be.
A spontan maj attételeket a maj gocok (n=8) makroszkdpos
szamlalasaval hatarozzuk meg (*P<0,01; Wilcoxon rangsor-6sszesité
teszt).

Csak olyan egerek tarnak fel vagy teljes hianyt a maj attételekben
(4A. abra) vagy >1,5 log csékkenést a maj attételekben (5B. abra)
(P<0,01), amelyeket mindkét szerrel kezellink, a beadasuk médjatol
flggben a primer tumor eltavolitasa el6tt vagy utan. Ez ellentétben all az
6sszes kontrollal, ahol a kezelés hatastalan, amikor az egyes szereket
monoterapiakent alkalmazzuk.

10. A szinergetikus kombinacié és a hatékony terapia

A véredenyek szétzlzasa rosszindulati tumorok vaszkularis

terGletében erdteljes statégia a rak elleni harcban. A tumor
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errendszerének endotelidlis sejtjeit megcélozva a tumort sikerrel lehet
kezelni. Egy peptid antagonista, amely megcélozza az érrendszert az
angiogen véredenyeken expresszalt a, integrinekkel [Brooks P. C. és
munkatarsai (Science, 1994); Friedlander M. és munkatarsai (1995), az
elézbekben idézett munkak ] visszaszoritja a véredények képzddését és
dramai médon visszafejleszti az ezt kévetd tumor ndvekedést. Ezt harom
agressziven novekvé primer tumorral és egy spontanul attételeket képzé
tumorral demonstraljuk. Mikézben az alkalmazott a, integrin antagonista
elsGdlegesen az a,B3z-ra iranyul, ez kétédik a kézeli rokon a,fs integrinre
is. A vizsgalt végbél karcinbma és neuroblasztéma tumorokbdl vilagosan
hianyzik az a,B3;, de valdszinlileg expresszalnak valamennyi a,8s-6t. A
melandma modell expresszal a,Bsz-at is. Ennek az integrin
antagonistanak a hatasa hatarozottan a tumor érrendszerre korlatozodik
mindharom 4&llat modellben, amint ezt a neuroblasztéma modellben
demonstraljuk (2. abra). Nagyon fontos, hogy a tumor érrendszer
becélzasanak tumorellenes hatasat megsokszorozza az egyideji
tamadas a tumor terilet ellen, amely hatdsos mind a primer tumorokra,
mind a spontan attételekre. Ez kulénésen idevag, mivel a primer tumor
eltavolitasa a kezelés el6tt megnéveli a neuroblasztéma attételek
novekedéset es szétszorddasat, ez az észlelés j6I dokumentalt mas
tumor modellekben a cstkkenés miatt az angiogenezis inhibitorok
keringd szintjeben a primer tumor kimetszését kévetéen [Holmgren L. és
munkatarsai (1995); Folkman J. (1995), korabban idézett munkak J. A
vaszkularis tertlet és a tumor terllet szimultdn becélzasa nagyon
hatékonynak bizonyul, mivel ez kombinalja a csékkenést a tumorseit
taplalasaban a tumorsejtek aktiv rombolasaval, és ez a primer tumorok
sorvadasahoz és az elkulénult attételek kiirtasahoz vezet. Ez ellentétben
van az egyedi vaszkularis teruletre iranyuld6 megkézelitéssel, amely két

kalonbézd anti-angiogén kezelési stratégiat alkalmaz, amelyek csak a
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s.c. tumor noévekedés visszaszoritasat eredményezik egy szingenikus
modellben [Mauceri H. J. és mukatarsai: Az angiosztatin és az ionizald
sugarzas kombinalt hatasai a tumorellenes terapiaban (Combined effects
of angiostatin and ionizing radiation in antitumor therapy), Nature 394,
287-291 (1998)].

