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Latky polypeptidové povahy, jejich
pouziti a farmaceutické prostiedky
s jejich obsahem

Anotace:

Latky polypeptidové povahy, které je mozno ziskat
extrakcf z homogenatt Zivo¢idnych tkani. Tyto latky
jsou schopné po podani riiznym Zivotidnym druhim
vyvolat tvorbu protilatek, rozpozndavajicich in vivo
nebo in vitro antigeny, pfitomné v lidskych nadoro-
vych buhikach, a také sniZit nebo vyloudit bolest pfi
nadorovych onemocnénich, rozrusit nadorové
buiiky a zastavit nebo zpomalit riist nadorfi. Uvede-
né latky je mozno pouzit k vyrob& farmaceutickych
prostfedkil k lé¢eni nadorovych onemocnéni riizného

typu.
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Latky polypeptidové povahy, jejich pouZiti a farmaceutické prostiedky s jejich obsahem

Oblast vynalezu

Vynalez se tyka latek polypeptidové povahy, které je moZno ziskat extrakei Zivo¢iSnych tkani,
zejména tkani koz nebo ovci. Tyto latky jsou vhodné k lé¢ebnym a diagnostickym uceltim.
Mimoto maji tyto latky neogekavané biologické vlastnosti, které dovoluji jejich pouziti pii 1é€bé
zhoubnych nadorti nebo alespoii k podplimé 1é¢bé téchto onemocnéni a pfi diagnostickych
aplikacich imunohistologického a imunoserologického typu.

Dosavadni stav techniky

Kromé stale trvajicich vyzkumi, tykajicich se "exogennich" protinddorovych latek syntetického,
semisyntetického, fermentativniho nebo extrakéniho pivodu se v posledni dobé vénuje stale
vétsi pozornost studiu novych fyziologickych slougenin, pfirozené se vyskytujicich v riiznych
organismech a schopnych zpisobit inhibici ristu nadorovych bun&k pfimym cytotoxickym
G¢inkem nebo na zakladé slozitych interakci mezi tkaflovymi nebo bunéénymi slozkami
imunologického systému.

Mezi témito latkami se vénuje velka pozornost napfiklad slougeninim typu interferont, faktoru
nekrosy nadortt TNF, cytokinim a lymfokinim, jako jsou interleukiny, imunotoxiny, odvozené
od konjugétu monoklonalnich protilatek s cytotoxickymi latkami riizného typu a podobné.

Malo pozornosti bylo az dosud vénovano vyzkumu latek, které mohou byt extrahovany
z xenogennich tkani. Byl napfiklad studovén faktor, nazvany AF2, ktery je mozno ziskat extrakci
embryi ovci ajehiat, studie byly provedeny v obdobi od roku 1940, zjevné bez jakychkoliv
vysledkd, které by opodstatnily dalsi vyzkum, jak je uvedeno v publikaci Schweiz. Rundsch.
Med. Prax. 1990, 79, 16: 498-502.

vvvvvv

v seru nemocnych, trpicich nadorovymi onemocnénimi, jak bylo popsano v publikaci Biomed.
Pharmacother., 1987, 41, 2 - 5, bylo nyni zji§téno, Ze z nékterych Zivo¢isnych tkani, zejména ze
tkani koz aovci je mozno extrahovat latky polypeptidové povahy, které maji nasledujici
neo¢ekavané vlastnosti:

- mohou vyvolat tvorbu protilatek, schopnych rozpoznat antigeny lidskych nadori,

- mohou sniZit nebo potladit bolest u hadorovych onemocn&ni a mohou vyvolat rozruSeni bun€k
a zastavit nebo zpomalit rist nddoru po podani nemocnym se zhoubnymi nadory ruznych
druhti.

Pod pojmem "latky polypeptidové povahy”, tak jak je v prib&hu prihlagky pouziva, se rozumi
jakykoliv druh polypeptidovych slougenin, jako jsou bilkoviny, glykoproteiny, mukoproteiny
a podobné.

Slougeniny podle vynilezu je moZno ziskat tak, Ze se extrahuji ZivoCisné tkané, s vyhodou
homogenaty tkani koz a ovei v kyselém prostedi. Zv1ast€ vhodné je pouziti kozich organt,
predbézné pokusy viak nevyluuji ani pouZiti tkani z jinych zivodisnych druhi. naptiklad ze
zraloku.

Extrakci tkané jater nebo stfeva je mozno potvrdit, ze v téchto organech se vyskytuji latky, které
maji svrchu popsané vlastnosti aje tedy mozno predpokladat, Ze tyto latky jsou vSeobecné
rozsifeny a nejsou omezeny pouze na jeden organ nebo na skupinu organii. Z praktickych divodi
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bude dale uvadéna specificky tkaf kozich jater, ktera je snadno dostupna a snaze se zpracovava
nez tkané jinych organu.

Podstata vynalezu

Podstatu vynalezu tvofi latky polypeptidové povahy, ziskatelné tak, Ze se

a) obvyklym zptisobem homogenizuji kozi jatra nebo stieva,

b) na homogenaty se piisobi 2 N kyselinou chloristou pfi teploté niz$i nez 10 °C,
¢) takto zpracované homogenaty tkani se odstfedi a dialyzuji proti vodg,

d) na material se pasobi roztokem 3M KCl odstfedénim nebo filtraci pfes membranu a dialyzou
proti vodé a pak proti fyziologickému roztoku chloridu sodného s obsahem fosfatového pufru,
nacez se

e) provadi ultrafiltrace na membranéch, oddélujicich latku s molekulovou hmotnosti od 10 000
az do dosaZeni koncentrace bilkoviny pfiblizné 1 mg/ml a

f) poptipadé se takto ziskany material déle &isti chromatografii na gelu, pfi¢emz elektroforetické
pasy na polyarylamidovém gelu, odpovidaji molekulové hmotnosti ptiblizné 50 000, 20 000,
14 800 a 12 000.

