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Autoimmun betegségek kezelése B-sejt-felileti

markerekhez k6tddS antagonistiakkal

KIVONAT

A taldlmany targyat autoimmun betegségek B-sejt-
felileti markerekhez (pl. CD19-hez és CD20-hoz) kotdéds
antagonistakkal végzett kezelése képezi. A taldlmany tar-
gyat képezik tovabba termékek, amelyek a B-sejt-fellileti
markerekhez k&té8d8 antagonistdkat tartalmazdé készitményt

hordozé tartalyokbdl és a hozzadjuk mellékelt felhasznalasi

Gtmutatdébdél allnak.
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Autoimmun betegségek kezelése B-sejt-felilleti

markerekhez ké6tddd antagonistakkal

A talalmany targyat autoimmun betegségek B-sejt-
fellileti markerekhez (pl. CD19-hez és CD20-hoz) ko&tdéds
antagonistédkkal végzett kezelése képezi.

A limfocitdk a csontveldben a hematopoiesis sorén ter-
meldds fehérvérsejtek szadmos tipusédnak egyikét reprezentdl-
jak. A 1limfocitdk két £f& populécidja 1létezik: a B-
limfocitdk (B-sejtek) és a T-limfocitdk (T-sejtek). A ta-
lalmany szerinti megoldas szempontjdbdl jelentds limfociték
a B-sejtek.

A B-sejtek a csontvelében érnek, és a csontveldt el-
hagyva sejtfelliletiikébn antigénkétéd antitestet termelnek.
Amikor egy nativ B-sejt eldszdr taldlkozik azzal az anti-
génnel, amelyre a membrankoétédtt antitest specifikus, a sejt
gyors osztddasba kezd, és utddsejtijei memdéria B-sejtekké és
effektor-sejtekké (melyeket "plazmasejteknek" neveznek)
differencidldédnak. A memdéria B-sejtek hosszabb élettartami-
ak, és tovabb termelik a membrankétdtt antitestet (ugyan-
olyan specifitéssal, mint a szi{iléi sejten). A plazmasejtek
nem termelnek membrankétott antitestet; ehelyett az anti-
testet szekretdlhatdé alakban termelik. A szekretalt anti-

testek a humordlis immunitds f& effektor molekuldi.
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A CDZ20-antigén (melyet humdn B-limfocita-korlatozott
differencialdédasi antigénnek, Bp35-nek is neveznek) egy kb.
35 kD molekulatémegd hidroféb transzmembrén protein, amely
pre-B-sejteken és érett B-limfocitdkon taldlhaté [Valentine
és mtsai.: J. Biol. Chem. 264(19), 11282 (1989); Einfeld és
mtsai.: EMBO J. 7(3), 711 (1988)]. Az antigén a nem
Hodgkin-limfoma (NHL) B-sejtek t&bb, mint 90 $-4n is terme-
18dik [Anderson és mtsai.: Blood 63(6), 1424 (1984)]1, de
megtalalhatd a vérképzési &ssejteken, a pro-B-sejteken,
normal plazmasejteken, illetve egyéb, normdl szdveteken is
[Tedder és mtsai.: J. Immunol. 135(2), 973 (1985)]. A CD20
a sejtciklus inicidléas és differencidlédas aktivalasi fo-
lyamatanak korai 1épését (l1lépéseit) vezérli [Tedder és
mtsai., 1d. fentebb], és valdészinldleg kalciumion-
csatornaként funkciondl [Tedder és mtsai.: J. Cell.
Biochem. 14D, 195 (1990)].

Mivel a CD20 termelddik a B-sejt limfomdkban, ez az
antigén az ilyen limfom&k megcélzasidnak eszkdze lehet. Az
ilyen megcélzas (célbajuttatas) folyamatédnak &ltaldnos 1lé-
pései a kovetkezdk: a paciensnek a B-sejtek CD20 feliileti
antigénjére specifikus antitestet adagolunk; ezek az anti-
CD20 antitestek specifikusan koétddnek (latszédlag) mind a
normal, mind a malignans B-sejtek CD20-antigénjeihez; és a
CD20 feltleti antigénhez kot6dott antitest a neoplézias B-
sejtek elpusztitésat és szamuk megfogyatkozasat eredményez-
heti. Ezenfelll, az anti-CD20 antitesthez a tumor lerombo-
lasara képes kémiai hatdanyagok vagy radioaktiv SJelsldék

konjugalhatodk, midltal a hatbanyag specifikusan a
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neoplazias B-sejtekhez sz41litédik. Az elsédleges cél - a
kivitelezés mbédjatdl fliggetleniil - a tumor elpusztitésa; a
konkrét médszer az alkalmazott anti-CD20 antitest alapjan
valaszthaté meg, ilyenformdn, a CD20-antigén megcélzasara
rendelkezésre 4116 mbédszerek igen valtozatosak.

A CD19 egy mésik olyan antigén, amely a B-sejtvonalba
tartozé sejtek feliletén termelddik. Ez az antigén - a
CD20-hoz hasonldéan - a sejtvonal teljes differencidlddasi
folyamataban megtaldlhatdé a sejteken; az &ssejt-stadiumtdl
egészen a plazmasejtté tdrténd végsd differencidlédast meg-
el6z8 pontig [Nadler: "Lymhocyte Typing II" 2, 3-37 és fug-
gelék; szerk.: Renling és mtsai., Springer Verlag (1986)].
Mindazona&ltal, a CD20-tdél eltérden, az antitestek CD19-hez
térténd kotddése a CD19-antigén internalizacidjat eredmé-
nyezi. A CDl19-antigént, tobbek k&zdtt, a HD237-CD19 anti-
test [mads néven B4-antitest; Kiesel és mtsai.: Leukemia
Research II 12, 1119 (1987)] ismeri fel. A CD19-antigén a
periférias vér egymagvi sejtjeinek 4-8 %-4n, mig a perifé-
riads vérbdl, 1épbdl, nyirokcsomdékbdl és manduldbdl izolalt
B-sejtek tobb, mint 90 %-4n jelen van. A CD19 periférids
vérb8l szarmazd T-sejteken, monocitdkon és granulocitdkon
nem detektalhatdé. Gyakorlatilag valamennyi, nem T-sejtes
akut limfoblasztos leukémia (ALL), B-sejtes krdénikus
limfoid leukémia (CLL) és B-sejt 1limfoma termel BR4-
antitesttel kimutathaté CD19-et ([Nadler és mtsai.: J.
Immunol. 131, 244 (1983); és Nadler és mtsai. a "Progress
in Hematology" XII. k&tetének 187-206. oldaldn; szerk.:

Brown,, Grune & Stratton, Inc. (1981)].
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Azonositottak egyéb olyan antitesteket is, amelyek
felismerik a B-sejtvonal &ltal termelt, differencialddasi
stadiumra specifikus antigéneket. Ezek k6&ziil megemlithetjiik
a CD2l1-antigén elleni B2-antitestet; a CD22-antigén elleni
B3-antitestet és a CD10-antigén elleni JS5-antitestet [mas
néven CALLA; 1d. 5 595 721 szami egyesiilt allamokbeli sza-
badalmi leirds, Kaminski és mtsai., 1997. janudr 21.].

A rituximab antitest (RITUXAN®) génsebészeti médsze-
rekkel manipuldlt kimérikus egér/hum&n monoklondlis anti-
test, amely szintén a CD20-antigén ellen iranyul. A
Rituximab az 5 736 137 szamu egyesiilt &llamokbeli szabadal-
mi leirasban (Anderson és mtsai., 1998. 4prilis 7.) "C2B8"
néven feltart antitest. A RITUXAN®-t kiajuldé vagy tartés,
nem sulyos vagy tiiszds, CD20-pozitiv, B-sejtes nem-Hodgin
limfomaban szenvedd paciensek kezelésére javalljak. Az in
vitro hatasmechanizmus vizsgdlataval kimutatték, hogy a
RITUXAN® human komplementhez kot&dik, és komplement-—
dependens citotoxicitdson (CDC) keresztiil lizalja a limfoid
B-sejtvonalakat [Reff és mtsai.: Blood 83(2), 435 (1994)].
Ezenfelldl, ez az antitest az antitest-dependens celluléris
Citotoxicitasi (ADCC) tesztekben jelentds mértékd aktivi-
tdst mutat. Ujabban a RITUXAN®-rél bebizonyosodott, hogy
’H-timidin beépiilési tesztben anti-proliferativ hatéasu, és
kézvetlenil apoptdzist indukal, mik&ézben mas anti-CD19 és
anti-CD20 antitestek nem [Maloney és mtsai.: Blood 88(10),
637a (1996)]. Kisérletileg a RITUXAN® és kemoterdpidk vagy
toxinok k&zotti szinergikus mikotést figyeltek meg. Kdze-

lebbrdl, a RITUXAN® a drog-rezisztens humdn B-sejtes
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limfoma sejtvonalakat szenzitizalja a doxorubicin, CDDP,
VP-16, diphteria-toxin és ricin citotoxikus hatasaira
[Demidem és mtsai.: Cancer Chemotherapy &
Radiopharmaceuticals 12(3), 177 (1997)]. In vivo pre-
klinikai vizsgdlatokban kimutattdk, hogy a RITUXAN®
Cynomolgus majmok periférids vérében, nyirokcsomdéiban é&s
csontveldjében csbkkenti a B-sejtek szamat [feltehet&en
komplement- és sejt-kdzvetitette folyamatok révén; 1d. Reff
és mtsai.: Blood 83(2), 435 (1994)].

A talalmany szerinti megoldas értelmében eljarast ta-
runk fel emldsdkben autoimmun betegség kezelésére, melynek
soran az emlésnek B-sejt-fellileti markerhez kot éds
antagonista gyodgykezelési szempontb6l hatdsos mennyiségét
adagolijuk.

A talalmany egy kdvetkezd szempontja értelmében felta-
runk egy terméket, amely tartdlyt és az abban 1lévé - B-
sejt-feliileti markerhez k&6t8dé antagonistat tartalmazd -
készitményt, valamint a készitmény (autoimmun betegségtdl
szenved$ vagy arra fogékony paciens kezelésére vonatkozd)
alkalmazasi Gtmutatdjat tartalmazza.

A kovetkezd8kben a taldlminy eldnyds megvaldsitasi mdd-

jait ismertetjiik részletesen

I) Definicidk

A talalmany leirdsdban a "B-sejt-feliileti marker" ki-
fejezésen B-sejtek feliiletén termelddS antigént értiink,

amely a hozza ko&t8dni képes antagonistakkal célozhatéd meg.
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A B-sejt-felileti markerek jellemzdé példai a k&vetkezdk:
cplio, cp19, Cb20, CD21, CD22, CD23, CD24, CD37, CD53, CD72,
CDb73, CD74, CDw75, CDw76, CD77, CDw78, CD79a, Ch79%b, CDS8O,
CD81, CD82, CD83, CDw84, CD85 és CD86 leukocita feliileti
markerek. A taldlmany szerinti megoldas szempontjabdl 1é&-
nyeges B-sejt-felileti marker elsdsorban emldsék B-sejtjein
expresszaldédik (szemben a nem B-sejtes szbvetekkel), és
prekurzor B-sejteken vagy érett B-sejteken egyarant terme-
18dik. A taldlmdny egyik megvalédsitdsi moédja szerint a szd-
ban forgé marker olyan marker (mint pl. a CD20 vagy CD19),
amely az J8ssejt-stadiumtdl egészen a plazmasejtekké tdrténd
vegsé differencidlédas elStti stadiumig megtaldlhatéd a B-
sejteken. A taldlmany szerinti megoldds szempontjabdl eld-
ny6s B-sejt-fellileti marker a CD19 és a CD20.

A "CD20-antigén" egy kb. 35 kD-os, nem glikozilalt
foszfoprotein, amely a periférias vérb&l és nyirokszervek-
b&l szarmazd B-sejtek tédbb, mint 90 %$-anak feliletén megta-
lalhaté. A CD20 a korai pre-B-sejt fejl8dési stadiumban
termelédik, és termelddése egészen a plazmasejtté torténéd
differencialédasig megmarad. A CD20 normal és malignans B-
sejteken egyarant jelen van. A CD20 szakirodalomban hasz-
nalt egyéb elnevezései k&z6tt emlithetd a "B-limfocita-
korlatozott antigén" és a "Bp35". A CD20-antigén leirasat
ld. pl. Clark és mtsai.: PNAS(USA) 82, 1766 (1985)].

A "CD19-antigén" egy kb. 90 kD-os antigén, amelyet,
példaul, a HD237-CD19- és B4-antitest ismer fel [Kiesel és
mtsai.: Leukemia Research II 12, 1119 (1987)]. A CD19 - ha-

sonldéan a CD20-hoz - az &ssejt-stadiumtédl egészen a plazma-
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sejtté toérténd végsd differencidléddast megelsz8 pontig meg-
talalhaté a B-sejteken. Az antagonista vegylletek CD19-hez
térténd kotddése a CD1%-antigén internalizaléddasat eredmé-
nyezheti.

Ahogy a leirasban hasznalijuk, az "autoimmun betegség”
kifejezésen nem malignans betegséget vagy rendellenességet
értink, amely a paciens sajat szdvetei ellen iranyul. Az
"autoimmun betegség" kifejezés jelentése nem foglalja maga-
ban a malignans vagy rakos betegségeket és &allapotokat, kii-
16n6sen nem a B-sejt limfomat, akut limfoblasztos leukémiat
(ALL), a krdénikus limfocitds leukémiat (CLL), a sz8rds sej-
tes leukémiét és a krénikus mieloblasztos leukémidt. Az
autoimmun betegségek vagy rendellenességek példai k&zé tar-
toznak, tobbek k&zdtt, a kovetkezdk: gyulladasos reakcidk,
pl. gyulladdsos bérbetegségek, ideértve a psoriasist és a
dermatitist (pl. atopiés dermatitis); Szisztéméas
scleroderma és sclerosis; gyulladdsos bélbetegséggel 8ssze-
fuggé reakcidk (pl. Crohn-kér és fekélyes vastagbélgyulla-
das); 1légzési fajdalom tinetegyiittes (pl. feln&ttkori 1ég-
zési f&jdalom szindrdéma, ARDS); dermatitis: meningitis;
encephalitis; uveitis; colitis; glomerulonephritis; aller-
gids allapotok, pl. ekcéma és asthma, valamint egyéb, T-
sejtek infiltracidjaval és krénikus gyulladasos reakcidkkal
jellemezheté &llapotok; atherosclerosis; leukocita adhézid
deficiencia; rheumatoid arthritis; Szisztéméas lupus
erythematosus (SLE); diabetes mellitus (pl. I. tipusu
diabetes mellitus vagy inzulinfiiggé diabetes mellitus);

sclerosis multiplex; Reynaud-szindréma; autoimmun
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thyroiditis; allergias encephalomyelitis; Sjorgen-
szindréma; fiatalkori diabetes; akut és késleltetett -
citokinek és T-limfocitdk &ltal kézvetitett - hiper-
szenzitivitéssal Osszefliggd immunreakcidk, jellemz8en
tuberculosis, sarcoidosis, polymyositis, granulomatosis és
vasculitis esetében; vészes vérszegénység (Addison-kér);
leukocita diapedesis-szel jard betegségek; k&zponti ideg-
rendszert érintd gyulladadsos rendellenesség; tébb szervet
érinté sérilés szindrdéma; hemolitikus anaemia (ideértve,
tobbek kézdtt, a cryoglobinaemidt vagy Coombs-pozitiv
anaemiat); myasthenia gravis; antigén-antitest komplex k&z-
vetitette betegségek; anti-glomerularis alapmembran beteg-
ség; anti-foszfolipid szindréma; allergias neuritis;
Graves-kér; Lambert-Eaton myasthenids szindrdéma; pemphigoid
bullous; pemphigus; autoimmun poliendocrinopathidk; Reiter-
kér; stiff-man szindréma; Behcet~-kér; bridssejtes
arteritis; immunkomplex nephritis; IgA nephropathia; IgM
polineuropathiak; immun trombocytopenids purpura (ITP) vagy
autoimmun trombocytopenia, stb.

Az "antagonista" vagy "antagonista vegylilet" kifejezé-
sen olyan molekulat értink, amely eml&sdkben B-sejt-
felileti markerhez koét&dve elpusztitja a B-sejteket vagy
csOkkenti azok szamat és/vagy gatolja a B-sejtek egy vagy
tébb funkcidjat (pl. a B-sejt altal kivaltott humoralis re-
akcid csdkkentésével vagy gatlédsadval). Az antagonista eldé-
nybsen képes a vele kezelt emlésben a B-sejtek szamanak
(azaz a keringésben 1évé B-sejtek mennyiségének) csdkkenté-

sére. Az ilyen sejtszam-csdkkentés kiilénféle mechanizmusok-
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kal érhetd el, példaul antitest-dependens sejtkdzvetitette
citotoxicitéssal (ADCC) és/vagy komplement-dependens
citotoxicitassal (CDC), a B-sejtek proliferdciéjanak gatla-
saval és/vagy a B-sejtek pusztuldsdnak indukalasaval (pl.
apoptézissal). A taldlmény szerinti antagonista vegyliletek
kozé antitestek, szintetikus vagy nativ aminosav-
szekvenciaju peptidek vagy kis molekuldji antagonistak tar-
toznak, melyek képesek a B-sejt-markerhez koétédni, és ame-
lyek, adott esetben, citotoxikus hatéanyaghoz vannak konju-
galva vagy fuziondlva. A taldlmany szerinti eldényos
antagonistdk az antitestek.

Az "antitest-dependens sejtkdzvetitette citotoxicitas"
és "ADCC" kifejezés olyan sejtkdzvetitette reakcioét jelent,
amelynek soran Fc-receptorokat (FcR) termeld, nem specifi-
kus citotoxikus sejtek [pl. természetes killer (NK) -
sejtek, neutrofilek vagy makrofadgok] egy célsejten 1évg,
kotott antitestet ismernek fel, és ezt kdvetden a célseijt
lizisét okozzak. Az ADCC-t kdzvetitd elsd8dleges sejtek, az
NK-sejtek, csak FcyRIII-at termelnek, mig a monocitdk az
FcyRI-et, FcyRII-t és FcyRIII-at egyarant termelik. A vér-
képzési sejtek FcR-termelését illet&en 1d. Ravetch és Kinet
cikkének [Annu. Rev. Immunol. 9, 457 (1991)] 3. téblazatat.
Egy adott molekula ADCC-aktivitdsanak értékelésére in vitro
ADCC-teszt alkalmazhaté (1d. pl. 5 500 362 és 5 821 337
szami egyesiult &llamokbeli szabadalmi leiras). 2z ilyen
vizsgalati eljarasokban alkalmazhaté effektor sejtek k&zé
tartoznak a periférids vér egymagvi sejtjei (PBMC) és a

természetes killer-sejtek. Mas médon - vagy ezen tulmenden
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- egy adott molekula ADCC-aktivitdsa in vivo is tesztelhe-
té, példaul 4&llatmodell alkalmazdsaval [1d. Clynes és
mtsai.: PNAS (USA) 95, 652 (1998)].

A "human effektor sejtek" olyan leukocitak, amelyek
egy vagy tdébb Fc-receptort termelnek és effektor-funkcidt
téltenek be. A sejtek eldénydsen legalabb az FcyRIII-at ter-
melik, és ADCC effektor-funkciét t&ltenek be. Az ADCC-t
k&zvetitd human leukocitdk példai k&zé tartoznak a perifé-
rids vér egymagvd sejtjei (PBMC), a természetes killer
(NK)-sejtek, a monocitdk, a citotoxikus T-sejtek és a
neutrofilek, melyek k&ziil a taldlmany szerinti megoldas
szempontjabdl a PBMC-k és az NK-sejtek eldnydsek.

