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A talédlmany kitanitast ad tumorok és tumor attételek kezelésérél valamely emiésben, amely kezelés abbdl all, hogy
valamely eml&snek ilyen kezelés sziikségessége esetén egy antagonista angiogenezis gatlasara elegendd mennyiséget
adjunk be egy tumorellenes immunterépias szer terapias mennyiségével kombinalva, ahol ez utébbi szer egy
tumorellenes antigén antitest/citokin fuzids fehérje, amely egy citokinnel és egy rekombinans immunglobulin polipeptid
lanccal bir, és ez alkalmas egy citokin-fajlagos biolégiai valasz kivaltasara.



ELJARAS TUMOROK ES ATTETELEK KEZELESERE ANTI-
ANGIOGEN TERAPIAS SZER ES IMMUNTERAPIAS SZER
KOMBINACIOJAT ALKALMAZVA

A taldlmany primer tumorok és aidtelek gatidsdra vonatkozik
valamely anti-angiogén terdpids szer és valamely célzott tumorellenes
immanterapids szer kombindlt beaddsan alapuld terdpia alkalmazasaval.

A taldlmany elsbbsége az 1999, februdr 12-én benyujtott
60/119,721 szamd amerikai egyesiilt dllamokbeli ideiglenes bejelentésen
alapul.

Az it lelrt munkdt részben a National Institutes of Health (NIH)
tamogatta az Amertkal Egyestilt Allamok nevében. Ennek megfelelden ax
Amerikai Egyesiilt Allamok kormédnya bizonyos jogokkal rendelkezhet a
talalmannyal kapesolathan,

Az alabbiakban megvildgifjuk a taldlmany hatterét,

Az 4 veredények kialakuldsa, wvagyis az angiogenezis
kulcsszerepet jatszik a rosszindulatl betegségek eldrehaladdsaban, igy
sok figyelmet forditottak mér olyan szerek kifejleszidsére, amelyek
gatoljdk az anglogenesist [ldsd példaul: Holmgren L., O'Reilly M. S. és
Folloman J.: Mikro-attételek alvo allapotar kiegyensilyozott burjanzés és
apoptozis  angiogenezis  gdildk  jelenlétében  (Dormancy  of
micrometastases: balanced proliferation and apoptosis in the presence of
angiogenesis suppression), Nature Medicine 1, 149-153 (1995); Folkman J.:

Anglogenesis rakban, érrendszeri, reuméds és mds betegségekben
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{Angiogenesis In cancer, vascular, rheumatoid and other disease), Nature
Medicine 1, 27-31 (1995); O'Reilly M. §. és munkatdrsal: Angiosztating 1]
angiogenezis gatld, amely kozvetlti a Lewis Hidd karcinéma 4&ltali
atrételek visszaszoritdsat (Anglostatin: a novel angiogenssis inhibitor that
mediates the suppression of metastases by a Lewis lung carcinoma), Cell
79, 315-328 {1994); Kerbel R. S A rezisztencidra rezisziens rakterdpia (A
cancer therapy resistant to resistance), Nature 390, 335-336 (1997); Boehm
T. es munkatirsal: Kisérleti rdk anti-angiogén terdpidia nem induksl
szerzett gyogyszer rezisztenciat (Antlangiogenic therapy of experimental
cancer does not induce acquired drug resistance), Nature 390, 404-7
{(1997); és Volpert Q. V. & munkatdrsai: Egy emberi fibroszarkéma gatolia
a suisztémds angiogenezist és a kisérletd attételek  ndvekeddsét
trombospondin-l révén (A human fibrosarcoma  inhibits  systemic
angiogenesis  and  the growth of experimental metastases via
trombospondin-1), Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 95, 6343-6348 (1998)].