Ve stupni b) se s vyhodou uZiva 2N roztok kyseliny chloristé s teplotou ptiblizné 4 °C.

Ve stupni d) se s vyhodou uZije 3M roztok chloridu draselného a zpracovani se provadi priblizné
24 hodin pti teploté 4 °C. Dialyza, filtrace nebo odstfedéni je mozno provadét béznym
zplsobem. '

Takto ziskané latky peptidové povahy podle vynalezu je mozno pfimo pouZit.

Ziskané latky je moino déle zpracovéavat obvyklym zpiisobem tak, aby byly sterilni, apyrogenni
a vhodné pro podani nemocnym nebo nékterym Zivo€ichim ve formé vhodnych farmaceutickych
prostiedki, tak jak jsou popsany v souhrnné publikaci Remington's Pharmaceutical Sciences
Handbook, Mack Pub. Co., N.Y., USA.

Prikladem vhodnych farmaceutickych prostiedki jsou lyofilizované G€inné latky v lékovkach,
které je mozno rozpustit pfed pouZitim ve sterilnim fyziologickém roztoku chloridu sodného,
dale maze jit o roztoky nebo suspenze ve vodném nebo olejovém sterilnim rozpoustédle a
o podobné prostiedky, vhodné pro podani in vivo.

Predbézné klinické zkousky, jejichz vysledky budou déle uvedeny dovoluji predpokladat, Ze
latky podle vynalezu mohou byt podavany v Sirokém rozmezi davek, napfiklad v davkach 0,1 az
100 mg/den po n&kolik dni, po sobé nasledujicich nebo v riznych intervalech, napriklad jednou
tydng, jednou mésicné nebo i v deldich intervalech. Bylo pozorovano, ze zejména pii pouziti
latek, extrahovanych z kozich jater a dale uvadénych jako LGE, miZe stadit jediné podani 1 az
3 mg suché latky (1 - 3 ml roztoku) k dosazeni prekvapujiciho a velmi rychlého ucinku
u nemocnych, trpicich nadorovym onemocnénim.

Druhé podani po pfiblizn& 30 dnech mize mit né¢kdy dobré vysledky. Neni v3ak zatim moZzno
stanovit, zda nasledujici testy by mohly vést ke zmé&nam ve schematu podéani v zdvislosti na stavu
nemocného.
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Praktické provedeni vynalezu bude osvétleno nasledujicim ptikladem, ktery v3ak nema vést
k omezeni rozsahu vynalezu.

Ptiklady provedeni vynalezu

Ptiklad vyroby G¢innych latek

100 g jater koziho samce se homogenizuje v homogenizatnim zafizeni, opatfeném nozi,
homogenét se znovu uvede do suspenze v destilované vodé do konecného objemu 400 ml.

Pak se do suspenze v priibéhu 20 minut pii teploté¢ 4 °C po kapkach ptida 400 ml 2N roztoku
kyseliny chloristé a smés se micha dalSich 30 minut. Po odstfedéni 20 minut pii 10 000 g se
usazenina odloZi asupernatant se dialyzuje nejprve proti vodé zvodovodu apak proti
destilované vodé.

Po dialyze se prida praskovy chlorid draselny do takto ziskané kapaliny az do vzniku 3M
roztoku, nadez se smés micha 24 hodin pii teploté 4 °C. Po odstfedéni jednu hodinu pfi
100 000 g se supernatant dialyzuje proti destilované vod¢ aproti fyziologickému roztoku
chloridu sodného s fosfatovym pufrem, PBS.

800 ml ziskaného roztoku ma koncentraci bilkoviny 200 mikrogrami/ml pfi stanoveni Lowryho
metodou.

Roztok se koncentruje ultrafiltraci aZ na obsah 1 mg/ml a pod nazvem LGE se pfimo uZije ke
klinickym zkou3kam, v nichz bude vzdy uvadén zkratkou LGE.

Tento produkt byl zkouman elektroforézou na PAGE 4/30, pfi niZ byly zfejmé Ctyfi hlavni pasy,
jak je ztejmé zobr. 1. Z kalibradni kfivky, ziskané pti pouziti standardii bylo mozno odvodit
molekulovou hmotnost ¢ty hlavnich pasi:

1 pas - molekulova hmotnost 50 000
2 pas - molekulova hmotnost 20 000
3 pés - molekulova hmotnost 14 800
4 pas - molekulova hmotnost 12 000.

Jako &istici stupefi po extrakci LGE, byla uZita chromatografie na iontoméni¢i nasledujicim
zpiisobem. Pfiblizné 20 ml LGE se dialyzuje proti fosfitovému pufru sobsahem 0,01 M
hydrogenfosfore¢nanu a dihydrogenfosfore¢nanu sodného opH 6,5. Po dialyze se vzorek
zfiltruje pres filtr s otvory 0,45 mikrometri a pak se nanese na sloupec TSK DEAE SPW
s rozmérem 7,5 x 75 mm v rovnovazném stavu v tomtéZz pufru, rychlost pritoku 30 ml/h.

Sloupec se vymyva 100 minut pfi téZe rychlosti priitoku timtéZ pufrem.