Az "Fc-receptor" vagy "FcR" kifejezésen olyan recep-
tort értiink, amely egy antitest Fc-régidéjdhoz képes kdtdd-
ni. Az Fc-receptor eldénydsen nativ szekvencidji humdn FcR.
Ezenfelil, a taldlmidny szerinti megoldés szempontjabdl elé-
nyds Fc-receptor IgG-antitest megkdtésére képes (vagyis Y-
receptor), mint pl. az FcyRI, FcyRII és FcyRIII alosztalyok
tagjai, ideértve ezek allélvaltozatait és alternativ
"splicing" események k&vetkeztében 1létrejsdtt alakjait. Az
FcyRII-receptorok k&zé tartozik az FcyRIIA ("aktivald re-
ceptor"), és az FcyRIIB ("gatld receptor™), melyek hasonld
aminosav-szekvencidt tartalmaznak - els8sorban
citoplazmikus doménjiikben térnek el egymdstdl. Az aktivald
FcYRIIA-receptor citoplazmikus doménjében immunreceptor
tirozin-alapl aktivaldé motivumot (ITAM), mig a gatld
FcyRIIB-receptor citoplazmikus doménjében immunreceptor

tirozin-alapl gatld motivumot (ITIM) tartalmaz [&ttekintést
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1d. Daéron: Annu. Rev. Immunol. 15, 203 (1997)]. Az Fc-
receptorok Aattekintd leiridsat illetden 1d. Ravetch é&s
Kinet: Annu. Rev. Immunol. 9, 457 (1991); Capel és mtsai.:
Immunomethods 4, 25 (1994); és de Haas és mtsai.: J. Lab.
Clin. Med. 126, 330 (1995)]. Az Fc-receptor kifejezés maga-
ban foglalja az egyéb Fc-receptorokat (ideértve a még azo-
nositdsra vardé Fc-receptorokat, valamint az Ujszuldttkori
Fc-receptort [FcRn, amely az anyai IgG-molekuléak magzatba
toérténd atviteléért felelds; 1d. Guyer és mtséi.: J.

Immunol. 117, 587 (1976); és Kim és mtsai.: J. Immunol. 24,

249 (1994)].

A "komplement-dependens citotoxicitas"™ wvagy "CDC" ki-
fejezés egy molekula célsejtet - komplement jelenlétében -
1izalé képességére vonatkozik. A komplement-aktivalasi
reakcidutat a komplement-rendszer elsé komponensének (Clq)
egy k&z0s eredetd antigénnel komplexdlt molekuldhoz (pl.
antitesthez) toérténé kotddése inditja be. A komplement-
aktivalas vizsgdlatara CDC-tesztet [ld. Gazzano-Santoro és
mtsai.: J. Immunol. Methods 202, 163 (1996)] végezhetiink.

A "sejtszaporodast gatlo"” antagonistak olyan
antagonista vegyliletek, amelyek gatoljdk vagy csdkkentik az
olyan antigént termeld sejtek proliferaciéjat, melyhez az
antagonista ko6t&dni képes. Példaul, az antagonista in vitro
és/vagy in vivo gatolja vagy csdkkenti a B-sejtek szaporo-
dasat.

Az "apoptdzist indukalo™ antagonistak olyan
antagonista vegyliletek, amelyek programozott sejthalalt in-

dukalnak (pl. B-sejtekben), amely standard apoptdzis-
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tesztekkel - pl. annexin V megkétése, DNS fragmentéacid,
sejtzsugorodas, endoplazmatikus retikulum tagulésa, sejt
feldaraboldédads és/vagy membranvezikuldk (un. apoptdzisos
testek) képzddése alapjan - hatarozhatd meg.

A talalmany leirdsdban az "antitest" kifejezést a leg-
tagabb értelemben haszndljuk; idetartoznak a monoklonédlis
antitestek (koztik az ép, teljes hosszusadgu monoklonélis
antitestek), a poliklondlis antitestek, a multispecifikus
antitestek (pl. bispecifikus antitestek), valamint az anti-
test-fragmensek (feltéve, hogy képesek a kivant bioldgiai
aktivitas kifejtésére).

Az "antitest-fragmensek"™ egy ép antitest egy részét
tartalmazzak (eldnydsen annak antigénkoétd vagy varidbilis
régidjat). Az antitest-fragmensek példai ko6zé tartoznak a
kdvetkez8k: Fab, Fab’, F(ab’), és Fv fragmensek; diatestek;
linedris antitestek; egyldnci antitest-molekuldk; antitest-
fragmensekbdl létrejott multispecifikus antitestek.

A "nativ antitestek" rendszerint kb. 150 000 Dalton
molekulatdmegl heterotetramer glikoproteinek, amelyek két
azonos koénnyd (L) lancbél és két azonos nehéz (H) 1lancbdl
allnak. Mindkét koénnyd lanc egy kovalens diszulfid hiddal
kapcsoldédik a nehéz lanchoz, mig a kilénbdzd immunglobulin-
izotipusokban a nehéz lancok ko6zott eltérd szadmi diszulfid-
k6tés taldlhatdé. A nehéz és kodnnyd lancokban, egymastdl
szabalyos tavolsagokra, lancon beliili diszulfid-kdtések he-
lyezkednek el. Mindkét nehéz 1lanc egyik végén varidbilis
domén (Vg) taldlhatd, melyet szdmos konstans domén kdvet. A

kénnyd lancok egyik végén varidbilis domén (Vy), mésik vé-
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gén konstans domén helyezkedik el; a koénnyd lénc konstans
doménje a nehéz lanc elsd konstans doménijével, mig a kdnnyd
lanc variabilis doménje a nehéz lanc varidbilis doménjével
illeszkedik. Ugy tartjék, hogy a nehéz és a kénnyd lanc va-
riabilis doménjei k&6zo6tt bizonyos aminosavak hatédrfeliiletet
képeznek.

A "varidbilis" kifejezés arra vonatkozik, hogy a vari-
dbilis domén bizonyos részeinek aminosav-szekvencidja az
egyes antitestekben nagymértékben eltér egymdstdl, és ezek
a szakaszok felelbsek az adott antitest adott antigénre vo-
natkozé specifitasdért. Mindazondltal, a variabilitds az
antitest wvaridbilis doménjeiben nem egyenletesen oszlik
meg, hanem harom szakaszra koncentrdldédik: ezek az ugyneve-
zett hipervaridbilis régidk, amelyek a kénnyd léanc és a ne-
héz lanc varidbilis doménjeiben egyarant megtaldlhatdék. A
variabilis domén konzervaltabb szakaszait vazrégidknak (FR)
nevezzik. A nativ antitestek nehéz és kénnyd léncainak va-
ridbilis doménjei egyenként négy vazrégidét tartalmaznak
(melyek tobbnyire P-redés konfiguracidt vesznek fel), és
ezeket harom komplementaritast meghatérozd régid (CDR) koti
Ossze, melyek hurkokat képeznek, és ezek a hurkok k&tik
6ssze a P-redds struktirat (és néhadny esetben annak részét
is képezik). Az egyes lancokban a vazrégidk szorosan O6ssze-
tartjak a komplementaritdst meghatdrozé régidkat, melyek -
a masik lancban 1év8 komplementaritdst meghatédrozé régidk-
kal egyltt - az antitest antigénkétd helyeinek létrehozasa-
ban jatszanak szerepet [1ld. Kabat és mtsai.: "Sequences of

Proteins of Immunological Interest", 5. kiadas, Public
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Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD
(1991)]. A konstans domének kézvetleniil nem jatszanak koz-
re az antitest antigénhez térténdé kdtddésében, azonban kii—
l6nféle effektor-funkcidkat toltenek be - pl. az antitest

részvétele az antitest-dependens cellularis citotoxicitéds-

ban (ADCC).
Az antitestek papainos emésztése két azonos
antigénksété  fragmenst (Fab-fragmensek, melyek egy-egy

antigénkotd helyet tartalmaznak), valamint egy maradék Fc-
fragmenst eredményez, amelynek neve kristalyosodasi hajla-
mat ("crystallize") tikrdzi. A pepszines kezelés F(ab’),-
fragmenst eredményez, amelynek két antigénkétd helye van,
és képes az antigén keresztkdtésére.

Az "Fv-fragmens” az a minimdlis méretd antitest-
fragmens, amely még komplett antigén-felismerd és
antigénkétd helyet tartalmaz. Ez a régid eqgy nehéz lanc és
egy kénnyd lanc varidbilis domén - szoros, nem kovalens k&-
tésd - dimerébdl 4ll. Erre a konfiguracidéra jellemz$, hogy
a két varidbilis domén hirom-hadrom hipervaridbilis régidija
interakcidba 1ép, antigénkoétd helyet meghatdrozva ezaltal a
Vy-Vy dimer feliletén. A hat hipervaridbilis régié az anti-
test szamara antigénkotd specifitdst biztosit. Mindazonal-
tal, egyetlen varidbilis doménnek (vagy eqy Fv-fragmens fe-
lének, amely c¢csak hadrom - antigénre specifikus -
hipervaridbilis régiét tartalmaz) is megvan az a képessége,
hogy felismerje és megkdsse az antigént, ha kisebb affini-
tassal is, mint a teljes k6tdhely megléte esetén.

A Fab-fragmens a koénnyd lanc konstans doménjét és a
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nehéz lanc elsé konstans doménjét (CH1) is tartalmazza. A
Fab’-fragmensek annyiban térnek el a Fab-fragmensektdl,
hogy a nehéz 1lanc CHl-doménjének C-termindlisan néhany
plusz aminosavat tartalmaznak, ko&ztiik az antitest csukld
("hinge") régidjanak egy vagy tébb ciszteinjét. A "Fab’-SH"
olyan Fab’-fragmens, amelyben a konstans domén cisztein-
je(i) legalabb egy szabad tiocsoportot tartalmaznak. Az
F(ab’).-fragmensek eredetileg két Fab’-fragmensb6l Jjénnek
létre, melyek ko&z6tt ciszteinek helyezkednek el. Az anti-
test-fragmensek egyéb kémiai kapcsolasi médjai is ismerete-
sek.

Az gerincesekbdl szarmazd antitestek (immunglobulinok)
"kénnyld lancai" - konstans doménjeik aminosav-szekvenciaja
alapjan - két jol elkilénithetd tipus valamelyikébe sorol-
hatdk; ez a két tipus a kappa (x) és a lambda (A).

Az antitestek a nehéz lancukon 1évs konstans régié
aminosav-szekvenciajatél fiiggben kiilénbdzé osztalyokba so-
rolhatdék. Az immunglobulinok 6t f& osztalya létezik: IgA,
IgD, IgE, IgG és IgM, melyek ko&ziil tébb tovabbi aloszta-
lyokra (izotipusokra) oszthatd, példiul: IgGl, IgG2, 1gG3,
IgG4, IgAl vagy IgA2. A nehéz lanc konstans régidjat, az
egyes immunglobulin-osztdlyoknak megfelelden, a kdvetkezdk
szerint jeldéljtik: a, 8, g, y, illetve u. A kiilénbdz& immun-
globulin-osztéalyokra jellemz& alegység-szerkezetek és ha-
romdimenzids konfiguridcidk jé6l1 ismertek.

Az "egylancu Fv-fragmens" vagy "scFv-fragmens" olyan
antitest-fragmens, amely egy antitest Vy és Vi doménijeit

tartalmazza, oly mbédon, hogy ezek a domének egyetlen
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polipeptid-lancon helyezkednek el. Az Fv-polipeptid a Vy és
Vi  domén kozott eldényssen egy kapcsold ("linker™)
polipeptidet tartalmaz, amely az scFv szamdra lehetdvé te-
szi az antigénkotéshez sziikséges szerkezet kialakitasat. Az
scFv attekintését 1d. Pliickthun: "The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies™ 113, 269 (1994).

A "diatest" kifejezés olyan kis mérety, két
antigénk6té helyet tartalmazé antitest-fragmensre vonatko-
zik, amely nehéz lanc varidbilis domént (Vy) és kénnyd lanc
variabilis doménhez (V;) kapcsolva, egyazon peptidlancon
(Vy=-Vy) tartalmaz. Az azonos lancon 1évd két domén k&zdtti
parosodashoz tul révid kapcsolépeptid beiktatdsa révén a
domének arra vannak kényszeritve, hogy egy masik lanc komp-
lementer doménjeivel parosodjanak, és igy képezzenek két
antigénkété helyet. A diatestek részletesebb leirasat 1d.
pl. EP 404 097 szadmi eurdpai szabadalmi leiras; WO 93/11161
szami nemzetkdzi k&zzétételi irat; és Hollinger és mtsai.:
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 6444 (1993).

Ahogy a leirdsban haszndljuk, a "monoklondlis anti-
test" kifejezés lényegében homogén antitestek populacidja-
bdél szarmazd antitestre vonatkozik, vagyis a populaciét al-
kotd egyes antitestek - az esetlegesen kis mennyiségben je-
lenlévd természetes mutacidkat leszédmitva - azonosak. A
monoklonalis antitestek nagymértékben specifikusak: egyet-
len antigén-helyre iréanyulnak. szenfelﬁl, a hagyomanyos
(poliklondlis) antitest-készitményekkel ellentétben - ame-
lyek rendszerint kilénbéz8 determindnsok (epitépok) elleni

kilénbdz& antitesteket tartalmaznak -, minden egyes
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monoklondlis antitest egyetlen antigén-determindns ellen
iranyul. A monoklondlis antitestek - specifitasuk mellett -
azért is eldénydsek, mert olyan hibridéma-tenyészet termeli,
amely mas immunglobulinokkal nem szennyezett. A
"monoklon&lis" jelzd arra vonatkozik, hogy az antitest egy
lényegében homogén antitest-populaciébdl szarmazik, és nem
Ggy értendd, mintha az antitest barmely adott eljarassal
torténd eld&llitdsara lenne szikség. Példaul, a talalmany
szerinti megoldds értelmében alkalmazhaté monoklonalis an-
titestek az els8ként Kohler és mtsai. [Nature 256, 495
(1975)] &ltal leirt hibridéma-eljaréassal vagy rekombindns
DNS-technikéak alkalmazésaval [1d. pl. 4 816 567 szamu egye-
stilt allamokbeli szabadalmi 1leirds] &llithatdk eld. Ezen
tdlmenden, a "monoklonalis antitestek", példaul, Clakcson
és mtsai. [Nature 352, 624 (1991)], wvalamint Marks é&s
mtsai. [J. Mol. Biol. 222, 581 (1991)] &ltal leirt eljara-
sok alkalmazésaval, fag antitest koényvtarakbél is izolAlha-
tok.

A szbban forgd monoklondlis antitestek k&zé& tartoznak
a "kiméra" antitestek (immunglobulinok), amelyekben a nehéz
és/vagy koénnyd lanc egy része azonos vagy homoldg egy adott
fajbdl szarmazé (vagy egy adott antitest-osztalyba vagy
-—alosztalyba tartozd) antitestek megfeleld szekvenciaival,
mig a lanc(ok) tdbbi része azonos vagy homoldég egy mésik
fajbdél szarmazé (vagy egy masik antitest-osztalyba vagy
-alosztalyba tartozd) antitestek megfeleld szekvencidival.
A monoklonalis antitestek k&zé tartoznak a kiméra antites-

tek fragmensei is, feltéve, hogy képesek a kivant bioldégiai
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aktivitas kifejtésére [4 816 567 szami egyesiilt &llamokbeli
szabadalmi leirds; és Morrison és mtsai.: Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 81, 6851 (1984)]. A kérdéses kiméra antitestek k&-
z& tartoznak a "primatizAalt" antitestek is, amelyek nem hu-
man fdéemlésbdl (pl. o6viladgi majmokbdl, pl. paviénbdl,
rhesus majombdél vagy cynomolgus majombdl) szarmazd varidbi-
lis domén antigénkdtd szekvencidjat és humdn konstans régiod
szekvenciat tartalmaznak [5 693 780 szami egyesiilt
allamokbeli szabadalmi leiras].

A nem human (pl. egéreredetd) antitestek "humanizalt"
alakjai olyan kiméra antitestek, amelyek minimalis hosszu-
S&4gl, nem humdn immunglobulinbdél szarmazd szekvenciat tar-
talmaznak. A humaniz&lt antitestek nagyrészt human immun-
globulinok (recipiens antitest), amelynek hipervaridbilis
régidéjabdl szarmazé aminosavak egy nem human (pl. egér-,
patkany-, nyal- vagy nem humdn féeml&s-eredetd), kivant
specifitast, affinitdsu és specifitdst antitest (donor an-
titest) hipervaridbilis régiéjabdl szarmazé aminosavakkal
vannak helyettesitve. Néhany esetben a human immunglobulin
vazrégid (FR) aminosavai a megfeleld, nem human eredetd im-
munglobulinbdl szarmazé aminosavakkal vannak helyettesitve.
Ezen tdlmenden, a humanizdlt antitestek olyan aminosavakat
is tartalmazhatnak, amelyek a recipiens antitestben, illet-
ve a donor antitestben nem taldlhaték meg. Az ilyen médosi-
tasok az antitest hatékonysaganak tovabbi finomitdsat szol-
galjak. A humanizalt antitest &ltaldban legalabb egy - jel-
lemz8en legaldbb két - varidbilis domén lényegében teljes

egészét tartalmazza, amelyben a hipervaridbilis hurkok
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mindegyike (vagy lényegében mindegyike) egy nem human im-
munglobulin hipervariabilis hurokjainak felel meg, vagy
amelyben az FR-régidk mindegyike (vagy lényegében mindegyi-
ke) egy humén immunglobulin FR-régidinak felel meg. A huma-
nizalt antitest adott esetben egy immunglobulin (jellemzd&en
human immunglobulin) konstans régidéjanak (Fc) legaldbb egy
részét tartalmazza [tovadbbi részleteket illet&en 1ld. Jones
és mtsai.: Nature 321, 522 (1986); Riechmann és mtsai.:
Nature 332, 323 (1988); és Presta: Curr. Op. Struct. Biol.
2, 593 (1992)].

Ahogy a talalmany leirdsdban haszndljuk, a "hiper-
variabilis régidé" kifejezésen egy antitest antigén-k&tésért
feleldés aminosavaibdél 4116 régidt értiink. A hipervaridbilis
régidé komplementaritdst meghatarozd régidbdl (CDR) szarmazd
aminosavakat tartalmaz - azaz a kodnnyd 1ladnc varidbilis
doménjének 24-34. aminosavai (L1), 50-56. aminosavai (L2)
és 89-97. aminosavai (L3), valamint a nehéz lanc varidbilis
doménjének 31-35. aminosavai (H1), 50-65. aminosavai (H2)
és 95-102. aminosavai (H3) [ld. Kabat és mtsai.: "Sequences
of Proteins of Immunological Interest"™, 5. kiad&s, Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD
(1991)1 -, és/vagy "hipervaridbilis hurokbél" szAarmazd ami-
nosavakat [azaz a kénnyd lanc varidbilis doménijének 26-32.
aminosavai (L1), 50-52. aminosavai (L2) és 91-96. aminosa-
vai (L3), valamint a nehéz lanc varidbilis doménjének 26-
32. aminosavai (H1), 53-55. aminosavai (H2) és 96-101. ami-
nosavai (H3); Chothia és Lesk: J. Mol. Biol. 196, 901

(1987)] tartalmaz. A vazrégidét alkotd aminosavak a varidbi-
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lis domén azon aminosavai, amelyek nem a hipervaridbilis
régié részét képezik.

Egy adott antigént (pl. B-sejt-feliileti markert) meg-
ko6td antagonista olyan vegyiilet, amely az antigént kelld
affinitassal és/vagy aviditéssal képes megkétni, midltal
terapias hatdanyagként alkalmazhatd az antigént termeld
sejt megcélzaséra.