Az ool integrin antagonistak alkalmazdsa angiogenezis gétldsara
ismert azokban az eljrdsokban, amelyek szildrd tumor nivekedés
gatlasara szolgdlnak a vérszolgaltatds cstkkentésével a szildrd tumorhoz.
Bzzel kapesolatban ldsd példaul az 57533230 lajstromszéamit amerikai
egyesilt allamokbeli szabadalmat (Brooks és Cheresh) 8s az 5,766,591
lajstromszamd amerikal egyesiilt dllamokbeli szabadalmat {Brooks és
Cheresh), amelyek leiridk az avfo antagonistak, igy példaul szintetikus
palipeptidek, monoklondlis  antitestek ¢s  olyan onfe  utdnedk
{mimetikumok) alkalmazdsdt, amelyek kitddnek az aofs receptorhoz &s

gatoligk ag angingenerist,



Ezen kiviil lefrtak antitest-citokin fizids fehérje terapidkat, amelyek
elsegitik kialakult tumorck, példéul karcindma attételek immunvalass-
kdzvetitett gatldsdt. oy példaud az interleukin-2 {({L-2} citokin fuzional
egy monakiondlis antitest nehéz lanchoz, amely immunreaktiv, két kiilsn
fazids fehérjéhen, a tumornal tdrsult antigénekkel, vagyis a hamsejt
adhézids molekuldval (epithelial cell adhesion molecule) {Ep-CAM, K54,
KS1/4 antigén) vagy a GD: diszialoganglinziddal a K81/4, illetve ch14.18
antitestek alkalmazdsdval, {gy alakitva ki a ¢h14.1 8-11-2, tlotve K81/4-11-2
fazids fehérjéket. Bazel Kkapesolatban ldsd példaul az 5,650,150
lajstromszémi amerikal egyesiilt allamokbeli szabadalmat {Gillies).

Az angiogenezis érrendszer-fajlagos  inhibitorainak, amelyek
szinergistak a tumor teriiletét specidlisan becélzd terapidkkal, azonositisa
lehetGvé  teszi, hogy optimalisan hatékony rékkezelés legyen
megtervezhstd,

Az anglogenezist endotelidlis sejtek behatoldsa, vandorlisa és
burjanzasa jellemat; ezek olyan folyamatok, amelyek fliggenek a sejt és
extracelluldris  métrix  komponensek  kblesdrbatisatol.  Ezzel
Gsszefiiggesben az ovfs integrin endotelidlis adhézids receptordndl
kimutattak, hogy kulcsszerepet jatszik egy érrendszer-fajlagos célpont
szolgaltatdsaval anti-angiogén kezelssi stratégidkhoz [Brooks P, €, Clark
R. A &s Cheresh D. A: Errendszeri avfs integrin sziikségessége
angiogenezishez {(Requirement of vascular integrin alpha v beta 3 for
angiogenesis), Sclence 264, 569-571 (1994); Friedlander M. és munkatdrsai:
Keét anglogén Gt meghatarozdsa elkilénilt av integrinekkel (Definition of

two angiogenic pathways by distinet alpha v integrins), Science 270, 1500-



1502 (1995}, Az avfh érrendszeri (vaszkuldri (s} integrin sziikségességét
angiogenezisben szdmos in vivo modellben demonstraltdk, ahol az &
veredények atiltetert humdn tumorok révén ridnd kialakitdsat telfes
mertekben gatoltdk vagy aufBs integrin peptid antagonistdinak szisztémas
beadésaval, vagy az LM6&0S anti-ovfis antitest beadésdval [Brooks P. €. és
munkatarsai: az eléz8ekben idézett munka, Science {1994); Brooks P. C. és
munkatarsai (1994} ooffs integrin antagonistak elfsegitik a tumor
elsorvasztdsat az angiogén véredények apoptozisinak indukélasdval
{integrin alpha v beta 3 antagonists promote tumor regression by
inducing apoptosis of angiogenic blood vessels s Cell 79, 1157-1164
(1994)]. Az LM609 ragesdld hibridéma letétbe van helyezve az American
Type Culture Collection-nél (ATCC, Rockville, Maryland, Amerikai
Egyestilt Allamok), amely intézmény nemzetkdzi letéthe helyszési
ntezmény (International Depository Authority) a Budapesti Szerzédés
szerint. A nevezett hibridéma ATCC HB 9537 letéli szamot kapott 1987
szeptember 15-én. Az ilyen antagonistdk blokkoljdk az oufs integrin
ligaldsat, amd eldsegiti a burjanzd angiogen rsejtek apoptozisit és ezdltal
megszakifidk az djonnan keletkezd véredények érését, amely  pedig
nelkiilizhetetlen esemény a tumorok burjanzasihoz.

