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Sis i3radimas skirtas antikiny konjugatams, kurie gali

~aktyvinti. .citotoksines . T-lasteles (CTL). Konjugatai .

naudojami suardymui nepageidaujamy lasteliy, susijusiy
su jvairiomis véZio formomis, autoimuniniais procesais,
parazitiniais uZkrétimais ir bakterinémis, virusinémis

ir grybelinemis infekcijomis.

Zinomi bandymai panaudoti antikinus derinyje su agen-
tais, darancCiais tiesiogini toksini poveiki lasteléms-
taikiniams (citotoksiniai agentai, citotoksinai), uZtik-
rinant selektyvini lasteliy-taikiniy paveikimg ir uzker-
tant kelig bei sumaZinant nespecifini poveiki kitoms
lagsteléms. Pasiulytos kombinacijos apima sriti nuo ko-
valentiskai sujungty kompleksy, panaudojant molekules-
tiltelius, ir nekovalentiskai sujungty kompleksy iki
paprasty misiniy (pvz., Ghose et al., J. Nate. Cancer
Inst. 61 (1979)657-676; Karlsson et al., Biotechnology
7(1989)567-73). Zinomi tokie citotoksinai, kaip difte-
rijos toksinas, ricinas, ricino domenas A, geloninas ir
Pseudomonas aeruginoso egzotoksinas A (Takada Chemical
Ind., EP-A-336405 ir Pastan ir kt., WO-A-38/00703; abu
Saltiniai pacituoti rySium su prioritetine paraiska SE-
9002479) .

PasirodZius hibridomy technologijai ir jg lydintiems
monokloniniams antikdnams tapo galimu panaudoti komp-
leksus, sudarytus i3 antikGny ir citotoksiniy junginiy
tam, kad specifiSkiau nukreipti citotoksinius agentus j

reikalingg lagsteliy-taikiniy populiacijg.

Kadangi Zinomas citotoksiniy lgsteliy paZeidZiantis po-
veikis kitoms lasteléms, besiskirianc¢ioms nuo lasteliuy-
taikiniy, pasitlyta citotoksinius agentus pakeisti imu-
nostimuliatoriais, stimuliuojanciais T-limfocitus 1ir
aktyvuojanc¢iais CTL. Konkretis pasiidlymai liete anti-

kGnus, konjuguotus su:
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(i) antikdnais, nukreiptais prie$ T-lasteliy recepto-
rius, arba junginiais, sugebancCiais jungtis su T-
lasteliy receptoriais (Mass. Inst. Techn., EP-AI-
180171);

(ii) junginiais, tokiais kaip antigenai, mitogenai,
kiti svetimi baltymai ir peptidai, kurie aktyvina
citotoksines T-lasteles (Noereks Korp., EP-AI-—-
334300);

(iii) Pagrindinio audiniy suderinamumo komplekso anti-
genais (PASKA) (Begringverco AG EP-AI-352761);

(iv) antigenais, pried kuriuos gydomasis asmuo turi
imuniteta (Med. Ros. Counc. WO-A-90/I1779 (skelbt.
1990.10.18)); ir

(v) neivardintu bakteriniu enterotoksinu (Ochi ir
Wake, Simpoziumas UCLA: Lastelinis imunitetas ir
véiio terapija, 1990 m. sausio 27-vasario 30 d.d.,
prane$imo CE 515 tezes, 109 psl.).

Tadiau iki 3iol pasitlyti imunostimuliatoriai savo vei-
kimu buvo arba labai specifiski, arba labai bendri.
pvz., klasikiniai antigenai aktyvina tik apie I i$5 10°
T-lasteliy, tuo tarpu kai mitogenai potencialiai gali

aktyvinti daugumg i3 jy.

Buvo nustatyta, kad kai kurie agentai aktyvina T-las-
teles saikingai, t.y. Jie aktyvina T-lasteles gana
aukstu daZnumu, tadiau toli graZu ne 100%. /Fleisher et
al., J. Exp. Med., 157 (1988)1697-1707; Wait et al.,
Cell, 56(1989)27-35; abu straipsniai ijtraukti i i ap-
rasdyma kaip nuorodos/. $io tipo agentai yra efektyvesni
aktyvintojai, negu klasikiniai antigenai, ir todeél jie
gavo pavadinimg superantigenai/apzvalgai zr.: Keccler
ir Marrac, Science 248:705, (1990)/. Toliau, buvo pa-
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rodyta/Doglsten et al., Immunol. 71(1990)96-100; Chedlund
et al., Cell Immunol. 129(1990)426—34/, kad Zinomi su-
perantigenai gali ant lasteliy-taikiniy susijungti su
pagrindinio audiniy suderinamumo komplekso (PASK) 1II
Klasés molekulémis ir aktyvinti citotoksines T-1as-
teles, turindias T-lastelés receptoriaus variabilios
zonos beta-grandine. Paskelbti duomenys rodo, kad jun-
gimasis su PASK yra bitina isankstiné sglyga tam, kad
ivykty T-lasteliy suridimas ir aktyvacija. Negalima
atmesti ir tai, kad ateityje bus rasti Superantigenai,
veikiantys per T-lastelés receptoriaus variabilios zo-
nos alfa-grandine, arba per kitas pavir$iaus struk-
tiras, esancias T-1lasteliy subpopuliacijose.

Superantigeno-Staphylococcus enterotoksino A imunomodu-

livuojantis poveikis taip pat buvo apraSytas Platsokus
et al., /Cell Immunol., 97(1986)371-85/.

Daugumai dabar Zinomy Superantigeny anks&iau buvo nu-
Statyta, kad jie yra toksinai ir yra mikrobinés kilmeés.
Stafilokoky enterotoksinai, pvz., yra enterotoksidki ir
aktyvina T-lasteles, ir &Zie du efektai skiriasi vienas
nuo kito/Fleisher et al., Cell Immunol., 118(1989)92-
101; Alber et al., J. Immunol., 144(1990),501-06; ir
Infact. Immun. 59(1991)2126-34/.

Anks¢iau buvo pasitlyta panaudoti Superantigenus tam,
kad nukreipti CTL vykdomg lizavimg lasteliy, turin&iy
II Klases pagrindinio audiniy suderinamumo komplekso
antigenus (PASKA), (Farmacia AB, WO-A-91/04053, pa-
skelb. 1991.04.04). WO-A-91/04053 apima superantigenus,
bet nemini ijungty i kovalentinius imunokonjugatus.
Lastelés, neturindios ITI Klasés PASK baltymy, arba eks-
presuojan¢ios Siy baltymy slenkstinius kiekius, nesu-
risa pakankamy Superantigeny kiekiy, kad efektyviai nu-
kreipty juy lize CTL. Tokiu bidu, dél didelio bendro
kiekio lasteliy, nesan¢iy II Klasés PASKA ir del mazo
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kiekio II Klasés PASKA ant daugumos veziniy 1lagsteliuy,
superantigenai neturi tureéti didelés vertés tokiy ne-

pageidaujamy lgsteliy specifinio sunaikinimo pozZziidriu.

TaCiau, mGsy buvo aptikta, kad lasteliy naikinimo, vyk-
domo CTL, specifinis efektas gali biti pasiektas super-
antigeny pagalba, jeigu jie kovalentidkai sujungti su
antikinu pried epitopa, kuris vyra specifinis naiki-
namgjai lastelei. Imunines sistemos aktyvacija gali i§-
Saukti II Klasés PASKA ekspresijg lastelémis-taiki-
niais, neturindiomis 3§iy antigeny, kas, savo ruoZtu,

gali padaryti galimu pageidaujamg lizuojanti efektsy.
Trumpas iSradimo esmés iSdéstymas

Sis i3radimas apima (i) naujus antikinuy konjugatus, tu-
rin¢ius (I) antiking prie$ lgsteles-taikinius, ir (2) su-
perantigeng. t.y. struktirg, kuri atpaZista (sgveikauja
ir/arba susijungia) ir aktyvina T-lasteles, ypatingai
CTL;

(ii) lasteliy-taikiniy suardymo bddus, ypatingai ryS$ium
su terapiniais Zinduoliy gydymo metodais, ir T-las- .
teliy, tokiy kaip CTL, specifinio aktyvumo biudus;

(iii) konjugaty sintezés buadus; ir

(iv) turincias konjugatus farmacines kompozicijas ir

$iy kompozicijy paruodimo badus.

Lasteliy-taikiniy sunaikinimo bidai apima terapinio veé-
Zio, virusiniy, bakteriniy, grybeliniy infekciju, para-
zitiniy wuZkrétimy ir kity susirgimy gydymo metodus,
kuriuvose pagrindinis tikslas yra tam tikry 1lagsteliy
sunaikinimas, pasiekiant auk3tg tikslumo laipsni. Su-
tinkamai su 3iuo 1iSradimu, konjugatai gali buati pa-

naudojami gaunant farmacines kompozicijas, skirtas las-
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teliy-taikiniy, susijusiy su auksciau paminétais su-
sirgimais, suardymui. Gydymo objektai yra Zinduoliai,

pirmoje eiléje Zmoneés.
Superantigeniné konjugato dalis

Nauji antikiny konjugatai pasizymi struktidra, kurig at-
pazista T-lgstelés, kadangi ji yra superantigenas. Pa-
prastai konjugatai tirpsta prie fiziologiniy pH reiks-

miy, O ir vitro jie tirpsta serume.

Geriausiu atveju superantigenus renka i stafilokoky
enterotoksiny (SE) grupeés, tokius, kaip SEA, SEB, SEC,
SED, ir SEE, toksoiduy, juy aktyviy fragmenty arba pep-
tidy, ir kity junginivy, pasiZyminc¢iy i3 esmés tokiu pat
veikimo charakteriu CTL aktyvinime. I superantigenus
gali jeiti kiti mikrobiniai produktai (bakteriniai ir
virusiniai), tokie, kaip produktai 1is stafilokokiniy
Stamy, pvz., toksinio 8Soko sindromo toksinai (TSST-I)

i Strept. okocci, pvz., pirogeninis egzotoksinas A, ir

bakteriniai ekzoproteinai ir baltymai, gaminami pleuro-
pneumonioidiniy mikroorganizmy, turin¢iy panasy suge-
bejimg saveikauti su T-lastelémis taip, kaip sgveikauja
sSu jomis superantigenai. Superantigenai gali biti gau-
nami auginant jy gamtinius gamintojus arba lasteles,
gautas geninés inZinerijos metodais (rekombinantiniais
metodais), ir potencialiai - taip pat peptidine sin-
teze. Superantigenas, naudojamas $io isradimo rémuose,
bandant ji ant pateikiamo 3Ziame apraSyme eksperimen-
tinio modelio, turi parodyti veikimg, analogiska tam,

kuris pristatytas 3io apradymo eksperimentinéje dalyje.

Optimalds superantigenai turi potencialy sugebéjimg su-
sijungti su T-lasteliy pavirdiaus I-40 & izoformy poli-
morfinio baltymo, susijusio su CTL aktyvacija, opti-
maliausia - su T-lgstelés receptoriaus variabilios zo-

nos beta-grandine.



10

15

20

25

30

35

LT 3909 B
6

Konjugato antikininé (AK) dalis

Antikitnas geriausiu atveju yra monokloninis antikunas
(monAK), nors gali biati panaudoti ir polikloniniai
antikonai, jei jie turi pakankamai siaurg specifiskumo
intervala. Terminas "antikGnas" yra taikomas antikinams
visumoje, ir, tokiu budu, apima antikiny aktyvuosius
fragmentus ir kitas molekules, imituojancias antikiny
suri8amaji sugebéjimg, su salyga, kad jie pasizymi
atitinkamu specifidkumu, aviditetu ir giminingumu duo-
tos lastelés-taikinio atZvilgiu. I ¢&ia jeina geny inZi-
nerijos metodais (rekombinantiniais metodais) gauti an-
tikanai, antikdnuy dariniai, ir kitos struktiros su pa-
nadiu suridimo sugebéjimu. Viename iSradimo realizavimo
variante antiktnas yra specifinis véZiniy lasteliy
antigeninei determinantei, pvz., determinantei, susi-
jusiai su storosios Zarnos véZiu (epitopas, struktira).
Taip pat suprantama, kad antikinas gali buti specifinis
antigeninei determinantei ant atsakinguy uZ autoimunine
reakcija lasteliy, lasteliu, uZkrésty virusu, bakte-
rijy, parazity, grybeliy arba kity nepageidaujamy las-
teliy. Priklausomai nuo konjugato efektyvumo, antiklnas
gali biti nukreiptas pried antigena, internalizuojantj
antik@na po sujungimo, nors ir yra poZitris, kad tokie

specifiniai antikunai néra optimaliausi.