A CD20-antigént megkdtd antitestek példadi a kdévetke-
z8k: "C2B8", melyet "rituximab"-nak neveziink (RITUXAN®;
5 736 137 szami egyesilt &llamokbeli szabadalmi leiris, me-
lyet teljes terjedelmében a kitanités részének tekintiink);
%Y-izotéppal jelzett 2B8 egéreredetd antitest (Y2BS8;
S5 736 137 szami egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi leiras, me-
lyet teljes terjedelmében a kitanités részének tekintiink)
egéreredetd IgG2a "Bl", amely adott esetben *'I-izotéppal
jeldlhetd, midltal a ''I-Bl antitestet kapjuk (BEXXAR™;
5 595 721 szami egyesilt &llamokbeli szabadalmi leirds, me-
lyet teljes terjedelmében a kitanitéds részének tekintiink);
egéreredetd "1F5" monoklondlis antitest [Press és mtsai.:
Blood 69(2), 584 (1987); "kiméra 2H7" antitest (5 667 180
szami egyesiilt &llamokbeli szabadalmi leirds, melyet teljes
terjedelmében a kitanitéds részének tekintiink); valamint az
L27, G28-2, 93-1B3, B-Cl és Nu-B2 monoklondlis antitestek,
melyek az "International Leukocyte Typing Workshop"-nal
férhetdék hozza [Valentine és mtsai.: a "Leukocyte Typing"
ITI. k&tetének 440. oldalan (szerk.: McMichael, Oxford
University Press, 1987)].

A CDl9-antigénhez kot8dS antitestek példai kozé tar-

(X}
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toznak az anti-CD19 antitestek [Hekman és mtsai.: Cancer
Immunol. Immunother. 32, 364 (1991); Vlasveld és mtsai.:
Cancer Immunol. Immunother. 40, 37 (1995)] és a Bd-antitest
[Kiesel és mtsai.: Leukemia Research II 12, 1119 (1987)].

A "rituximab" vagy "RITUXAN®" kifejezések CD20-antigén
elleni, génsebészetileg manipuldlt kimérikus egér/human
monoklonalis antitestre vonatkoznak, amelyet az 5 736 137
szami egyestilt A&llamokbeli szabadalmi leirasban (melyet
teljes terjedelmében a kitanitds részének tekintink)
"C2B8"-nak neveztek el. Ez az antitest IgG; kappa immunglo-
bulin, amely egéreredetd kénnyd lanc és nehéz lanc varidbi-
lis régié szekvencidkat és humadn konstans régié szekvencia-
kat tartalmaz. A Rituximab CD20-antigénre vonatkozd k&tési
affinitdsa kb. 8,0 nM.

Az "izolalt" antagonista kifejezésen egy - természetes
kérnyezetében megtaldlhaté - komponenstdl elvalasztott
és/vagy elkiilénitett antagonistat értink. A természetes
k&drnyezetben megtalalhatd szennyezd komponensek az
antagonista diagnosztikai vagy gyégyaszati felhasznalasat
akadalyozndk; az ilyen komponensek k&zé tartoznak az enzi-
mek, hormonok és egyéb - proteinszerd vagy nem proteinszerd
- oldott anyagok. A taldlmany eldényds megvaldsitasi médjai
értelmében az antagonista tisztit&sdnak mértéke a kdvetke-
z8: (1) a Lowry-eljarassal végzett meghatdrozas szerint 95
m/m%$-nadl nagyobb, legelénydsebben 99 m/m%-nal nagyobb; (2)
forgdbcsészés ("spinning cup") szekvenadtor alkalmazasaval
legalabb 15 aminosavas N-terminalis vagy belsd aminosav-

szekvencia kinyeréséhez sziikséges tisztasag; vagy (3) redu-
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k416 vagy nem redukdlé feltételekkel végzett SDS-PAGE-
analizissel (Coomassie-kék vagy eziist festés alkaimazésé—
val) homogenitdsnak megfeleld tisztasdg. Az izolalt
antagonista kifejezés jelentése kiterjed a rekombinans sej-
tekben in situ megtaldlhaté antagonistara, mivel az ilyen
sejtekben az antagonista természetes kdrnyezetének legaldbb
eqgy komponense hi&nyzik. Mindazonaltal, az izolalt
antagonistakat altalédban legaldbb egy tisztitasi lépést ko-
vetden kapjuk.

A taldlmany céljaira az "emlds" kifejezésen az emldsdk
osztalyaba sorolt 4&llatokat értiink, ideértve az embert, a
hazidllatokat és gazdasdgi haszondllatokat, &llatkerti &l-
latokat, sportolési, 1ll. kedvtelési célbdl tartott &llato-
kat (pl. kutyak, lovak, macskék, szarvasmarhdk, stb.). Az
emld8s kifejezésen elénydsen embert értiink.

A "kezelés" kifejezésen terdpids célu, illetve megeld-—
zési célu (profilaktikus) kezelést értiink. A kezelésre szo-
ruld paciensek k&zé tartoznak a mar rendellenességtdl szen-
veddk, illetve azok, akiknél a rendellenesség kifejl&désé-
nek megelézésére van szlikség. Ilyenformédn, egy emlés a be-
tegségtdl vagy rendellenességtd§l szenveddnek vagy a beteg-
ségre fogékonynak diagnosztizadlhaté.

A "terapiads szempontbdl hatdsos mennyiség" kifejezésen
az antagonista azon mennyiségét értijlik, amely hatéasos a
széban forgd autoimmun betegség megeldzésére, enyhitésére
vagy kezelésére.

Ahogy a leirdsban a kisérd terapidk vonatkozasaban

hasznaljuk, az "immunszuppressziv hatdanyag" kifejezés
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olyan anyagra vonatkozik, amelynek hatédsa a kezelés alatt
a4ll6é emlds immunrendszerének szuppresszalasa vagy alcazéasa.
Az ilyen hatdanyagok k&zé tartoznak a citokintermelést
szuppresszald anyagok, az sajatantigén-expresszidét gatld
vagy szuppresszild anyagok, illetve az MHC-antigéneket 4&l1-
cazdé anyagok. Az immunszuppressziv hatdanyagok jellemzd
példai a kovetkezdbk: 2-amino-6-aril-5-szubsztitudlt
pirimidinek (1d. 4 665 077 szédmi egyesiilt allamokbeli sza-
badalmi leiras, melyet teljes terjedelmében a kitanitas ré-
szének tekintink); azatioprin; ciklofoszfamid;
brémcryptine; danazol; dapsone; glutdraldehid (amely az
MHC-antigéneket 4lcazza; 1d. 4 120 649 szadmi egyesiilt
adllamokbeli szabadalmi leiréas); anti-idiotipusos
pfednisone, metilprednisolone és dexamethasone; citokin
vagy citokin-receptor antagonisték, ideértve az interferon-
Y, -B vagy -a elleni antitesteket, a tumornekrézis-faktor-ua
elleni antitesteket, a tumornekrézis-faktor-f§ elleni anti-
testeket és az interleukin-2 vagy interleukin-2-receptor
elleni antitesteket; anti-LFA-1 antitestek, mint pl. anti-
CDl1la és anti-CD18 antitest; anti-L3T4 antitestek;
heteroldég anti-limfocita globulin; pan-T antitestek, elé-
nybsen anti-CD3 vagy anti-CD4/CD4a antitestek; LFA-3
kétédomént tartalmazd szolubilis peptid (WO 90/08187 szama
nemzetk&zi kbzzétételi irat):; sztreptokinaz; TGF-B;
sztreptodornaz; gazdabdl szarmazd RNS vagy DNS; FK506; RS-
61443; dezoxispergualin; rapamicin; T-sejt-receptor (Cohen
és mtsai., 5 114 721 szadmd egyesilt allamokbeli szabadalmi

leirds); T-sejt-receptor fragmensek [Offner és mtsai.:
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Science 251, 430 (1991):; WO 90/11294 sz&mi nemzetkdzi k&z-
zététell 1irat; Taneway: Nature 341, 482 (1989); és WO
81/01133 szami nemzetkdzi kdzzétételi irat]; valamint a T-
sejt~-receptor antitestek (EP 340 109), példaul T10BS.

Ahogy a 1leirasban hasznaljuk, a "citotoxikus hatéd-
anyag" kifejezésen olyan anyagot értiink, amely gatolja a
sejtek mikodését és/vagy azok elpusztitédsat eredményezi. A
citotoxikus hatdanyagok k&6zé tartoznak a radioaktiv izotd-

P32,

pok (pl. At2l, T3, p125 y90 pal86  polse  guls3  pj212
és a Lu radioaktiv izotdépijai); a kemoterdpids hatdanyagok;
valamint a toxinok, pl. a kis molekulajd toxinok és az
enzimatikusan aktiv toxinok, melyek bakteridlis, gomba-,
névényi vagy &allati eredetdek lehetnek (illetve az ilyen
toxinok fragmensei).

A "kemoterdpids hatdanyag" kifejezésen rak kezelésére
alkalmas vegytiletet értink. A kemoterapids hatdanyagok pél-
dai ko6zé tartoznak a kovetkezdk: alkilezdszerek, pl.
thiotepa és ciklofoszfamid (CYTOXAN™); alkilszulfonatok,

pl. buszulfén, improszulfén és piposzulfan; aziridinek, pl.

benzodopa, karboquon, meturedopa és uredopa; etiléniminek

és metilamelaminok, pl. altretamin, trietilénmelamin,
trietilénfoszforamid, trietilén-tiofoszforamid és
trimetilolomelamin; nitrogén-mustarok, pl. klédrambucil,

klérnafazin, cholofoszfamid, esztramusztin, ifoszfamid,
mekldretamin, mekldédretamin-oxid-hidroklorid, melphalan,
novembichin, phenesterin, prednimusztin, trofoszfamid,
uracil-mustir; nitrosuredk, pl. carmustin, chlorozotocin,

fotemustin, lomustin, nimustin, ranimustin; antibiotikumok,

on.
o
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pl. aclacinomicinek, actinomicin, authramicin, azaszerin,
bleomicinek, cactinomicin, calicheamicin, carabicin,
carminomicin, carzinofilin, chromomicinek, dactionimicin,
aunorubicin, detorubicin, 6-diazo-5-oxo-L-norleucin,
doxorubicin, epirubicin, esorubicin, idarubicin,

marcellomicin, mitomicinek, mikofenolsav, nogalamicin,

olivomicinek, peplomicin, potfiromicin, puromicin,
quelamicin, rodorubicin, streptonigrin, streptozocin,
tubercidin, ubenimex, zinostatin, zorubicin; anti-

metabolitok, pl. methotrexat és 5-fluoruracil (5-FU) ;
félsav-analdgok, pl. denopterin, methotrexat, pteropterin,
trimetrexat; purin-analégok, pl. fludarabin, 6-

merkaptopurin, tiamiprin, tioguanin; pirimidin-analégok,

pl. ancitabin, azacitidin, 6—-azauridin, carmofur,
cytarabin, didezoxiuridindoxifluridin, enocitabin,
floxuridin, 5-FU; androgének, pl. calusteron,
dromostanolon-propionéat, epitiostanol, mepitiostéan,

testolakton; mellékvese-hormon elleni hatdanyagok, pl.
aminoglutatimid, mitotan, trilostan; fdélsav-kiegészitdk,
pl. frolinsav; acéglaton; aldofoszfamid-glikozid;
aminolevulinsav; amsacrin; bestrabucil; bisantren;
edatraxat; defofamin; demecolcin; diaziquon; elfornitin;
elliptinum-acetat; etoglucid; gallium-nitrat; hidroxi-
karbamid; leninan; 1lonidamin; mitoguazon; mitoxantron;
mopidamol; nitracrin; pentostatin; phenamet; pirarubicin;
podofillinsav; 2-etilhidrazid; prokarbazin; PSK®; razoxan;
sizofiran; spirogermd&nium; tenuazonsav; triaziquon;

2,2'",2""-triklér-trietilamin; uretan; vindezin; dacarbazin;

eq
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mannomustin; mitobronitol; mitolactol; pipobromén;
gacitozin; arabinozid (Ara-C); ciklofoszfamid; tiotepa;
taxoidok, pl. paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb
Oncology, Princeton, NJ, USA) és doxataxel (TAXOTERE®,
Rhone-Poulenc Rorer, Antony, Franciaorszaq); klérambucil;
gemcitabin; 6-tioguanin; markaptopurin; methotrexat; plati-
na-analégok, pl. cisplatin és carboplatin; vinblasztin;
platina; etoposid (VP-16) ; ifoszfamid; mitomicin-C;
mitoxantron; vincristin; vinorelbin; navelbin; novantron;
teniposid; daunomicin; aminopterin; xeloda; ibandronat;
CPT-11; topoizomeraz inhibitor RFS 2000; difluor-
metilornitin (DMFO); retinasav; esperamicinek; capecitabin;
valamint a felsorolt vegyliletek gydégyaszati szempontbdl el-
fogadhaté séi, savai és szarmazékai. A kemoterapias hato-
anyagok k&zé tartoznak az anti-hormondlis hatéanyagok, ame-
lyek a hormonok tumorokra kifejtett hatésat szabalyozzak
vagy gatoljak; ilyenek pl. az anti-6sztrogének, pl. a
tamoxifen, raloxifen, aromatdz-gatlé 4(5)-imidazolok, t-
hidroxitamoxifen, trioxifén, keoxifén, LY117018, onapriston
és toremifén (Fareston); és anti-androgének, pl. flutamid,
nilutamid, bicalutamid, leuprolid, és goserelin; valamint a
felsoroltak gyégyaszati szempontbdl elfogadhatd séi, savai
és szarmazékai.

A "citokin" kifejezés egy adott sejtpopuldcid 4altal
kivalasztott - intercelluldris medidtorként mas sejtekre
haté - proteinek &ltaldnos elnevezése. Az ilyen citokinek
jellemzd képviseldi a limfokinek, monokinek és a szokvanyos

polipeptid hormonok. A citokinek k&zé tartoznak a ndvekedé-
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si hormonok, mint pl. a humén névekedési hormon, a human
ndvekedési hormon N-metionil-szarmazéka, és a szarvasmarha
ndvekedési hormon; parathyroid hormon; tiroxin; inzulin;
proinzulin; relaxin; prorelaxin; glikoprotein hormonok, pl.
follikulusz-stimuldalé hormon (FSH), pajzsmirigy-stimuladlé
hormon (TSH) és luteinizdld hormon (LH); majeredetd n&veke-
dési faktor; fibroblaszt n&vekedési faktor; prolaktin; méh-
lepény-eredetd laktogén; tumornekrézis faktor-a és -B;
millerianosist gatld szubsztancia; egéreredetd
gonadotropin-asszocidlt peptid; inhibin; aktivin;
vascularis endothelialis noévekedési  faktor; integrin;
trombopoietin (TPO); idegsejt noévekedési faktorok, pl. NGF-
B:; vérlemezke-eredetd névekedési faktor; transzformald nd-
vekedési faktorok (TGF-ek), pl. TGF-a és TGF-B; inzulinsze-
rd novekedési faktor-I és -1II1; eritropoietin (EPO) ;
oszteoinduktiv faktorok; interferonok, pl. interferon-a, -B
és -y; kolonizacidét stimuldldé faktorok (CSF-ek), pl.
makrofag-eredetd CSF (M-CSF), granulocita-makrofag-eredeti
CSF (GM-CSF), és granulocita-eredeti CSF (G-CSF) ;
interleukinek (IL-ek), pl. IL-1, IL-la, IL-2, IL-3, IL-4,
-5, 1L.-6, I1L-7, IL-8, IL-9, IL-11, IL-12, IL-15; tovabba
egyéb polipeptid-faktorok, pl. LIF és kit-ligandum (KL).
Ahogy a leiradsban haszndljuk, a "citokinek" kifejezés je-
lentése természetes forradsokbdl vagy rekombindns sejttenyé-
szetbdl szarmazd proteinekre (illetve a nativ szekvenciaju
citokinek bioldgiai aktivitédsu ekvivalenseire) egyarént ki-
terjed.

Ahogy a taldlmény leirasédban hasznaljuk, a "pro-drog"
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kifejezés egy gydgyaszatilag aktiv vegylilet prekurzorat
vagy szarmazékat értjik, amely a tumorsejtekre az eredeti
hatdanyagnal (drognal) kevésbé citotoxikus, és
enzimatikusan a nagyobb citotoxicitasu alakkd aktivalhatd,
illetve alakithaté [1ld. pl. Wilman: Biochemical Society
Transactions 14, 375 (1986); és Stella és mtsai.:
"Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery",
a "Directed Drug Delivery”™ cimd kiadvany (szerk.: Borchardt
és mtsai., Humana Press) 247-267. oldalain (1985)]. A ta-
lalmany szerinti pro-drogok k&ézé tartoznak, tébbek kozdtt,
a kovetkezBk: foszfattartalmid pro-drogok, tiofoszfat-
tartalma pro-drogok, szulfattartalma pro-drogok,
peptidtartalmid pro-drogok, D-aminosavval modifikalt pro-
drogok, glikozildlt pro-drogok, p-laktam-tartalmid pro-
drogok, adott esetben szubsztitualt fenoxi-acetamid-
tartalmid pro-drogok, adott esetben szubsztitudlt fenil-
acetamid-tartalmi pro-drogok, 5-fluorcitozin és egyéb 5-
fluoruridin pro-drogok, amelyek nagyobb aktivitasu, szabad
citotoxikus drogokka alakithatdk. A taldlmény szerinti fel-
hasznalas céljabdl pro-drog alakka derivatizalhatd
citotoxikus drogok példai ko&ézé tartoznak, tobbek koézott, a
fentebb emlitett kemoterdpiads hatdanyagok.

A "liposzdéma" kifejezésen kisméretd hélyagot
(vezikulat) értink, amely kilénbézd tipusid lipidekbél,
foszfolipidekbs6l és/vagy feliiletaktiv anyagokbdl 4&ll, és
amely hatdanyagok (pl. a taldlmany szerinti antagonistak,
adott esetben kemoterdpiads hatdanyag) emldésnek tdrténé ada-

golasiara alkalmazhatd.
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A "betegtajékoztatd" kifejezésen a gydgyaszati termé-
kekhez szokdsosan mellékelt utmutatdét értink, amely a
gybgyaszati termék alkalmazasadra vonatkozd indikacidkat, a
gybgyszer dozirozasat, adagoldsi mdbédjat, ellenjavallatait

és/vagy figyelmeztetéseket tartalmaz.

IT) Az antagonistak elballitésa

A taldlmédny szerinti eljarédsok és termékek B-sejt-
fellleti markerhez k&tdédni képes antagonista vegyliletet al-
kalmaznak (illetve tartalmaznak). Az aldbbiakban az ilyen
antagonistdk el8allitasi eljarasait ismertetjiik.

Az antagonistak el8allitasadra (vagy szkrinelésére) al-
kalmas B-sejt-felileti markerként, példaul, az antigén vagy
kivant epitépot tartalmazd részének szolubilis alakjat al-
kalmazhatjuk. Mas mbédon (vagy emellett), az antagonistak
el&dllitasadra vagy szkrinelésére felliletikdén B-sejt-
fellileti markert termeld sejtek is alkalmazhatdk. A B-sejt-
fellleti marker egyéb - antagonistéak eldadllitdsadra hasznos
- alakjai szakember szamara jél ismertek. B-sejt-feliileti
markerként eldénydsen a CD19 vagy CD20 antigént alkalmazzuk.

Bar a taldlmany szerinti, eldényds antagonista anti-
test, az antitestektd8l eltérd antagonistédk is a taldlméany
oltalmi korébe tartoznak. Példaul, az antagonista olyak kis
molekuldju antagonista lehet, amely citotoxikus hatdanyag-
hoz van fuzionalva vagy konjugdlva. A kisméretd molekulék
kébnyvtarai - az antigénhez ké6t6dé kisméretd molekula azono-

sitidsa céljabdl - az adott B-sejt-felileti markerhez torté-

.
-



e 0000 0c00 oo
. . 3 .

. se LX X [ XX oo
s00e o L] ]
. (X ) 0o s -

.._30_
né koétbdésre vizsgidlhatdk &t. A kisméretd molekula tovabb
tesztelhetd antagonista tulajdonsagaira, és/vagy
citotoxikus hatdanyaghoz konjugdlhatd.