Az éwrendszeri  endotelidlis  ndvekedssi faktort [Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGFE) szelektiv anglogén ndvekeddsi
faktorként azonositottsk, amely stimuldlnd képes az endotelislis seft
mitogenezist. A human tumor biopszidk VEGF mRNS-ek megndvekedett
expresszidiat mutafdk rosszindulatd sejtek réven és VEGF receptor

mRNS-ek révén a szomszédos endotelidlis seftekben. A VEGT expresszis



a tumor azon terlileteiben latszik a2 legnagyobbnak, amelyek
szomezédosak az ethalds {nekrdzis) avaszkuldris teriileteivel fezzel
kapesolatban  érdemes  tanulmdnyornd  Thomas  és  munkatdrsal
dsszefoglald munkdjdt: Frrendszeri endotelidlis névekedési faktor, egY
hatékony s szelektiv angiogén szer (Vascular Endothelial Growth Factor,
a Potent and Selective Anglogenic Agent), ]. Biol. Chem. 271 (%), 603-606
{(1996}]. Hatékony tumorellenes terdpidk hasznosithatnak becdlzd VEGF
recepiort az angiogenezis gatldsara monoklonalis antitesteket alkalmazva
(Witte L. €5 munkatdrsat: A VEGF receptor-2-t (F1KI/KDR) becglzd
monoklonalis antitestek, mint anti-angiogén terdpids stratégia részei
Monoclonal antibodies targeting the VEGF receptor-2 (F1kI/KIDR) as an
anti-angiogenic therapeutic sirategy), Cancer Metastasis Rev. 17 (2), 155-
61 (19981,

A szétszorddott rosszindulatt gocok hatékony kezelésének 6
akaddlya magaban foglal minimdlis maradék betegséget, amelyet olyan
mikro-attételek  jellemeznek, amelyek nélkilldzik a @ Kalakult
vaszkularis ellatast a gyogyszerek szallitésahoz. Ebbdl a szempontbdl egy
4j immunterdpids stratégla bizonyult hatékonynak, tumor teriiletre
fajlagos monoklondlis antitesteket alkalmazva, amelyek a citokineket a
tumor mikrokfrnyvezetébe irdnyitidk. Ezt rekombindns antitest-citokin
fuzids fehéreékkel drik el, amelyek Ggy vannak kialakitva, hogy
fenntartsak a monokiondlis antitestek egvedi tumor-fajlagos becdlzd
képességet és a citokinok mmun-mddositd funkcidit. Az antitest-IL-2
faeios fehérje alkalmazdsa az 1L-2 irdnvitdsdra a tumor teriilethe

indukalia a fumor mikrokémyezethe behatold effektor sejtek aktivalasat,



ez pedig a létrejitt mikroditételek hatékony kiirtdsdt eredményezi hirom
killonbdzd  szingenikus egér tumor modellben {Becker 1. . és
munkatarsal: Ragesdls Attdteles melandma T-sejt kdzvetitett kiirtdsa,
amelyet célzott interleukin-2 terdpia indukal (T cell-mediated eradication
of murine metastatic meiémma induced by targeted Interleukin 2
therapy}. J. Exp. Med. 183, 2361-2366 {1995); Xiang R. és munkatdrsai:
Létrejbtt tdgesdlé vastaghdl karcindma atételek eltlintetdse antitest-
interleukin-2 fazids fehérje terdpidval (Elimination of established murine
colon carcinoma metastases by antibody-interleukin 2 fusion protein
therapy), Cancer Res. 57, 4048-4955 5 {1997} Lode H. N. és munkatérsai:
CsontvelSbe terjedd neurcblasstéma dttételek természetes 816 sejt-
kbzvetitett kiirtasa célzott interleukin-2 terdpidval (Natural killer cell-
mediated eradication of newoblastoma metastases 1o bone marrow by
targeted interleukin-2 therapy), Blood 91, 1706-1713 {1998)]. Bar a tumor
attetelek koral stddiumaiban elég hatékony, ez a tumor teridetbe franyitd
megktzelités csak halasztia az dttételek nivekeddsét a tumor névekedés
kestbbi stadiumaindl, amelyeket teljesen kifelddatt érrendszeri hdldzat
jellemez. Itt fel tehetjiik a kérdést, vajon van-e a fajlagos érrendszeri- és
fumaor terlilethes irdnvitott kezelési stratégidknak, amelyek szinergisték,
kegészitd cldnye, amikor egymds ubdni és egyidefl kombindddkban
haszrdljuk ezeket,