Ry3ium su $iuo idradimu, i3tirtais monokloniniais an-
tikdnais yra antikinas C215 prie3 GA-733 Seimos anti-
gena /%r. pvz., EP-A-376746 ir cituotas Siame Saltinyje
nuorodas, ir Larsson et al., Int. J. Canc. 42(1988)877-
82/, antiktnas €242 /Larsson et al. 1Int. J. Canc.
42(1988)877-82/ ir antikinas Thy-1.2 /monAK C, Opitz et
al., Immunobiol. 160(1982)438-/. Suprantama, kad gali
biti panaudoti monokloniniai AK, specifidki kitoms las-
teliy-taikiniy pavir$inéms struktiGroms. Paruo$imas mo-
nokloniniy antikinuy prie3 epitopus, unikaliy pasirink-

toms lasteléms-taikiniams, gerai Zinomas. Ziarék, pvz.,
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anksC¢iau minétas publikacijas. Tokie i3sireiskimai,
kaip "monokloniniai antikinai prie§ C242-epitopa arba
"C21l5-epitopg", apima antikinus, reaguojandius su kryZ-

mai reaguojanciais epitopais.

IS triju iSbandyty monokloniniy antikany C125-konjuga-
tai, pagal viska, mazZiausiai jdomus, kadangi jie rea-
guoja su epitopu véZio antigene, kuris labai daZnai
ekspresuojasi normaliose lastelése. C242-konjugatai,
iSeinant i3 specifiSkumo duomeny, atrodo labiau pers-
pektyvis, nors misy rezultatai rodo, kad jie gali pa-
reikalauti didesniy doziy. MonAK C pried Thy-1.2, gal-
bat, nebus vertingi kovoje su Zmogaus veéZineémis lgste-
lémis, kadangi antigenas Thy-1.2 yra specifidkas ne

zmogaus, o kity Zinduoliy véZio lasteléms.

Linija hibridomos lasteliy, gaminan¢iy monoklonini an-
tiking C242, buvo padéta saugoti i Europos Gyvuliniy
lagsteliy kultiru kolekcija, Porton Down, Selisberi,
Wilts, England, 1990.01.26, Nr. ECACC 90012601.

Struktira, sujungianti superantigena su antikinu

Sutinkamai su $iuo iSradimu, tinkamame konjugate super-
antigenas kovalentis$kai sujungtas su antikinu per kova-
lentine jungti-tilteli (-B-). Svarbu, kad konjugatas
nesuirty panaudojant ji pried lasteles, skirtas sunai-
kinimui, pvz., ivedant gyvuliui. Todél tiltelis turi
biti metabolidkai atsparus gana 1ilgg laika, kad baty
pasiektas efektas. Be to, reikia, kad pats tiltelis ne-
sukelty imunologiniy reakcijy. Bendrai, tiltelis turi
biti inertinis ta prasme, kad konjugatas iZsaugoty auks-ta
specifiskumg susirisant su lastelemis-taikiniais
(prieSvézZini, prieSvirusini ir t.t.) ir dideli suge-

béjimg aktyvinti citotoksines T-lgsteles.
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Mokslinéje ir patentinéje literatiroje buvo pasiulyta
keletas funkciniy grupiuy, galinc¢iy atlikti tilteliy
vaidmeni, imunokonjugatuose. Atitinkamai, tiltelis -B-
siGlomuose naujuose konjugatuose gali turéti struk-
taras, pasirinktas i§ grupés, sudarytos i5: (i) amidy
ir hidrazidy (amidai -CONR,; arba -NR;CO-, kur kiekvienas
i§ laisvy valentingumy sujungtas su so&iuoju anglies
atomu, o R; gali bati vandenilis ar alkilas, toks, kaip
Jemesnioji alkilo grupé (C,.¢) arba gamtinés alfa-ami-
norigsties alfa-N-pakaitas, geriausiai, hidrofilines
aminorug3ties; ir hidrazidai -CONHNH- arba -NHNHOC-,
kur kiekvienas i3 laisvy valentingumy sujungtas su so-

¢iuoju anglies atomu;

(ii) tioeteriy ir disulfidy (-S,-, kur kiekvienas 18§
laisvy valentingumy betarpiskai sujungtas su soliuoju
anglies atomu, S yra sieros atomas, ir r yra sveikas

skaid&ius, lygus 1 arba 2);

(iii) ne3akoty, 3Sakotuy arba cikliniy angliavandeniliuy,
kurie yra sotiis ir gali turéti vieng ar keleta hid-

roksilo ar aminogrupes pakaity;

(iv) eteriy (-0-, kur kiekvienas laisvas valentingumas

betarpidkai sujungtas su so¢iuoju anglies atomu); ir

(v) pirminiy aminy arba dipakeisty hidraziny (-NH- arba
-NH-NH-, atitinkamai, kur kiekvienas 1§ laisvy valen-
tingumy betarpidkai sujungtas su soCiuoju anglies ato-

mu) .

Tiltelio ilgis yra ribose, naudojamose 3ioje srityje,
tai yra maziau, negu 180 atomuy, pvz., maziau negu 100
atomy, bet turi biti daugiau negu 3-6, geriausia, dau-

giau, negu 16 atomy.



10

15

20

25

30

35

LT 3909 B
9

Tinkamesnis tiltelis yra hidrofilinis ir Jjame neturi
buti kokiy nors aromatiniy cikly. Tinkamesnémis hid-
rofilinemis struktiromis, kurios gali sudaryti tiltelio
-B- dali, vyra: (1) gamtiniy hidrofiliniy alfa-ami-
norugs¢iy polipeptidinés grandines (pvz., asparagino
rigSties 1r Jjos amido, gliutamino rug3ties 1ir JoOsS
amido, lizino, arginino, glicino, treonino, serino, ir,
gal btt, taip pat histidino); (ii) oksialkileninés gran-
dinés, tokios kaip /-O(CH,),/,, kur n yra sveikas skai-
¢ius nuo 2 iki 5, geriau 2 arba 3, ir n'gali buti
sveikas skaicius nuo I iki 20; ir (iii) -S- (tio-
eteriai), -0- (eteriai) ir nepakeisti amidai (-CONH-),
kiekvienas i35 kuriy sujungtas su trumpomis nepakeis-
tomis angliavandenilinemis grandinemis (C,_,), geriau,

turin&iomis I ar 2 anglies atomus.

Hidrofilines aminorig3tys gali buti hidrofilinése tipo
/F-(0,0)n/mF struktirose, kur F yra aminortg3cliy seka,
geriau, i3 4-8 liekanuy, kur kiekviena aminorig$tis pa-
sirenkama i3 serino, glicino ir treonino, m yra sveikas
skai€¢ius nuo 1 iki 4, ir n yra sveikas skaicius nuo 4
iki 8 (Cetus Corp., WO-A-85/03508).

Tiltelis -B- gali biati pritvirtintas arba konkreciose
vietose antigeno ar superantigeno dalyse konjugate, ar-
ba atsitiktinése vietose. Potencialios vietos yra amino
galas, karboksilo galas ir 1lizino liekana (omega-ami-
nogrupé) . Jei antikine ar superantigene yra merkapto
grupé arba disulfido grupé (cistinas arba cisteinas,
atitinkamai), tai 3ios grupés taip pat gali bati nau-
dojamos kovalentiniam sujungimui, jei tik jos nevaidina
esminio vaidmens aktyviy konjugato daliy darbe. Anglia-
vandeniy struktiros, jei jos yra, gali bGti oksiduotos
iki aldehidy grupiy, kurios, savo ruoztu, gali bati pa-
naudotos sujungimui su kita konjugato dalimi (Cetus
Corp., EP-A-240200).
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Konjugate, siulomame S$Siame iSradime, neturi bati daug
esteriniy ir labiliy amidiniy Jjung¢€iy, ypacC sudaromy
tiroziny ir histidiny liekany, atitinkamai. Jel sinte-
zuojant susidaré tokios jungtys, jas reikia pasalinti
naudojant hidroksilaming /Endo et al., Cancer Res.
48(1988)3330-3335/. Konjugate esanéiy superantigeniniy
fragmenty, tenkan¢iy vienam aktyviam AK fragmentui,

skai¢ius, paprastai sudaro 1-5, daZniausiai 1 arba 2.

Gerame variante konjugatas turi biti i5 esmes vientisas
superantigenas/antikinas proporcijos atZvilgiu, ir/arba
panaudoty suridimo viety superantigene ir antikine,
atitinkamai, ir/arba tiltelio -B- atZvilgiu, 1ir pan.
Kitaip sakant, visos atskiros konjugato molekuleées, su-
darandios konjugatg kaip medZiagg, turi bati vienodos

3iy besikeidian&iy charakteristiky atzvilgiu.

MedZiaga turi buti i3 esmés laisva nuo nesuri$tuy anti-

kiny arba superantigeny.

Tikslus santykis superantigenas/antikinas, tiltelio
struktira ir pan., optimaliame konjugate priklauso nuo
pasirinkto monokloninic antikdno (iskaitant klase,
poklasi, produkuojanti klona, specifisSkumg) ir pasi-
rinkto superantigeno. Pateikti 3$iame aprasSyme ekspe-
rimentiniai modeliai leidZia atrinkti pagal optimalius
parametrus taip pat ir kitus superantigenus ir anti-

kanus.

Pagal i3radimo realizavimo variantag, labiausiai istirta
iki paraiZkos padavimo datos, tiltelis -B- turi struk-

tirg:
-S,RCONHCH,CH, (OCH,CH;) ,O0 (CH;) ,COY~- (I)

Laisvi valentingumai formuléje I sujungti su aktyviomis

dalimis, atitinkamai. Tai yra betarpiskai, arba per ki-
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tas dvivalentes inertines struktGras, esanc¢ias til-

telyje -B-. .

n yra sveikas skaic¢ius didesnis uz O, pvz., 1-20,
geriau 2 arba daugiau 2, ir daugeliu atvejy maZiau 10.

m lygus 1 arba 2.

S yra sieros atomas, ir kiekvienu savo valentingumu su-
jungtas betarpiSkai su anglies atomu (-S,- yra tio-

eteris ar disulfidas), r lygus 1 ar 2.

Y yra -NH-, -NHNH-, arba -NHN=CH- grupes, kurios savo
kairiaisiais galais surisStos su CO grupe, pavaizduota
desiniojo I formulés galo dalyje, o savo deSiniuoju
galu - su sofiu anglies atomu arba su karboksilo grupe

(tiktai, jeigu Y yra -NHNH-).

R, geriau, yra alkileno grupé (turinti nuo 1 iki 4
anglies atomy, dazZniausiai, 1 ar 2 anglies atomus),
kuri gali biti pakeista viena ar keliomis (1-3, tin-

kamiausiu atveju maZiau negu 2) hidroksilo grupémis.
Antikuno-superantigeno konjugato gavimas

Sutinkamai su S$Siuo i8radimu antikiny konjugatai gali
biti gauti prisotinimo keliu ir jy iSskyrimo is§ produ-
kuojan¢iy juos 1lasteliy kultivavimo terpés, arba i3

kity terpiy, kuriose jie buvo susintetinti.

Naujy konjugaty sinteze gali btti ijvykdyta Zinomais
Sioje srityje metodais, pvz., geny inZinerijos metodais
(rekombinantiniais metodais) arba i§ atitinkamo anti-
kGno ir antigeno, klasikiniy kondensacijos reakcijuy pa-
gal tinkamas funkcines grupes pagalba. Baltymuose yra

ir paprastai naudojamos Sios funkcinés grupés:
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(i) Angliavandeniy struktiros. §i struktuora gali buti
oksiduota iki aldehiduy grupiy, kurios, savo ruoitu,
reaguoja su junginiais, turincéiais H,NNH- grupeg, susi-

darant -C=NH-NH-grupei.

(ii) Merkapto grupeée (HS-). Merkapto grupé gali reaguoti
su junginiu, turindiu grupe, galin&ig saveikauti su
merkapto grupe, susidarant tioeterio grupei arba disul-
fido grupei. Laisvos merkapto grupés yra baltymuose
cistiny liekanose, ir gali buti ijvestos i baltymus tio-
linant arba suskaldant disulfidus gamtiniy cisteiny

liekanose.

(iii) Laisvos aminogrupés (H,N-) aminoriigd¢iy liekano-
se. Aminogrupés gali reaguoti su junginiais, turincCiais
elektrofiline grupe, tokig kaip aktyvuota karboksilo
grupé, susidarant amido grupei. Geriau, laisva ami-
nogrupé yra lizino liekanos galiné aminogrupe arba ome-

ga—-aminogrupé.