Az antagonista vegylilet racionalis tervezéssel vagy
fagon vald megjelenitési technika alkalmazé&saval el&alli-
tott peptid is lehet (1d. pl. WO 98/35036 szami nemzetkdzi
kozzétételi irat). A taldlmdny egyik megvaldsitasi médja
szerint a kivalasztott molekula "CDR-utanzé" molekula vagy
antitest-analdg, amely egy antitest komplementaritast meg-
hataroz6é régidéi alapjan van megtervezve. Mig az ilyen
peptidek o&nmagukban is antagonista hatéastak lehetnek, a
peptidet - adott esetben - citotoxikus hatdanyaghoz fuzio-
nadlhatjuk, hogy javitsuk antagonista tulajdonsagait.

A kovetkez&kben a taldlmany szerinti megoldads értelmé-
ben alkalmazott antitest antagonistdk el&allitéasénak jel-

lemz6 technikdit mutatjuk be.

(i) Poliklonalis antitestek

A poliklonalis antitesteket eldénydsen &allatokban, a
megfeleld antigén és adjuvans todbbszdri szubkutdn (sc) vagy
intraperitonedlis (i.p.) injektaléasaval termeltetjiik. A re-
levans antigént eldényds lehet olyan proteinhez konjug&lni,
amely az immunizalni kivant fajban immunogén hatéasa. Az
ilyen proteinek példédi a "keyhole limpet"™ hemocianin, a
szérumalbumin, a szarvasmarha-eredetd thyroglobulin és a
szbéjabab tripszin-inhibitor. A konjugdlads bifunkcids wvagy

derivatizaldé Aagens alkalmazasaval toérténhet, példaul,
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maleimidobenzoil-szulfoszukcinimid-észter (konjugdlas cisz-
teineken keresztil), N-hidroxiszukcinimid (konjugaléas
lizineken keresztil), glutaraldehid, borostyankdésav-
anhidrid, SOCl, vagy R!N=C=NR (amelyben R és R! jelentése
egymastél eltérd alkilcsoport) alkalmazasaval.

Az allatokat az antigén, az immunogén konjugdtumok
vagy szarmazékok ellen ugy immunizéljuk, hogy a protein
vagy a konjugdtum, példiul, 100 pg-jat (nyulak esetében),
illetve 5 pg-jat (egerek esetében) haromszoros térfogati
Freund-féle komplett adjuvanssal elegyitjik, és az oldatot
intradermalisan az &llat testének tdbb pontjdba injektal-
juk. Egy hénap elteltével az Allatoknak - t&bb helyre adott
szubkutan injekcidéval - a peptid vagy konjugadtum eredeti
mennyiségének 1/5-1/10-ével (Freund-féle komplett
adjuvansban) emlékeztet&oltast adunk. 7-14 nappal késdébb az
allatokbdl vért vesziink, és a vérsavédban meghatirozzuk az
antitest-titert. Az emlékeztetdoltisokat addig ismételjiik,
mig az antitest-titer platdét nem ér el. Az &llatoknak az
emlékeztetb6oltast eldnydsen azonos antigén (de eltérd pro-
teinnel és/vagy eltérd keresztkdtd reagenssel képzett)
konjugatumédval végezziik. A konjugdtumok rekombinans sejtte-
nyészetben, flzids proteinekként is eldallithatdék. Az im-
munreakcidé serkentésére aggregacidt eldsegitd hatdanyagok

(pl. timsd, "alum") is alkalmazhatdk.

(ii) Monoklondlis antitestek

A monoklonalis antitestek lényegében homogén antites-
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tek populaciéjadbdl szarmaznak, vagyis a populaciét alkotd
egyes antitestek egymdssal azonosak (a minimdlis mennyiség-
ben esetlegesen eldforduld természetes mutdcidktdl elte-
kintve). Ilyenformdn, a "monoklonadlis" jelzd az antitestek
azon tulajdonsagara vonatkozik, hogy nem ki#ilénb6z8 antites-
tek elegyeként léteznek.

A monoklonalis antitestek az els&ként Kohler és mtsai.
[Nature 256, 495 (1975)] &ltal leirt hibridéma-eljarassal,
valamint rekombinans DNS-technikak (4 816 567 szami egye-
stilt allamokbeli szabadalmi leirds) alkalmazasaval &llitha-
tdk eld.

A hibriddéma-eljards sordn egeret vagy egyéb alkalmas
gazdaallatot (pl. hércsdégot) a fentebb leirtak szerint im-
munizalunk, hogy olyan limfocitdk termelédését valtsuk ki,
amelyek az immunizal4asra alkalmazott proteinhez
specifikusan kot6dS antitesteket termelnek (illetve azok
termelésére képesek). Mas mddon, a limfocitékat in vitro
immunizalhatjuk. Ezt kévet8en a limfocitdkat megfelels fu-
zionadltaté A&gens (pl. polietilén-glikol) alkalmazdsaval
myelomasejtekhez fuziondljuk, midltal hibridémasejteket ka-
punk [Goding: "Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice™, 59-103. old., Academic Press (1986)].

Az 1gy létrehozott hibridémasejteket megfeleld - eld-
nydsen a fuzionalatlan kiinduldsi myelomaseijtek szaporoda-
sat és tulélését gatld egy vagy tébb anyagot tartalmazéd -
tenyésztd tapkdzegben szaporitjuk. Példaul, ha a kiinduléasi
myelomasejtekbdl hianyzik a hipoxanthin guanin

foszforibozil transzferdz enzim (HGPRT vagy HPRT), a
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hibriddémak tenyésztésére rendszerint hipoxanthint,
aminopterint és timidint tartalmazé tépkdzeget (HAT-
tapkézeg) alkalmazunk, amely gdtolja a HGPRT-deficiens sej-
tek szaporodasat.

A fuziondltatasra elénydsen olyan myelomasejteket al-
kalmazunk, amelyek hatékonyan fuzionadlhaték; eldsegitik a
kivalasztott antitest-termeld sejtek stabil és nagymértéki
antitestQtermelését; és valamely tapkdézegre (pl. HAT-
tapkdzegre) érzékenyek. Ezek koziil eldnydsen egéreredeti
myelomasejteket alkalmazunk; ilyenek példaul a MOPC-21 és
MPC-11 egértumorokbdl szarmazd sejtvonalak (Salk Institute
Cell Distribution Center, San Diego, Kalifornia, USA) és az
SP-2 vagy X63-Ag8-653 sejtek (American Type Culture
Collection, Rockville, Maryland, USA). Humdn monoklondlis
antitestek termelésére humdn myelomasejtek és egér/human
heteromyelomasejtek alkalmaza&sat is leirtdk [1d. Kozbor: J.
Immunol. 133, 3001 (1984); Brodeur és mtsai.: Monoclonal
Antibody Production Techniques and Applications™, 51-63.
old., Marcel Dekker, Inc., New York (1987)].

A tenyésztd tapkdzeget (amelyben a hibriddémasejteket
szaporitottuk) az antigén elleni monoklondlis antitestek
termel&désére vizsgidljuk. A hibriddémasejtek &ltal termelt
monoklonalis antitestek kdtési specifitédsat eldnydsen
immunprecipitaciéval vagy in vitro kétddési teszttel - pl.
radioimmun-teszttel (RIA) vagy enzimkdétdtt immunszorbens
vizsgalati eljarassal (ELISA) - hatarozzuk meg.

A monoklonalis antitest kotési affinitésa, példaul, a

Munson és mtsai. [Anal. Biochem. 107, 220 (1980)] &ltal le-
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irt Scatchard-analizissel hatarozhaté meg.

A kivant specifitastu, affinitast és/vagy aktivitasu
antitesteket termeld hibridémasejtek azonositédsa utan a
klénokat 1imitdldé higitadssal szubklénozhatjuk és szokvanyos
eljarasokkal szaporithatjuk [1d. Goding: "Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice", 59-103. old.
(Academic Press, 1986)]. Az e célra alkalmas tenyésztd tap-
kbzegek példai k&ézé tartozik a D-MEM é&s az RPMI-1640 tapko-
zeg. Mas médon, a hibriddémasejtek hastri tumorokként &lla-
tokban in vivo is szaporithatdk.

A szubklénok Aaltal kivalasztott monoklondlis antites-
teket eldnydsen hagyomdnyos immunglobulin-tisztitadsi tech-
nikak (pl. protein-A Sepharose, hidroxilapatit-
kromatografia, gélelektroforézis, dializis vagy affinitéasi
kromatografia) alkalmazdsdval valasztjuk el a tenyésztd
tapkézegtél, haslri folyadéktdl vagy vérsavotdl.

A monoklonalis antitesteket kédoldé DNS-ek szokvanyos
eljarasokkal egyszertfien izoldlhatdék és szekvendlhatdk (pl.
specifikusan az egéreredetd antitestek nehéz, ill. kénnyd
lancat kédold génekhez hibridizalé oligonukleotid-proébak
alkalmazaséaval). Az ilyen DNS-ek elényds forrasaul
hibridbémasejtek szolgalnak. Izolalas utan a DNS-t
expresszids vektorokba inszertédlhatjuk, és a vektorokkal
gazdasejteket - pl. E. coli sejteket, majomeredetii COS-
sejteket, kinai hoércsdg petefészek (CHO) sejteket vagy
myelomasejteket (melyek egyébként immunglobulin-proteint
nem termelnek) - transzfektdlhatunk, midltal a rekombinans

gazdasejtekben monoklondlis antitestek termelédnek. Az an-
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titestet k&édold DNS baktériumokban rekombindns mdédszerek-
kel to6rténdé eldallitidsat illetden 1ld. pl. Skerra és mtsai.:
Curr. Opinion in Immunol. 5, 256 (1993); Plickthun:

Immunol. Revs. 130, 151 (1992).

A talalmany egyéb megvalésitdsi médjainak megfelelden
az antitestek vagy antitest-fragmensek a McCafferty és
mtsai. [Nature 348, 552 (1990)] &ltal leirt technikak al-
kalmazasaval létrehozott antitest fagkényvtarakbdl izolal-
hatdék. Clarkson és mtsai. [Nature 352, 624 (1991)] és Marks
és mtsai. [J. Mol. Biol. 222, 581 (1991)] egéreredetd, il-

letve humédn antitestek fagkdnyvtadrak alkalmazdsaval toérténd

izolalasat irték le. Késébb ismertették a nagy (nM nagysag-

rendd) affinitéasu human antitestek lanc-kombindléassal
("chain-shuffling”) toérténd el6allitdsat [ld. Marks és
mtsai.: Bio/Technology 10, 779 (1992)]. Ezen tulmenden, a

kombinatorikus infekciét és in vivo rekombindcidét, mint a
nagyon nagyméretd fagkényvtarak elddllitdsanak stratégidjat
irtdk le [Waterhouse és mtsai.: Nucl. Acids Res. 21, 2265
(1993)]. Ilyenformdn, ezek a technikdk a monoklondlis anti-
testek izolalasdnak hagyomanyos hibridéma-technikdinak mi-
kod&képes alternativai.

Az antitestet kdédold DNS, példiul, oly mdédon mddosit-
haté, hogy a humdn nehéz és koénnyd 1lanc konstans
doménjeinek kdédoldszekvencidjadval egéreredetd antitestek
homolég szekvencidit helyettesitjik [4 816 567 szamd egye-
stilt 4allamokbeli szabadalmi leiras; Morrison és mtsai.:
bProc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6851 (1984)]1, vagy az immun-

globulin kédolészekvencidjdhoz kovalens k&téssel egy nem
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immunglobulin-polipeptid kédolszekvencidjanak egészét vagy
részét kapcsoljuk.

Az ilyen nem immunglobulin-polipeptidekkel rendszerint
az antitestek konstans doménjeit helyettesitjiik, vagy mas
médon, egy antitest egy antigén-kombin&lédasi helyének va-
riabilis doménjeit helyettesitjiik velilk, hogy olyan biva-
lens kiméra antitestet hozzunk 1létre, amely egy bizonyos
antigénre specifikus antigén-kombin&ldédasi helyet, valamint
egy masik antigénre specifikus antigén-kombinalédasi helyet

tartalmaz.

(1iii) Humanizalt antitestek

A nem humdn antitestek humanizAalasi eljaridsainak le-
irdsa az idevonatkozé szakirodalomban megtal&lhatdk. A hu-
manizalt antitest eldénydsen egy vagy tébb, nem huma&n for-
rasb6l szarmaz4é aminosavat tartalmaz. Ezeket a nem human
aminosavakat gyakran "import" aminosavaknak nevezziik, me-
lyek rendszerint egy "import" varidbilis doménb&l szarmaz-
nak. Az antitestek humanizaladsat 1lényegében Winter és
mtsai. eljarasaval hajtjuk végre [Jones és mtsai.: Nature
321, 522 (1986); Riechmann és mtsai.: Nature 332, 323
(1988); Verhoyen és mtsai.: Science 239, 1534 (1988)], oly
médon, hogy egy humdn antitest megfeleld szekvencidit
hipervariabilis szekvencidkkal helyettesitjiik. Ennek megfe-
lelden, az ilyen "humanizalt"™ antitestek kiméra antitestek
(1d. 4 816 567 szami egyesiilt &llamokbeli szabadalmi le-

irds), amelyekben az antitest - teljes huma&n varidbilis
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doménnél lényegesen kisebb - része van helyettesitve egy
nem human fajbél szarmazd, megfeleld szekvenciaval. A gya-
korlatban a humaniz&lt antitestek rendszerint olyan human
antitestek, amelyekben a hipervaridbilis régié néhany ami-
nosava - és esetleg a vazrégidé (FR) néhany aminosava - rag-
csalberedetd antitestek analdg pozicidibdl szadrmazd amino-
savakkal van helyettesitve.

Az antigenitas csdkkentése szempontjadbdl nagy jelentd-
sége van a humanizalt antitestek létrehozasidra alkalmazandd
(nehéz és konnyd lancbdl szarmazd) human varidbilis domének
kivadlasztdsanak. Az ugynevezett "legjobb egyezés" mdbédszer
szerint egy ragcsalderedetd antitest varidbilis doménijének
szekvencidjat ismert humdn varidbilis domének szekvencidit
tartalmazé teljes kényvtdrral hasonlitjuk &ssze. A riagcsa-
lbéeredetd szekvenciadval legkézelebbi egyezést mutatd human
szekvencidt a humaniz&lt antitest hum&n vazrégidjanak (FR)
fogadjuk el [Sims és mtsai.: J. Immunol. 151, 2296 (1993);

Chothia és mtsai.: J. Mol. Biol. 196, 901 (1987)]. Egy ma-
sik mbédszer szerint az &sszes - egy bizonyos alcsoportba
tartozé kénnyd és nehéz lancot tartalmazdé - humdn antitest
konszenzus-szekvenciajabdl szarmazdé vazrégidt alkalmazunk.
Kilénb6z8 humanizdlt antitestek esetében ugyanaz a vazrégid
haszndlhaté [Carter és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89, 4285 (1992); Presta és mtsai.: J. Immunol. 151, 2623
(1993)1].

Lényeges tovabba, hogy az antitestek a humanizaldst

kdévet8en is megtartsdk az antigénre vonatkozdé affinitdsukat

és egyéb kedvezd bioldgiai tulajdonsdgaikat. Ennek érdeké-
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ben, az egyik elényds eljarads szerint, a humanizalt anti-
testeket a kiinduldsi szekvencidk és a kiildnbozd lehetséges
humanizalt termékek - haromdimenziés modellek felhasznala-
saval végzett - analizdladsat kovetden Aallitjuk eld. Az im-
munglobulinok haromdimenziés modelljei széles kdrtien hozza-
férheték és szakember széméra jél ismertek. Szamitdbgépes
programok &llnak rendelkezésre a kivalasztott lehetséges
immunglobulin-szekvencidk valészin®@ ha&romdimenzidés konfor-
macidés struktirdinak illusztraldsdra és megjelenitésére. Az
igy megjelenitett struktirdk tanulmanyozasa elésegiti az
egyes aminosavaknak a lehetséges immunglobulin-szekvencia
mikodésében betdltdtt szerepének vizsgalatat, azaz a lehet-
séges immunglobulin antigénhez k6tddé képességét befolyaso-
16 aminosavak vizsgalatat. Ezen a médon kivalaszthatdk a
vazrégidé aminosavai, és a recipiens és import szekvencidk-
bbé1 agy kombinalhaték, hogy a kivant antitest-
tulajdonsagokat (pl. a célantigén(ek)re vonatkozd fokozott
affinitas) kapjuk. A komplementaritdst meghatdrozé régié
aminosavai &ltaldban k&ézvetleniil és jelentds méftékben Jjat-

szanak szerepet az antigénkdtés befolyasolasaban.

(iv) Hum&n antitestek

Az antitestek humanizilasdnak alternativajat jelenti a
human antitestek létrehozisa. Példaul, lehetdség van olyan
transzgenikus allatok (pl. egerek) létrehozasara, amelyek
immunizalast kovetden - endogén immunglobulin-termeld&dés

nélkil - képesek a human antitestek teljes repertoarjanak
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termelésére. Példaul, leirtdk, hogy kiméra és csiravonal-
mutans egerekben az antitest nehéz lanc kapcsolédasi régisé-
janak (Ju) génjében bekévetkezett homozigdéta delécid az en-
dogén antitest-termelédés teljes gatlasat eredményezi. A
human csiravonal-eredetd immunglobulin-gének ilyen csiravo-
nal-mutans egerekbe todrténd bejuttatdsa - antigén-stimulus
hatasadra - humén antitestek termelddését eredményezi [1d.
pl. Jakobovits és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90,
2551 (1993); Jakobovits és mtsai.: Nature 362, 255 (1993);
Bruggermann és mtsai.: Year in Immuno. 7, 33 (1993); és
5 591 669; 5 589 369 és 5 545 807 szamua egyesiilt
allamokbeli szabadalmi leirés].

Mas lehet&ség szerint, humdn antitestek és antitest-
fragmensek - immunizdlatlan donorokbdél szarmazd immunglobu-
lin variabilis (V) doménjének gén-repertodrjabdél térténd in
vitro el&6adllitdsadra a fagon valé megjelenitési ("phage-
display") technika [McCafferty és mtsai.: Nature 348, 552
(1990)] is alkalmazhatdé. E médszer szerint az antitest V-
doménjét kdédold géneket fonalas bakteriofag (pl. M13 vagy
fd) nagy vagy kis burokprotein génjével azonos leolvasasi
fazisban klénozzuk, és a fagrészecske feliiletén funkciona-
lis antitest-fragmensekként jelenitjiik meg. Mivel a fonalas
részecske a fag genomjanak egyszalu DNS-képidjat tartalmaz-
za, az antitest funkciondlis tulajdonsédgain alapuld szelek-
talds az ilyen tulajdonsagokkal bird antitestet kddold gén
kivalasztasat eredményezi. Ilyenforman, a fag a B-sejt bi-
zonyos sajatsagait utdnozza. A fagon vald megjelenités kii-

16nb6z8 formatumokban valdésithatd meg; ezek 6sszefoglald
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attekintését 1d. pl. Johnson és mtsai.: Current Opinion in
Structural Biology 3, 564 (1993)]. A fagon valé megjeleni-
tésre a V-gén-szakaszok kildnféle forrasai alkalmazhatodk.
Clackson és mtsai. [Nature 352, 624 (1991)] immunizalt ege-
rek lépjeibdl szarmazé V-gének kisméretd random kombinato-
rikus konyvtaradbdél anti-oxazolon antitestek diverz soroza-
tat izolaltdk. Marks és mtsai. [J. Mel. Biol. 222, 6581
(1991)] és Griffith és mtsai. [EMBO J. 12, 725 (1993)] al-
tal leirt eljarasokkal immuniz&latlan human donorokbsl
szarmazé V-gének repertodrja hozhaté létre, és antigének
diverz sorozata (beleértve a sajatantigéneket is) elleni
antitestek izoldlhatdék (1d. még 5 565 332 és 5 573 905 sza-
ma egyeslilt &llamokbeli szabadalmi leirasok).

A human antitestek in vitro aktivalt B-sejtekkel 1is
termeltethetdk (1d. 5 567 610 és 5 229 275 szami egyesilt

dllamokbeli szabadalmi leiras).