Od potate¢na molarity 0,01 M pfi pH 6,5 se postupuje az do koneéné molarity 0,1 M, pouZiti
tohoto gradientu trva 100 minut, rychlost priitoku sloupcem se stale udrzuje na hodnot& 30 ml/h.

Odebiraji se frakce po 0,5 ml a frakce, které odpovi daji témuz vrcholu se spoji.

Jak je mozno odvodit zchromatogramu, ktery je znazornén na obr. 2, byly ziskany rizné
bilkovinné frakce. které byly jednotlivé dale analyzovény pii pouziti PAGE PAA 4/30 ke zjisténi
jednotlivych slozek. Vychozi pufr, definovany jako oblast A a frakce gradientu s nejvy3si
koncentraci bilkoviny, definované jako oblast B byly pfedb&zné povazovany za nejzajimavéjsi
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vzhledem ktomu, e voblasti A se nachdzely pfevazné bilkoviny s nizkou molekulovou
hmotnosti, kdezto bilkoviny s molekulovou hmotnosti 50 000 byly ve vy3si koncentraci ptitomny
v oblasti B.

Material z obou vzorki, z oblasti A i z oblasti B byl znacen ', jak je zfejmé z obr. 3 a 4 a uzit
pii RIA. Aby bylo mozno ziskat vzorky, vhodné pro klinické pokusy v dostateéném mnoZstvi
aaby bylo mozno odd&lené podavat material z oblasti A aoblasti B, bylo nutno Cistit veétsi
mnozstvi LGE.

P¥i provadéni FPLC byl uzit sloupec preparativniho gelu DEAE-Sephadexu, ktery byl uveden do
rovnovazného stavu a vymyvan za stejnych podminek jako svrchu uvedeny sloupec DEAE SPW.

Na tomto sloupci bylo &isténo 800 mg LGE a bylo ziskdno 42 mg materialu z oblasti A a 15 mg
materialu z oblasti B.

Pak byla analyzovana &ast vsizky LGE 2/90 reverzni fazi na sloupci Aquapore Butyl (30 x
4,6 mm 7U), (Applied Biosystem), jako eluéni inidla byly uZity voda a acetonitril s obsahem
0,05 % kyseliny trifluoroctové pii linedrnim gradientu acetonitrilu vrozmezi 5 az 55 %
v pritbéhu 15 minut. Chromatogram, zaznamenany pii 220 nm je znazornén na obr. 5. Cast
materialu z oblasti A a z oblasti B z DEAE Sephacell byla chromatografovana v reverzni fazi za
tychz podminek, jaké byly popsany pro surovy vzorek LGE, vysledky jsou uvedeny naobr.6a 7.

P¥i srovnavani chromatogrami pro surovy material LGE apro materidly zoblasti AaB je
mozno pozorovat, 76 méné vyznamné bilkovinné slozky, které je mozno pozorovat v surovém
produktu se vyskytuji také vobou vzorcich zoblasti Aa oblasti B, ikdyz v riznych
koncentracich.

Isoelektricky bod
K tomuto stanoveni byly uzity desky PAGE LKB 3,5 - 9,5 podle navodu vyrobce.

Pfi pouziti nefrakcionovaného extraktu LGE bylo mozno pozorovat slaby pas pii pH 8,3.
vyznaény pas pti pH 6,7 aZ 7 a nékolik méalo vzdalenych pasi v rozmezi pH 6 a4,5 s typickym
vzhledem pro isoantigeny.

PFi pouziti LGE, oblast A, je moZno pozorovat vyzna¢ny pés pfi pH 8,2, dalsi vyznaény pas pii

pH 6,7 a nékolik pasi v kyselé oblasti, zvlast¢ 3 odd€lené vyznacn€jsi pasy pfipH 5,6, 5, a 4,9.

Pii pouziti LGE, oblast B, je moZno pozorovat vyznaéné zabarveni oblasti pii pH nizsi nez 6,
vzhled je typicky pro isoantigen.

Biochemické, imunochemické a radioimunologické zkousky

Vzorky s objemem 5 ml, obsahujici 1 mg suchého extraktu byly pfipraveny z roztoku, ziskaného
pred koncentra¢nim stupném a byly emulgovany pfi pouziti uplného Feundova pomocného
ginidla. Pak byli dva kralici imunisovani touto davkou kazdych 15 dna.

Z ptvodnich dvou krélikii do3lo k uhynuti jednoho kralika po prvni imunizaci. Od druhého
kralika byl ziskan podil krevniho sera, ktery byl oznaten RF4 auzit k biochemickym,
imunochemickym, radioimunologickym a imunocytochemickym zkouskam. Protilatka RF4 byla
zkouména metodou Western Blot proti LGE. Antigen byl podroben analyze na deskach PAGE
SDS PSS 4/30 (Pharmacia) a pak byl pienesen na nitrocelulosovou membranu. Ta pak byla
inkubovana se serem RF4 a k reakci byla uZita peroxidaze proti krali¢im tkanim (Pierce). Jak je
zfejmé z obr. 8, rozpoznava protilatka bilkoviny s molekulovou hmotnosti 50 000.
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Druha skupina kralikd byla imunizovana pfi pouZiti LGE stejné jako svrchu, to znamena, ze 5 ml
materialu s obsahem 5 mg suchého extraktu bylo emulgovéno s2,5 ml Freundova upiného
pomocného prostiedku.

Od téchto kralika bylo ziskdno 14 vzorki antiser, tyto vzorky byly oznaCeny anti-LGE 1 az 14
a vzorky byly zkouseny stejnym zpiisobem jako RF4.