Ext harom szingenikus rdgesdléd tumor modeliben, mégpedig
vastagbél karcindma, melandma  és  newroblasztéma  modeliben
vizsgaltak, ahol az widbbit spontdn méj dttételek jellemaik. Mindharom

modell szoros  hasonldsaget mutat ar emberekben  eliforduld



betegségekkel. A melandma &5 neurcblasztéma modellek a GD2
diszialogangliozidot expresszdlidk, amely &0 megalapozott, tumoral
tarsult antigén ilven neurcektodermélis rosszindulatt gécokban {irie R
F, Matsuki T, ¢ Mortonn D, L. Homdn monoklondlis antitest GMD
gangliozidhoz melandma kezelésére (Human monocional antibody to
ganglioside GM2 for melanoma treatment), Lancst 1, 7R6-787 {1989y
Handgretinger R. és munkatdrsat: 1 fdzist tanudmény humén/egér
kiméra anti-GD2? gangliozid chl4.18 antitestrd! neurchlasztémaban
szenvedd betegekkel (A phase I study of human/mouse chimeric
antiganglioside GD2 antibody chl4.18 in patients with neuroblastoma),
Eur. | Cancer 314, 261-267 (1995}, mig a vastaghé] karcindma modellt az
epitelidlis sejt adhézids molekula (Ep-CAM, KSA, K51/4 antigén)
expresszitja jellemzi, ahol az epitelidlis sejt adhézids molekula olyan oél
molekula, amely sikeresen hasznosithatd passziv  immunterapihoz
emberekben [Risthmuller G, ¢ munkatérsai Monoklondlis antitest
véletlenszerd  kisérlete kimetszett Duke-féle O vastag- &3 wéghél
karcindma adjuvdns terdpiyjdhoz {(Randomised trial of monoclonal
antibody for adjuvant therapy of resected Duke’s C colorectal carcinoma),
Lancet 343, 1177-1183 {1994}]. Ezek az antigének fajlagosan behatdroljdk a
tumor teriiletet ezekben a modellekben, becglozva az antitest-interleukin-
2 fizids fehérjékkel, amelyek humdn/egdr kiméra anti-GD2 antitestekkel
alakulnak I {(chi4 18102} [Gillies 5. D, é&s munkatirsal: Antitest-célzott
interlenkin-2 stimulalja antoldg tumorsejtek T-sejt pusztitésit {Antibody-
targeted interleukin 2 stimulates T-cell killing of avtologous tumor cells),

Proc. Natl. Acad. Bal. (USA) 892, 1428-1432 (1992}], é5 humanizalt anti-Ep-



CAM (anti-KSA, Ant-KS1/4 antigén) antitestekkel alakulnak ki (KS1/4-
-2} [Xiang R és munkatérsal (1997% az elbz8ekben idérett munka;
Gillies 5. s munkatdrsal: Az IL-12 antitest fizids fehériék hatékonyak a
prosztata- és vastagbél karcindma dttételek SCID egér modellieiben
{Antibody-IL-12 fusion proteins are effective in SCID mouse models of
prostrate and colon carcinoma metastases), . Immunol, 160, 6195-6203
(1998}]. Ezeknek a tumor modelleknek az érrendsweri terfiletét, ahogyan
sok allat modellnd leirtdk, az aufls integrin expresszidia hatdrozza meg
Gjonman  kalakult véredényeken [Brooks P. € &5  munkadrsab
elfzdekben idézett munka (1994)]. Az itt bemutatott adatok szinergikus
hatékonysdgot demonstrdlnak egyidejlf és egymds utdni kezeléseknél,
fajflagosan célozva tumorokat, primer tumorok érrendszeri teritleteit &s
tavoli dttételeket. Ernek a szinergizmusnak a mechanizmusat a cstkkenés
szolgaltaia & véredény képzbdésber, & nivekedéds szolgdltata a
gyulladasban csak azokban sz dllatokban, amelyek kombindlt terdpidval
vannak kezelve. Hzek a megfigyelések hangstlyozzdk az anti-angiogén
hatas  kombinalisdnak eldnyGs hatdsat tumor-fajlages, tumorellenes
immmunterapias megkdzelitésekkel,

Az alabbiakban Osszefoglaljuk a taldlmanyt.