(v) Antitest-fragmensek

Az antitest-fragmensek el&4llitisara kiilénféle techni-
kdkat fejlesztettek ki. Ezek a fragmensek hagyoményosan in-
takt antitestek proteolitikus emésztésével hozhatdk létre
[ld. Morimoto és mtsai.: Journal of Biochemical and
Biophysical Methods 24, 107 (1992); és Brennan és mtsai.:
Science 229, 81 (1985)], azonban ezek a fragmensek
rekombinans gazdasejtek alkalmazdsaval k&zvetlendil is eldé-

allithatoék. Példéaul, az antitest-fragmensek a fentebb leirt

antitest fag-kényvtarakbdl izolalhatdk. Mas médon, a Fab’ -
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SH fragmensek E. coli-bdél k&zvetleniil kinyerheték, és kémi-
ai kapcsolassal F(ab’),-fragmensekké alakithatdk [Carter és
mtsai.: Bio/Technology 10, 163 (1992)]. Egy masik lehetdéség
szerint az F(ab’),-fragmensek k&zvetleniil rekombinans gaz-
dasejt-tenyészetbdl izoldlhatdék. Az antitest-fragmensek
eldallitasanak egyéb technikdi szakember szamara jél ismer-
tek. Mas megvaldésitdsi mdbddokban a kivalasztott antitest
egylanct Fv-fragmens (scFv); 1ld. WO 93/16185 szami nemzet-
k&zi k6zzétételi irat; valamint 5 571 894 és 5 587 458 sza-
mi egyestlt 4&llamokbeli szabadalmi leirds. Az antitest-
fragmens lehet "linedris antitest"™ is (1d. pl. 5 641 870
szami egyeslilt &llamokbeli szabadalmi leirds). A linedris
antitest-fragmensek monospecifikusak vagy bispecifikusak

lehetnek.

(vi) Bispecifikus antitestek

A bispecifikus antitestek olyan antitestek, amelyek
legalabb két kilonb6z& epitdpra specifikusak. A jellemzb
bispecifikus antitestek a B-sejt-felileti marker két kiilédn-
b6z8 epitdpjahoz képesek kétddni. Mas bispecifikus antites-
tek kétféle B-sejt-feliileti markerhez két&dnek. Mas méddon,
egy B-sejt-felileti markert k&été kar olyan antitest-karral
kombindlhatd, amely leukocitéan 1évé trigger-molekulahoz -
pl. T-sejt-receptor molekuldhoz (pl. CD2 vagy CD3) vagy IgG
Fc-receptorahoz (FcyR), pl. FcyRI (CD64), FcyRII (CD32) és
FcyRIII (CDl6) - ko6tddik, midltal a celluldris védekezd me-

chanizmus a B-sejtre &sszpontosithatd. A bispecifikus anti-
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testek arra is alkalmazhatdk, hogy a citotoxikus hatdanya-
gokat a B-sejtekhez 1lokalizaljuk. Ezek az antitestek B-
sejt-fellileti markert megkd6td karbdl és citotoxikus haté-
anyagot (pl. szaporint, anti-interferon-a-t, vinca alkaloi-
dot, ricin A-lancot, methotrexatot vagy radioaktiwv izotdép-
pal jeldlt haptént) megkétd karbdl &llnak. A bispecifikus
antitestek teljes hosszUsdgu antitestekként vagy antitest-
fragmensekként [pl. F(ab’), bispecifikus antitestek] &llit-
hatdék eléd.

A bispecifikus antitestek el®4dllitasi eljarasai szak-
ember szamara j61 ismertek. A teljes hossziséagu
bispecifikus antitestek szokvanyos el&&llitasi médja két
immunglobulin nehéz lanc/kénnyd lanc PAr egylittes
expresszaltatdsan alapul [a két lanc kiilénb6z8 specifitasa:
Millstein és mtsai.: Nature 305, 537 (1983)]. Az immunglo-
bulin nehéz és koénnyd lancainak véletlenszerd valasztéka
miatt e hibridémdk (kvadrémdk) potencidlisan tiz kiildnbdz&
antitest-molekula elegyét termelik, melyek k&ziil CSupan egy
rendelkezik a megfeleld bispecifikus szerkezettel. A megfe-
leld molekula - &ltaldban affinitasi kromatografiaval vég-
zett - tisztitdsa igen munkaigényes, és a kitermelési sza-
zaléka alacsony. Hasonld eljardsok leirdsat illetden 1d. a
WO 93/08829 szami nemzetkdzi kdzzétételi iratot, valamint
Traunecker és mtsai.: EMBO J. 10, 3655 (1991).

Egy masik megk&dzelitési méd szerint az antitestek ki-
vant kotési specifitdsd varidbilis doménjeit (antitest-
antigén kombinalddasi helyek) immunglobulin konstans domén

szekvenciaihoz fuziondljuk. A fuzid eldédnydsen egy immunglo-
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bulin nehéz lanc konstans doménjével valdsitjuk meg, amely
legaldbb a csuklé- ("hinge"), CH2- és CH3-régid részét tar-
talmazza. FElényds, ha a konstans domén tartalmazza - a
kénnyd lanchoz térténd kotddéshez szikséges helyet magaban
foglalé - els6 nehéz lanc konstans régidét (CH1l). Az immun-
globulin nehéz lanc fuzidkat - és kivant esetben az immun-
globulin nehéz 1lancot - k&dold DNS-eket kiildén expresszids
vektorokba inszertiljuk, és azokat egylittesen megfeleld
gazdaorganizmusba transzfektdljuk. Ez nagy rugalmassagot
biztosit a ha&rom polipeptid relativ aranyadnak bedllitéaséa-
ban, azon megvaldésitasi mdbddokban, ahol az optimadlis hozam
elérése érdekében a konstrukciéban a harom kildénbozd
polipeptid-lancot nem azonos aranyokban alkalmazzuk. Mind-
azonaltal, lehetdség van arra is, hogy két vagy mindh&rom
polipeptid-lanc kbédoldszekvencidjadt egyazon expresszids
vektorba inszertdljuk (olyan esetekben, ha legaldbb két
polipeptid-lanc azonos aranyban térténd expresszidja ered-
ményezi a nagy hozamot vagy ha a lancok relativ aranyéanak
nincs kiléndsebb jelentdsége).

E megoldas egy eldényds megvaldsitasi mdédja értelmében
a bispecifikus antitestek - az egyik karon - hibrid immun-
globulin nehéz 1l4ancbdél (elsd kotbd-specifitas) és - a masik
karon - egy hibrid immunglobulin nehéz 1lanc/kénnyd 1lanc
parbdl (masodik kotb-specifitdst biztositwva) allnak. Azt
taldltuk, hogy ez az asszimetrikus struktura eldsegiti a
kivant Dbispecifikus vegylilet nem kivanatos immunglobulin-
lanckombindciéktdl toérténd elvalasztasat, mivel az immun-

globulin k&énnyd lancnak a bispecifikus molekula csupéan
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egyik felében vald jelenléte egyszerd elkiilonitést tesz le-
hetdvé. E megoldds leirdsat 1d. a WO 94/04690 sza&mi nemzet-
kd6zi k&zzétételi iratot. A bispecifikus antitestek el&&11i-
tdsanak tovabbi részleteit illetéen 1d. pl. Suresh é&s
mtsai.: Methods in Enzymology 121, 210 (1986).

Eqy masik megoldéds (1d. 5 731 168 szamd egyesiilt
allamokbeli szabadalmi leirds) szerint a rekombindns sejt-
tenyészetbdl kinyerhetd heterodimerek szazalékos aranyanak
maximalizaldsa érdekében antitest-molekula pér ko6zdtti ha-
tarfelulet alakithaté ki. Az elénydsbhatérfelﬁlet egy anti-
test konstans doménje Cy3-doménijének legaldbb egy részét
tartalmazza. Az eljirds soradn az elsd antitest-molekula ha-
tarfellletébdl egy vagy tébb kisméretli aminosav-oldallancot
nagyobb oldallanccal (pl. tirozin vagy triptofén) helyette-
sitink. A masodik antitest-molekula hatdrfeliiletén a nagy
oldalanc(ok)ével azonos vagy hasonlé méretd kompenzald
"Uregeket" hozhatunk 1létre, oly mbédon, hogy a nagyobb ami-
nosav-oldallancokat kisebbekre (pl. alaninra vagy
treoninra) cseréljik. Ez a mechanizmus a heterodimer jobb
hozamat biztositja (a nem kivadnatos végtermékekhez, pl.
homodimerekhez viszonyitva).

A bispecifikus antitestek k6zé tartoznak a keresztkd-
téses vagy "heterogkonjugdlt™ antitestek is. Példaul, a
heterokonjugdtumban 1évé egyik antitest avidinhez, a mésik
biotinhoz lehet kapcsolva. Az ilyen antitestek alkalmaza-
sat, példaul, az immunrendszer sejtjeinek nem kivanatos
sejtek elleni célbajuttatasdra (4 676 980 szadmi egyesiilt

adllamokbeli szabadalmi 1leirds) és HIV-fertdézés kezelésére
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javasoltdk (WO 91/00360 és WO 92/200373 sza&mi nemzetkdzi
k6zzétételi irat és EP 03089 szadmi eurdpai szabadalmi le-
irds). A heterokonijugdlt antitestek barmely alkalmas ke-
resztkotés-képz6 eljardssal elddllithatdk. Az ilyen célra
megfeleld keresztkotés-képzd8 agensek 361 ismertek
(leirasukat - kiulonféle keresztkdtési technikdakkal egylitt -
1d. 4 676 980 szamid egyesllt 4&llamokbeli szabadalmi 1le-
irds).

A bispecifikus antitestek antitest-fragmensekbdl tdér-
ténd elballitasanak technikai a szakirodalombdl szintén j61
ismertek. Példaul, a bispecifikus antitestek el6allithatdk
kémiai kapcsolas alkalmazédsaval. Brennan és mtsai. [Science
229, 81 (1985)] eljarasadban az intakt antitesteket
proteolitikusan emésztve F(ab’),-fragmenseket hoznak 1létre,
majd ezeket a fragmenseket - a vicindlis ditiolok stabili-
zalasa és az intermolekuldris diszulfid-képzd&dés megakada-
lyozasa érdekében ditiol komplexdld agens (ndtrium-arzenit)
jelenlétében redukaljdk. Az igy kapott Fab’-fragmenseket
tio-nitrobenzoat (TNB) szarmazékokka alakitijdk, majd az
Fab’-TNB szarmazékok egyikét merkapto-etilaminnal végzett
redukcidéval visszalakitjak Fab’-tiolla, és azt a méasik
Fab’-TNB szarmazék ekvimoldris mennyiségével elegyitik, mi-
altal a bispecifikus antitesthez jutnak. Az igy létrehozott
bispecifikus antitestek enzimek szelektiv immobilizalaséra
alkalmazhatdk.

Az utdbbi években leheté6vé valt a Fab’-SH fragmensek
E. coli sejtekb&1 torténd kodzvetlen kinyerése. E fragmensek

kémiai kapcsolédsaval bispecifikus antitestek hozhatdk 1lét-
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re. Shalaby és mtsai. [J. Exp. Med. 175, 217 (1992)] telje-
sen humanizAalt bispecifikus antitest F(ab’), molekula eld-
allitasat tartdk fel. Mindként Fab’-fragmenst kiildn-kiilén
E. coli-val termeltették, és a bispecifikus antitestet ira-
nyitott in vitro kémiai kapcsolédssal hoztak létre. Az &lta-
luk elballitott bispecifikus antitest ErbB2-receptort tul-
zott mennyiségben termeld sejtekhez és normal humdn T-
sejtekhez képes ko&6tddni, és képes kivaltani a humén
citotoxikus 1limfocitdk humadn eml&étumor sejtek elleni
litikus aktivitasat.

A bispecifikus antitestek fragmenseinek k&zvetlenil
rekombindns sejttenyészetekben toérténéd elbadllitdsara  és
izolalasara kuloénféle eljaradsokat tartak fel. Példaul,
Kostelny ¢és mtsai. [J. Immunol. 148(5), 1547 (1992)]
leucin-"cipzarak" alkalmazdsdval bispecifikus antitesteket
allitottak eld. A Fos- és Jun-proteinbdl szarmazd leucin-
cipzar peptideket génfuzidé alkalmazasaval két kilonbdzE an-
titest Fab’ -fragmenséhez kapcsoltéak. Az antitest-
homodimereket a csukld-régidénédl redukdlva monomereket kap-
tak, majd ezeket visszaoxiddlva antitest-heterodimereket
hoztak létre. Ez az eljarads antitest-homodimerek el$adllitéa-
sdra is alkalmazhaté. A Hollinger és mtsai. [Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90, 6444 (1993)] altal feltart "diatest"
technika a bispecifikus antitest-fragmensek eldadllitaséanak
alternativ mechanizmusat reprezentdlja. Az ilyen fragmensek
egy nehéz lanc varidbilis domént (Vyg) egy konnyd léanc vari-
abilis doménhez (Vi) kapcsolva tartalmaznak, olyan kapcso-

l6észekvencidn keresztil, amely tul roévid ahhoz, hogy az
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ugyanazon lancon lévé két domén k&zdtt parosodds kdvetkez-
zen be. Ennek megfelelden, az egyik fragmens Vyg- é&s V-
doménje kényszeritve van, hogy a masik fragmensen 1évé
komplementer Vi - és Vz-doménnel alkosson part, midltal két
antigénkoétd  hely képzb6dik. A  bispecifikus antitest-
fragmensek el&allitasanak egy méasik, egylanci Fv-dimerek
alkalmazaséan alapuld mddszerét Gruber és mtsai. tartdk fel
[J. Immunol. 152, 5368 (1994)].

A ketténél tébb értékd antitestek szintén a taldlmany
targydhoz tartoznak. Példaul, el8allithaték trispecifikus
antitestek 1is [1ld. Tutt és mtsai.: J. Immunol. 47, 60

(1991)1.

ITI) Konjugatumok és az antagonistdk egyéb mdédositasai

A taldlmany szerinti eljdrédsokban alkalmazott, illetve
a talalmény szerinti termékekben 1év8 antagonistdak, adott
esetben, citotoxikus hatdanyagokhoz konjugélhatdk.

Az antagonista/citotoxikus hatdanyag konjugdtumok 1lét-
rehozasara a fentebb felsorolt kemoterdpids hatdbanyagok al-
kalmazhatdbk.

A talalmany értelmében feltdrjuk egy antagonista egy
vagy tébb kis molekuldju toxinnal - pl. calicheamicin,
maytansin (5 208 020 szadmi egyesiilt &llamokbeli szabadalmi
leiras), trichothene és CCl065 - képzett konjugdtumait. A
talalmany egyik megvaldsitasi médija értelmében az
antagonistat egy vagy tébb maytansin-molekuldhoz torténd

konjugalasat (pl. egy antagonista-molekuldra szdmitva kb.
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1-10 maytansin-molekula). A maytansin, példaul, May-SS-Me-
vé alakithatd, amely azutadn May-SH3-md& redukdlhaté, és mod-
dositott antagonistdval reagéltatva [Chari és mtsai.:
Cancer Research 52, 127 (1992)] maytansinoid-antagonista
konjugatum képzddik.

Més médon, az antagonistéat eqgy vagy tObb
calicheamicin-molekuldhoz konjugdljuk. Az antibiotikumok
calicheamicin-csalddja pM alatti koncentracibékban a kettds
szalu DNS-ben szakadédsokat képes okozni. A calicheamicin
konjugalas céljara alkalmas strukturdlis analdgjai kozé
tartozik, to&bbek kodzdtt, a yf, ap', as’, N-acetil-y,%, PSAG
és ®' [Hinman és mtsai.: Cancer Research 53, 3336 (1993) és
Lode és mtsai.: Cancer Research 58, 2925 (1998)].

A konjugalasra alkalmazhatd, enzimatikusan aktiv toxi-
nok és fragmenseik k&6zé tartozik a diftéria-toxin A-lanca,
a diftéria-toxin nem kotd aktiv fragmensei, az exotoxin A-
lanca (Pseudomonas aeruginosa-bdél), ricin A-lanca, abrin A-
lanca, modeccin A-lanca, o-sarcin, Aleurites fordii protei-
nek, dianthin-proteinek, Phytolaca americana proteinek
(PAPI, PAPII és PAP-S), Momordica charantia inhibitor,
curcin, crotin, Saponaria officinalis inhibitor, gelonin,
mitogellin, restrictocin, fenomicin, enomicin és a
tricothecének (1d. pl. WO 93/21232 sza&mi nemzetkdzi kdzzé-
tételi irat).

A taldlmany oltalmi k&rébe tartoznak a nukleolitikus
aktivitdst vegyllettel [pl. ribonukledzzal vagy DNS-
endonukledzzal, pl. dezoxiribonukleadzzal (DN&z)] konjugalt

antagonistak.
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A radiokonjugalt antagonistdk létrehozadsara szamos ra-

Il31 I125,

dioaktiv izotép alkalmazhatd, mint pl. a At?!, ,
Y%°, Re'®®, Re!®®, sm'®3, Bi?'?, P%?, valamint a Lu radioaktiv
izotdépjai.

Az antagonista citotoxikus hatdanyaggal alkotott
konjugatumai kiilénféle difunkcids proteinkapcsold agensek
alkalmazasaval hozhatdk létre, melyek példai a koévetkezdk:
N-szukcinimidil-3-(2-piridil-ditiol)-propionéat (SPDP),
szukcinimidil-4- (N-maleimido-metil)-ciklohex&n-1-
karboxilat, iminotioldn (IT), difunkcids imidoészter szar-
mazékok (pl. dimetil-apimidat-HCl), aktiv észterek (pl.
diszukcinimidil-szuberdat); aldehidek (pl. glutaraldehid),
diazidovegyliletek ([pl. di-(p-azido-benzoil)-hexandiamin],
di-diazonium-szarmazékok (pl. di-(p-diazonium-benzoil) -
etiléndiamin], diizocianadtok (pl. toluol-2,6-diizocianat)
és difluor-vegyliletek (pl. 1,5-difluor-2,4-dinitrobenzol).
Példaul, ricin immunotoxin eldallitadsdra a Vitetta és
mtsai. ([Science 238, 1098 (1987)] altal leirt eljards al-
kalmazhatdé. Radionukleotid antagonistd&hoz toérténd konjuga-
ladsdra alkalmazhatd kelatképzd szerek egyik jellemzdé példa-
ja a karbon-14-jelzett l-izotiocianatobenzil-3-metil-
dietilén-triamin-pentaecetsav (MX-DTPA; 1d. WO 94/11026
szami nemzetkdzi kozzétételi irat). Kapcsoldként ("linker"™)
"hasithatdé kapcsoldt"™ alkalmazhatunk, amely lehetévé teszi,
hogy a citotoxikus hatbdanyag a sejtben felszabaduljon. Az
ilyen kapcsoldék savbomlékonyak vagy peptidaz-érzékenyek,
illetve dimetil-kapcsoldk vagy diszulfid-tartalmi kapcsoldk

lehetnek {[Chari és mtsai.: Cancer Research 52, 127 (1992)].
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Mas mdédon, az antagonistat és citotoxikus hatdéanyagot
tartalmazé fazidés proteint 1is elBallithatunk, példaul,
rekombinans technikdk vagy peptidszintézis alkalmazasaval.

Eqgy tovabbi megvaldsitasi mod értelmében az
antagonistat receptorhoz (pl. sztreptavidinhez) konjugal-
hatjuk. Az ilyen receptor a tumor elézetes megcélzasara al-
kalmazhatd, oly mddon, hogy az antagonista-receptor
konjugatumot beadjuk a paciensnek, majd a nem k&t&dott
konjugdtumot megfeleld tisztitd A&gens alkalmazasaval elta-
volitjuk a keringésbdl, és ezutdn a péciensnek citotoxikus
hatdanyaggal (pl. radionukleotid) konjugalt ligandumot (pl.
avidint) adunk be.

A talalmany szerinti antagonistdk pro-drog aktivald
enzimmel 1is konjugdlhatdk, amely egy pro-drogot (pl.
peptidil kemoterdpids hatdanyagot; 1d. WO 81/01145 szama
nemzetkdzi kd&zzétételi irat) aktiv rdkellenes hatdanyagga
alakit 4t (ld. pl. WO 88/07378 sz&mi nemzetkdzi k&zzétételi
irat és 4 975 278 szamu egyesiilt &4llamokbeli szabadalmi le-
irés).