A jelen stratégia szerint a tumor terlletre fajlagos valaszt
gyulladasos sejtek kozvetitik, amelyek a tumor-fajlagos antitest-|L-2
fuzios fehérjék révén aktivadlédnak és iranyulnak a tumor
mikrokdrnyezetébe. Nagyon fontos, hogy béar az anti-angiogén stratégia
elég hatékony a jol megalapozott érrendszeri szolgaltatassal bird primer
tumorok novekedésének visszaszoritasaban, hianyzik beléle a
hatékonysag az elkulonult mikro-attételek ellen, amikor monoterapiaként
alkalmazzuk ezt (3. és 4. abra). Egy inen\ minimalis maradék
betegségben azonban, amely gyenge vaszkularizaciéval jellemzett kis
tumor terhelésekkel van csillapitva, a kombinaciés kezelésben
alkalmazott tumorellenes terllet kezelési fegyver nagyon hatékony,
amikor monoterapiaként alkalmazzuk [Xiang R. és munkatarsai (1997);
Lode H. N. és munkatarsai (1998), az el6zéekben idézett munkak].
Ebben a szituacidban az anti-angiogén kezelés egyik szerepe az, hogy
visszaszoritsa a mikro-attétel-indukalt neovaszkularizaciot és az attétel
gocok ezt kovetd megnagyobbodasat [Volpert O. V. és munkatarsai
(1998), az elézb6ekben idézett munka). Ez viszont megkdnnyiti az ilyen
mikroattételek kiirtasat tumor tertletre iranyuld terapiakkal, amelyek
optimalisan hatékonyak a minimalis maradék betegség csillapitasaban
[Becker J. C. és munkatarsai (1996), az el6z6ekben idézett munkal).

A primer tumorok és a szétszorddott attételek hatékony kezelése
tovabbra is nagy kihivas marad a klinikai onkologiaban. Az eredmények
ebben a leirasban azt mutatjak, hogy a fajlagos anti-angiogén- és

immunterapidk  kombinaciéi  szinergizalnak a primer tumorok
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visszafejlesztésében és a mikro-attételek kiirtasaban. Mivel mindkét
kezelési mobdosulat, vagyis az a, integrin antagonistdk és antitest-
interleukin-2  fuziés fehérjék, jelenleg a klinikai értékelésben
monoterapiaként szerepelnek, kombinacidik szinergizmusa U0j és
hatékony eszkozt biztosit a rak terapiaban.

Az eddig bemutatott kiviteli példak, amelyek leirjdk a talalmany
bizonyos kiviteli modjait, csak a bemutatas céljat szolgaljak, és nem uagy
lettek kialakitva, hogy specialisan korlatozzak a talalmany oltalmi korét.
Ezen kivul a talalmany olyan valtozatait, amelyek mar most ismertek
vagy csak késébb lesznek kifejlesztve, és amelyek azok latokérén belll
vannak, akik a szakterileten jaratosak, ugy tekintjuk, hogy a talalmany

ez utan kovetkezé igénypontjainak oltalmi kérén belll vannak.



<110

10>
1

>

1
1

JANEAY

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>

<211>
<212>

e
tole} eose oo oo e, "
. s oo v© .. oo
e oveos
.o'. : . . Y n’
eee eo es. oo

SZEKVENCIALISTA

Lode Holger N,

Gillies Stephen D.

Cheresh David A.

Reisfeld Ralph A,

The Scripps Research Institute
Lexigen Pharmaceuticals Corporation

ELJARAS TUMCROK E£S ATTETELEK KEZELESE

TERAPIAK £S IMMUNTERAPIAK KOMBINACIOUAT

tsri6egdllpc

60/119,721
1599-02-12

16
PatentIn Ver. 2.0
1

6
PRT

<213 > Mesterséges szekvencia

RE ANTI-ANGIOGEN
ALKALMAZVA



O1
<

<220>
<221> MOD_RES

«222> (1)
<223> BLOKKOLT - BOC

<220>

<221> MOD RES

<222> (6) ,

<223> A(WHWLEZES—CWHG

<220>

<221> MOD"RES
<222> (2)
<223> D-Axg

<220>

<223> Mesterséges szekvencia lefrasa: kiinduléasi anyag
<400> 1
Gly Arg Gly Asp Phe Val
1 5
<210> 2
<211> 6