(iv) Laisvos karboksily grupés aminoritg3¢iy liekanose.
Karboksilo grupé gali btti paversta aktyvuota karbok-
silo grupe, kuri po to reaguoja su junginiu, turinciu
aminogrupe, susidarant amido grupei. Tacdiau turi buti
imtasi atsargumo priemoniy, kad minimaliai susidaryty
amidy su aminogrupémis, kurios yra greta karboksilo
grupiy tame paciame baltyme. DaZnai laisva karboksilo
grupé yra galiné karboksilo grupé arba karboksilo grupe

dvibazinéje alfa-aminorugstyje.

Junginiai, turintys H,NNH- grupe, galin¢ig reaguoti su
merkapto grupe, aktyvuota karboksilo grupe ar amino-
grupe, gali buti bifunkciniu kondensacijos reagentu,
arba antikinu, ar superantigenu. Grupés sujungiamos be-
tarpidkai su soliu anglies atomu, iSskyrus H,NNH- gru-

pe, kuri, kaip alternatyva, gali bdti sujungta su kar-
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bonilo anglies atomu. Grupes gali baOti jvestos i anti-

king arba superantigeng paprasto pakeitimo pagalba.

Rekombinantiniai metodai yra efektyvios priemonés gavi-
mui konjugaty, kuriuose dalys specifiskai sujungtos
viena su kita jungtimi tarp galinés karboksilo grupés
vienoje dalyje su galine aminogrupe kitoje dalyje. Taip
pat gali buGti jvesta jungiandioji struktidra, suderinama

su naudojamu metodu.

Naudojami reagentai parenkami tokiu budu, kad gauty
apibudintg anksciau tilteli -B-. Iprasti bifunkciniai
reagentai turi formule Z -B'-Z', kur Z ir Z' yra funk-
cines grupés, suderinamos viena su kita, ijgalinancios
realizuoti kovalentini sujungimg su funkcine grupe,
esan¢ia baltyme. Zr. auk3&iau, B yra inertinis til-
telis, kuris gali turéti tas pacias struktiras, kaip ir
anksc¢iau paminétas tilteliui -B-. Konkrediai, 2 ir 2°'
gali bGti vienodi ar skirtingi ir parenkami i§ merkapto
grupés, grupes, galin¢ios reaguoti su merkapto grupe,
aktyvuotos karboksilo grupés, -CONHNH,, ir t.t. Siy
grupiy apibtdinimg Zr. toliau, poskyriuje "Nauji rea-

gentai” .

I misy vartojamy konjugaty, naudoty eksperimentineéje

~dalyje, gavimo budg ijeina:

(1) antikino ir superantigeno reakcija su organiniu
reagentu, turinCiu grupe, galincig reaguoti su merkapto
grupe, ir grupe, galin¢ig reaguoti su aminogrupe, gau-
nant antiking arba superantigeng, turinti grupe, galin-

¢ig reaguoti su merkapto grupe, ir

(ii) superantigeno ir antikino likusios dalies reakcija
su organiniu reagentu, turinc¢iu merkapto grupe, ir gru-

pe, galinCig reaguoti su amino grupe, gaunant super-
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antigeng arba antiking, turinti merkapto grupe arba
blokuotg merkapto grupe, po ko (iii) stadijose (i) ir

(ii) gauti produktai saveikauja vienas su kitu, su-
sidarant konjugatui, kuriame superantigenas sujungtas

su antikinu disulfidine ar tioeterine jungtimi.

Kondensacijos salygos kiekvienai grupei baltymy che-
mijoje Zinomos. Kondensacija gali vykti stadijomis arba
vienoje stadijoje, susidarant tarpinéms funkcinéms gru-
péms, kurios gali bOti prijungtos prie pradiniy medZia-
gy inertiniais speiseriais. Bendru atveju, salygos, ku-
riose vykdoma sintezé ir valymas/konjugato iSskyrimas,
visuomet yra tokios, kad nesukelty naudojamy baltymy
denatGracijos. Paprastai tai yra vandeninés terpés, pH
reik8miy diapazonas - nuo 3 iki 10, 1ir temperatira -
nuo 0 iki 50°C. Konkre&ios salygos priklauso nuo to,
kokios grupés reaguoja ir koki konjugata reikia 13-

skirti. Detaliau Zr. poskyryje "Nauji reagentai".
Nauji reagentai (sukurti rySium su Siuo iSradimu)

Konjugaty, turiniy -B- tilteli, cheminei sintezei buvo
sukurtas naujas heterobifunkcinis reagentas, turintis

bendrg formule II:
Z,RCONHCH,CH, (OCH,CH,) ,0 (CH,) o2’, (ITI)

kur m ir n turi tas pacias reikSmes, kaip ir anksciau
paminétoje formuléje (I). 2, yra elektrofiliné grupe,
galinti reaguoti su HS- grupe, merkapto (-SH) arba blo-
kuota merkapto grupe (pavyzdZziui, AcS-), su salyga, kad
merkapto ir hidroksilo grupés negali btti sujungtos su
tuo pac¢iu anglies atomu R radikale. Elektrofilinés gru-

pés, galinios reaguoti su HS- grupe, yra Sios:
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(i) halogenas, sujungtas su soCiuoju anglies atomu, ge-
riau, alfa-halogen-alkilkarbonilo formoje (pvz., Z,CH,CO-);

(ii) aktyvuota merkapto grupe, geriau, taip vadinamas
reaktingas disulfidas (-SSR,), sujungtas su sociuoju

anglies atomu;
(iii) 3,5-diokso-I-aza-ciklopent-3-en-I-ilas.

Reaktingo disulfido apibudinimas, Zr. pvz., EP-A-125885,

duotas 3iame apraSyme nuorodoje.

Z', yra aktyvuota karboksilo grupé, tai yra, elektro-
filiné grupe. PavyzdZiais yra karboksirug3¢iy halogen-
anhidridai (~-COCl, -COBr ir -COJ), karboksirtgs§&iy misg-
ris anhidridai (-COOCR,), reaktingi esteriai, tokie
kaip N-sukcinimidiloksi karbonilas, -C(=NH)-OR,, 4-nit-
rofenilkarboksilatas (-CO-OC¢H,NO,) ir t.t. R; ir R, gali
biti Zemesnieji alkilo radikalai (C,-Cg4); be to, R, gali

bti taip pat benzilo grupeé.

Vienas 1§ naujuy reagenty pranasumy yra tai, kad jie
igalina gauti vienalyti konjuguotg jungini sveiko skai-
¢iaus n reikSmiy struktiroje (OCH,CH,) n ativilgiu, t.y.
n yra vienodas kiekvienai atskirai duoto konjuguoto

junginio molekulei.

Funkcines grupes, reaguojandios su 2’'; ir Z; gali bati
gamtinése antiklny ir superantigeny molekulese, arba
jos gali buati i jas 4ivestos. Po to galines 2, ir 2,
grupés gali selektyviai reaguoti su atitinkamais anti-
kGinu ar superantigenu budais, Zinomais 3iy tipy gru-

pems.

I Zinomas metodikas jeina grandines, kurig pradeda nuo

naujo reagento, arba nuo junginiy, kuriuos reikia kon-
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juguoti, ilginimas. Grandines ilginimas, panaudojant

nauja reagenta, gali duoti konjugata, kuriame -B- yra:
(I) -COR'-S,~RCONHCH,CH, (OCH,CH;) ;0 (CH,) ,COY—;

CO sujungtas su NH

(2) -COR'-S,-RCONHCH,CH, (OCH,CH,) ,O (CH,) ,CONHNH-R" -NHN=;
N= paprastai sujungtas su spz—hibridizuotu anglies
atomu, gautu i3 oksiduotos struktiros angliavandenio,

esandio antikinyje arba superantigene (kai Jie yra

glikoproteinai},

(3)  -CO (CH,) 0 (CH,CH,0) ,CH,CH,NHCOR " ~S,~RCONHCH,CH, (OCH,CHp) o~
-0 (CH,) ,COY~;

CO - sujungtas su NH,

(4)  ~CO (CH,) O (CH,CH,0) ,CH,CH,NHCOR ' -S,~RCONHCH,CH, (OCH,CH,) ,~
-0 (CH,) ,CONHNH-R" NHN=;

N= sujungtas taip pat, kaip ir ankscCiau (2),
R, R' ir R" yra alkileno grupés, parenkamos kaip ir R
formuléje (I). r turi tokias pat reik3mes, kaip iSvar-

dinta anksciau.

Reagenta (formulé II) galima gauti, panaudojant jun-

ginius, turinc¢ius formule III:
NH,CH,CH, (OCH,CH,) O (CH;) ,COOH (I11)

kur m yra 1 arba 2, n yra sveikas skaicius nuo 1 iki

20, pavyzdZiui, 2-20 arba 3-9.
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Kai kuriy junginiy, turinéiy formule III, kur m = 1 ir
2, ir n = 1-10, sintezé buvo apradyta anks&iau_/Juljen

et al., Tetrahedron Letters, 29(1988)3803-06; Hougton,
Saubi, Synth. Commun. 19(18)(1989)3199-3209; ir EP-A-
410280 (atsp. 20.1.91) ir Slama and Rando, Carbohydrate
Research 88(1981)213-221 ir Biochemistry 19(1980)4595-
4600) .

Naujuosius reagentus, turin¢ius formule 1II, galima
gauti reaguojant junginiui, turiniam formule III, su
bifunkciniais reagentais, turin¢iais formule Z-B'-Z2',
kur Z=Z,, B' =R", turintiems tas pacias reik3mes, kaip
ir anksCiau apraSytosios R ir R', ir Z' yra aktyvuota
karboksilo grupe pagal anks¢iau duota apibidinimg. Po
reakcijos -COOH grupé tampa aktyvuota karboksilo grupe,
pvz., 2', - aktyvuotas esteris, toks kaip N-sukcinimi-
diloksikarbonilas, 4-nitrofeniloksikarbonilas, 2,4-di-
nitrofeniloksikarbonilas, 2,4-dinitrofeniloksikarboni-

las, ir t.t.

Nauji junginiai, turintys formule (III) ir jy naujieji

dariniai, yra polieteriai, turintys bendrg formule
XCH,CH, (OCH,CH,-) ,OCH,Y (IV)

kur n yra sveikas skaiius nuo 2 iki 20, geriau, 3-20
arba 3-9; X yra NH, - grupé, iskaitant jos protonuota
formg (W@N—), arba pakeista -NH, grupé, i$ kurios gali
bidti gauta -NH, grupé, geriau, hidrolizés ar redukcijos
bidu. PavyzdZiais yra nepakeista aminogrupé (H,N-),
nitrogrupe, amido (karbamido) grupé, tokia kaip zZe-
mesniojo alkilamido grupé (formilamido) acetilamido. ..
heksanoilamido), iskaitant ir acilamido grupes, tu-
rinCias elektronoakceptorinius pakaitus prie anglies
alfa-atomo acilinéje dalyje, ypac CF;CONH-,
CH;COCH,CONH~-, ir t.t.; ftalimidoilo grupé, kuri gali
tureti pakaita Ziede; karbamato grupé (ypa& R/,0CONH- ir
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(R"; - 0OCO) (R, —0OCO)N-~- taip pat N-(tret-butiloksikar-
bonil)-amino (Bok), N-(benziloksikarbonil)amino ir
di (N-benziloksikarbonil)-amino (2 ir di 2, atitin-
kamai), kurie turi pakaitus Ziede; alkilamino grupeé,
kurioje anglies atomas, sujungtas su azoto atomu, yra
alfa-padétyje aromatinés sistemos atZvilgiu, tokia kaip
N-monobenzilamino, N,N-dibenzilamino, N-tritilamino
(trifenilmetilamino) ir t.t., iskaitant ir analogiskas
grupes, kuriose metilo anglies atomas (iskaitant ben-
zilo anglies atomg) pakeistas silicio atomu (Si), tokie
kaip N,N-di(tret-butilsilil) amino; ir 4-okso-1,3,5-
triazin-1-ilas, iskaitant turindius Zemesniuosius al-

kilo pakaitus 3 ir/arba 5 padétyje.

AnksCiau ir toliau R; ir R, yra Zemesniojo alkilo grupe,
ypal antrinio ir tretinio alkilo grupeé, ir metilo
grupé, pakeista 1-3 fenilo grupémis, kurios, savo
ruoztu, gali bOti pakeistos. Zemesniojo alkilo ir

Zemesniojo acilo grupé turi 1-6 anglies atomus.