Udaje, ziskané biochemickymi metodami, zvla§té metodou Western Blot prokazuji, Ze tato
antisera, na rozdil od antisera RF4, rozpoznavaji viechny slozky bilkovin, jak je zfejmé z obr. 9.

Mimoto byly imunizovany my$i samice kmene BALB/c ve stafi 10 tydnii, aby bylo mozno ziskat
monoklonalni protilatky. Dvé my3i byly imunizovany LGE (1 mg/ml) a dvé materialem z oblasti
A LGE z DEAE SPW v mnozstvi 1 mg/ml podkozné bylo podano 100 mikrolitrii antigenu spolu
se 100 mikrolitry Greundova pomocného €inidla.

Imunizace byla provadéna podle nasledujiciho schematu:

1. podani: 100 mikrolitri antigenu + 100 mikrolitri iplného Freundova pomocného €inidla,

2. podéani: 100 mikrolitrd antigenu + 100 mikrolitri Giplného Freundova pomocného Cinidla,
7 dni po prvnim podani,

3. podéni: stejné jako druhé podani, 7 dnii po druhém podani,

4. podani: stejné jako 3. podani, 7 dnii po tfetim podani.

Na konci imunizace byl od kazdé mysi odebran vzorek krve a serum bylo podrobeno zkouskam
na vazbu LGE, jak je znazornéno na obr. 10 a také imunocytochemickym zkouskam.

Na zékladé ziskanych vysledki byla usmrcena mys €. 2, imunizovana LGE, oblasti A, aby bylo
mozno ziskat monoklonalni protilatky.

Zptisobem podle Milsteina bylo ziskdno 250 klontl.

P prvnich zkouskich bylo zjidténo, Ze celd fada klond je zaméfena proti determinantam,
k jejichz expresi dochazi na slozkdch LGE s nizkou molekulovou hmotnosti a jen men3i poCet
klondi rozpoznava bilkovinu s molekulovou hmotnosti 50 000. Pi dal3ich zkouskach, které byly
provadény po péstovani jednotlivych klond byly u vech kloni ziskany negativni vysledky a bylo
tedy nutno provést fusi se slezinou z dal$i imunizované my3i. Touto fusi bylo ziskdno 400 kloni,
asp&snost tedy byla 100 %. Pi prvnich zkoukach po pfiblizn€ 10 dnech bylo prokazano, Ze
64 klonii dava pozitivni reakci s LGE.

Supernatant téchto 64 klondt byl pak podroben zkouskam pfi pouziti LGE, LGE z oblasti
A aLGE zoblasti B. Byly prokazany &tyfi klony se silnou vazbou na tfi antigeny pfevainé
z oblasti A. Tyto ¢tyi klony byly déle klonovany a pak znovu podrobeny zkouskédm na zjisténé
tfi antigeny. Soudasné byly klony také analyzovany na LGE pfi pouziti metody Western Blot.

Vysledky téchto dvou testii vedly k produkci ascitl pfi pouziti deviti klonu. Ziskana tekutina
byla titrovana proti LGE, LGE z oblasti A a LGE z oblasti B. V3echny vypotky se dobfe vazaly
na zjisténé tii antigeny s uréitou pfevahou pro LGE z oblasti A.

Na rozdil od téchto zkousek bylo pii analyze Western Blot prokdzano, Ze pouze jedna
monoklonalni protilatka byla schopna se véazat na pas s molekulovou hmotnosti 50 000, vsechny
ostatni rozpoznavaly materiél z pasu s molekulovou hmotnosti o néco vyssi nez 50 000. Zadna
z uvedenych monoklonalnich protilatek se nevazala na slozky s nizkou molekulovou hmotnosti.
Pak byly provedeny zkousky s bezsrstymi druhy mysi, jimz byl implantovan nador, a to linie
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adenokarcinomu lidského tlustého stieva, HT29.

Kazdému zvifeti bylo naotkovano 10 milionti bunék v 0,5 ml prostiedi. Sedm dnii po naoCkovani
bylo pokusnym zvifatim podéno antiserum RF4, pfedem CiSténé na iontoméni¢i k izolaci
imunoglobulinové frakce apak znaCené 1251 Kazdému zviteti bylo podano mnoZstvi,
odpovidajici 10 milionit impulsi za minutu v 0,5 ml fyziologického roztoku chloridu sodného
s fosfatovym pufrem + 1 % BSA, a to intraperitonealné.

Zvitata byla usmrcena po 28, 48 a 72 hodinach a jejich organy byly sledovany tak, aby bylo
mozno vypoditat index lokalizace protilatky.

Schopnost rozpoznavat antigen u sera kralikli, imunizovanych LGE bylo sledovano na lidskych
tkanich.

Antisera byla zkouSena na fezech lidskych tkani pfi pouziti ABC imunoperoxydazy
a imunogalaktosidazy a pfi pouziti zkousky RIA na extraktech lidskych tkani.

Byly uzity fezy, fixované formalinem a zalité parafinem v pfipad¢ karcinomu Zaludku, tlustého
stfeva, mlé&né zlazy, plice, prostaty a vaje¢niku a také p¥i pouziti explanttu nadori bun€k HT29
z karcinomu stfev na bezsrstych mysSich, v pfipadé bunék MCF7 abunék GTL16 karcinomu
mlécné zlazy. V kontrolnich pokusech byla uZita normalni tkar cloveka.