<212> PRT ‘
<213 > Mesterséges szekvencia



()4
~

<220>

<221> MOD RES

<222> (1) ‘
<223> BLOKXOLT-BOC

<220>

<221> MOD_RES
<222> (2)
<223> D-Arg

<220>

<223> Mesterséges szekvencia leirdsa:

<400> 2 i

Gly Arg Gly Asp Phe Val
1 5

<210> 3

<211> 6

<212> PRT
<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<221> MOD_RES
<222> (2)
<223> D-Arg

elsd termék

Mesterséges szekvencia lefrdsa: mésodik termék



(@)
o>

<400> 3
Gly Arg Gly Asp Phe Val

1

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

<220>
<Z221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<223>

<400>

-
o}

4

6

PRT

Mesterséges szekvencia

MOD RES

(2)
D-Arg
LANC

(1) ..(6)
ciklo

Mesterséges szekvencia leirasa: cikio (GrGDEV)

4

Gly Arg Gly Asp Phe Val

il

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

5

5

5

PRT

Mesterséges szekvencia



Cr
«w

<220>
<221> MO
<222> (4
<223> D-

<220> o,
<223 > Mesterséoes szekvencia leirdsa:

<220> )

<221> [LANC
<222> (1)..(5)
<223> ciklo

<400> 5

Arg Gly Asp Phe Val
1 5

<210> 6

<211> 5

<212> PRT

<213> Mesterséges szekvencia
<220>

<221> MOD_RES

<222> (4)

<223> D-Phe

- ciklo (RGDHV)



<220> )
<221> LANC
<222> (1)..(5)
<223> ciklo

<220>

<2235 Mesterséges szekvencia lefrasa: ciklo (RADIV)

<400> 6
Arg Ala Asp Phe Val

1 5

<210>
<211>
<212> PRT

<213> Mesterséges szekvencia

U3

<220>

<221> MOD_RES
<222> (5)
<223> D-Val

<220> )
<221> [LANC
<222> (1)..(5)
<223> c¢iklo

<220>

(@)}
(@)

M fwdhans 1 Y ™ p
<223> Mesterséges szekvencia lefrasa: ciklo (RGDFv)

o
soee o % 0%t u“!
M o ¢ oo LA
LAL I S LIS I oY
..n‘ LR ~.



61

<400> 7
Arg Gly Asp Phe Val

1 5
<210> 8
<211> 5
<212> PRT .
<213> Mesterséges szekvencia
<220>
<221> MOD RES
<222> (2)
<223> D-Ala
<220>
<221> LANC
<222> (1)..(5)
<223>  c¢iklo®
<220>
<223> Mesterséges szekvencia lefrésa: ciklo (RaDFV)
<400> 8
Arg Ala Asp Phe Val

1 5
<210> 9
<211> 6
<212> PRT
<213> Mesterséges szekvencia



<220>

<221> MOD RES

<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

<223> Mesterséges szekvencia |

<400>

(5)"
D-Phe

LANC
(1) ..

ciklo

9

(8)

(o))
N

eirdsa: ciklo (ARGD1L)

Ala Arg Gly Agp Phe Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

10
6
PRT

Mesterséges szekvencia

MOD_RES

(5)
D-Phe

LANC
(1) ..

ciklo

(6)

m



<220>
<223> Mesterséges szekvencia lefrésa: ciklo (GRG
<400> 10

Gly Arg Gly 2sp Phe Leu

1 5
<210> 11
<211> 5

<212> PRT
<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<221> MCD RES
<222> (4)
<223> D-Phe

<220>

<221> MOD RES

<222> (5) .