Y yra karboksilo grupé (-COOH, jiskaitant -COO-), arba
grupé, kuria galima paversti i karboksila, geriau hid-
rolizinant arba oksiduojant. Svarbiausiomis grupeémis
yra esterinés grupés, kuriose karbonilo anglies atomas
arba atitinkamas atomas ortoesteriuose sujungtas su me-
tilo grupe deSiniajame formule (I) turin&io junginio
gale. PavyzdZiais yra alkilesterinés grupés (-COOR'y) ;
ortoeterines grupés (-C(OR’;);) r reaktingos esterinés
grupés pagal anks€iau pateikta apibudinima. R’; turi tas

pacias reik3mes, kurios buvo apibréztos anks&iau R/,

Kitomis grupémis yra -CHO, -CN, -CONH,, -CONR;R,, kur R,

ir R, turi tas padias reik8mes, kaip ir anksc¢iau.

Formule IV turinti jungini galima susintetinti panau-
dojus Zinomas pradines medZiagas, Zinomy bady kombi-

nacijy pagalba. Tinkamais sintezés budais yra:
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A) Grandinés formavimas.
B) Galiniy funkciniy grupiy transformacija.

C) Simetrinio poliesterio transformacija i nesimetrini

eteri,.

D) Bisimetrinés grandinés suskaidymas i du vienodus

fragmentus.

Tinkami pradiniai junginiai, turintys besikartojancig
grandi -OCH,CH,-, yra komerciskai prieinami. PavyzdZiais
gali buti oligoetilenglikoliai, turintys nuo 2 iki 6
pasikartojan€iy grandZiy. Kitais tinkamais junginiais
su vienodomis galinémis grupémis yra atitinkamos dikar-

bonines ragstys ir diaminai.

Tinkamomis pradinemis medZiagomis, turinc¢iomis skir-
tingas galines grupes, yra omega-hidroksimonokarbok-
sirugsStys, kuriose galinés grupés perskirtos grynu
polietilenoksidiniu tilteliu. Tokie junginiai, turintys
iki 5 pasikartojanciy grandZiy, buvo apradyti anks&iau

/Nakadzui, Kavamura, Okahara, Synthesis (1981), p. 42 /.
Farmacinés kompozicijos ir juy gavimas

Pagal 35i iSradimg farmacinés kompozicijos sudarytos i3
receptiry, Zinomy Sioje srityje, bet jose yra masy
nauji konjugatai. Kompozicijos gali bati liofilizuoty
daleliy pavidalo, steriliy ar aseptidkai paruosty
tirpaly pavidalu, tabletés, ampulés ir t.t. Jose gali
biti ne3éjai, tokie kaip vanduo (geriau buferis, fi-
ziologiniy pH reikSmiy, pavyzdZiui, fosfatinis drusky
buferis (FDB)), arba kita inertiné kieta ar skysta me-

dziaga.
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Bendrais bruoZais, kompozicija ruodiama maidant, tir-
pinant, suri8ant arba kokiu tai kitu budu kombinuojant
konjugata su vienu ar keletu vandenyje netirpials ar
vandenyje tirpiais, vandeniniais ar nevandeniniais ne-
3éjais, 1ir, jei reikia, su tinkamais priedais ir ad-
juvantais. Batina, kad neséjai ir salygos neturéty
neigiamos itakos konjugato aktyvumui. Pats vanduo taip

pat yra ne3ejy tarpe.
Panaudojimas ir panaudojimo budai

Paprastai konjugatai yra kieti ir naudojami i3 anksto
paruodtomis dozémis, kiekvienoje kuriuy yra efektyvus
konjugato kiekis, kuris, remiantis pateiktais rezul-
tatais, yra nuo 10 pg iki 50 mg. Tiksli dozé keic¢iasi
nuo vieno atvejo iki kito, 1ir priklauso nuo paciento
svorio ir amZiaus, vartojimo budo, susirgimo pobiudZio,

antikano, superantigeno, tiltelio (-B-), ir t.t.

Vartojimo budas atitinka sinomiems paminétoje srityje,
t.y. efektyvus lastelei-taikiniui lizuoti. Konjugato
kiekis arba terapidkai efektyvus konjugato kiekis pagal
§i idradimg kontaktuoja su lastelémis—taikiniais. Anks-
&iau paminétuose atvejuose tai daZniausiai reiskia
parenteralini vartojimo buda, toki kaip injekcija arba
igdvirkstimas (po oda, i vena, i arterija, i, raumenis) i
Yinduolio, pvz., Zmogaus, organizmg. Konjugatas gali

pbati ivestas gydymo objektui lokaliai ar sistemiskai.

"Efektyviu lasteliy-taikiniy lizavimui kiekiu" supran-
tamas toksai kiekis, kurils efektyviai aktyvuoja 1ir

nukreipia CTL lasteliy-taikiniy sunaikinimui.

Iiradimas iliustruojamas keletu realizavimo variantuy,
kurie jokiu budu neapriboja §i isradimg. Eksperi-

mentinés dalies I skyriuje parodyta konjugaty chemine
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sintezé, o II skyriuje - T-lasteliy aktyvacija 4 kon-

jugaty pavyzdZiu lgsteliy-taikiniy lizavimui. .
EKSPERIMENTINE DALIS. I SKYRIUS
Omega-amino-DEG-karboksiriigSties gavimas
Izopropil-8-hidroksi-3,6-dioksa-oktanoatas (I)

I dietilenglikoli (500 ml) azoto atmosferoje dedamas
porcijomis natris drozliy pavidalu (23 g, 1,0 mol). Po
to, kai natris pilnai sureaguoja, miSinys at3aldomas
iki kambario temperatiros, ir maidant pridedama brom-
acto rugstis (76 g, 0,5 mol). Reakcija vykdoma 18 va-
landy 100°C temperatiroje, po to dietilenglikolio per-
teklius nudistiliuojamas apie 4 mm Hg stulpelio sle-
gyje. Po to pridedamas izopropilo alkoholis (400 ml) ir
porcijomis - acetilchloridas (51 g, 0,65 mol). Maidoma
16 val. 65°C temperatiroje, po to atZaldoma iki kam-
bario temperatiiros ir neutralizuojama natrio acetatu
(3,5 g, 0,15 mol). MiSinys filtruojamas, filtratas nu-
garinamas sausai, ir liekana tirpinama vandenyje (200 ml).
Vandens fazé ekstrahuojama 1,1,1l-trichloretanu (3 kar-
tus po 50 ml). Gautosios organinés fazés praplaunamos
vandeniu (20 ml). Produktas ekstrahuojamas i¥ apjungty
vandeniniy faziy dichlormetanu (50 ml), kurj iSgarinus
lieka alyva (55 qg).

Izopropil-II-hidroksi-3,6,9-trioksa-undekanoatas (2)

I trietilenglikoli (700 ml) azoto atmosferoje porci-
jomis dedamas natrio (23 g, 1,0 mol) drozliy pavidalu.
Po to, kai natris pilnai sureaqguoja, miZinys atSaldomas
iki kambario temperatiros ir mai$ant pridedama bromacto
rogsties (76 g, 0,5 mol). Reakcija vykdoma 18 wval.
100°C temperatiroje, po to trietilenglikolio perteklius

nugarinamas distiliuojant apie 4 mm Hg stulpelio sleé-



10

15

20

25

30

35

LT 3909 B
22

gyje. Po to pripilamas izopropiloalkoholis (400 ml) ir
porcijomis acetilchloridas (51 g, 0,65 mol). Po 18 val.
maiSymo 65°C temperatiroje mifinys atau3inamas iki
kambario temperatiiros ir neutralizuojamas natrio ace-
tatu (3,5 g, 0,15 mol). Midinys filtruojamas, filtratas
nugarinamas beveik sausai, ir liekana tirpinama van-
denyje (200 ml). Vandeniné fazé ekstrahuojama 1,1,1-
trichloretanu (3 kartus po 50 ml). Gautos organinés
fazes praplaunamos vandeniu (20 ml). Produktas ekstra-
huojamas i3 apjungty vandens faziy dichlormetanu (50 ml),

kuri nugarinus gaunama alyva.

'"H-BMR (CDCl;), & (m.d.): 1,25 (d, 6H); 3,07 (s, 2H);
3,6-3,8 (m, 12H); 4,11 (s, 2H); 5,09 (m, 1H).

8- (N-ftalimidoil) -3, 6-dioksa-oktanolis (3)

8-chlor-3, 6-dioksa-oktanolis (365 g, 2,2 mol, gautas i3
trietilenglikolio ir SOCl,) tirpinamas dimetilformamide
(400 ml) ir maiSant pridedamas kalio ftalimidas (370 g,
2,0 mol). Po 16 val maidymo 110°C temperatiroje di-
metilformamidas nugarinamas, esant sumaZintam slégiui.
Liekana suspenduojama toluene (1,5 1) 40-50°C tempe-
ratiroje ir nufiltruojamas kalio chloridas. Produktas
kristalinamas 3aldant (-10°C). Antra frakcija gaunama
i8 nuovarvy, Jjas koncentruojant ir kartojant krista-

linimo procedirsy.

'"H BMR (CDC1l;), & (m.d.): 2,90 (s, 1H); 3,51-3,58 (m,
2H); 3,60-3,68 (m, 6H); 3,73-3,78 (t, 2H); 3,89-3,94
(tl ZH); 7170_7189 (ml 4H).

Izopropil-17-(N-ftalimidoil)-3,6,9,12,15~-pentacksa-
heptadekanoatas. (4)

I 8-(N-ftalimidoil)-3, 6-dioksa-oktanolio (3) (8,5 g, 36 mmol)

ir trifluormetano sulfortgSties anhidrido (10,2 g, 36 mmol)
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tirpala dichlormetane prilasinamas, maiSant apie -5°C
temperatiroje, piridinas (2,8 ml, 35 mmol) dichlor-
metane (30 ml). MaZdaug po 30 min organine fazé
praplaunama 0,5 M druskos rags3timi ir vandeniu. Po
dZiovinimo natrio sulfatu ir filtravimo pridedamas
izopropil-8-hidroksi-3, 6-dioksa-oktanoatas (I) (12 g,
48 mmol) ir Na,HPO, (6,5 g, 46 mmol), ir miSinys in-
tensyviai maidomas kambario temperatiroje 20 valandy.
Reakcijos miSinys filtruojamas, 1ir filtratas nuga-
rinamas. Liekana paskirstoma tarp 1,1,1l-trichloretano

ir vandens. Nugarinus organine faze, gaunama alyva (13 g).

'H BMR (CDCl;), & (m.d.): 1,26 (d, 6H); 3,58-3,76 (m,
18H); 3,90 (t, 2H); 4,11 (s, 2H); 5,09 (m, 1H); 7,70-
7,89 (m, 4H).

17- (N-ftalimidoil)-3,6,9,12,15-pentaoksa-heptadekano
rigstis (5)

Izopropil-17-(N-ftalimidoil)-3,6,9,12,15-pentacksa-

heptadekanoatas (4) (13 g) tirpinamas tetrahidrofurane
(50 ml) ir druskos rugsStyje (konc., 50 ml). Reakcija
vykdoma 16 valandy kambario temperatiroje, po to tir-
palas praskiedZiamas vandeniu (200 ml), ir tetra-
hidrofuranas nugarinamas sumaZintame slégyje. Vandeniné
fazé praplaunama toluenu (1 kartg) ir ekstrahuojama di-
chlormetanu (2 kartus). DZiovinama natrio sulfatu ir,
nugarinus organine faze, gaunamas alyvos pavidalo

produktas (8,5 g).

'H BMR (CDCl;), & (m.d.): 3,57 - 3,75 (m, 18H); 3,91 (t,
2H); 4,11 (s, 2H); 4,8 (pl.p, 2H); 7,65 - 7,90 (m, 4H).

Izopropil-l1l7-amino-3,6,9,12,15-pentacksa-heptadekanoa-
tas (6)
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l7—(N-ftalimidoil)—3,6,9,12,15—pentaoksa—heptadekano

ragdtis (5) (8,5 g) istirpinama 150 ml etanolio ir 3 ml
hidrazino hidrato. Tirpalas maisomas 16 val kambario
temperat@roje, po to pripilama HCIl (100 mi, 3 M), 1ir
tirpalas kaitinamas 3 val su griZtamuoju Saldytuvu.
At&ald?ius iki kambario temperaturos ir nufiltravus,
paSarminama iki pH 9, prideéjus NaQOH, ir filtratas
nugarinamas beveik sausai, po to pardgdtinama HCl iki
pH 4 ir nugarinama sausai. Produktas apdorojamas 1izo-
propanoliu (100 ml) ir acetilchloridu (2 ml) esant
kambario temperatiirai visg nakti, ir tirpalas nuga-
rinamas. Liekana tirpinama vandenyje ir ekstrahuojama
dichlormetanu esant &arminiam pH (7-11). Nugarinus,

gaunamas produktas (3,3 g).