A jelen taldlmany egy asfds antagonista mint anglogenezis gdtld
szer, amelyet az RGD-tactalmd peptid, anti-ons monoklondlis anitest és
anti-aefz  receptor monoklondlis  antitest &ltal alkotott csoportbél
valasztunk, €s egy tumorelienes antigén/citokin fizids fehérje mint
tumor-ellenes immunterdpids szer alkalmazdsara vonatkozik gydgyaszati

kompozicis eldallitasara umor sejt kezeldsére betegben, ahol az emlitett
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angiogenezis gatld szert és anti-tumor immunterdpids szert tumorsejt-
burfanzdst gatld mennyiséghen adagoljuk 2 betegnek, ahol az emlitert
tumorellenes antigén egy tumor antigénher irdnyitott antitestnek

legalabb az antigénkotd részletét tartalmazza,

A tumorsejt burjdnzdsinak gatlasa magdban foglathata a
tumorsejiek  ndvekedésének gatldsat Iétexd tumorokban &5 tumor
attetelekben, tovdbbi tumor dttételek képzddssének pdtlisit, és még a
tumorsejtek elpusztitasatis. Az anglogenezist gatld szer és a tumorellenes
immunterapias szer beadhatd Iényegében egylitt, valamint egymas utdn
is.

A beteg ez eldbb emlitett terdpids kompozicidkat kaphatia a
tumornak vagy a tumor egy részének eltdvolitdsdt srolgdld sebészet
beavatkozds elitr, kizhen vagy utin. A beadas kivitelezhetdd kdzvetlen
bemerftéssel; szisztémds  vagy lokalizdlt intravénds (v.), intra-
peritonedlis {i.p.), szubkutén (s}, intramusckuldris {(fm) injekcidval
vagy kdzvetlen injekcidval a fumor tdmegébe; ésfvagy a megfeleld
kiszerelések oralis beaddsdval.

A taldlmany szerinti fethasznaldshoz alkalmas angiogenezis gatld
szer  olyan, amely gdtolni képes Of véredények kialakuldsdt
{(neurovasckularizdcid)  vagy a  meglevd  kapilliris  haldzatok
megnagyoebbodasdt a tumorsejt kariili széivetek felé. Anglogenezist gétlé
szerek tObbek kozdtt a linedris- vagy ciklo-RGD-tartalmi polipeptidek.
Egy elényds monoklondlis antitest, amely kitddik az aoBs integrinher, az

LM809-ként azonositott monoklonalis antitest (ATCC HB 9537).
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Egy avPe antagonista legelénydsebb kiviteli forméja a szintetikus
RGDH-tartalma peptid, a ciklo(RGDIN-MeV) (SEQ ID NGt 11). liyen
altalénos Hpust ciklusos peptideket frnak le az 5,262,520 lajstromszama
amerikai egyesitlt llamokbeli szabadalomban (Plow és munkatérsai).

A tumorral trsult antigének, amelyek immunterdpids szerek
celpontiathor alkalmazhatdk, tObbek kdzétt azok a tumorral térsult
antigének, amelyek az alabbiak dltal alkotott csoporthdl keriilnek ki: AFP,
CA 125, CEA, CD9, D20, (D44, CD4S, EGF receptor, Gy, GDs, GM,
GM2, Her-2/Neu, Ep-CAM (KSA), IL-2 receptor, Lewis-Y, Lewis-X

(CD15) melandmiéval tdrsult MUSP proteoglikdn, PSA és transzferrin
regeptor.

Az eldnyds Immunterdpids szermek olyan effektor alkotordsze van,
amely egy citokin polipeptid csatlakoztatva a becélzd alkotdrészhez,
amely valamely immunglobulin (Ig) polipeptid ldnc. Az Ig polipeptid
lane tartalmaz egy véltozd terliletet, amely két6dik egy tumorral thrsult
antigénhez. EldnySs, ha az emlitett immunglobulin lne, amikor
kombinalédik a megfeleld komplementer lanccal {vagyis egy nehéz lanc
kiegészit egy kdnnyd léncot), meghatdroz egy antitest aktiv helyet, amely
fajflagos egy tumorral tarsult antigénhez.