<223> METILEZES, NMeVal

<220> )
<221> LANC

<222> (1) ..(5)
<223> ‘¢iklo

<220> ’
<223> Mesterséges szekverncia lefrasa: cikio RG

GDfL)

DfmV

~



(@]
BAN

<400> 11
‘Arg Gly Asp Phe Val

1 5

<210> 12

<211> 5

<212> PRT

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<221> MOD_RES
<222> (4)
<223> D-Phe

<220>
<221> MOD _RES
<222> (5)

<223> METILEZES, NMeVal = -

<220> .
<221> LANC
<222> (1) ..(5)
<223> -

<220>
<223> Mesterséges szekvencia iefrasa: ciklo (RGEfmV)

<400> 12
Arg Gly Glu Phe Val

1 5



DO ease oa

<210> 13

<211> 5

<212> PRT

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<221> MOD RES
<222> (4)
<223> D-Phe

<220>

<221> MOD_RES

<222> (5)

<223> METILEZES, NMeVal

<220>

<221> LANC
<222> (1) ..(5)
<223>  (iklo

<220>
<223> Mesterséges szekvencia lefrésa: ciklo {(RGEfmV)

<400> 13 )
Arg Ala Asp Phe Val

1

un

«210> 14

<211> 5

<212> PRT

<213> Mesterséges szekvencia



<220>

<221>
<222>
<223

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<223>

<400>

MOD_RES
(1)
FORMILEZES, FMOC, Mir

MOD_RES
(3)

OBut

MOD RES
(4)
D-Phe

MOD_RES
(5)
METILEZES, NMeVal, -ONa

Mesterséges szekvencia lefrasa: Alt Syn Start Prod

14

Arg Gly Asp Phe Val

1

5



<210> 15

«211> 5

<212> PRT

<213> Meslerséges szekvencia

<220>

<221> MOD*RES

<222> (1) )

<223> FORMILEZES, FMOC, Mtr

<220>
<221> MOD_RES
«<222> (3)

<223> -0But

<220>

«221> MOD RE
<222> (4)
<223> D-Phe

<220>
<221> MOD_RES
<2225 (5)
<223> METILEZES, NMeVal

<220>
<223> Mesterséues szekvencia leirdsa: Alt Syn Prod

<400> 15
Arg Gly Asp Phe Val

1 5


MOD_R.ES
MOD_R.ES

(@3]
(@3]

<210> 16

<211> 5

<212> PRT '
<213> Mesterséges szekvencia .

<220
<221> MOD_RES
<222> (1)

<223> Mtr

<220>

<221> MOD_RES
<222> (3)
<223s -0But

<220>

<221> MOD RES
<222> (4)
<223> D-Phe

<220>
<22i> MOD_RES
<222> (5)

<223> METILEZES, NMeVal

<220>
<223 > Mesterséges szekvencia lefrdsa: Alt Syn Prod

<400> 16
Axrg Gly Asp Phe Val

1 5


MOD_R.ES

(i\)

(&)

eeee oo X oo oo
. () . .
eee o o oo . X}
oo . o ° o
see o s eo%e &

Eliarads tumorsejt kezelésére valamely betegben azzal jeliemezve,
hogy az emiitett betegbe az alébbi szersk tumorsejt burjanzas gatl
mennyiségét vezetilk be
a) angiogenezis gatid szer; s
b) tumorellenes immunterspias Sze.r, amely egy seit efiek
alkotorészt és egy tumorral tarsult antigént decalzd alkotérészt
tartalmaz.

Az 1. igénypont szerinti elidrds azzal jellemezve, hogy az smiilett

7

angiogenezis gatié szert és az emiitett fumoreilenss immunterédpias

angiogenezis gatld szert és az emiitett tumoreilenes immunterapias
szert egymas utan adiuk be mintegy 3 hetes idékdzdn celil.
A 3. igénypont szerinti eligras azza! jeliemezve, hogy @z emiitett

’

angiogenezist gatld szert az emiitett tumoreilenes immunter
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elott adjuk be.
A 3. igénypont szerint elidras azzal lellemszve, hogy az emifiett
tumcretienes immunierapias szert az emiitett angiogsenezis gétid szer

elétt adjux be.