'Y BMR (CDCls), & (m.d.): 1,26 (d, 6H); 3,17 (t, 2H);
3,65-3,80 (m, 18H); 4,16 (s, 2H); 6,07 (m, 1lH).

SINTEZUOTY AMINO-DEG-KARBOKSIRUGSCIY FORMULES
H- (OCH,CH,) ,CH,CO-OCH (CH3) ,

Junginys 1: n = 1

It
-

Junginys 2: n

PhtN‘CHch.z_ (OCH2CH2 ) 2OH

Junginys 3, PhtN- = N-ftalimidoilas

PhtN‘CHchz— (OCHchz) 4CH2CO_OCH (CH3) 2

Junginys 4, PhtN - = N - ftalimidoilas

PhtN_CHchz— (OCHzCHZ ) 4CH2CO—OH

Junginys 5
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H2N—CH2CH2_ (OCHzCHz) 4CH2CO_OH
Junginys 6
BIFUNKCINIYU REAGENTU IR KONDENSACIJOS PRODUKTUY GAVIMAS

1 Pavyzdys 17-jodacetilamino-3,6,9,12,15-pentaoksahep-
tadekano rigS8ties N-hidroksisukcinimidinio esterio ga-

vimas

A. 17-jodacetilamino-3,6,9,12,15-pentaocksaheptano rigs-

ties (A) gavimas

JCH,CNHCH,CH, (OCH,CH,) ,0CH,COOH (A)

ll
0

Izopropil-17-amino-3,6,9,12,15-pentaoksaheptadekanoatas
(zr. Eksperimentinés dalies I skyriu) (1,1 g, 3,2 mmol)
iStirpinamas 3 ml 1. M natrio hidroksido tirpalo, ir
paliekama kambario temperattroje 30 minu&iy. Pripilama
1,6 ml 8 M druskos rug3ties, ir miSinys nugarinamas
sausai. Liekana tirpinama dichlormetanu ir filtruojama,
ir, nugarinus tirpikli, gaunama 545 mg 17-amino-
3,6,9,12,15-pentaoksaheptadekano rugsties. 460 mg (1,39
mmol) Sio junginio iStirpinama 10 ml boratinio buferio,
pH 8,4. Tirpalo deaeracija atliekama dujiniu azotu. Per
1 minute sulaSinamas 432 mg (1,52 mmol) N-sukcinimidil-
2-jodacetato tirpalas 5 ml dioksano, palaikant pH 8,4,
pridedant 5 M NaOH. Reakcijos midinys mai%omas 15
minudiuy, leidziant azotsy. Plonasluoksnés chromato-
grafijos duomenimis (eliuentas : CH,Cl,-MeOH, 50:35)
reakcija baigiasi per keletg minuiy. Po 15 minudiy
parugStinama iki pH;, tirpalas uZ3aldomas ir 1lio-
filizuojamas. Reakcijos miSinys frakcionuojamas kolo-
néleje su reversinémis fazémis PHP-RPC HP 30/26
(Farmacia, Biosystems AB), naudojant acetonitrilo gra-

dienta nuo 0 iki 13 %, esant 0,1 % trifluoracto



10

15

20

25

30

35

LT 3909 B

26

Q

rugSties, su vélesniu padalinimu 13 % acetonitrilo, 0,1 %
TFAR (trifluoracto rig8$tis). Reikiamo piko frakcijos
apjungiamos ir liofilizuojamos, gaunama 351 mg 17-jod-
acetilamino-3,6,9,12,15-pentacksaheptadekano ragsSties (A).
ISeiga: 76 %.

Produkto struktdra nustatyta BMR spektroskopijos me-
todu. 'H BMR spektre (D,0) buvo gautos 3ios & (m.d.)

reiksmés:

JCH,C 4,23 s; OCH,COH 3,76 s; -NHCH,CH,0- 3,41; -OCH,CH,0-
l [
0 0

3,71 - 3,76; -NHCH,CH,0- 3,65 t.

B. 17—jodacetil—amino—3,6,9,12,15-pentaoksaheptadekano
rigSties N-hidroksisukcinimidinio esterio (B) gavimas

0
ll

JCH,CNHCH,CH, (OCH,CH,) ,0CH,CON (B)

l l
0 0

Reakcijos ampuléje sveriamas hidroksisukcinimidas (4,5 mg,
39 pmol). 17—jodacetilamino—3,6,9,12,15—pentaoksahepta—
dekano rigstis (A) (18,3 mg, 39 pmol) tirpinama 0,55 ml
sauso dioksano ir supilama i ampule. Ampulé deaeruojama
dujiniu azotu, po to i ja laSinamas 0,8 mg (39 umol)
dicikloheksilkarbodiimidas 0,15 ml sauso dioksano. Am-
pulé uzZpildoma dujiniu azotu, uZkem3ama ir patalpinama
tamsoje. Reakcijos mi3inys maiSomas 3,5 valandos, su-
sidariusios nuosédos paSalinamos filtruojant. BMR-ana-
lize parodé, kad filtrate gautasis produktas B sudaro
89 %.
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2 Pavyzdys (l7-jodacetilamino-3,6,9,12,15-pentaoksahep-

tadekamoilamino)-imunoglobulino (C) gavimas
A. Monokloninis antikiinas monAK C215

I1gG-{ NHCCH,O0 (CH,CH,0) ,CH,CH,NHCCH,J] , (),
I l
0 0

n=4 7,9, 12, 14, 18

I ampule pridedamas imunoglobulino klases Ig62a mono-
kloninis antiktnas (monAK C215) (34 mg, 0,218 umol),
istirpintas 17,7 ml 0,1 M boratinio buferio, pH 8,1,
kuriame yra 0,9 % natrio chlorido. I buferini tirpalg
pripilama 146 pl dioksano tirpalo, turindio 3,6 mg
(6,4 pmol) 17-jodacetilamino-3,6,9,12,15-pentaoksahep-
tadekano rugsSties N-hidroksisukcinimidinio esterio (B)
ir reakcija vykdoma iki uZbaigimo maiSant kambario tem-
peratiroje 25 minutes. Reakcijos ampulé uZdengiama fol-
ga, kad nepatekty 3viesa. Reagento B perteklius paSa-
linamas frakcionuojant kolonéleje su Sephadex G 25 K
26/40, naudojant eliuentu 0,1 fosfatini buferi, pH 7,5,
turinti 0,9 % NaCl. Surenkamos ir apjungiamos frak-
cijos, kuriose yra reikiamas produktas C. Tirpalas (22 ml)
koncentruojamas Amicon gardeleje per YM 30 filtra iki
8 ml tGrio. Koncentracija ir pakeitimo laipsnis nusta-
tomas aminortgs$¢iy analize. Jie sudaro 4,7 mg/ml ir
18 speiseriuy/monAK C215, atitinkamai.

B. Monokloninis antikinas monAK C242

Pagal metodika, apradyta 2A Pavyzdyje reakcija atlie-
kama imunoglobulininio Ig GI klasés monokloninio anti-
kGno (monAK C242) su 15-, 20- ir 22-kartiniu 17-jod-
acetilamino-3,6,9,12,15-pentaoksaheptadekano rugsties
N-hidroksisukcinimidinio esterio (B) moliy pertekliais,

gaunant nona-, dodeka-, ir tetradeka(l7-jodacetilamino-
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3,6,9,12,15-pentacksaheptadekanoilamino) -monAK €242, ati-

tinkamai (C).
C. Monokloninis antikiinas monAK C

Pagal metodika, apraSyta 2A Pavyzdyje, imunoglobuliny
klases Ig G 2a monokloninis antikinas (monAK C) vei-
kiamas 17-jodacetilamino-3,6,9,12,15-pentaoksaheptade-
kano ruag8ties N-hidroksisukcinimidinio esterio 14- ir
18-kartiniu moliy pertekliais, gaunant tetra- ir hep-
ta(l7-jodacetilamino-3,6,9,12,15-pentacksaheptadekanoil-

amino)-monAK C, atitinkamai, (C).

3 Pavyzdys Stafilokoky enterotoksino A (SEA), Zymeto 2-

. . . 3+ .
merkaptopropionilamino-Eu”~ gavimas

A. Eu’*-Zyméto SEA (D) gavimas

"y \ AR YA
SEA-NHC NH~ ~CH,-N N N 34
" L (Eu” "-SEA)
: (N
CO0 co0 coo 00 (D)
- N~
Eu3+ Na+

SEA (liofilizuotas produktas, gautas Toksin technology
inc.) (2 mg, 72 nmol) iStirpinamas 722 pl vandens ir
patalpinamas i 15 ml izopropileno vamzdeli. Pridedama
100 ul 0,1 M boratinio buferio, pH 5,6, o po to
2160 nmol Eu’ komplekso su chelatais (Farmacia Vallac
O0i) 178 pl milli-Q. Reakcija pilnai ijvyksta per nakti
kambario temperatiroje. Reagenty perteklius paSalinamas
frakcionuojant reakcijos miSini kolonéléje su Sephadex
G 25 PD 10 (Farmacia Biosystems AB), naudojant eliuentu
0,1 M fosfatini buferi, pH 8,0. Frakcijos, turincios
norimg produktga D, apjungiamos. Tirpalas (3 ml) kon-
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centruojamas Amicon gardeléje per YMS5 filtrg iki 0,8 ml
tario. Koncentracija, nustatyta aminortg3¢iu analizes
budu, sudaré 1,7 mg/ml. Pakeitimo laipsnis, nustatytas ly-
ginant su standartiniu EuCl; tirpalu, sudare 0,8 Eu%/SEA.

BI. 3-(2-piridiltio)propionilamino-Eu’’-Zyméto SEA (E)
ir 3—merkaptopropionilamino—Eu“Fiyméto SEA (F;) gavimas

N
(Eu>"-SEA- (NHCCH,CH,SS 2 ) 3-4 (E)

—

ll
0

I 15 ml izopropileno vamzdeli patalpinamas Eu’'-SEA
(1,24 mg, 44,5 nmol) 0,75 ml 0,1 M fosfatinio buferio,
pH 8,0. I vamzdelj pripilamas 35 pl (180 nmol) 1,6 mg
N-sukcinimidil-3-(2-piridiltio)-propionato viename mi-
lilitre etanolio tirpalo, ir reakcijos miSinys maiSomas
30 min kambario temperatilroje. Gautas produktas E ne-

idskiriamas pried redukuojant ji i produktg F;.

Eu’"-SEA- (NHCCH,CH,SH) 5_, (Fy)

I
0

I anksdiau paminétgji reakcijos midini pridedama 20 pl
0,2 M Eu®* citrato tirpalo ir 50 pl 2 M acto rugsdties,
kad nustatyty pH iki 5,0. Po to pripilama 3,1 mg di-
tiotrentolo (Merk) 0,1 ml-tre 0,9%-nio natrio chlorido
tirpalo, ir reakcijos mi3inys mai3omas 20 min kambario
temperatiroje. Po to bendras turis padaromas iki 1 ml
pridedant 50 pl 0,9 % natrio chlorido tirpalo. Reakci-
jos tirpalas patalpinamas i kolonele (1 ml), uZpildyta
Sephadex G25 NAP 10 (Farmacia Biosystems AB) ir norimas
produktas F; isplaunamas 1,5 ml 0,1 M fosfatiniu bu-

o)

feriu pH 7,5, turinéiu 0,9 % natrio chlorida. IS3skirtas
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produktas F, surenkamas 15 ml izopropileno vamzdelyje
ir tuoj pat panaudojamas produkto G sintezei, kad 13-

vengty disulfidinio produkto oksidacijos.

B2. 2-merkaptopropionilaminostafilokoky enterotoksino A
(SEA) (F,) gavimas

SEA (NHCCH,CH,SH) {4 (F,)

I
o)

Gamtinis SEA (liofilizuotas produktas, Toksin Technology
Inc.), ar gautas rekombinantiniais metodais SEA (rSEA)
veikiami N-sukcinimidil-3-(2-piridiltio)propionato dvi-
gubu moliy pertekliumi pagal metodika, apradyta 3BI
pavyzdyje.