Ziskané vysledky potvrzuji nasledujici skute¢nosti:

a) Krali¢i serum proti LGE, rozpoznava povrchové a cytoplasmatické antigenni struktury
v nadorovych buiikach s riznym stupném titru a specifiénosti v pfipadé karcinomu Zaludku,
tlustého stieva a mlééné zlazy a u bunék HT29 a GTLI16.

b) K zadné reakci nedolo mezi antiserem krélika proti LGE a normalnimi jaternimi bufikami
¢lovéka ani imunocytochemicky pii pouziti CEA, ani v pripadé zkouSky RIA.

¢) Nebylo mozno prokazat positivitu pro viechny zkoumané nadory.

LGE, '¥’I LGE, krali¢i serum proti LGE a krali¢i serum proti 2] LGE byly zkoumény in vivo na
bezsrstych mysich a také na bezsrstych my3ich s naotkovanou bunéénou linii HT29.

Timto zptisobem byly ziskany nésledujici vysledky:

1) U obou skupin dochazelo v pfipadé 1] LGE in vivo k velmi rychlému vylu€ovani. Po 24 az
48 hodinach po podkoZni injekci bylo moZno prokazat veskerou radioaktivitu jiz
v mo¢ovém systému.

2) LGE a imunoglobuliny proti LGE nevyvolavaly 24dné zmenSeni nadoru u bezsrstych mysi,
i kdyz v nékterych ptipadech bylo mozno pozorovat zna¢né prekrveni nadoru.

3) V ptipadé anti-LGE imunoglobulinii, znaenych 5] bylo mozno prokazat podstatnou
lokalizaci LGE v nadorové hmoté 3 aZ 5 dnil po injekci u bezsrstych mysi s naotkovanymi
buitkami HT29. Tyto vysledky tedy znamenaji potvrzeni imunocytochemickych sledovani in
Vivo.

Extrakt LGE a serum proti LGE byly také podrobeny zkouskam in vitro na
1) priméarnich kulturach lidského nadoru pohrudnice,

2) neoplastickych bunéénych linii, a to na lidské bunéené linii HMF7 a HT29 a na bunééné linii
krysy R3230Ac.

3) Na basofilnich burikach byla sledovana degranulace.
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Byly ziskdny nasledujici vysledky:
1) LGE a serum proti LGE nemély zddné pfimé toxické u€inky na nadorové buiiky.

2) LGE ani serum proti LGE nemély in vitro na cilové buiky 7adny G¢inek typu faktoru nekrosy
nadort, tj. TNF.

3) Cytotoxicky G¢inek, pravdépodobné zprosttedkovany pres lymfocyty a/nebo makrofagy bylo
mozno prokazat v pfipadé nadori mlééné zlazy v primarni kultufe.

4) V ptipadg, ze byly jako cilové builky uZity buiiky K562 a HL60, piisobil extrakt LGE jako
litka, indukujici u lidskych lymfocytd silny efekt typu LAK (vznikaji smrtici buiky,
aktivované lymfokiny).

Tento vysledek byl variabilni ve srovnani s odpovédi, kterou je mozno ziskat pfi pouziti IL2. Ve
skute&nosti bylo mozno pozorovat u lymfocytd od riznych darcd rizné cytotoxické ucinky po
pouziti LGE.

P¥i spoleéném pouziti LGE a IL-2 dochézi k velkému vzristu tohoto u&inku, + 27,2 %.

Pokusy, které byly provadény na buiikach CTLL, které jsou citlivé na pusobeni 112 prokazaly, Ze
neexistuje zadna podobnost mezi LGE a [12.

Nebylo mozno provést zadné srovnani mezi LGE a modifikatory biologické odpoveédi BRM,
zvladte ze skupiny 2. LGE byl neaéinny in vitro v pfipadé nadorovych bunék ain vivo
u nadorovych bunék na bezsrstych mysich. Odpovéd’ in vivo, ziskana pii pouziti LGE v ptipadé
metastatickych bunék na pohrudnici ukazuje, Ze je nutna pfitomnost bunek, zprostiedkujicich
imunitu.

Na druhé strané extrakce LGE ve vysoce kyselém prostfedi vyluCuje jakoukoliv podobnost
tohoto materialu s BRM a s interferony.

5) LGE pisobi in vitro inhibici proliferace PBL. MiZe jit o ptimy inhibi¢ni u¢inek na lymfocyty
nebo o u&inek, zprosttedkovany pres indukci riiznych inhibi¢nich faktori. Bylo prokazano, ze
inhibiéni Gi¢inek je zavisly na davce a na Case.

LGE byl podroben zkouskam také pfi zkou3ce na degranulaci basofilnich bunék. Tato zkouska se
uziva k rozpoznani specifického antigenu proti basofilnim buiikim a/nebo k rozpoznani
protilatek, vazanych na tyto buiiky, které jsou pfiCinou imunologické paméti. ZkouSka se
povaZuje za positivni pii hodnotach vyssich nez 30 %. V pripadé krevnich vzorki nemocného,
ktery trpél plicnim karcinomem zpusobil LGE ve velmi nizké koncentraci 1 az 0,1 mikro-
grami/ml podstatnou degranulaci basofilnich bunék, vyssi nez 80 % a zavislou na davce.
Zkousky, provedené u dalsich péti pfipadl prokazaly, ze u 50 % nemocnych, trpicich nddorovym
onemocnénim je tato zkouska pozitivni. K zadné degranulaci nedochazi u kontrol, provedenych
s nepromytou krvi, to znamena v pfitomnosti protilatek a antigenli, nachazejicich se v obéhu
a nejen v pfitomnosti faktoril, vazanych na bazofilni buriky a také v nepfitomnosti vapniku, jak je
zfejmé z nasledujici tabulky 1. K degranulaci basofilnich bunék nedochazi pfi pouziti krevnich
vzork, které byly ziskany od zdravych darca.
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Tabulka 1