. A 3. igénypont szerinti eljards azzal jeliemezve, hogy 2z emiitett

beadast akkor haitiuk végre, amikor fumorckat vagy tumor atidteleket
az emiitett betegidl sebészileg eltavolitunk, az emlitst
beliil.

F o : Harda awwal iallmmanous ko ~ N
Az 1. igénypont szerinti eligréas szzzal jsliemszvs, nogy az emilisl

beadéast az utadn najtjuk végre, miutan a wimort vagy fumor aitéteieket
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sebészileg eitavoilictiuk az emiiieli beteghdl,
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8. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az emiitett
angiogenezis gatlé szer valamely 0,83 antagonista.

9. Az 1. igénypont szerinti eljarads azzal jellemezve, hogy az emlitett
angiogenezis gatld szert 10 mg és 1000 mg/tesitdmeg kg/nap kozti
mennyiségben vezetiik be.

10. Az 1. igénypont szerinti eljdras azzal jellemezve, hcgy az emiiteit
tumorellenes immunterdpids szert 0,01 mg és 10 mgflestitmeg
kg/nap kozti mennyiségben vezetjik be.

11. A 8. igénypont szerinti eljards azzal jellemezve, hogy az emlitsit
o,B3 antagonista valamely peptid, valamely RGD-tartalmu peptid,
valamely anti-0,83; monokionalis antitest, valamely anti-a,3 receptor
monokionalis antitest vagy valamely a,Bs; mimetikum.

12. A 11. igénypont szerinti elidrés azza! jellemezve, hogy az emliteit
RGD-tartalmit peptid a ciklo(RGDiIN-MeV) (SEQ D NGC: 11)

szekvenciaval bir.
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13. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jeliemezve, hogy a
tumorellenes immunterapias szer ssjt effektor alkotérésze valamely
citokin.

14. A 13. igénypont szerinti eljarés azzal jellemezve, hogy az emiitett
citokin BDNF, CNTF, EGF, Epo, FGF, FI3L, G-CSF, GM-CSF, |-
309/TCA-3, y-IP-10, IFN-a, IFN-8, IFN-y, fL-1, {L-2, IL-3, 1L-4, IL-5, IL-
6, IL-7, IL-8, IL-9, 1L-10, IL-11, IL-12, iL-13, 1L-14, {L-15, IL-18, 1L-17,
IL-18, LIF, LT, MCP-1, MCP-2, MCP-3, M-CSF, MiF, MiP-1a, MiP-18,
MIP-2, NGF, NT-3, NT-4, OSM, PBP, PBSF, PGFD, PF-4, RANTES,
SCF, TGF-a, TGF-8, TNF-g, Tpo vagy VEGF.

15. A 13. igénypont szerinti eliaras azzai jellemezve, hogy az emiiteit
citokin valamely kemokin, mégpedig az alabbiak kézii: C10, EMF-1,

ENA-78, eotaxin, GCP-2, HCC-1, 1-309, IL-8, IP-10, limfotaktin, MCP-
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1, MCP-2, MCP-3, MGSA, MIG, MIP-1a, MIP-18, MIP-.é‘, NAP-2 .F:L
RANTES, SCM-1 és SDF-1.

16. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az emlitett
tumorellenes immunterapias szer tumorral tarsult antigént becélzo
alkotorésze valamely immunglobulin (Ig) polipeptid, ahol ez tartalmaz
egy valtozo terUIetet, amely a tumorral tarsult antigén célponthoz
kotodik.