Pakeitimo laipsnis, nustatytas UV analizeés metodu pagal
Karlsson ir kt. /Biochem. J. 173(1978)723-737/ yra 1,9

merkaptopropionilo grupiuy vienai SEA molekulei.

4 Pavyzdys SEA monokloninio antikino konjugato (G, arba

G,) gavimas
A. Eu**-SEA konjugatai su monAK C215 (G,)

[ NHCCH20 (CHzcﬂzo) 4CH2CH2NHCCH28CH2CH2CNH_Eu3+_SEA] m
Il | ll
0 O 0
19G (Gy)
[ NHCCH,O (CH,CH,0) ;CH,CH,NHCCH,SCH,CH,0H] 15.n
Il l
0 O
I tirpalsg 4—merkaptopropionilamino—Eu%—iyméto SEA (F),
apradyto 3B pavyzdyje, pripilama oktadeka (17-jodo-

acetilamino-3,6,9,12,15-pentacksaheptadekanoilamino)monAK
c215 (C) (4 mg) 1,2 ml 0,1 M fosfatinio buferio, tu-
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rin&io 0,9 % natrio chlorido, pH 7,5. Reakcija pasi-
baigia per nakti kambario temperatiroje. Nesurea-
gavusios jodoalkilo grupés blokuojamos pridedant 5 ul
(1,2 pmol) merkaptoetanolio tirpalo, gauto iStirpinus
20 pl viename ml vandens. Reakcijos tirpalas paliekamas
4 valandoms kambario temperatiroje, po ko filtruojama.
Filtratas frakcionuojamas kolonéléje, uiZipildyta Superos
12 HR 16/50 (Farmacia Biosystems AB), naudojant eliu-
entu 0,002 M fosfatini, buferi, pH 7,5, turinti 0,9 %
natrio chlorido. Frakcijos, kuriose yra galutinis
produktas G, apjungiamos ir analizuojamos. Pagal amino-
rugscéiy analizes duomenis baltymo kiekis sudaro
0,22 mg/ml. Pakeitimo laipsnis, nustatytas pagal Eu’’
kieki, yra viena SEA molekulé vienai IgG molekulei.
Produktas buvo tirtas, kad nustatyty imunostimuliuo-

janCias savybes ir antikino sujungimo gebgj.

Didinant junginio (F) kieki junginio (C) kiekio atZvil-

giu, gaunamas didesnis pakeitimo laipsnis.
B. rSEA konjugatai su monAK C215 (G,)

[ NHCCH,O (CH,CH,0) ,CH,CH,NHCCH,SCH,CH,CNH-SEA] ,,

| | I
0 0 0

IgG (Gy)

[ NHCCH,O (CH,CH,0) ,CH,CH,NHC-CH,SCH,CH,0H] ,_.
| |
o) 0

Oktadeka (l17-jodacetilamino-3,6,9,12,15-pentaoksahepta-
dekanoilamino)monAK C215 (C) veikiamas 2-merkaptopro-
pionilamino-rSEA (F,) 1,8-gubu moliy pertekliumi, pagal
metodikg, aprasSyta 4A pavyzdyje. Konjugato sudétis ana-
lizuojama elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje,
esant natrio dodecilsulfatui (DSN-PAGE), esant Phast-

Gel™ gradientui 4-15, ir Jjuostos, skanuojamos Phast
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IMAGE pagalba (Pharmacia Biosystems AB). Gautas kon-
jugatas yra sudarytas i& 6 % monAK C215 su 3 SEA, 15 %
su dviem SEA, 28 % su vienu SEA ir 51 % nepakeisto
monAK C215.

Kitame bandyme naudojamas 2,7-gubas F, molinis per-
teklius, gaunant 38ios sudeties konjugata: 15 % monAK
c215 su trim SEA, 25 % su dviem SEA, 34 % su vienu SEA
ir 26 % nepakeisto monAK C215.

C. rSEA konjugatai su monAK Cc242

Pagal metodika, apradyta 4A pavyzdyje, tetradeka (17-
jodoacetilamino—3,6,9,12,15—pentaoksaheptadekanoilami—

no)monAK €242 (C) veikiamas 3,2-gubu 2-merkaptopro-
pionilamino-rSEA (F,) moliuy pertekliumi. Konjugato su-
détis analizuojama, kaip aprasyta 4B pavyzdyje, gaunant
giuvos rezultatus: 4 % monAK Cc242 su keturiais SEA, 12 %
su trim SEA, 28 % su dviem SEA, 36 % su vienu SEA ir 20 %

nepakeisto monAK C242.

Vykdoma tokia pat reakcija, tik pries frakcionuojant
kolonéléje, produktas 4 valandas apdorojamas 0,2 M hid-
roksilamino nestabiliy jung&iu tarp monAK C242 ir spei-
serio ir tarp SEA ir merkaptopropionilo grupes pasSa-
linimui. Gautas konjugatas yra 8ios sudéties: 1 % monAK
Cc242 su keturiais SEA, 12 % su trim SEA, 27 % su dviem

SEA, 36 % su vienu SEA ir 24 % nepakeisto monAK.

C2. Pagal metodika, aprasyta 4a pavyzdyje, dodeka (17-
jodoacetilamino—B,6,9,12,lS—pentaoksaheptadekanoilami—

no)monAK €242 veikiamas trigubu 2-merkaptopropionil-
amino-rSEA (F,) moliy pertekliumi. Gautas konjugatas
yra $ios sudeties: 6 % monAK C242 su trim SEA, 26 % su
dviem SEA, 36 % su vienu SEA ir 31% nepakeistas monAK

C242.
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c3. Pagal metodika, apradyta 4A pavyzdyje, nona(l7-
jodacetilamino-3,6,9,12,15-pentaoksaheptadekanoilami-

no)monAK C242 (C) veikiamas trigubu 2-merkaptopropio-
nilamino-rSEA (F,) moliy pertekliumi. Gautas konjugatas
yra $ios sudéties: 15 % monAK C242 su dviem SEA, 39 %

[

su vienu SEA ir 46 % nepakeisto monAK C242.
D. rSEA konjugatai su monAK C

DI. Pagal metodika, aprasyta 4A pavyzdyje, hepta(l7-
jodo-acetilamino-3,6,9,12,15-pentacksaheptadekanoilami-
no)monAK veikiamas 2-merkaptopropionilamino-rSEA (F,)
5,4-kartiniu moliy pertekliumi. Konjugato sudétis ana-
lizuojama, kaip apradyta 4B pavyzdyje, gaunant 3Siuos
rezultatus: 15 % su keturiais SEA, 24 % su trim SEA, 29 %
su dviem SEA, 19 % su vienu SEA, 3 % nepakeisto monAK C

ir 10 % dimero.

Ta pati reakcija vykdoma esant 0,2 M hidroksilamino
nestabilioms jungtims tarp monAK C ir speiserio ir tarp
rSEA ir merkaptopropionilo grupés paSalinimui. Gautas
konjugatas yra $ios sudéties: 11 % monAK C su trim SEA,
24 % su dviem SEA, 30 % su vienu SEA, 18 % nepakeisto

monAK C ir 17 % dimero.

D2. Pagal metodika, aprasyta 4B pavyzdyje, tetra (17-
jodacetilamino—3,6,9,12,l5—pentaoksaheptadekanoilami—
no)monAK C veikiamas 2-merkaptopropionilamino-rSEA (F,)
5,7-kartiniu moliy pertekliumi. Konjugatas yra §ios
sudéties: 8% monAK C su keturiais SEA, 18 % su trim
SEA, 30

nepakeisto monAK C ir 12 % dimero.

oe

su dviem SEA, 26 % su vienu SEA, 5%

5 Pavyzdys. /17-(3-merkaptopropionilamino)-3,6,9,12,15-

pentaoksaheptadekanoilamino/-rSEA (H) gavimas



10

15

20

25

30

35

LT 3909 B
34

A. 17-/3-(2-piridiltio)propionilamino/-3,6,9,12,15-pen-
taoksaheptadekanoilamino-rSEA (H) gavimas

N

// \ ) (H)

rSEA (NHCCH,O (CH,CH,0) ,CH,CH,NHCCH,CH,SS I

I ll
0 0

17-/3-(2-piridiltio)propionilamino/-3,6,9,12,15-penta-

oksaheptadekano rigSties N-hidroksisukcinimidinio
esterio (0,53 mg, 896 nmol) tirpalas 43 pl dioksano
ipilamas i 3,65 mg (128 nmol) rSEA tirpalo viename ml
0,1 M fosfatinio buferio, pH 7,5, turincéio 0,9 % natrio
chlorido. Reakcija baigiasi per 30 min kambario tem-
peratiroje. Paimama 100 pl pakeitimo laipsnio analizei.
Likusioji dalis saugoma uzZz3aldyta iki Jjos redukavimo i

produktsy.

Pakeitimo laipsnis nustatomas paSalinus druskas is 100 pl
reakcijos miSinio koloneléje, turinc¢ioje Sephadex G50
NICK (Farmacia Biosystems AB) ir analizuojant eliuatg
UV-spektroskopijos metodu pagal Karlsson ir kt.
/Biochem. J., 173(1978)723-737/. Su rSEA sujungta 2,7

speiserio.

B. /17- (3-merkaptopropionilamino)-3,6,9,12,15-pentaock-
saheptadekanoilamino/-rSEA (I) gavimas

rSEA (NHCCH,0 (CH,CH,0) ,CH,CH,NHCCH,CH,SH) , (I)
ll |
o) 0

Reakcijos tirpalas, turintis produktg H (0,9 ml) pa-
rug8tinamas iki pH 4,4 2 M HCl, ir pridedama 2,9 mg
ditiotrentolo, iStirpinto 75 pl 0,9%-nio natrio chlo-
rido tirpalo. Redukcija ijvyksta per 30 min. Reakcijos
misSinys tiekiamas i koloneéle su Sephadex G 25 NAP 10
(Farmacia, Biosystems AB) ir i3Splaunamas 1,5 ml 0,1 M
fosfatinio buferio, pH 7,5, turincio 0,9 % natrio chlo-
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rido, po to tuoj pat naudojamas produkto J sintezei

pavyzdyje II. .

6 Pavyzdys. SEA-monokloninio antikano konjugato J su

dvigubu speiseriu gavimas

CH,NHCCH,SCH, CH, (OCH,CH,) ,0

L I |

[ NHCCH,O (CH,CH,0) ,CH, O  CH,CNHCH, CH,CNH~rSEA] ,

| [ [
0 0 0

IgG (J)

\[ NHCCH,O (CH,CH,0) 4CH,CH,NHCCH,SCH,CH,0H] ,_
I |
o) 0

Dodeka (l17-jodacetilamino-3,6,9,12,15-pentaoksaheptade-
kanoilamino)monAK C242 (B) (4,2 mg, 27 mmol, 0,1 ml O,1
M fosfatinio buferio, pH 7,5, turinéio 0,9 % natrio
chlorido) 43 valandas tamsoje reaguoja azoto atmo-
sferoje su /17-(3-merkaptopropionilamino)-3,6,9,12,15-
pentaoksoheptadekanoilamino/-rSEA (I) (1,17 mg 42 nmol
1 ml ankséiau nurodyto buferio). Po to pridedama
1,14 pmol merkaptoetanolio. Dar po 1 val reakcijos
midinys skirstomas kolonéléje Superdex 200 HR 16/55.
Produktas isplaunamas 2 mM fosfatiniu buferiu, pH 7,5,
turindiu 0,9 % natrio chlorido. Frakcijos, turinc¢ios
galutini produkta J, apjungiamos ir analizuojamos, kaip
aprasyta 4B pavyzdyje. Konjugatas susideda i$ 9% monAK
C242 su dviem SEA, 25 % su vienu SEA ir 60 % nepakeisto
monAK C242.

II EKSPERIMENTINIS SKYRIUS
Superantigenas-antikiinas konjugaty poveikis lasteléms

Sekandiuose eksperimentuose bakteriniu toksinu buvo pa-

naudotas Staphylococcus A enterotoksinas (SEA), gautas
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i3 Toksin Technology (Viskonsin, JAV), arba pagamintas
kaip rekombinantinis baltymas E. coli lastelése.

Antikdnais buvo C215, C242 ir Thy-1.2 monAK. C215 yra
Ig G2a monAK pried§ Zmogaus storosios Zarnos vezZio 1las-
teliy linija ir ant kai kuriy zmogaus storosios Zarnos
lasteliy linijy reaguoja su baltyminiu antigenu, tu-
rin&iu 37 kD mase. Nuorodos 3iems monAK buvo pateiktos
anks&iau. Konjugaty paruoSimas aprasytas pirmame sky-

riuje.