LGE

plna krev basofily granulocyty % degranulované
basofily %

kontrola 25 6050 0,41

100 pg/ml 21 6000 0,35 15

10 pg/ml 28 6900 0,4 2

1 pg/ml 34 7830 0,43 0

0,1 pg/ml 25 7500 0,34 15

100 pg/ml, bez Ca™ 31 8300 0,37 7

kontrola 46 8550 0,54

100 pg/mi 21 10000 0,21 61

10 pg/ml 12 10000 0,12 78

1 pg/ml 9 10000 0,09 83

0,1 pg/ml 25 11000 0,22 59

100 pg/ml bez Ca™ 43 6300 0,69 0

10 pg/ml bez Ca™ 44 6500 0,67 0

1 pg/ml bez Ca™ 43 6300 0,69 0

Toxikologie

U mysi a u kralikid byla zkoumana akutni a chronicka toxicita.

V piipadé akutni toxicity byl mysim a kralikim 10 dnd denné podavan podkozné roztok LGE
v mnozstvi, ekvivalentnim davce 7,1 mg/kg.

Pti zkougkach na chronickou toxicitu byl extrakt podavan kralikim 6 mésic v tydenni davce
1,2 mg/kg.

Nebylo moZno pozorovat zadné znamky toxicity ani Zadné jin€ zjistitelné zmény.

Predbézné studie s LGE, znagenym 'I prokazaly, Ze se latka zcela vyloudi moti za 24 az
48 hodin.

P#i injek&nim podani LGE pokusnym zvifatim v riznych koncentracich nebylo moZno pozorovat
74dné toxické néinky, ani nebylo moZno stanovit letalni davku.

Klinické zkousky
Prvni faze:

29 nemocnym v termindlnim stadiu onemocnéni byl s jejich souhlasem podavan LGE. VSichni
tito nemocni byli jiz diive 1é¢eni komplexni therapii (chirurgické zakroky, ozéfeni, chemicka

lécba) ataké pomocnymi léky, napfiklad protizanétlivymi latkami. jako FANS a steroidy
a analgetiky véetné opiati.

Vétsina nemocnych byla ve velmi $patném stavu, Easto v prekomatosnim stavu se stiedni dobou
o¢ekavani zivota krat$i nez 7 dni.
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Nicméné doglo k dosazeni kladnych vysledki u 70 % nemocnych, nejbéznéj$im G&inkem bylo
vymizeni bolesti anavraceni pocitu zdravi. Ve 48 % nemocnych doslo ke zlep3eni, takze
otekavani délky Zivota se prodlouzilo na vice nez 2 mésice, pti¢emZ nedoslo k navratu bolesti.

Snizeni velikosti nadoru bylo mozno pozorovat v péti ze 14 nemocnych, ktefi prezili dobu delsi
nez 2 mésice, jak je ziejmé z nasledujici tabulky 2.
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V prvni skupiné nemocnych bylo dosaZeno velmi pfiznivého G¢inku, av$ak nebylo mozno
provést zadnou dal3i analyzu vysledki vzhledem k riiznorodosti pathologickych a klinickych
stavl, takze nemocni nebyli podrobeni dikladnému klinickému, instrumentilnimu a labo-
ratornimu vyhodnoceni.

V této skupiné nemocnych byl LGE podavan denné az tydné v davee 0,025 mg/kg. V zadném
pfipadé nebylo mozno pozorovat anafylaktickou reakci.

Z této prvni &asti klinickych pokusii bylo mozno vyvodit nasledujici zavéry:
1) LGE nema 4adné projevy toxicity u Slovéka ani po opakovaném kazdodennim podévani.
2) Riizné 3arze LGE byly schopné vyvolat tytéZ klinické ucinky.

3) LGE vyvolava velmi G&inné sniZeni bolesti, zlepeni celkového pocitu nemocného, zvySeni
chuti k jidlu a funkce traviciho ustroji.

Podle nazorti pracovnikil, ktefi nemocné oSetfovali vyvolavda LGE nevysvétlitelnou euforii
u velmi téZzce nemocnych.

Druha faze:

V pribéhu této faze bylo léteno 141 daldich nemocnych, rovnéz v terminalnim stadiu
onemocnéni. Cilem t&chto klinickych zkousek vak byla odlisna pozorovéani vzhledem k tomu, ze
bylo nutno dostateén& prokazat nedkodnost podavani LGE a dokumentovat pozorované kladné
uginky. Extrakt viak byl i v tomto pfipadé podavan pouze nemocnym v koneéném stadiu po
selhani viech dalich lé¢ebnych postuptl, pouze k dosazeni ulevy.

Téméf viem nemocnym byla podina jedind podkozni injekce 1,5 mg LGE, pfiblizne
0,025 mg/kg. V nékterych pripadech (poslednich tfech mésicich) byla podéna po jednom mésici
jesté druha davka.

Nemocni byli rozdéleni do dvou skupin, které byly oznaleny N a U.

Skupina N obsahovala 108 pfipadi, skupina U 33 nemocnych. Nemocni byli rozlieni podle
subjektivniho a objektivniho stavu, i kdyZ u v3ech bylo mozno oCekavat jen kratkou dobu preziti.