17. A 16. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az emlitett
tumorral tarsult antigén célpont AFP, CA 125, CEA, CD19, CD20,
CD44. CD45, EGF receptor, GD,, GDs, GM1, GM2, Her-2/Neu, Ep-
CAM (KSA; KS1/4 antigén), IL-2 receptor, Lewis-Y, Lewis-X (CD 15),
melanémaval tarsult proteoglikan MCSP, PSA vagy transzferrin
receptor.

18. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az emlitett
tumorellenes szer IL-2 citokint és valamely Ig nehéz lancot tartalmaz,
amely immun-reagal a GD, tumorral tarsult antigénnel.

19. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az emlitett
tumorellenes immunterapias szer IL-2 citokint és valamely Ig nehéz
lancot tartalmaz, amely immun-reagal a KSA (Ep-CAM; KS1/4
antigén) tumorral tarsult antigénnel.

20. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az emlitett
tumorsejt neuroektodermalis vagy epitelialis.

21. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az emlitett
tumorsejt adendma, angioszarkéma, asztrocitdma, epitelialis
karcinbma, germinoma, glioblasztoma, glioma, hamartoma,
hemangioendotelioma, hemangioszarkoma, ‘hematéma, hepato-
blasztdma, leukémia, limféma, medulloblasztoma, melandma,
neuroblasztobma, oszteoszarkoma, retinoblasztdma, rabdomio-

szarkdma, szarkdéma vagy teratoma.
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angiogenezis gatlo szert, és legalabb egy tumorellenes immun-

22. Gyogyaszati kompozicié, amely tartalmaz ic‘-z.ga'l.éb’b

terapias szert, ahol az emlitett tumorellenes immunterapias szer egy

sejt-effektor alkotorészt tartalmaz egy tumorral tarsult antigént

becélzo alkotorésszel 6sszekapcsolva.

23. A 22. igénypont szerinti gyogyaszati kompozicio, amely az
alabbiakat tartalmazza:

a) legalabb egy angiogenezis gatlo szer olyan mennyisége, amely
elegendd angiogenezis gatlasara valamely tumorban vagy tumor
attételekben; és

b) legalabb egy tumorellenes immunterapias szer olyan mennyisege,
amely elegendé bioldgiai valasz kivaltasara.

24. A 22. igénypont szerinti kompozicié, ahol az emlitett angiogenezis
gatld szer valamely a,3 antagonista.

25. A 24. igénypont szerinti kompozicio, ahol az emlitett a3
antagonista valamely peptid, valamely RGD-tartalmu peptid, valamely
anti-a,8; monoklondlis antitest, valamely anti-o,f3 receptor
monoklonalis antitest vagy valamely a,3; mimetikum.

26. A 25. igénypont szerinti kompozicio, ahol az emlitett RGD-tartalmu
peptid a ciklo(RGDfN-MeV) (SEQ ID NO: 11) szekvenciaval bir.

27. A 22. igénypont szerinti kompozicid, ahol az emlitett tumorellenes
immunterapias szer sejt effektor alkotérésze valamely citokin.

28. A 27. igénypont szerinti kompozici, ahol az emlitett citokin BDNF,
CNTF, EGF, Epo, FGF, FIt3L, G-CSF, GM-CSF, |-309/TCA-3, y-IP-
10, IFN-a, IFN-B, IFN-y, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9,
IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, LIF, LT,
MCP-1, MCP-2, MCP-3, M-CSF, MIF, MIP-1q, M|P-1B, MIP-2, NGF,
NT-3, NT-4, OSM, PBP, PBSF, PGFD, PF-4, RANTES, SCF, TGF-q,
TGF-B, TNF-a, Tpo vagy VEGF.
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29. A 27. igénypont szerinti kompozicid, ahol az emlltett citc.)kin
valamely kemokin, mégpedig az aldbbiak kézul: C10, EMF-1, ENA-
78 eotaxin, GCP-2, HCC-1, 1-309, IL-8, IP-10, limfotaktin, MCP-1,
MCP-2, MCP-3, MGSA, MIG, MIP-1a, MIP-1B, MIP-2, NAP-2, PF4,
RANTES, SCM-1 és SDF-1.