Az ilyen konjugatumok enzim komponense olyan enzim le-
het, amely egy pro-drogot aktivabb, citotoxikus alakka ké-
pes atalakitani.

A taldlméany szerinti eljarasban hasznosan alkalmazhatd
enzimek k&zé tartoznak, tobbek kdzdtt, a kévetkezdk: alka-

likus foszfataz, amely foszfat-tartalmi pro-drogok szabad
drogokka toérténd Atalakitdsdra alkalmas; arilszulfataz,
amely szulfat-tartalmi pro-drogok szabad drogokkd t&rténd

dtalakitdsdra alkalmas; citozin dezaminéz, amely nem toxi-
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kus 5-fluorcitozin rakellenes hatdanyaggad (5-fluoruracillad)
toérténd Atalakitasara alkalmas; protedzok, pl. Serratia
protedz, termolizin, szubtilizin, karboxipeptiddzok és
chatepszinek (pl. chatepszin-B és -L), melyek peptid-
tartalmi pro-drogok szabad drogokkd toérténd atalakitasara
alkalmasak; D-alanil-karboxipeptiddzok, melyek D-aminosav
szubsztituenseket tartalmazé pro-drogok szabad drogokka
torténd Atalakitasara alkalmasak; szénhidrat-hasitd enzi-
mek, pl. P-galaktozidaz és neuraminidaz, melyek glikozilalt
pro-drogok szabad drogokkd toérténd atalakitasara alkalma-
sak; PB-laktamaz, amely PB-laktamokkal derivatizalt drogok
szabad drogokkd térténd adtalakitédsadra alkalmas; és penicil-
lin amidazok, pl. penicillin-V amiddz vagy penicillin-G
amidadz, melyek amin-nitrogénatomjukon fenoxi-acetil-, 1il-
letve fenil-acetilcsoporttal derivatiz&lt drogok szabad
drogokka torténd adtalakitasara alkalmasak. Mas mdédon, a ta-
1almany szerinti pro-drogok aktiv szabad drogokka térténd
Atalakitéséara enzimatikus aktivitéasn antitestek, an.
"abzimek" is alkalmazhaték [ld. pl. Massey: Nature 328, 457
(1987)]. Az antagonista-abzim konjugdtumok a leirasban az
abzim tumorsejt-populécidéba torténd bejuttatasanal ismerte-
tett médon &llithatdk eld.

A taladlmany szerinti enzimek a szakirodalombdl joél1 is-
mert eljarasok (pl. heterodifunkcids keresztkotd reagensek)
alkalmazéasaval, kovalens kodtéssel kapcsolhatdk aZ
antagonista vegyliletekhez. M&s mddon, szakember szamara 361
ismert rekombindns DNS-technik&k [1d. pl. Neuberger és

mtsai.: Nature 312, 604 (1984)] alkalmazasaval olyan fuzids
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proteinek hozhatdék 1létre, amelyek egy taldlmény szerinti
antagonistdnak legaldbb az antigénkdtd régidjat egy taldl-
many szerinti enzim legaldbb egy funkciondlisan aktiv ré-
széhez kapcsolva tartalmazzak.

Az antagonistidk egyéb mbdositasai is a talalmany ol-
talmi k&dréhez tartoznak. Példaul, az antagonista kiilonféle
nem protein polimerhez (pl. polietilénglikolhoz,
polipropilénglikolhoz, polioxialkilénekhez vagy polietilén-
glikol és polipropilénglikol kopolimereihez) kapcsolhato.

A taldlmany szerinti antagonistdk liposzémékba foglalt
alakban is el&&llithatdék. Az antagonistat tartalmazd
liposzémék szakember szdmdra jél ismert eljardsokkal allit-
hatdék eld [ld. pl. Epstein és mtsai.: Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82, 3688 (1985); Hwang és mtsai.: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 77, 4030 (1980); 4 485 045 és 4 544 545 sza-
mi egyesitilt &llamokbeli szabadalmi leiras; és WO 97/38731
szAmh nemzetkdzi kdzzétételi irat]. A megndvelt keringési
idejd liposzémakat az 5 013 556 szamd egyesiilt allamokbeli
szabadalmi leirasban tartak fel.

A kliildndsen eldényds liposzdédmak foszfatidilkolint, ko-
leszterint és PEG-gel derivatiz&lt foszfatidil-etanolamint
(PEG-PE) tartalmazé lipidkészitmény alkalmazisaval végzett
- reverz fazist leparlasi eljarassal 4&allithatdék eld. A
liposzémékat meghatarozott pédrusméretidi filtereken atprésel-
ve kivant A&tmérdjd liposzdémékhoz Jjuthatunk. A talalmany
szerinti antitest Fab’-fragmensei diszulfid kicserélddési
reakcidéval, Martin és mtsai. [J. Biol. Chem. 257, 286

(1982)] leirisa szerint konjugdlhaték a liposzdémakhoz. A
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liposzémdba adott esetben kemoterdpids hatdanyagot foglal-
hatunk [ld. Gabizon és mtsai.: J. National Cancer Inst.
81(19), 1484 (1989)1].

A taldlmény targydhoz tartozik a taldlmany szerinti
antagonista proteinek vagy peptidek aminosav-
szekvencidjénak médositédsa(i) is. Példaul, kivanatos lehet
az antagonista koétési affinitdsdnak és/vagy egyéb bioldgiai
tulajdonsagainak javitéasa. Az antagonista aminosav-
szekvencia valtozatait az antagonistat kdédold nukleinsavban
megfeleld nukleotid-médositédsok beiktatasaval vagy
peptidszintézissel hozhatjuk 1létre. Az ilyen mdbdositasok
k®zé tartoznak az antagonista aminosav-szekvenciajat érintd
delécidk és/vagy inszercidk és/vagy szubsztitucidk. A végsd
konstrukcidé létrehozasa céljabdl a delécidk, inszercidbk és
szubsztitucidék barmely kombinadcidja alkalmazhatd, feltéve,
hogy a végtermék a kivant tulajdonsagokkal bir. Az amino-
sav-valtozatatdsok mdbdosithatjak az antagonista poszt-
transzlaciés érési folyamatait is (pl. a glikozilacids he-
lyek sz&manak vagy pozicidjanak valtoztatasaval).

Az antagonista - mutagenezis helyszineként eldényds -
aminosavai vagy régidi azonositdsanak egyik hasznos eljara-
sa az "alanin-pasztdzasi mutagenezis" néven ismert technika
[Cunningham és Wells: Science 244, 1081 (1989)]. Ezen elja-
rds szerint azonositunk egy aminosavat vagy célaminosavak
csoportjat (pl. toltéssel bird aminosavak, pl. Arg, Asp,
His, Lys és Glu), és ez(eke)t semleges vagy negativ toéltésd
aminosavval (legeldnydsebben alaninnal vagy polialaninnal)

helyettesitjiik, abbdél a célbdl, hogy befolydsoljuk az ami-

. . .
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nosavak antigénnel vald k&lcsénhatésdt. A szubsztitucidra
funkciondlis érzékenységet mutatdé aminosav-pozicidk megha-
tarozasat ezutadn ugy finomithatjuk, hogy a szubsztitucid
helyén vagy annak koézelében ujabb vagy egyéb mutacidkat ho-
zunk létre. Ilyenformédn, bar az aminosav-mbédositasok helye
elére meghatdrozott, a muticidé természete Onmagaban nem
el8re meghatarozott. Példaul, az adott helyen végrehajtott
mutdcid eredményének vizsgalata céljabdél a célkodonnal vagy
célrégidban alanin-pasztédzast vagy random mutagenezist vég-
zink, és az expressz3alt antagonista-valtozatokat a kivant
aktivitasra szelektaljuk.

Az aminosav-szekvencia inszercidi lehetnek N- és/vagy
C-termindlis fuzidk, amelyek egy aminosav vagy szaz vagy
tdbb aminosavas polipeptid aminosav-szekvencidhoz t&rténd
hozzakapcsoladsat jelentik, illetve egy vagy tdbb aminosa-
vas, szekvencidn belili inszercidék lehetnek. A termindlis
inszercidk példai k&zé tartoznak az N-terminalis metionint
tartalmazd antagonistdk, a citotoxikus polipeptidhez fuzio-
nadlt antagonistdk, tovdbbd az antagonista N- vagy C-
termindlisdnak enzimhez vagy olyan polipeptidhez to&rténéd
fuziondltatéasa, amely fokozza az antagonista vérsavédban
mérhetd felezési idejét.

Az aminosav-szekvencia valtozatok egy masik tipusat
reprezentidljdk az aminosav-szubsztiticidés valtozatok, ame-
lyek az antagonista molekula legaldbb egy aminosava helyett
egy masik aminosavat tartalmaznak. Az antitest antagonistak
szubsztitucidés mutagenezisének legnagyobb jelentd8ségd pont-

jai a hipervaridbilis régidk, de a vazrégidban végrehajtott
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szubsztiticidk is jelentds hatastiak lehetnek. A konzervativ
szubsztitucidkat az 1. tédblazat "eldnyds szubsztittGcidk"
oszlopédban mutatjuk be. Ha ezek a helyettesitések a biold-
giai aktivitas megvaltozisit eredményezik, ugy tovéabbi
szubsztiticidés mdédositasokat végezhetiink, melyeket az 1.
tdblazat "lehetséges szubsztitucidk" oszlopaban (illetve, a
késSbbiekben az aminosavak csoportositdsa kapcsan) mutatunk

be, és az igy létrehozott valtozatokat szelektdljuk.
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1. tablazat
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Eredeti Lehetséges szubsztiticidk El6nys6s
aminosav szubsztitacidk
Ala (A) Val, Leu, Ile Val
Arg (R) Lys, Gln, Asn Lys
Asn (N) Gln, His, Asp, Lys, Arg Gln
Asp (D) Glu, Asn Glu
Cys (C) Ser, Ala Ser
Gln (Q) Asn, Glu Asn
Glu (E) Asp, Gln Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn, Gln, Lys, Arg Arg
Ile (I) Leu, Val, Met, Ala, Phe, Leu
norleucin
Leu (L) Norleucin, Ile, Val, Met, Ala, Ile
Phe

Lys (K) Arg, Gln, Asn Arg
Met (M) Leu, Phe, Ile Leu
Phe (F) Leu, Val, Ile, Ala, Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Ser Ser
Trp (W) Tyr, Phe Tyr
Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser Phe
val (V) Ile, Leu, Met, Phe, Ala, Leu

norleucin
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Az antagonistak bioldégiai tulajdonsagai szempontjabdl
lényeges médositasok Ggy valdsithatdk meg, hogy kivalaszt-
juk azokat a szubsztitUcidkat, amelyek jelentd8s mértékben
kiilénbdznek az eredeti aminosavtdl: (a) a szubsztittcid ko-
zelében a polipeptid-vaz szerkezetének fenntartasaban (pl.
redds vagy helikalis konformacid); (b) a molekula célhelyén
a tdltés és hidrofdébitas fenntartasadban; vagy (c) az oldal-
lanc fizikai kiterjedésének fenntartdsadban. A természetben
el&forduldé aminosavakat - oldalléncaik tulajdonsdgai alap-
jan - a kovetkezd csoportokba soroljuk:

(1) hidroféb: norleucin, Met, Ala, Val, Leu, Ile;

(2) semleges, hidrofil: Cys, Ser, Thr;

(3) savas: Asp, Glu;

(4) bazisos: Asn, Gln, His, Lys, Arg:;

(5) lancorientaciét befolyadsold aminosavak: Gly, Pro;
(6) aromés: Trp, Tyr, Phe.

A nem konzervativ szubsztitucié azt jelenti, hogy az
egyik csoportba tartozd aminosav egy masik csoportba tarto-
z6 aminosavval van helyettesitve. Az antagonista pontos
konformacidéjanak fenntartdsadban szerepet nem jatszd ciszte-
inek szintén helyettesithetdk (&ltaldban szerinnel), ami
ndveli a molekula oxidativ stabilitadsat, és megakadalyozza
a rendellenes keresztkdtés-képzést. Ezzel szemben, az
antagonista stabilitdsanak novelése érdekében (klilondsen
olyan esetekben, ha az antagonista egy antitest-fragmens,
pl. Fv-fragmens) cisztein-kotések iktathatdk be.

A szubsztitucidés valtozatok egy kiilénésen eldnyds ti-

pusa az eredeti antitest hipervaridbilis régidja egy vagy
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td8bb aminosavanak szubsztiticidéjat foglaljdk magukban. A
tovabbi javitédsra kivalasztott valtozat(ok) az eredeti an-
titesthez képest javitott biolégiai tulajdonséagu (ak)
lesz(nek). Az ilyen szubsztitucidés valtozatok létrehozasa-
nak egyik alkalmas mdédja a fagfellileten térténd megjeleni-
téssel végzett affinitéds-fejlesztés. Roviden &sszefoglalva;
a hipervaridbilis régié tobb helyén (pl. 6-7 helyen)
mutagenezist végziink, hogy mindegyik helyen valamennyi le-
hetséges aminosav-szubsztittcidét létrehozzuk. Az igy kapott
mutdns antitesteket kiildn-kiuldén, fonalas fagrészecskéken -
az M13 fagrészecskékbe csomagolt III. géntermékével képzett
fizidés proteinekként - Jjelenitjik meg. A fagon megjeleni-
tett valtozatokat bioldgiai aktivitdsukra (pl. kotési affi-
nitdsukra) teszteljik. A hipervaridbilis régié mbédositésra
alkalmas helyeinek azonositdsa céljabdl alanin-pasztizasi
mutagenezist végezhetiink, amellyel meghatarozhaté, hogy a
hipervariabilis régié mely aminosavai Jjarulnak hozza az
antigénkodtéshez. Mas mbédon, vagy e mellett, az antitest és
az antigén k&zo6tti érintkezési pontok azonositasa céljabdl
eldnyds lehet az antigén-antitest komplex kristdlyszerkeze-
tének vizsgalata. Az ilyen érintkezési (kontakt) aminosavak
és az ezekkel szomszédos aminosavak a szbéban forgd techni-
kaval végzett szubsztitlcidra kiszemelt aminosavakat repre-
zentdljak. Az ilyen valtozatok létrehozasa utdn a valtoza-
tok sorozatat az itt ismertetett mdédon szkrinelijik, és to-
vabbi fejlesztésre az egy vagy toébb relevéns tesztben kima-
gaslé tulajdonsagunak bizonyuld antitesteket valasztjuk ki.

Az antagonista aminosav-médositasainak egy masik tipu-
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sa az antagonista glikozilacidés mintdzatdnak megvaltozasat
eredményezi. E valtozdson az antagonista egy vagy tdbb
szénhidrat-gydkének eltdvolitasat és/vagy egy vagy toébb -
az antagonistaban eredetileg nem talalhatdé - glikoziléacids
hely beiktatéasat értjik.

A polipeptidek glikozilacidéja N- vagy O-k&tésd lehet.
Az N-ko&tésd glikozilacid azt jelenti, hogy a szénhidrat-
gy®k egy aszparagin oldallancdhoz k&étédik. A szénhidrat-
gy®k aszparagin-oldallénchoz toérténdé enzimatikus kapcsola-
sdnak felismerési helyéiil az aszparagin-X-szerin és
aszparégin—x—treonin tripeptid-szekvencidk (amelyekben "X"
jelentése: tetsz&leges aminosav, a prolin kivételével)
szolgalnak. Ilyenforman, a polipeptidekben az ilyen
tripeptid-szekvencidk jelenléte potencidlis glikozilacids
helyet teremt. Az "O-kétésd" glikozilacid azt jelenti, hogy
az N-acetil-galaktdézamin, galaktdz vagy xildz valamelyike
hidroxi-aminosavhoz (tdbbnyire szerinhez vagy treoninhoz)
kdtédik, bAr 5-hidroxiprolin vagy 5-hidroxilizin is alkal-
mazhato.

A glikozildcidés helyek antagonistdba térténd beiktata-
sa ugy is végrehajthatéd, hogy - N-kotésl glikozilacid ese-
tén - a polipeptid a fenti tripeptid-szekvenciak ko&zul
egyet vagy toébbet tartalmazzon, illetve - O-kotésd
glikozilécié esetén - a glikozilécids helyek egy vagy tdbb
szerin vagy treonin addiciéjéval vagy behelyettesitésével
hozhatdék létre.

Az antagonista aminosav-szekvencia valtozatait kédold

nukleinsav-molekuldk kiilénféle, jél ismert eljarasokkal al-
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lithatok eld. Az ilyen eljardsok kézé tartozik, tébbek ko-
z0tt, a természetes forrasbdél térténd izolaléas
(természetben eléforduld aminosav~-szekvencia valtozat ese-

tén), valamint az antagonista korabban eldallitott valtoza-

tanak vagy valtozatnak nem mindsithetd alakjanak
oligonukleotid-k&zvetitette (vagy helyspecifikus)
mutagenezisével, PCR-mutagenezisével vagy kazetta-

mutagenezisével végzett elSallitas.

A taldlmény szerinti antagonistat effektor-funkcidja
vonatkozasaban is mdédosithatjuk, pl. antigén-dependens
sejtkdzvetitette citotoxicitésanak (ADCC) és/vagy komple-
ment-dependens citotoxicitasanak (CDC) novelése céljabdl.
Ez ugy hajthatd végre, hogy az antagonista antitest Fc-
régidéjaba egy vagy toébb aminosav-szubsztitucidét iktatunk
be. Mas médon, vagy ezen felil, az Fc-régidba cisztein(ek)
épithetd (k) be, ami e régidban lehetdvé teszi a lancok ko&-
2&tti diszulfidhid-képzédést. Az igy létrehozott homodimer
antitest Jjavitott internalizicidés képességi és/vagy foko-
zott mértékd komplement-kdzvetitette sejtpusztitast és an-
titest-dependens cellularis citotoxicitast (ADCC) fejt ki
[l1d. Caron és mtsai.: J. Exp. Med. 176, 1191 (1992): és
Shopes: J. Immunol. 148, 2918 (1992)]. Wolff és mtsai.
[Cancer Research 53, 2560 (1993)] leirédsa szerint, hetero-
difunkcids keresztkotésképz8k alkalmazasaval, megnodvelt
tumorellenes aktivitasy homodimer antitestek is eldallitha-
ték. Mas moédon, kifejleszthetiink olyan antitestet, amely
két Fc-régiét tartalmaz, ezaltal fokozott mértékd komple-

ment 1lizist és ADCC-aktivitast mutat [ld. Stevenson és
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mtsai.: Anti-Cancer Drug Design 3, 219 (1989)1.

Az antagonista vérsavéban mért felezési idejének nove-
lése céljabdél az antagonistéban (elénydsen antitest-
fragmensbe) "ment&receptor-kétd epitopot™ ("salvage recep-
tor binding epitope"; 1d. pl. 5 739 277 szamd egyesililt
dllamokbeli szabadalmi leiras) iktathatunk be. A
mentéreceptor-kotd epitdp” kifejezésen egy IgG-molekula
(pl. 1IgG;, 1IgGz, IgGs vagy IgGa) Fc-régibéjanak olyan
epitépjat értjik, amely az IgG-molekula in vivo felezési

idejének noveléséért felelds.