Iki paraiskos iteikimo datos (prioriteto datos) buvo
tik atlikti tyrimai su Eu’’ - zymétais konjugatais SEA-
C215 monAK. Sekandiais metais buvo patvirtinti rezul-
tatai neZymétiems konjugatams SEA-215, SEA-242 ir SEA-
Thy-1.2 monAK. Cia pateikti rezultatai gauti su nezy-

métais konjugatais.

Nustatymui citotoksidkumo, indukuojamo konjugatu SEA-
C215 monAK ir nekonjuguotais SEA ir C215 monAK,
atzvilgiu storosios Zarnos vézio lasteliy, neekspre-
suojan&iy II Klasés PASKA, arba ekspresuojanciy mazus
ir nedetektuojamus II Klasés PASKA kiekius, mes pa-
naudojome ivairias Zmogaus T-lasteliy linijas, pa-
veiktas SEA, kaip efektorines lasteles, ir storosios
sarnos lasteliy sluoksni ir Raji lasteles, ekspre-
suojandias II Klasés PASKA (II' Klasés PASKA), kaip
lasteles-taikinius. Storosios Zarnos véZio lasteliy
linijos Colo 205, SW 620 ir WiDr II Klasés PASKA
neekspresuoja, kas buvo nustatyta daZymo monAK pries
HLA-DR, HLA-DP ir HLA-DQ ir aktyvuojamos fluorescencija
lasteliy analizés pagalba. T-lasteliuy linijos, apdo-
rotos SEA, buvo gaunamos i3 periferinio kraujo pagalba
savaitiniy restimuliacijy paveiktomis mitomicinu C II'
PASKA limfomos BSM lastelémis, 18 anksto padengtomis
SEA, Dalyvaujant rekombinantiniam IL-2 (20 vienety/ml) .
dios T-lasteliy linijos pasiZyméjo dideliu citotok-
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si&kumu atZvilgiu Raji arba BSM lasteliy, padengtuy SEA,
bet ne atZvilgiu neturiné¢iy padengimo, arba lasteliy,
padengty stafilokoky enterotoksinu B (SEB). Sis indu-
kuojamas SEA sunaikinimas priklauso nuo SEA sgveikos
ant lasteleées-taikinio su II Klasés PASKA, kaip nu-
statyta panaudojant blokuojanc¢ius antikinus HLA-DR, mu-
tantines Raji 1lasteles, neekspresuojancias II Klases
PASKA (II Klasés PASKA) ir L-lgsteles, transfektuotas
HLA-DR /Doglsten et al., Immunology 71(1990)96-100/.
Sias T-lasteliy linijas pasirodé galima aktyvinti kon-
jugatu C215-SEA, storosios Zarnos veZio C215'II Klasés
PASKA lgsteliu sunaikinimui. PrieSingai, nekonjuguoti
SEA ir C215 monAK pasirodé nesugebantys i33aukti dau-
giau negu marginalini sunaikinimg T-lgstelémis storo-
sios Zarnos véZio C215°I1 Klasés PASKA lasteliy. Indu-
kuotas 1lgstelémis citotoksiSkumas, priklausomas nuo
stafilokoko enterotoksin-antikinas konjugato, priklauso
nuo konjugato SEA-C215 monAK suridimo su C215'vézinémis
lastelémis. Sio suridimo specifidkumas buvo pademonst-
ruotas tuo, jog perteklius nekonjuguoto monAK C215, bet
ne C242 ir W8/32 monAK, inhibuoja storosios Zarnos vée-
Zio lasteliy lize. T-lgsteles cD4" ir CD8' naikina sto-
rosios Zarnos vezio C215" lasteles, paveiktas SEA-C215,
bet nelizuoja lgsteliy, paveikty SEA. Matomai, T-lgs-
teliy saveika su konjugatu SEA-C215 monAK, suridtu su
navikinés lastelés II Klasés PASKA, apima saveikg su T-
lastelés receptoriaus variabilios dalies beta-grandinés
specifinémis sekomis biddu, analogisku anksCiau demonst-
ruotam SEA i&8aukiamam II'Klasés PASKA lasteliy sunai-
kinimui. Tai buvo parodyta SEA-specifineés, bet ne auto-
loginés SEB-specifinés T-lasteliy 1linijos sgveikos su
C215-SEA konjugatu pagalba. Konjugatai €242 monAK ir
Thy-1.2 monAK rodo aktyvumg, analogiSka konjugato C215

monAK aktyvumui.
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Zyméjimas chromu ir lasteliy-taikiniy inkubavimas su
SEA

0,75 x 10° lasteliy-taikiniy ir 150 pCi *'Cr (Bmerican
Corp., Arlington Heits, Anglija) inkubavo 100 pl taryje
45 minutes. Lasteles laiké pilnoje terpéje, turincioje
RPMI-1640 terpe (Gibko, Peizli, DidzZioji Britanija),
papildytoje 2,8 % (turis/taris) 7,5 NaHCO;, 1 % natrio
piruvato, 2 % 200 mM 1 - glutamino, 1 % Hepes, 1 %
10 mg/ml gentamicino ir 10 % verSelio embriono serumo
(VES, Gibko, Peizli, DidZioji Britanija). Po inkubavimo
lastelés buvo viena karta praplautos pilnoje terpéje be
VES, inkubuotos prie 37°C 60 min, praplautos ir resu-
spenduotos pilnoje terpéje, turincioje 10 % VES. ]
kiekvieng i8§ lizdeliu, 96 lizdeliy mikrolitrineése leks-
telese U pavidalo dugnu (Costar, Cambridg, JAV) buvo
pridéta po 5x10° lasteliy-taikiniy.

Citotoksiskumo isbandymas

I lizdelius buvo pridéta jvairiais santykiais lasteles-
efektoriai/lastelés-taikiniai efektoriniy lasteliy.
Kiekviename lizdelyje galinis taris sudaré 200 pl.
Kiekvieng i8bandymg kartojo tris kartus. LékSteles
inkubavo 37°C temperatiroje 4 val, po to buvo surinktas
i8siskyres chromas. lcr kiekis buvo nustatytas gama-
skaitliuku (Cobra, Auto-gamma, Paccard). CitotoksiSkumo

procentas buvo nustatinéjamas pagal formuleg:
citotoksisdkumo % = (X-M)/(T-M) x 100, kur

X reidkia chromo i3siskyrimg (imp/min vienetais), gautg
bandomajam pavyzdyje, M reiskia spontanini chromo iS-
skyrimg lastelémis-taikiniais, inkubuotomis su terpe,
ir T reidkia pilng chromo i3siskyrima, gauta inku-
buojant lasteles-taikinius su 1 % natrio dodecil-

sulfatu.
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Rezultatai

Konjugatai SEA-C242, SEA-C215 ir SEA-anti-Thy-1.2 monAK
susirida su lastelémis, ekspresuojanéiomis atitinkamus
monokloniniy antikiny epitopus, atitinkamai, ir su 11’
Klasés PASKA lastelémis. I3 kitos pusés, nekonjuguotas
SEA susiri3a tiktai su II' Klasés PASKA lastelémis. Ne-
konjuguoti monokloniniai antik@nai €215, C242 ir Thy-1.2
susiriSa su lastelémis, ekspresuojanciomis atitinkamus

epitopus, tac¢iau ne su Raji lastelémis ( 1 Lent.).

Zmogaus T-lasteliuy linijos lizuoja linijy SW620, Colo
205 ir WiDr II Klasés PASKA lasteles, esant konjugatui
SEA-C215 monAK, bet nelizuoja esant nekonjuguotiems SEA
ir C215 monAK (I pav.). Storosios Zarnos veézio lasteliy
lizé vyko prie 10-100 ng/ml SEA-C215 monAK konjugato
koncentracijy. Auk3ti lizés rodikliai ijvairiuose efek-
torius/taikinys santykiuose buvo stebéti SEA-215 monAK
santykyje su SW620 (I pav.). Atvirks¢&iai, nekonjuguoti
SEA arba C215 monAK neindukuoja citotoksiskumo SW620
lasteliy atzvilgiu visuose bandytuose efektorius-tai-
kinys santykiuose. Sitas rodo, jog sugebéjimas lizuoti
Colo 205 linijos II Klasés PASKA lasteles yra susijes
su konjugatu ir neis3aukiamas nekonjuguotais SEA ir
C215 monAK. SEA ir konjugatas SEA-C215 monAK, bet ne
C215 monAK indukuoja II' Klasés PASKA Raji lasteliy ir
paveikty interferonu Colo 205 linijos II'Klasés PASKA
lasteliy sunaikinima T-lastelémis.

Tam, kad parodyti, Jjog i indukuojamg SEA-C215 monAK
konjugatu 1lize ijungiamas specifinis konjugato suri-
Simas su C215 monAK molekule ant lastelés-taikinio,
pravestas inhibavimo tyrimas su nekonjuguoty C215 monAK
ir C242 monAK pertekliumi, kuris susijungia su paSa-
liniu antigenu ant storosios Zarnos véZio 1lasteliy
(C215 monAK suriSimo atZvilgiu). monAK C215 pridéjimas

stipriai inhibuoja citotoksiSkumg, tuo tarpu kai C242
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monAK nerodo jokio poveikio (Fig. 2). Analogi$kai, lize
SEA-C242 monAK konjugatu specifiskai inhibuojama per-
tekliumi nekonjuguoto C242 monAK, bet ne C215 monAK.

SEA-C215 monAK konjugato sugebejimas iSSaukti pri-
klausomg nuo T-lgsteliy storosios Zarnos vézZzio SW620
linijos II Klasés PASKA lgsteliy lize buvo stebimas ir
cp4® ir cD8" T-lasteliy populiacijoms. SEA neaktyvina
nei vieno 18 3iy T-1lasteliy poklasio, ir neindukuoja
SW620 linijos lasteliy sunaikinimo, bet lizuoja II'Kla-
ses PASKA Raji lagsteles (2 Lentelée).

Konjugatas SEA-C215 monAK sukelia SW620 ir Raji 1lgs-
teliy lize linija T-lasteliy, paveikty SEA, bet ne li-
nija T-lasteliy, paveikty SEB (Fig. 3). SEA- ir SEB-
linijy selektyvumg rodo juy selektyvinis atsakas ati-
tinkamai, i SEA ir SEB, kontaktuojant su Raji 1las-
telemis (Fig. 4). Tai rodo, jog SEA-C215 monAK konju-
gatas iSsaugo specifidkumg T-lastelés receptoriaus va-
riabilios dalies beta-grandinés atzZvilgiu, analogiska

specifiSkumui nekonjuguoto SEA.
Paveiksly aprasymas

1 fig. SEA-C215 monAK konjugatas nukreipia CTL prie$
storosios Zarnos véZio II Klasés PASKA lasteles. Kai-
riajame virSutiniame grafike parodytas CTL, Jjautriy
SEA, poveikis SW620 1lgsteléms, esant ivairiems efek-
torius/taikinys santykiams, nedalyvaujant (-) arba da-
lyvaujant SEA-C215 monAK konjugatui, SEA, C215 ir
miSiniui C215 ir SEA(C215+SEA);, esant kiekvieno priedo
1 ug/ml koncentracijai. Kituose grafikuose parodytas
SEA-C215 monAK konjugato ir SEA sugebéjimas nukreipti
SEA jautrias CTL prie$§ storosios Zarnos vézZio SW620,
Colo205 ir WiDr 1linijy II'Klasés C215'PASKA lasteles,
paveiktas interferonu Colo 205 II'Klasés PASKA C215'1as-
telés ir Raji II'Klasés PASKA C215 lasteles. Efek-
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torius/taikinys santykis lygus 30:1. Pridejimas nekon-
juguoto C215 monAK kai kuriose koncentracijose nenu-
kreipia CTL pried 3iy linijuy 1lasteles. Aktyvuojama
fluorescencija lasteliy analizé, naudojama SW620, Colo
205 ir WiDr lasteléms, panaudojant monAK prie3 HLA-DR,
-DP, -DQ, neaptiko kokios nors pavirS8inés II Klases
PASKA ekspresijos, tuo tarpu kai buvo stebima gausi
HLA-DR-,-DP, ir -DQ ekspresija ant Raji 1lasteliy, ir
HLA-DR ir -DP ant paveikty interferonu Colo 205 1lgs-
teliy. Colo 205 lagstelés pried panaudojant CTL-teste,
48 valandy laikotarpyje buvo veiktos 1000 vnt/ml re-

kombinantiniu gama-interferonu.