30. A 22. igénypont szerinti kompozicid, ahol az emlitett tumorellenes
immunterapias szer tumorral tarsult antigént becélzé alkotorésze
valamely immunglobulin (lg) polipeptid lanc, ahol ez tartalmaz egy
valtozé tertletet, amely a tumorral tarsult antigén célponthoz kétédik.

31. A 30. igénypont szerinti kompozicié, ahol az emlitett tumorral
tarsult antigén célpont AFP, CA 125, CEA, CD19, CD20, CD44,
CD45, EGF receptor, GD,, GD;, GM1, GM2, Her-2/Neu, Ep-CAM
(KSA), IL-2 receptor, Lewis-Y, Lewis-X (CD 15), melanomaval tarsult
proteoglikan MCSP, PSA vagy transzferrin receptor.

32. A 22. igénypont szerinti kompozicio, ahol az emlitett tumorellenes
immunterapias szer valamely fuziés fehérje, amely IL-2 citokint és
‘valamely Ig nehéz lancot tartalmaz, amely immun-reagal a GD,
tumorral tarsult antigénnel.

33. A 22. igénypont szerinti kompozicid, ahol az emlitett tumorellenes
immunterapias szer valamely fuziés fehérje, amely |L-2 citokint és
valamely |g nehéz lancot tartalmaz, amely immun-reagal a KSA (Ep-
CAM; KS1/4 antigén) tumorral tarsult antigénnel.

34. A 30. igénypont szerinti kompozicié, ahol az emlitett tumorral
tarsult antigén célpont olyan tumorsejtekbdl vald, amely
neuroektodermalis vagy epitelialis.

35. A 30. igénypont ézerinti kompozici6, ahol az emlitett tumorral
tarsult antigén célpont az alabbi tumorsejtek valamelyikébél valo:
adendéma, angioszarkdma, asztrocitbma, epitelialis karcinoma,

germinéma, glioblasztéma, gliéma, hamartéma,



Yo ae o
° [ . e IR L B .
oee o o Oap L]
e o o o
.

hemangioendotelioma, hemangioszarkéma, hemata;né, 'h.e.;;;atg-

blasztoma, leukémia, limféma, medulloblasztoma, melanéma,

neuroblasztdma, oszteoszarkéma, retinoblasztébma, rabdomio-
szarkoma, szarkoma vagy teratéma.

36. Készlet tumorban vagy tumor attételekben levé tumorsejtek
kezelésére, amely készlet csomagot képez, €s ez a csomag
tartalmaz:

'a) egy angiogenezis gatlé szert, amely az angiogenezis gatlasara
képes az emlitett tumorban vagy emlitett tumor attételekben;

'b) egy tumorellenes immunterapias szert, amely tartalmaz egy sejt-
effektor alkotorészt és egy tumorral tarsult antigént becélzd
alkotorészt; és

c) utmutatasokat a szerek alkalmazasidhoz a tumorok és tumor-
attételek kezelésére szolgalo eljarasokban.

37. A 36. igénypont szerinti készlet, ahol az emlitett angiogenezist
gatlo szer valamely a,; antagonista.

'38. A 37. igénypont szerinti készlet, ahol az emlitett a,3; antagonista
“valamely peptid, valamely RGD-tartalmi peptid, valamely anti-a,fs
monoklonalis antitest, valamely anti-a,83 receptor monoklonalis
antitest vagy valamely a,83; mimetikum.

39. A 38. igénypont szerinti készlet, ahol az emlitett RGD-tartalmu
peptid a ciklo(RGDfN-MeV) (SEQ ID NO: 11) szekvenciaval bir.

40. A 36. igénypont szerinti készlet, ahol az emlitett tumorellenes
immunterapias szer sejt effektor alkotérésze valamely citokin.