IV) Gyégyaszati készitmények

A kivant tisztasagu antagonista és - adott esetben -
fizioldégiai szempontbdl elfogadhatéd hordozdk, ko6tdanyagok
és stabilizdlbészerek [1d. Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 16. kiadas, szerk.: Osol (1980)] - elegyitésével
tarolasra alkalmas gydégydszati készitmények &llithatdk eld
(liofiliz&tum vagy vizes oldat alakjaban). Az erre a célra
alkalmas hordozdk, kotBanyagok és stabilizaldszerek az al-
kalmazott doézisokban és koncentracidkban nem lehetnek toxi-
kusak a paciensre. Az ilyen anyagok a kdvetkezd&k: pufferek
(pl. foszfat, citrat és egyéb szerves savak): antioxidansok
(pl. aszkorbinsav és metionin): tartdésitdszerek [pl.
oktadecil-dimetil-benzil-amménium-klorid, hexamethonium-
klorid, benzalkonium-klorid, benzethonium-klorid, fenol,
butil- wvagy benzilalkohol, alkilparabének (pl. metil- vagy

propilparabén), catechol, rezorcinol, ciklohexanol, 3-
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pentanol és m-krezol]; Kkis molekulatémegd (legfeljebb kb.
10 aminosavas) polipeptidek; proteinek (pl. szérumalbumin,
zselatin vagy immunglobulinok); hidrofil polimerek (pl.
polivinilpirrolidon); aminosavak (pl. glicin, glutamin,
aszparagin, hisztidin, arginin vagy lizin):; mono-
szacharidok, diszacharidok és egyéb szénhidratok (pl. gli-
k6z, manndz vagy dextrinek); kelatképzdk (pl. EDTA); cukrok
(pl. szacharéz, mannitol, trehaldz vagy szorbitol); sdbképzd
ellenionok (pl. natrium); fémkomplexek (pl. Zn-protein
komplexek); és/vagy nemionos feliiletaktiv anyagok [pl.
Tween™, Pluronics™ vagy polietilénglikol (PEG) ] .

A jellemzd anti-CD20 antitest készitmények leiradsa a
WO 98/56418 szami nemzetkdzi kdzzétételi iratban talalhaté,
melyet teljes terjedelmében a kitanitds részének tekintink.
E kdzzétételi iratban tobbdézisos folyadékkészitményt tar-
tak fel, amelynek Osszetétele: 40 mg/ml rituximab, 25 mM
acetat, 150 mM trehaldéz, 0,9 % benzilalkohol, 0,02 %
poliszorbat-20 (pH = 5,0). E készitmény minimélis
tarolhatésagi ideje 2-8 °C-on két év. Egy masik anti-CD20
készitmény Osszetétele: 10 mg/ml rituximab, 9,0 mg/ml néat-
rium-klorid, 7,35 mg/ml natrium-citrat-dihidrat, 0,7 mg/ml
poliszorbat-80 és steril, injekt&lhaté viz (pH = 6,5).

A WO 97/04801 szamd nemzetkdzi kozzétételi iratban
szubkutan adagoléasra kifejlesztett liofiliz&lt készitménye-
ket tarnak fel. Az ilyen liofilizalt készitmények megfeleld
diluendumban nagy proteinkoncentracidra regeneralhatdk, és
a regeneralt készitményt szubkutdn adagolhatjuk a kezelni

kivant emldsnek.
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A taldlmany szerinti gyodgyaszati készitmény - az adott
indikaciétdl fiiggden - egynél tobb (eldnybsen egymas hatéa-
sat karosan nem befolyadsold, komplementer aktivit&sa) hatod-
anyagot is tartalmazhat. Példaul, az ilyen készitmény
citotoxikus hatoanyagot, kemoterdpias hatdanyagot, citokint
vagy immunszuppressziv hatdanyagot (pl. a T-sejtekre hatd
vegyiiletet, pl. ciklosporint vagy T-sejtekhez kotédS anti-
testet, pl. LFA-l-et megkotd antitestet) is tartalmazhat.
Az ilyen egyéb hatdanyagok hatéasos mennyisége a készitmény-
ben 1évé antagonista mennyiségétél, a kezelendd betegségtdl
vagy rendellenességtél, az alkalmazott kezelés tipuséatél,
és egyéb tényezd8ktdl figg. Az egyéb hatéanyagokat a korabbi
alkalmazasukkal azonos dézisban és beadasi méddal vagy a
korabbi dézisaik kb. 1-99 $-anak megfeleld doézisban adagol-
juk.

Az aktiv &sszetevék mikrokapszuldba 1is foglalhatdk,
amely, példaul, koacervacibs technikaval (hidroxi-
metilcelluldz vagy zselatin mikrokapszula) vagy hatarfelli-
leti polimerizacidval 4llithatod eld [poli (metil-
metakrilat)-mikrokapszula]l. Mas médon, az aktiv Osszetevdk
kolloidalis célbajuttaté-rendszerekbe (pl. liposzdémédk, al-
bumin-mikrogémbdk, mikroemulzidk, nanoszemcsék és
nanokapszuldk) vagy makroemulzidkba foglalhatdék. Az ilyen
technikak leirasat 1d.: Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 16. kiadas, szerk.: Osol (1980) 1.

A taldlmany szerinti megoldas értelmében tartdés hatd-
anyag-kibocsatasu készitmények is el&&allithatdk. Az ilyen

készitmények jellemzd példai kozé tartoznak az antagonista

da
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vegyliletet tartalmazd, szildrd hidrofdéb polimerekbdl készi-
tett féligateresztd Aagyazdanyagok, amelyek pl. filmek vagy
mikrokapszuladk formd&jadban &llithatdék eld. A tartds hatéd-
anyag-felszabadulast biztositd agyazdbanyagok példai a ko-
vetkezd&8k: poliészterek; hidrogélek [pl. poli(2-hidroxietil-
metakrildt) vagy polivinilalkohol]; polilaktidok (3 773 919
szami egyesilt allamokbeli szabadalmi leiras); L-
glutaminsav és y-etil-L-glutamat kopolimerei; lebonthatat-
lan etilén-vinilacet&t kopolimerek; lebonthaté tejsav-
glikolsav kopolimerek (pl. LUPRON DEPOT™, amely tejsav-
glikolsav kopolimerbdl és leuprolid-acetatbdl 4116, injek-
tdlhatod mikrogdmb készitmény); és poli-D-(-)-~3-
hidroxivajsav.

Az in vivo adagolésra szant készitményeknek sterilek-
nek kell lenniiik, ami steril szlrémembranok alkalmazaséval

végzett szlréssel egyszerten biztosithatd.

V) Antagonista vegyliletekkel végzett kezelés

A B-sejt-fellileti antigénhez k6té6d6 antagonistat tar-
talmazd készitményt a bevalt gydgyaszati gyakorlatnak meg-
felel$ mdédon dozirozzuk és adagoljuk. Az e tekintetben fi-
gyelembe veendd tényezdk k&zé tartozik a kezelendd betegség
vagy rendellenesség, a kezelendé emlésfaj, az adott paciens
klinikai &llapota, a betegség vagy rendellenesség oka, a
hatbéanyag beadédsi helye, az adagolas mdédja és rendje, vala-
mint egyéb, szakember szamdra ismert tényezdk. Az adagolni

kivant antagonista terédpiids szempontbdl hatdsos mennyiségét
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ilyen megfontolasok alapjan hatarozzuk meg.

Altalanossagban elmondhatd, hogy a parenterdlisan ada-
golt antagonista terdpids szempontbdél hatdsos mennyisége -
a paciens testtdmegére vonatkoztatva - dbézisonként kb. 0,1-
20 mg/kg. Az antagonista szokasos kezd&ddzisa kb. 2-10
mg/kg.

A taldlmany szerinti megoldas értelmében antagonis-
taként eldénydsen antitestet alkalmazunk; ilyen pl. a
RITUXAN®, amely nincs citotoxikus hatbéanyaghoz konjugdlva.
A konjugadlatlan antitest alkalmas dbézisa kb. 20 mg/m® és
kb. 1000 mg/m’ k&ézotti tartomanyba esik. Az egyik megvald-
sitdsi méd szerint az antitest dézisa eltér a RITUXAN®-ra
jelenleg ajanlott dézistdl. Példaul, az antitestet egy vagy
tébb, 375 mg/m?-nél lényegesen kisebb dézisban adagolhat-
juk, példaul, kb. 20 mg/m® és kb. 250 mg/m? kozdtti tarto-
manyban, pl. 50-200 mg/m® dézisban.

Ezenfellil, az antitest egy vagy tobb kezdd dbdzisa utén
egy vagy toébb koévetd ddzist adhatunk be, oly mdédon, hogy a
kovetd dbézisok meghaladjdk a kezdd ddzis nagységat. Példa-
ul, kb. 20 mg/m?® és kb. 250 mg/m? k&ézétti, pl. 50-200 mg/m?
nagysagu kezd6 ddzist utdn a kovetd dbdzis nagysadga kb. 250
mg/m? és kb. 1000 mg/m? kdz&tti.

Ahogy fentebb emlitettiik, az antagonista ezen ajanlott
dbézistartomdnyait nagy gondossadggal kell az adott esetre
alkalmazni. A megfeleld dbézis és adagolasi rend kivalasztéa-
sadnal kulcskérdés az elérni kivant eredmény. Példaul, a mar
diagnosztizalt és akut betegségek kezelésére kezdetben vi-

szonylag nagyobb dézisokra van szikség. A legjobb eredmény
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elérése érdekében az antagonistat - az adott betegségtdl
vagy rendellenességtdl fliggéen - a betegség elsd tilineteinek
megjelenése vagy diagnosztizdlasa utdn a lehetd leghamarabb
(vagy a betegség vagy rendellenesség kitjulasakor) kell
adagolni.

Az antagonista adagolasa barmely alkalmas mdédon végre-
hajthaté, ideértve a parenterilis, szubkutéan, intra-
peritonedlis, intrapulmondris és intranazdalis adagolast,
illetve - helyi immunszuppressziv kezelés esetén - a
lézidba toérténd adagolédst. A peranterdlis infuzidk koézé
tartozik az intramuszkuléaris, intravénas, intraartériés,
intraperitonedlis és szubkutan adagolas. Ezenfelll, az
antagonista, alkalmas médon, impulzus infézidval is adagol-
hatd, példaul, csoékkend ddbézisok alkalmazasaval. Az adago-
last eldnydsen injektdlassal, legeldédnydsebben intravénas
vagy szubkutdn injektdlassal végezzik (részben attdl fliggd-
en, hogy rovid vagy hosszG adagolési idétartamrdl van szd).

Az antagonistakkal egylitt egyéb vegyliletek is adagol-
hatbék, igy pl. citotoxikus hatbdanyagok, kemoterdpias haté-
anyagok, immunszuppressziv hatdanyagok és/vagy citokinek. A
kombindlt alkalmazads lehet egylittes adagolads (az egyes ha-
tbanyagokat kilén készitményekben vagy egyazon készitmény-
ben adagolva) vagy barmilyen sorrendben végzett egymas uta-
ni adagoléds, melynek sordn megfeleld idét kell biztositani
ahhoz, hogy az egyes hatbanyagok kifejthessék hatasukat.

Az antagonista protein paciensnek térténéd adagolaséan
kiviil a taldlmédny targyadhoz tartozik az antagonista génte-

rapia forméjdban toérténd alkalmazasa is. Az "antagonista
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terdpids szempontbbdl hatdsos mennyiségének adagoldsa" kife-
jezés jelentése kiterjed az antagonistat kédold nukleinsav
adagolaséara is (1d. pl. a WO 96/07321 szamu nemzetkdzi kdz-
zétételi iratot, a génterdpia intracelluléris antitestek
létrehozasdra torténd alkalmazasat illetden).

A nukleinsav (amely adott esetben vektorba 1lehet
inszertdlva) paciens sejtjeibe toérténd juttatasara két f£4
mddszer létezik: az in vivo és az ex vivo. Az in vivo be-
juttatdshoz a nukleinsavat koézvetleniil a paciensbe injek-
tdaljuk (rendszerint a pé&ciens testének azon pontjan, ahol
az antagonistéra sziikség van). Ex vivo kezelésnél a péaciens
sejtjeit eltavolitijuk, az 1izolalt sejtekbe bejuttatjuk a
nukleinsavat, majd az igy mdbédositott sejteket kdzvetleniil
vagy példaul, pordzus membranba csomagolva visszalltetjik a
paciensbe [1d. pl. 4 892 538.és 5 283 187 szami egyesiilt
dllamokbeli szabadalmi leirads]. A nukleinsavak él8 sejtekbe
torténd bejuttatdsara szadmos technika all rendelkezésre. Az
alkalmazandd eljaras attdl fligg, hogy a nukleinsavat tenyé-
szetben 1év$ sejtekbe in vitro vagy a gazdaban 1évé sejtek-
be in vivo kivé&njuk-e bejuttatni. A nukleinsavak emlésere-
det sejtekbe in vitro térténd bejuttatdsara alkalmas tech-
nikak kozé tartozik a liposzdémak alkalmazéasa, az
elektroporacid, mikroinjektalds, sejtfuzid, DEAE-dextran
alkalmazasa, kalcium-foszfatos precipitacid, stb. A gének
ex vivo bejuttatédsdra 4ltaldnosan alkalmazott vektora
retrovirus.

A jelenleg eldnydsnek tekinthetd in vivo nukleinsav-

beviteli technikdk k6zé tartozik a virusvektorok (pl.

e
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adenovirus, herpes simplex I virus vagy adeno-asszocidlt
virus), valamint a 1lipidalapi rendszerek alkalmazdsaval
végzett transzfekcid. A lipid-k&dzvetitette génbejuttatésra
alkalmas lipidek jellemz$6 példidja a DOTMA, a DOPE és a DC-
Chol. Bizonyos esetekben a nukleinsav-forradshoz a célsejte-
ket megcélzd hatdanyagot kell mellékelni (példaul, sejtfe-
ldleti membrénproteinre vagy magdra a célsejtre specifikus
antitestet wvagy a célsejten 1évé receptorra specifikus
ligandumot). Liposzémadk alkalmazdsa esetén a liposzdma
célbajuttatéasara és/vagy felvételének elésegitésére
endocitbdzissal kapcsolatos sejtfeliileti membranproteinhez
kd6t8d8 proteineket alkalmazhatunk. A receptor-kdzvetitette
endocitézis technikdjédnak leirasat 1d. pl. Wu és mtsai.: J.
Biol. Chem. 262, 4429 (1987); Wagner és mtsai.: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 87, 3410 (1990). Az ismert génterdpids elja-
rasok attekintd leirdsat illetben 1ld. Anderson és mtsai.:
Science 256, 808 (1992); WO 93/25673 szami nemzetkdzi kdz-

zétételi irat, valamint az abban felsorolt hivatkozasok.

VI) Termékek

A taldlmany egy koévetkezd megvaldsitisi moédja értelmé-
ben a fentebb emlitett betegségek és rendellenességek keze-
lésére alkalmas anyagokat tartalmazd terméket tarunk fel. A
taldlmany szerinti termék tartdlybdl és az azon 1évé (vagy
ahhoz mellékelt) cimkébdl vagy tajékoztatdbdl &ll. Az ilyen
tartalyok, példaul, palackok, fioldk, fecskenddk és hason-

16k lehetnek, és kiilénféle anyagokbdl (pl. livegbdl vagy mi-
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anyagbdl) készilhetnek. A tartédly az adott betegség kezelé-
sére hatidsos készitményt tartalmaz, és steril nyilassal le-
het elldtva (pl. szubkutdn injekcids tlivel a&tszuirhatd dugd-
val lezart intravénads oldat-tasak vagy fiola). A készitmény
legaldbb egy aktiv hatdanyagként B-sejt-felilileti markerhez
k6tb6d6 antagonistat tartalmaz. A cimke vagy tajékoztatd ar-
ré1 ad felvildgositast, hogy a készitmény autoimmun beteg-
ségtdl (pl. a fentebb felsoroltak valamelyikétdél) szenvedd
vagy arra fogékony péaciens kezelésére alkalmazhatdé. A ta-
l41lmé&ny szerinti termék tartalmazhat egy mésodik tartalyt
is, amely gydgyaszati szempontbdl elfogadhatd hordozdt (pl.
bakteriosztatikus injektdlhaté vizet (BWFI), foszfatpuffe-
relt sbdoldatot, Ringer-oldatot vagy dextrbéz-oldatot) tar-
talmaz. A termék egyéb, kereskedelmi és felhasznaldéi szem-
pontbdél hasznos anyagokat is tartalmazhat, igy pl. tovabbi
puffereket, diluendomokat, szlrdéket, tlket és fecskenddket.

A taldlméany szerinti megoldast a tovabbiakban kisérle-
ti példdk bemutatdsan keresztiil szemléltetjiik, anélkil,
hogy a taldlmadny oltalmi koérét a példakban bemutatott meg-
valdésitasi mébdokra korldtoznank. A taldlmény leirasaban em-
litett valamennyi hivatkoz&st a kitanitéds részének tekint-

jiik.

1. példa

Rheumatoid arthritis-szel diagnosztizalt Dbetegeket
rituximab (RITUXAN®) antitesttel kezellink. A kezelt paci-

ensben B-sejtes malignédns elva&ltozds nem mutathatdé ki. A

.
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pacienst adott esetben egy vagy tébb - a rheumatoid
arthritis kezelésére Aaltalinosan alkalmazott - tovabbi ha-
téanyaggal is kezeljik, pl. szalicilattal; nem szteroid
jellegd gyulladasgatld hatdanyagokkal, pl. indometacinnel,
fenilbutazonnal, fenilecetsav-szarmazékokkal (pl. ibuprofen
és fenoprofen), naftalin-ecetsavakkal (naproxen), pirrol-
alkansavval (tometin), indolecetsavakkal (sulindac), halo-
génezett antranilsavval (meclofenamat-natrium), piroxicam-
mal, zomepirac-kal, és difluonisallal; malaria elleni hatdé-
anyagokkal, pl. klorokinnal; aranysbkkal; penicilliaminnal;
vagy immunszuppressziv hatdanyagokkal, pl. methotrexattal
vagy corticoszteroidokkal (az ilyen hatbanyagokra ismert
dézisokban vagy ezeknél kisebb ddzisokban). Mindazonaltal,
a beteget eldénydsen csak a RITUXAN®-nal kezeljiik.

A RITUXAN®-t a rheumatoid arthritis-ben szenvedd paci-
ensnek intravénasan (IV), az aldbbi adagolasi rendek vala-
melyikének alkalmazdséaval adagoljuk:

(A) 1. nap: 50 mg/m? IV;

8., 15. és 22. nap: 150 mg/m* IV;

(B) 1. nap: 150 mg/m® IV;

8., 15. és 22. nap: 375 mg/m’ IV;

(Cy 1, 8., 15. és 22. nap: 375 mg/m® IV.

Az elsédleges reakcidt a Paulus-index [Paulus és
mtsai.: Arthritis Rheum. 33, 477 (1990)] alapjan hatarozzuk
meg (a reggeli izileti merevségben, a fajdalmas és gyulla-
dasos iziiletek szamdban és a vértest-sillyedésben bekdvet-
kezett javulas, és a betegség sulyossaganak 6t pontos ska-

14j4n (a beteg és a kezel&orvos altal megallapitott) leg-
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alabb két pontos javulds). A RITUXAN® adagoldsa a fentiek
szerint kezelt betegben a rheumatoid arthritis egy vagy

todbb tunetének csillapitédsat eredményezi.

2. példa

Autoimmun hemolitikus anémiaval (AIHA), pl.
cryoglobinémiaval vagy Coombs-pozitiv anémidval diagnoszti-
zalt betegeket RITUXAN® antitesttel kezeliink. Az AIHA egy
szerzett hemolitikus anémia, amely a paciens vdrdsvérteste-
ivel reagdld autoantitesteknek ko&szonhetden alakul ki. A
kezelt paciensben B-sejtes malignans elvaltozas nem mutat-
hatdé ki.

A RITUXAN®-t a paciensnek intravénasan (IV), az aléabbi
adagolasi rendek valamelyikének alkalmazasaval adagoljuk:

(d) 1. nap: 50 mg/m? IV;

8., 15. és 22. nap: 150 mg/m? IV;

(B) 1. nap: 150 mg/m? IV;

8., 15. és 22. nap: 375 mg/m? IV;

(C) 1, 8., 15. és 22. nap: 375 mg/m® IV.

A RITUXAN®-terapiaval tovabbi hatdanyagok (pl.
glikokortikoidok, prednizon, azatioprin, ciklofoszfamid,
vinca-laden vérlemezkék vagy Danazol) adagolasa kombindlha-
t6, azonban a beteget eldnydsen csak a RITUXAN®-nal kezel-
Jjik.