Skupina U (tabulka 3)
Po 4 mésicich bylo na Zivu vSech 33 nemocnych v koneéném stadiu, kterym byl podan LGE,
znichz 11 nebylo jeité mozno vyhodnotit a ze zbyvajicich 22 nemocnych bylo u 13 dosaZeno

dobrého vysledku (u 3 po dobu kratsi nez jeden mésic).

Ze zbyvajicich 10, ktefi prezili po dobu deldi nez 30 dni bylo pét stale jesté na Zivu
s otekavanou dobou preziti 6 mésici.

Snizeni velikosti nadoru o vice nez 25 % a/nebo vymizeni nadoru bylo prokazino u dvou
nemocnych z uvedenych péti. Z nezlepSenych nemocnych jiz vSichni zemieli.

U nemocnych ze skupin U byly provedeny kontroly u 21 nemocnych v rizné dobé po podani
LGE.

U 13 nemocnych doslo ke statisticky vyznamnému vzestupu poctu granulocyti bez zvySeni poCtu
jinych lymfocyti.

-1l -
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Je nutno uvést, e §lo o nemocné s nadory v koneéném stadiu, jejichz imunologicka odpovéd
byla do znaéné miry potlagena, takze zména krevniho obrazu, vyvolana podanim LGE mohla byt
skryta nebo zménéna pfedb&Znou imunosupresivni lécbou, jako zafeni, chemickymi latkami
a pod.

Skupina N (tabulky 4, 5 a 6)

Légeno bylo 108 nemocnych s nadory v kone¢ném stadiu. Byla vynechana jakakoliv specificka
protinadorova 1é&ba, jako chemické latky, zdfeni nebo podavani hormoni vzhledem k tomu, Ze
jeji netginnost jiz byla prokazana. Nemocnym byla podavana pouze analgetika, ¢asto opiaty
a FANS, i toto léeni viak bylo na zaatku pokusu pferuseno.

Viem nemocnym byla podkoZné podana jedina davka 1,5 mg LGE. V nékterych piipadech byla
tato ddvka opakovana 30 dnii po podani prvni davky.

Bylo vyhodnoceno pouze 82 nemocnych ze 108 (tabulka 4 a z nich nebylo mozno 5 dni po
podani LGE u27 (32,9 %) pozorovat zadny (i¢inek, u 52 nemocnych (63,4 %) bylo mozno
pozorovat zlep3eni.

11 nemocnych bez zlepeni (13,4 %) a 37 nemocnych se zlepSenim (45,1 %) pfezilo prvnich 30
dnii po podani jediné davky LGE (tabulka 4).
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Po prvnim mésici a v nasledujicich 4 mésicich prezili 4 nemocni bez zlepSeni (4,8 %)
a 30 zlepdenych nemocnych (36,5 %). U 24 ze 30 zlepSenych nemocnych (80 %) s pfezitim
delsim nez jeden mé&sic doslo také ke zmen3eni nadoru o vice nez 25 % nebo k jeho vymizeni,
jak je zfejmé z obr. 11 a z tabulky 5.

U téchto nemocnych byl také nezavisle sledovan ptiznak bolesti, tak, aby bylo mozno jej odlisit
od ostatnich ptiznaki zlep3eni celkového stavu.

rrrrrr

V dalgi tabulce 6 jsou uvedeny vysledky téchto studii na 82 nemocnych, které potvrzuji diivejsi
pozorovani. Ve 37 ptipadech z82 (45,1 %) doSlo k vymizeni bolesti, ¢asto odolné i proti
podavani opiétfi, v prab&hu 12 a 24 hodin a v kazdém pfipadé v prub&hu prvnich dnd.

V daldi mensi skuping nemocnych, 24 nemocnych z 82 doslo také k iplnému zmizeni bolesti,
av3ak pozdéji v prib&éhu 30 dnd.

-16 -
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Tieti faze:

Pies svrchu uvedené vyhodnoceni byly provedeny jest& pathologickoanatomické zkou3ky.
6 nemocnych s riznymi typy zhoubného nadoru, jimz byla podana jedina injekce LGE bylo jesté
podrobeno chirurgickému zakroku, pfi némz byla odebran nadorova tkan v intervalu 4 az 51 dnu
po podani LGE.

Bylo analyzovano celkem 18 vzorki tkdné, odebrané od 6 nemocnych.

Dva vzorky tkané od nemocnych, trpicich karcinomem tlustého stfeva, byly odebrany pfed
zahajenim léceni.

Od tychz nemocnych, stejné jako od dalsich 4 nemocnych s karcinomem Zaludku (dva pfipady),
karcinomem koneéniku a karcinomem slinivky byly tkané analyzovany 4 az 51 dnii po injekénim
podéani LGE.

Tkéané byly zality do parafinu a byla provedena histologickd analyza. Mimoto bylo provedeno
barveni imunologickou metodou pii pouZiti monoklonalnich protilitek proti lymfocytam
(antigen CLA), pti znateni PAN P (monoklonalni L26) a PAN T (monoklonalni UCHLI).

Vysledky ukazuji, ze neoplastické tkang, ziskané pfed podanim LGE vykazovaly jen mirny
zanétlivy infiltrat.

Tkang, sledované 15 dnti po podani LGE vykazovaly velké nekrotické oblasti a infiltraty
granulocyti.

Stejné vysledky byly ziskany u tkani riznych nemocnych 51 dnii po podani LGE.