2 fig. Indukuojamo SEA-C215 monAK ir SEA-C242 monAK
konjugatais CTL nukreipimo prie$ storosios Zarnos vezio
lasteles priklausomybé nuo antigeninio monAK selekty-
vumo. Colo 205 lasteliy, jautriy SEA CTL, lizé, esant
SEA-C215 monAK ir SEA-C242 monAK (3 pg/ml) konjugatams
inhibuojama pridéjus atitinkamai nekonjuguoty C215 ir
C242 monAK (30 pg/ml). Nekonjuguoti monAK arba kontro-
liné terpé (-) Dbuvo pridedama lasteléms-taikiniams

10 min iki konjugaty.

3 fig. Lizé storosios Zarnos vézZio lasteliy, padengty
konjugatu SEA-C215 monAK, indukuojama CTL, duodancCiy
atsaka i SEA, bet ne i SEB. Buvo panaudotos autologines
T-lasteliy SEA-ir SEB~ selektyvios 1linijos, efek-
torius/taikinys santykiu, lygiu 10:1, prie$ lasteles-
taikinius SW620 ir Raji, nedalyvaujant (kontrolé) ir
dalyvaujant SEA-C215 monAK konjugatui, o t.p. miSiniui
nekonjuguoty C215 monAK ir SEA (C215+SEA) ir nekon-
juguoty C215 monAK ir SEA (C215+SEB), esant kiekvieno

priedo koncentracijai 1 pg/ml.

4 fig. CitotoksiSkumas, indukuojamas SEA-C242 monAK ir
SEA-anti-Thy-1.2 monAK konjugatais, pried 1lgsteles-
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taikinius (navikines 1lasteles Colo 205 ir navikines

lasteles EL-4, atitinkamai).
I Lentelé

SEA-C215 monAK konjugato suriSimas su storosios Zarnos
vézio C215° 1lastelemis ir su Raji II' Klasés PASKA

lastelémis
Reagentas Lastele Fluorescentiné
analize
SEA-C215 monAK Colo205 Teigiama
Raji Teigiama
C215 monAK Colo205 Teigiama
Raji Neigiama
SEA-C242 monAK Colo205 Teigiama
Raji Teigiama
C242 monAK Colo205 Teigiama
Raji Neigiama
SEA-anti-Thy-1.2 monAK EL-4 Teigiama
anti-Thy-1.2 monAK EL-4 Teigiama
SEA Colo205 Neigiama
Raji Teigiama
Kontrolé Colo205 Neigiama
Raji Neigiama
EL-4 Neigiama

Lastelés buvo inkubuotos su jvairiais priedais prie
kontroles (jauliy serumo albuminas) 30 min ant ledo,
praplautos ir apdorotos, kaip apraSyta ankséiau. C215
monAK ir C242 monAK, suridty su Co0lo205, nudazymg
nustatinéjo, panaudojant FITC - Zymétg triudiy I g



10

15

20

LT 3909 B
43

pried peliy antigenus. SEA sujungto su Raji lgstelémis
nudazyma nustatinéjo panaudojant triudiy antjiserumus
pried SEA, o po to - FITC-Zyméta kiauliy I g pries
trigdiy antigenus. SEA-C215 monAK konjugato, suridto su
Colo205 ir Raji lastelémis nudaZymg nustatinéjo, panau-
dojant procediras, apraSytas anks&iau deél C215 monAK ir
SEA. Aktyvuojama fluorescencija analize buvo atliekama
su firmos "Becton and Diccinson" prietaisu. Fono nu-
statymui buvo naudojamas nudaZymas antrai ir treciai

stadijai.
2 Lenteleé

Apibudinanti C215-SEA konjugatg storosios Zarnos véZio
lgsteliy lize, CD4" CTL ir CD8" CTL poveikyje

Efektorius* Taikinys Citotoksiskumo %
kontrole SEA C215-SEA

cp4” SW620 2 5 50

cp4’ Raji 0 41 43

cpg’ SW620 0 1 23

cpg” Raji 2 72 68

* CTL(SEA-3) buvo naudojamos santykiu efektorius/tai-
kinys, lygiu 30:1, nedalyvaujant (kontroleé) arba da-
lyvaujant SEA ir C215-SEA 1 pg/ml koncentracijoje.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Tirpus antikino konjugatas, apimantis antikang ir
superantigeng, b e s i s ki r i ant i s tuo, kad
(1) nurodytas antikOnas yra specifinis susijusios su
susirgimu lastelées-taikinio pavirS$inei struktirai, ir
(1i) nurodytas superantigenas atpaZistamas T-lgstelémis
ir sugeba aktyvinti citotoksines T-lagsteles (CTL), 1ir,
dazniausiai, sugeba saveikauti su T-lastelés recep-

toriaus variabilios zonos beta-grandine.

2. Konjugatas pagal 1 punktg, be s i s kiriantis
tuo, kad 1lastelé-taikinys, susijusi su susirgimu,
parinktu i8 grupés tokiy susirgimy kaip véZys, auto-
imuniniai susirgimai, parazitiniai uZkrétimai ir mikro-
binés infekcijos, tokios kaip virusiné, grybeliné ir
bakteriné infekcija, ir antiktnas, specifi3kai nu-
kreiptas prie3 antigenine determinante, esandia ant

nurodytos lastelés-taikinio.

3. Konjugatas pagal 1 arba 2 punkta, b e s i s k i -
riantis tuo, kad susirgimas yra véZys, ir anti-
kiinas nukreiptas pried3 antogenine determinante (epi-
topa), esanCig ant navikinés lagstelés, tokios kaip

lastele, susijusi su storosios Zarnos véZiu.

4. Konjugatas pagal 3 punktg, be s iskiriantis
tuo, kad antikinas specifiSkai nukreiptas prie$ epitopg
C242.

5. Konjugatas pagal 3 punktg, be s iskiriantis
tuo, kad antikinas specifiSkai nukreiptas prie3 epitopa
baltyme, priklausan¢iam GA-733, bitent prie3 epitopa
C215.
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6. Konjugatas pagal bet kuri i§ 1-5 punkty, b e s 1 -
s kiriantis tuo, kad vienam antikiinyi tenka

maZiausiai 1-5, geriausiu atveju 1-3 superantigenai.

7. Konjugatas pagal bet kuri i3 1-6 punkty, b e s 1 -
s kiriantis tuo, kad kaip antiking panaudoja

monoklonini antiking.

8. Konjugatas pagal bet kuri i35 1-7 punkty, b e s i -
s ki r i ant i s tuo, kad superantigenas yra
bakterinés kilmés, ir parenkamas 18§ grupes, suside-

danc¢ios i3 stafilokoky enterotoksiny.

9. Konjugatas pagal bet kuri i§ 1-8 punkty, b e s 1 -
s k i r i ant i s tuo, kad kaip superantigeng
naudoja stafilokoky enterotoksinus SEA.

10. Konjugatas pagal bet kurji i§ 1-9 punkty, b e s i -
s k i r i a n t i s tuo, kad superantigenas ir
antikinas sujungti vienas su kitu kovalentiniu orga-
niniu tilteliu -B-, kuris, geriausia, turi mazZiausiai
vieng amidine struktirg ir kuris yra hidrofilinis,

turintis grandine, sudaryta i35 maZiausiai 6 atomy.

11. Konjugatas pagal 10 punkta, be s i s kirian-
t i s tuo, kad tiltelis -B- turi 3ig struktira:

-5, RCONHCH,CH, (OCH,CH,) .0 (CH,) ,COY- (I),
kurioje: r yra 1 arba 2;

R yra alkileno grupé, turinti 1-4 anglies atomus;

n yra sveikas skai&ius nuo 1 iki 20;

m yra 1 arba 2; ir
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Y yra -NH-, -NHNH- arba -NHN=CH-.

12. Konjugatas pagal bet kuri i§ 1-10 punkty, b e s i -
s ki r i ant i s tuo, kad jis yra naudojamas
lizavimui lgsteliy-taikiniy, turinéiy pavirdiaus struk-

tira, pried kurig nukreiptas konjugato antikinas.

13. Lastelés-taikinio lizavimo btdas, b e s i s k i -
r iant i s tuo, kad lgsteléms-taikiniams leidZia
kontaktuoti su 1lgsteliy-taikiniy lizavimui reikalingu
efektyviu antikino tirpaus konjugato kiekiu, turind&iu
antiking, suriStg su superantigenu, priedo, nurodytas
antikinas yra specifinis lgsteléms-taikiniams, ir nu-
rodytas superantigenas atpaZistamas T-lasteliy ir su-
geba aktyvinti citotoksines T-lgsteles (CTL).

14. Lizavimo bOdas pagal 13 punktg, be s i s kir ian-
t 1 s tuo, kad superantigenas, antikanas ir sujun-
giantis antikiing su superantigenu tiltelis atitinka

apibudinimams, duotiems bet kuriame i3 1-12 punkty.

15. Konjugato gavimo bGidas, be s i s kiriantdis
tuo, kad antiking ir/arba superantigeng sujungia ma-
Ziausiai per vieng struktira, parenkamga i3 (a) ang-
liavandeniy ir (b) funkciniy grupiy: merkapto grupiuy,
disulfido grupiu, karboksilo grupiy ir aminogrupiu;
toliau iSskiria iS5 terpés gautaji konjugatsy.

16. Konjugato gavimo bidas pagal 15 punkta, b e s i -
s kiriantdis tuo, kad kondensacijos reakcijoje
dalyvauja aminogrupé, esanti superantigene ir/arba an-

tikine.

17. Konjugato gavimo budas pagal 16 punkty, b e s i -
s kiriantis tuo, kad i kondensacijos reakcijg

leina Sios stadijos:
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(1) antikino ar superantigeno reakcija su organiniais
reagentais, turindiais grupe, galincig reaguoti
su merkaptogrupe, ir grupe, galinia reaguoti su
aminogrupe, gaunant antikdng ar superantigeng,
turinti grupe, galin¢ig reaguoti su merkapto-

grupe, 1ir

(ii) likusios superantigeno ar antikino dalies reak-
cijos su organiniais reagentais, turinCiais mer-
kaptogrupe ar blokuota merkaptogrupe, arba grupe,
galinig reaguoti su aminogrupe, gaunant super-
antigeng arba antikdng, turinti merkaptogrupe

arba blokuota merkaptogrupe; po to

(iii) produktai, gauti (i) ir (ii) stadijose, ati-
tinkamai, reaguoja vienas su kitu, susidarant
konjugatui, kuriame superantigenas sujungtas su

antikinu per disulfidine ar tioeterine grupe.

18. Konjugato gavimo biudas pagal 17 punkta, b e s i -
s k 1 r i a n t 1 s tuo, kad Jjunginys, galinti
sgveikauti su aminogrupe, ir turintis grupe, galincig
saveikauti su merkaptogrupe, yra alfa-halogenacetil-
halogenidas, ir junginys, turintis merkaptogrupe arba
blokuotg merkaptogrupe, yra bifunkcinis sujungiantis
reagentas, turintis formule II:

7,RCONHCH,CH, (OCH,CH,) ,0 (CH,) .Z (I1),

kurioje: m yra 1 arba 2, n yra sveikas skaicius nuo 1
iki 20, Z, yra HS-reaktinga elektrofiline grupe, mer-
kaptogrupé (-SH) arba blokuota merkaptogrupé (pvz.,
AcS-), su salyga, kad merkaptogrupée ir hidroksilo grupe
neturi bGti prijungtos prie vieno ir to paties anglies
atomo R radikale; ir Z: yra aktyvuota karboksilo grupe.
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19. Konjugato gavimo budas -.pagal bet kuri i& 15-
18 punkty, b e s i s k i r i a n t i s tuo, kad
nurodyti superantigenas ir antikuonas atitinka apiba-

dinimams, duotiems bet kuriame i¥ 1-9 punkty.

20. Konjugatas pagal bet kuri i% 1-11 punkty, skirtas
gamybai medikamenty Zinduoliy, tame tarpe ir Zmogaus,
serganCiy susirgimu, parinktu i3 grupés, susidedanc&ios
18 veZio, autoimuniniy susirgimy, infekcijy, sukelty
virusy, bakterijy ar grybeliy, ir uZkrétimo parazitais,

gydymui.

21. Konjugato pagal bet kuri i3 1-11 punkty panau-
dojimas pagaminimui farmacinés kompozicijos, skirtos
veZio, autoimuniniy susirgimy, infekcijy, sukelty viru-
Sy, bakterijy ir grybeliy, arba uZkrétimo parazitais,

gydymui.
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