A kezelés sikerességét a vérsejtszam javulasa, a
transzfizid sziikségességének csékkenése, a hemoglobin-szint

javuldsa és/vagy a hemolizis - standard kémiai paraméterek

.
-»



ee oo 00,
L)

- 72 -

alapjan megallapitott - mérsékldédése alapjan hatarozhatjuk
meg. A RITUXAN® adagoldsa a fentiek szerint kezelt betegek-
ben a hemolitikus anémia egy vagy tobb tilinetének javulasat
eredményezi. PéldAaul, a fentebb leirtak szerint kezelt pa-
ciens hemoglobin-szintje legaldbb 1 g/dl-rel né, és a
hemolizis kémiai paraméterei 50 %-kal javulnak vagy norma-
lis szintre &llnak vissza (szérum tejsav dehidrogenéz,

bilirubin mérése alapjan).

3. példa

A felndéttkori immun-trombocitopénids purpura (ITP) vi-
szonylag ritka hematolégiai rendellenesség, amely az immun-
kd6zvetitette citopénidk legaltaldnosabb képviseldje. Ez a
betegség rendszerint sulyos trombocitaszam-csdkkenéssel
(trombocitopénia) Jjar, ami a csontveldben normalistdl magas
szintig terjedd megakariocita-szam Jjelenlétében akut vér-
zéssel lehet O&sszefiiggésben. A legtdbb ITP-s paciensben a
trombocitamembran kiilsé felszinén 1évé célantigének elleni
IgG-antitestek taldlhaték meg, ami a lépben a vérlemezkék
kiildnvalasat és a vérlemezkék retikuloendotelidlis lebontéd-
sdnak felgyorsulasat eredményezi [Bussell: Hematol. Oncol.
Clin. North. Am. 4, 179 (1990)]. Az ITP kezelésére szamos
terapids beavatkozas bizonyult hatasosnak. A szteroidok al-
kalmazasat altaldnosan elsddleges terapianak tekintik, mely
utdn a legtdbb paciens intravénds immunglobulin (IVIG) ke-
zelésre, splenectomidra vagy egyéb gydgykezelésre (pl.

vincristinnel vagy immunszuppressziv/citotoxikus hatdanya-

. .
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gokkal végzett kezelésre) szorul. Az ITP-s paciensek akar
80 %$-a kezdetben reagal a szteroidos kezelésre, de sokkal
kisebb aranyban érnek el teljes vagy tartdés javulast. A
splenectomiadt a szteroidos kezelés sikertelensége utani ma-
sodlagos terépiaként javasoljak, és ez a beavatkozas az
esetek csaknem 60 $%$-4ban tartdésabb javuladst eredményez,
azonban a fertézésekkel szemben csdkkent mértékd immunitast
eredményez. A splenectomia az egyik olyan sebészeti beavat-
kozas, amely jelent8s mértékd (15 %) morbiditéssal és mor-
talitassal (2 %) jar. Az intravénds immunglobulin-adagolast
mésodlagos terapiaként alkalmaztdk, bar e kezelés eredmé-
nyeként a felnétt ITP-s betegek csak kis hanyada mutatott
javulast.

Az aktivalt B-seijtek &ltali autoantitest-termelést - a
kortikoszteroidokkal és/vagy splenoctomiaval kapcsolatos
morbiditds nélkiil - gatld terdpids lehetdségek az immun-—
trombocitopénids purpuréban szenvedé paciensek bizonyos ha-
nyadandl nagy jelent&ségd kezelést tesznek lehetdve.

Az ITP-vel diagnosztizalt pacienseket (akiknél a
vérlemezkeszam 50000/pnl alatti) rituximab (RITUXAN®) anti-
testtel kezeliink, adott esetben szteroid-terdpidval kombi-
nalva. A kezelt paciensek B-sejtes malignéns elvaltozas nem
mutathatd ki.

A RITUXAN®-t intravéndsan, az aldbbi adagolasi rendek
valamelyikének alkalmazasaval adagoljuk:

(A) 1. nap: 50 mg/m® IV;

8., 15. és 22. nap: 150 mg/m® IV;

(B) 1. nap: 150 mg/m® IV;

oo
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8., 15. és 22. nap: 375 mg/m’ IV;

(c) 1, 8., 15. és 22. nap: 375 mg/m’ IV.

A pacienseket a RITUXAN® infazidval toérténd adagolasa
elétt diphenhidramin 25-50 mg intravénas ddzisaval és
acetaminofen 650 mg peroralis dézisaval kezeltik. A
RITUXAN® sziikséges mennyiségét steril fecskendd és 2l1l-es
vagy nagyobb td alkalmazasaval a fioldbdl - pirogénmentes
0,9 %$-o0s natrium-klorid oldatot tartalmazé - intravénas ta-
sakba fecskendeztiik, hogy a RITUXAN® végkoncentracidja kb.
1 mg/ml legyen. Az elsd 1/2 oraban 25 mg/6éra infazids se-
bességet alkalmaztunk, majd ezt 30 perces 1dd&koézdénként 50
mg/éraval noveltik, egészen 200 mg/dra maximadlis sebessé-
gig. Ha a RITUXAN® elsd adagolasi ciklusat a paciens jol
tolerdlta, a késébbi ciklusokat 50 mg/éraval kezdtik, és az
adagolasi sebességet 30 perces id6kszonként 100 mg/draval
néveltitk (300 mg/béras maximalis sebességig). Az életjelen-
ségeket (vérnyomas, pulzus, légzés, testhémérséklet) 15
percenként négyszer ellendriztik, mig stabil értékeket nem
kaptunk, majd az adagolds befejezéseéig éranként ellendriz-
tik.

A RITUXAN® hatasat a négy hetes adagolas utén két al-
kalommal (két hét eltéréssel) a vérlemezkeszam alapjan ha-
taroztuk meg. A RITUXAN®-nal kezelt betegekben - a
placeboval kezelt betegekhez képest - megnovekedett
trombocitaszamot mértiink. Példaul, a <20000/ul trombocita-
szamot mutaté pacienseknél a >20000/pl trombocitaszam érté-
kelhetd kedvezd reakcidként, mig a >20000/pl trombocita-

szammal és vérzéssel jellemezhetd pacienseknél a 10000/pl
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vagy nagyobb mértékd trombocitaszam-ndvekedés és a tilinetek
megszinése értékelhetd reakcidként [1ld. George és mtsai.:

Blood 88, 3 (1996), melyet teljes terjedelmében a kitanitas

részének tekintink].
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras autoimmun betegség kezelésére emlésben, az-
zal jellemezve, hogy az emlésnek egy B-sejt-feliileti
markerhez kotddni képes antagonista vegyllet terapids szem-

pontbél hatadsos mennyiségét adagoljuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az eml&snek olyan antagonista vegyiiletet adagolunk,
amely a B-sejt-feliileti markerek kézil a kdvetkezb8k valame-
lyikéhez képes kotddni: cp10, CD19, CD20, CD21, CD22, CD23,
cb24, CD37, CD53, CD72, CD73, cD74, CDw75, CDw76, CD77,
CcDbw78, CD79a, CD79b, CD80, CD81, CcD82, CD83, CDw84, CD85 és

CD86.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy antagonistaként antitestet adagolunk.

4. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy antitestként CD20-hoz kd6t836 antitestet adagolunk.

5. A 3. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemezve,

hogy antitestként CD19-hez kétédS antitestet adagolunk.

6. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a kovetkezdé autoimmun petegségek kezelésére végezzik:
psoriasis; dermatitis; szisztémas scleroderma és sclerosis;
gyulladasos bélbetegséggel dsszefiiggé reakcidk; Crohn-kor;
fekélyes vastagbélgyulladas; légzési fadjdalom tiinet-

egyiittes; felnéttkori 1légzési fajdalom szindréma (ARDS);
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dermatitis; meningitis; encephalitis; uveitis; colitis;
glomerulonephritis; allergié&s &llapotok; ekcéma; asthma; T-
sejtek infiltracidéjaval és kroénikus gyulladasos reakcidkkal
jellemezhet$ &llapotok; atherosclerosis; leukocita adhézié
deficiencia; ‘rheumatoid arthritis; szisztémas lupus
erythematosus (SLE); diabetes mellitus; sclerosis multip-
lex; Reynaud-szindrdéma; autoimmun thyroiditis; allergiés
encephalomyelitis; Sjorgen-szindréma; fiatalkori diabetes;
akut és késleltetett - citokinek és T-limfocitak altal ko&z-
vetitett - hiperszenzitivitassal 0&sszefiiggd immunreakcidk;
tuberculosis; sarcoidosis; polymyositis; granulomatosis;
vasculitis; vészes vérszegénység (Addison-kér); leukocita
diapedesis-szel jard betegségek; kodzponti idegrendszert
érinté gyulladadsos rendellenesség; tobb szervet érintd sé-
riilés szindréma; hemolitikus anaemia; myasthenia gravis;
antigén-antitest komplex ko&zvetitette betegségek; anti-
glomerularis alapmembran betegség; anti-foszfolipid
szindréma; allergids neuritis; Graves-kér; Lambert-Eaton
myasthenids szindréma; pemphigoid bullous; pemphigus;
autoimmun poliendocrinopathiak; Reiter-kér; stiff-man
szindréma; Behcet-kér; oOridssejtes arteritis; immunkomplex
nephritis; IgA nephropathia; IgM polineuropathidk;
idiopathids trombocytopenias purpura (ITP) vagy autoimmun

trombocytopenia.

7. Az 1. igénypont szerinti eljarads, azzal jellemezve,

hogy ember kezelésére alkalmazzuk.

8. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
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hogy antitestként citotoxikus hatdanyaghoz nem konjugalt

antitestet alkalmazunk.

9. A 4. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy antitestként rituximab (RITUXAN®) antitestet alkalma-

zunk.

10. A 3. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemezve,
hogy antitestként citotoxikus hatdanyaghoz konjugalt anti-

testet alkalmazunk.

11. A 10. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy olyan antitestet alkalmazunk, amely citotoxikus

hatdanyagként radioaktiv vegylilethez van konjugélva.

12. A 11. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemez-
ve, hogy antitestként Y2B8-antitestet vagy '*'I-Bl antites-

tet (BEXXAR™) alkalmazunk.

13. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-

ve, hogy az antagonistat intravénédsan adagoljuk.

14. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-

ve, hogy az antagonistat szubkutan adagoljuk.

15. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az eml&6snek az antitest 375 mg/m?-nél lényegesen ki-

sebb dbézisat adagoljuk.

16. A 15. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy az antitestet kb. 20 mg/m® és kb. 250 mg/m’ k&z&t-

ti dbézisban adagoljuk.
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17. A 16. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemez-
ve, hogy az antitestet kb. 50 mg/m® és kb. 200 mg/m? k&z8t-

ti ddézisban adagoljuk.

18. A 3. igénypont szerinti eljaréads, azzal jellemezve,
hogy az antitest kezdd dbézisa utdn koévetd dbzist adagolunk,
mely kovetd doézis mg/m? értéke nagyobb, mint a kezd8 dbzis

mg/m® értéke.

19. A 6. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy immun-trombocitopéniads purpura (ITP) kezelése céljabdl

végezziik.

20. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy rheumatoid arthritis kezelése céljabdl végezziik.

21. A 6. igénypont szerinti eljdras, azzal jellemezve,

hogy hemolitikus anaemia kezelése céljabdl végezziik.

22. A 21. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemez-
ve, hogy cryoglobulinaemia vagy Coombs-pozitiv anaemia ke-

zelése céljabdl végezziik.

23. A 6. igénypont szerinti eljarads, azzal jellemezve,

hogy vasculitis kezelése céljabdl végezzik.

24. Az 1. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemez-
ve, hogy a kezelés lényegében abbél &ll, hogy az emldsnek

antagonistat adagolunk.

25. Termék, amely tartalyt és az abban 1évé - B-sejt-

feliileti markerhez k&t&dé antagonistat tartalmazd - készit-
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ményt, valamint a készitmény (autoimmun betegségté8l szenve-
dé vagy arra fogékony péaciens kezelésére vonatkozd) alkal-

mazasi Gtmutatdjat tartalmazza.

26. A 25. igénypont szerinti termék, amely a k&vetkezd
autoimmun betegségek kezelésére alkalmas készitményt tar-
talmaz: psoriasis; dermatitis; szisztémds scleroderma é&s
sclerosis; gyulladdsos bélbetegséggel &sszefiiggd reakcidk;
Crohn-kér; fekélyes vastagbélgyulladéas; 1égzési fajdalom
tinetegylttes; felnéttkori  1égzési fadjdalom szindrdéma
(ARDS); dermatitis; meningitis; encephalitis; uveitis;
colitis; glomerulonephritis; allergiads &llapotok; ekcéma;
asthma; T-sejtek infiltrdcidéjaval és krénikus gyulladasos
reakcidkkal jellemezhetd &llapotok; atherosclerosis; leuko-
cita adhézidé deficiencia; rheumatoid arthritis; szisztémas
lupus erythematosus (SLE); diabetes mellitus; sclerosis
multiplex; Reynaud-szindréma; autoimmun thyroiditis; aller-
gias encephalomyelitis; Sjorgen-szindrdéma; fiatalkori
diabetes; akut és késleltetett - citokinek és T-limfociték
altal kodzvetitett - hiperszenzitivitéssal &sszefliggé immun-
reakcidk; tuberculosis; sarcoidosis; polymyositis;
granulomatosis; vasculitis; vészes vérszegénység (Addison-
kér); leukocita diapedesis-szel jard betegségek; k&zponti
idegrendszert érintd gyulladisos rendellenesség; tdbb szer-
vet érinté sériilés szindréma; hemolitikus anaemia;
myasthenia gravis; antigén-antitest komplex k&zvetitette
betegségek; anti-glomerularis alapmembran betegség; anti-

foszfolipid szindrdéma; allergids neuritis; Graves-koér;
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Lambert-Eaton myasthenias szindréma; pemphigoid bullous;
pemphigus; autoimmun poliendocrinopathidk; Reiter-koér;
stiff-man szindrdéma; Behcet-kér; Oéridssejtes arteritis;
immunkomplex nephritis; IgA nephropathia: IgM
polineuropathiak; idiopathiés trombocytopenias purpura

(ITP) vagy autoimmun trombocytopenia.

27. B-sejt-fellileti markerhez ko6té6dS antagonista al-
kalmazdsa emlé8sOk autoimmun betegségének kezelésére szolga-

16 gydégyaszati készitmény eldallitésara.

28. A 27. igénypont szerinti alkalmazas, amely szerint
a kovetkezd B-sejt-fellileti markerek valamelyikéhez kotddd
antagonistat alkalmazunk: CD10, CD19, CD20, CD21, CD22,
cb23, Cb24, (CD37, CD53, CD72, CD73, CD74, Cbhw75, CDw76,
cp77, Cbw78, CD79%a, CD7%b, CD80, CD81, CD82, CD83, CDw84,

CD85 és CD86.

29. A 27. igénypont szerinti alkalmazéds, amely szerint

antagonistaként antitestet alkalmazunk.

30. A 29. igénypont szerinti alkalmazds, amely szerint

antitestként CD20-hoz k6tddé antitestet alkalmazunk.

31. A 29. igénypont szerinti alkalmazds, amely szerint

antitestként CD19-hez ko6té6d8 antitestet alkalmazunk.

32. A 27. igénypont szerinti alkalmazas, amely szerint
az antagonistat a kovetkezd autoimmun betegségek kezelésére
szolgald gydgyaszati készitmény eldallitadsara alkalmazzuk:

psoriasis; dermatitis; szisztémas scleroderma és sclerosis;
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gyulladasos bélbetegséggel Osszefiiggé reakcidk; Crohn-kér;
fekélyes vastagbélgyulladas; 1égzési fajdalom tlnet-
egyiittes; felndttkori 1légzési fajdalom szindrdéma (ARDS);
dermatitis; meningitis; encephalitis; uveitis; colitis;
glomerulonephritis; allergids &llapotok; ekcéma; asthma; T-
sejtek infiltracidéjaval és krénikus gyulladdsos reakcidkkal
jellemezhet$ &llapotok; atherosclerosis; leukocita adhézid
deficiencia; rheumatoid arthritis; szisztémas lupus
erythematosus (SLE); diabetes mellitus; sclerosis multip-
lex; Reynaud-szindréma; autoimmun thyroiditis; allergias
encephalomyelitis; Sjorgen-szindréma; fiatalkori diabetes;
akut és késleltetett - citokinek és T-limfocitédk &ltal koz-
vetitett - hiperszenzitivitdssal Osszefliggdé immunreakcidk;
tuberculosis; sarcoidosis; polymyositis; granulomatosis;
vasculitis; vészes vérszegénység (Addison-kér); leukocita
diapedesis-szel jard Dbetegségek; kézponti idegrendszert
érinté gyulladésos rendellenesség; tobb szervet érintd sé-
riilés szindrdéma; hemolitikus anaemia; myasthenia gravis;
antigén-antitest komplex kdzvetitette betegségek; anti-
glomerularis alapmembran betegség:; anti-foszfolipid
szindréma; allergids neuritis; Graves-kér; Lambert-Eaton
myasthenids szindréma; pemphigoid Dbullous; pemphigus;
autoimmun poliendocrinopathiak; Reiter-koér; stiff-man
szindréma; Behcet-kér; oridssejtes arteritis; immunkomplex
nephritis; IgA nephropathia; IgM polineuropathidk;
idiopathids trombocytopenids purpura (ITP) vagy autoimmun

trombocytopenia.
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33. A 27. igénypont szerinti alkalmazds, amely szerint
az antagonistat emberek autoimmun betegségének kezelésére

szolgald gydgyaszati készitmény eldadllitdsadra alkalmazzuk.

34. A 29. igénypont szerinti alkalmazds, amely szerint
antitestként citotoxikus hatdanyaghoz nem konjugalt anti-

testet alkalmazunk.

35. A 30. igénypont szerinti alkalmazds, amely szerint

antitestként rituximab (RITUXAN®) antitestet alkalmazunk.

36. A 29. igénypont szerinti alkalmazds, amely sSzerint
antitestként citotoxikus hatdanyaghoz konjugdlt antitestet

alkalmazunk.

37. A 36. igénypont szerinti alkalmazads, amely szerint
olyan antitestet alkalmazunk, amely citotoxikus hatdanyag-

ként radioaktiv vegyilethez wvan konjugalva.

38. A 37. igénypont szerinti alkalmazas, amely szerint
antitestként  Y2B8-antitestet vagy '*'I-Bl1  antitestet

(BEXXAR™) alkalmazunk.

39. A 27. igénypont szerinti alkalmazas, amely szerint
az antagonistat intravénasan adagolhatd gydgyaszati készit-

mény elb&llitédsdra alkalmazzuk.

40. A 27. igénypont szerinti alkalmazds, amely szerint
az antagonistat szubkutan adagolhatd gydgyaszati készitmény

el®adllitadsara alkalmazzuk.

41. A 32. igénypont szerinti alkalmazas, amely szerint
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az antagonistat immun-trombocitopénias purpura (ITP) keze-
lésére szolgdld gydgyadszati készitmény eldallitdsara alkal-

mazzuk.

42. A 32. igénypont szerinti alkalmazds, amely szerint
az antagonistat rheumatoid arthritis kezelésére szolgald

gybgyaszati készitmény eldallitdsara alkalmazzuk.

43. A 32. igénypont szerinti alkalmazas, amely szerint
az antagonistat hemolitikus anaemia kezelésére szolgald

gybgyadszati készitmény eldallitdsdra alkalmazzuk.

44. A 43. igénypont szerinti alkalmazas, amely szerint
az antagonistat cryoglobulinaemia vagy Coombs-pozitiv
anaemia kezelésére szolgdld gydgyaszati készitmény eldalli-

tidsdra alkalmazzuk.

45. A 32. igénypont szerinti alkalmazas, amely szerint
az antagonistat vasculitis kezelésére szolgdld gydgyaszati

készitmény eldallitédsara alkalmazzuk.
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