41. A 40. igénypont szerinti készlet, ahol az emlitett citokin BDNF,
CNTF, EGF, Epo, FGF, FIt3L, G-CSF, GM-CSF, 1-309/TCA-3, y-IP-
10, IFN-a, IFN-B, IFN-y, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9,
IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, LIF, LT,
MCP-1, MCP-2, MCP-3, M-CSF, MIF, MIP-1a, MIP-1B3, MIP-2, NGF,
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NT-3, NT-4, OSM, PBP, PBSF, PGFD, PF-4, RANTES, SCF, TGF-q,
TGF-B, TNF-a, Tpo vagy VEGF.

42. A 40. igénypont szerinti készlet, ahol az emlitett citokin valamely
kemokin, mégpedig az alabbiak kozil: C10, EMF-1, ENA-78, eotaxin,
GCP-2, HCC-1, 1-309, IL-8, IP-10, limfotaktin, ’MCP-1, MCP-2, MCP-3,
MGSA, MIG, MIP-1a, MIP-13, MIP-2, NAP-2, PF4, RANTES, SCM-1
és SDF-1.

43. A 36. igénypont szerinti készlet, ahol az emlitett tumorellenes
immunterapias szer tumorral tarsult antigént becélzd alkotoresze
valamely immunglobulin (lg) polipeptid, ahol ez tartalmaz egy valtozo
tertletet, amely a tumorral tarsult antigén célponthoz kétddik.

44. A 43. igénypont szerinti készlet, ahol az emlitett tumorral tarsult
antigén célpont AFP, CA 125, CEA, CD19, CD20, CD44, CD45, EGF
receptor, GD,, GD;, GM1, GM2, Her-2/Neu, Ep-CAM (KSA), IL-2
receptor, Lewis-Y, Lewis-X (CD 15), melanémaval tarsult proteoglikan
MCSP, PSA vagy transzferrin receptor.

45. A 36. igénypont szerinti készlet, ahol az emlitett tumorellenes
immunterapias szer valamely fuziés fehérje, amely IL-2 citokint és
valamely Ig nehéz lancot tartalmaz, amely immun-reagal a GD,
tumorral tarsult antigénnel.

46. A 36. igénypont szerinti készlet, ahol az emlitett tumorellenes
immunterapias szer valamely fuziés fehérje, amely IL-2 citokint és
valamely Ig nehéz lancot tartalmaz, amely immun-reagal a KSA (Ep-
CAM; KS1/4 antigén) tumorral tarsult antigénnel.

47. A 36. igénypont szerinti készlet, ahol az emlitett tumorsejt
neuroektodermalis vagy epitelialis.

48. A 36. igénypont szerinti készlet, ahol az emlitett tumorsejt vagy
tumor attétel adendma, angioszarkéma, asztrocitéma, epitelialis

karcindbma, germindma, glioblasztéma, gliéma, hamartoma,
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hemangioendotelidma, hemangioszarkéma, hematoma, hepato-
blasztoma, leukémia, limféma, medulloblasztoma, melanéma,
neuroblasztéma, oszteoszarkoma, retinoblasztoma, rabdomio-
szarkoma, szarkéma vagy teratéma.

49. A 36. igénypont szerinti készlet, ahol az emlitett angiogenezis gatl6
szer és az emlitett tumorellenes immunterapias szer az emlitett
csomagbari kulén tartalyokban helyezkedik el.

50. A 36. igénypont szerinti készlet, ahol az emlitett angiogenezis gatlé
szer és az emlitett tumorellenes immunterapias szer egyetle‘n
tartalyban van egyesitve az emlitett csomagban.

51. A 36. igénypont szerinti készlet, ahol az emlitett angiogenezis gatlo
szer és az emlitett tumorellenes immunterapids szer egyetlen
tartalyban van egyesitve az emlitett csomagban, és meg van jeldlve a

kombinalt felhasznalashoz.
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