Ve viech pripadech bylo mozno nezévisle na dobé pozorovani po podani LGE zjistit velké
infiltraty granulocytii, zejména eosinofilnich granulocytii. Pfi barveni riznych typi lymfocytt
bylo mozno prokazat ptitomnost CLA-pozitivnich bungk, pfevazn€ lymfocyta typu B, kdezto
UCHL 1-pozitivni buiiky, lymfocyty T, se vyskytovaly vzacné.

Tento nizky polet lymfocyti T ve spojitosti s pfitomnosti velkého mnoZstvi granulocyti
a zejména eosinofild je velmi zajimavy v pfipadé, Ze se tento jev srovnava s hematochemickymi
hodnotami u nemocnych, kteti byli 1é¢eni LGE (vzestup granulocytii v pribéhu prvnich dnii po
podani LGE), a s vysledky, které byly ziskany na kulturach PBL v pritomnosti LGE, v nichz
dochazi k inhibici proliferace PBL a k degranulaci bazofilnich bunék.

Klinické zavéry

Je moZno uzaviit, ze vysledky, ziskané ve tiech sériich pokust, pfi nichz bylo vzdy hodnoceno
nékolik hledisek jsou zcela souhlasné.

Pocet zlepsenych nemocnych po 1 mésici pozorovani v uvedenych tfech skupinich 48,2 %,
45,4 % a 45,1 %, prestoze existoval urity rozdil v dobé hodnoceni a ve zplsobem oSetfeni
nemocnych.

Celkové priznivé vysledky po jakékoliv dob& pozorovani veetné skupiny, ktera byla
vyhodnocena v dobé do 7 dnit po podani LGE, jsou 68,9 %, 59 % a 634 %.

Bylo dosaZeno celkového zlep3eni 46 % pii dobé pozorovani 1 mésic a 63,4 % celkem, jak je
zfejmé také z obr. 12. Je zajimavé, Ze ve skupiné N, jejiz vysledky jsou uvedeny v tabulkach 4

-19-
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a5, doglo u 80 % zlepsenych nemocnych, pfezivajicich déle nez 1 mésic ke snizeni velikosti
nadoru o alespoii 25 % nebo k vymizeni nadoru.

Po téze dobé pozorovani prezivalo pouze 4,8 % nemocnych, u nichz k Zddnému zlep3eni nedoslo.

Velmi neobvyklé a ptekvapivé je vymizeni bolesti i unemocnych, ktefi trpéli bolestmi i po
podavani opiatd, jak je zfejmé z tabulky 7.

K tomuto u&inku dochazi jesté pred snizenim velikosti nddoru a je mozno jej pozorovat i u téch
nemocnych, u nichz nebylo moZno zjistit Zadny objektivni Gi¢inek.

Je tedy ziejmé, ze by bylo vhodné toto klinické pozorovani jesté hloubgji studovat.
Vysledky ve tieti skupiné prokazuji intenzivni granulocytosu a nekrosu kolem cév v nadorové
tkani po podani jediné davky LGE a z histopathologického hlediska potvrzuji schopnost této

latky vyvolat rozruseni nadorovych bun&k u&lovéka specifickym mechanismem véetné
imunogenniho mechanismu hostitele.

-20-
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PATENTOVE NAROKY

1. Latky polypeptidové povahy, ziskatelné tak, Ze se

a) obvyklym zplisobem homogenizuji kozi jatra nebo stfeva,

b) na homogendty se plisobi 2 N kyselinou chloristou pfi teploté nizsi nez 10 °C,
c) takto zpracované homogenaty tkani se odstfedi a dialyzuji proti vodé,

d) na material se pisobi roztokem 3M KClI, odstfedénim nebo filtraci pfes membranu a dialyzou
proti vodé a pak proti fyziologickému roztoku chloridu sodného s obsahem fosfatového pufru,
nacez se

e) provadi ultrafiltrace na membranach, oddélujicich latku s molekulovou hmotnosti od 10 000
az do dosaZeni koncentrace bilkoviny ptiblizné 1 mg/ml a

f) popiipadé se takto ziskany material dale &isti chromatografii na gelu, ptitemz elektroforetické
pasy na polyarylamidovém gelu, odpovidaji molekulové hmotnosti pfiblizné 50 000, 20 000,
14 800 a 12 000.

2. Latky podle naroku 1 s molekulovou hmotnosti na polyakrylamidovém gelu 50 000.

3. Latky podle néroku 1 s molekulovou hmotnosti na polyakrylamidovém gelu 20 000.

4. Latky podle naroku | s molekulovou hmotnosti na polyakrylamidovém gelu 14 800.

5. Latky podle naroku 1 s molekulovou hmotnosti na polyakrylamidovém gelu 12 000.

6. Farmaceuticky prosttedek pro 1é€eni zhoubnych nadori, vyznaéujici se tim,
#e jako svou t&innou slozku obsahuje latky polypeptidové povahy podle naroku 1 az 5.

7. Pouziti latek polypeptidové povahy podle naroki 1 az 5 k vyrobé farmaceutickych
prostiedk, pro 1é¢eni nadort a pro potlaceni bolesti, spojenych s nadorovym onemocnénim.

8. Pouziti latek polypeptidové povahy podle naroki 1 az 5 pro pfipravu monoklonélnich nebo
polyklonalnich protilatek proti antigeniim, pfitomnym v nadorovych buiikach.

12 vykrest
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OBR. 1

SOS-PAGE V. PAA 4/30

l:vysokomolekularni latky

z.

nizkomolekularni latky
3: L6GE Barze 1

4: LGE SarZe 1/B
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