Az imunterdpids szer tumor becéled Ig része tartalmarhat egy
teljes immunglobulin lénc aminosav szekvencidt, vagy annak legaldbhb
egy olyan fragmentumat, amely tartalmazza a fehére antigén kOtd

fajlagussdgh részét. Igy egy megleleld Ig polipeptid lananak van legaldbb

egy Ig vaitozd terillete, amely fajlagos egy tumorral térsult antigénhes.
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Egy antitest ¢ ebbél polipeptid lncok, amelyek alkalmasak
felhasznaldsra 2 taldlminyban, olyan aminosav-szekvencidval birnak,
amely lehet barmilyen emids evedetl. Amikor egy ilyen antitest fehére
nem azonos eredetll, mint a széban forgd beteg, az antitest fehére
fragmentumal, mint az Flab), Fab, Fv vagy manipuldlt Fv egyedi lanc
antitest feherje, alkalmashatok. Abbdi a éibél, hogy tovdbb cskkentsiik
az antitest fehérje antigenicitdsat, végrehajthatd az antitest aminosav
szekvencidjanak mddositdsa, hogy et csdkkentsiik, $s igy a fehérjst
hasonldbba tegyiik a beteg normdlis antitest alkotorészethez. {gy példaul
a monoklonalis xé,g&:séié antitest aminosav-szekvencidk madosithatdk
Ggy, hogy emberibb jelleginek tinjemek a humédn betegekbe wvald
beadashoz; az antitestek humanizdlésdnak sokféle munkamenste &l1
ehhez rendelkezésre.

Egy masik megoldds szerint az antitest lehet humidn eredetd
{(genetikailag kédolt humén Ig gének altal), de transzgenikus allatokban
termelt, amely allatok Ggy varnak transzformalva, hogy a humdn Ig gént
expresszaljak sajat natfy Ig génjeik helyett. Igy példdul transzgenikus
egerek alakithatok ki, amelyek humén eredetli, human Ig fehérjdket
kédolo DNS-gket expresszélnak. Monoklondlis antitestek kialakitisa
llyen transzgenikus egerekbdl ragesdld B sejt hibridémdkat eredményes,
amelyek humédn eredetil aminosav-szekvencidkkal bird antitesteket
kiddold humén DNS-cket expresszdlnak. Ez nagymértékben cstikkenti az
lyen antitestek  immunogenicitdsdt a  humdn  betegekben  vals

felhasznaldshoz.



Human betegek kezelésére elényts antitestek a taldlményban vald
felhasznalashox a humanizdlt anti-GD2 tumorral tarsult antigén chi4 18
monoklonalis antiteste ¢s az anti-KSL/4 tumorral trsult antigén (amely
ismert Ep-CAM-ként és KSA-ként is) KS1/4 monoklondlis antiteste,

Egy a jelen faldlményban  vald  felhasendldsra  alkalmas
immunterdpias szer  sejt-effektor alkotdrésze egy citokin, amelyet
elénydsen az 1L-2, 1L-12 és az I1L-15 altal alkotott csoportbd! vilasztunk,
Az elbzbekben emlitetf immunterdpids szerek citokin része lehet a telies
citokin fehérje aminosav-szekvencla, vagy lehet egy ilyen fehéde
valamely fragmentuma, amely alkalmas arra, hogy citokin-fajlagos
biolégial valaszt valtson ki

Egy eldnyds kiviteli formdban az immunterapids szer citokin része
ax L2 biologial akiivitdsdval bir.

Egy citokin polipeptidet egy lg polipeptidhez kdtve tartalmazd
immunterdpids szerben egy megfeleld csatlakozds a citokin polipeptid
lane és egy lIg polipeptid lanc kézétt magdban foglathat gy kdzvetlen
polipeptid kitést ¢s egy olyan csatlakozdst, amely valamely polipeptid
kapesoloval (linkerrel) bir a két lanc kedtt. Bz a kdevetlen kaposolds
lehetéveé teszi az Immunterdpids szer expresszidiat egyedi Hizids
fehérjeként egy olyan gazdasejtbdl, amely transeformélva van a fizids
fehérje immunterdpids szert kodold megfeleld expresszios vektorral,

gy egy elényds tmunterdpids  szer a  faldlmdnyban vald
alkalmazdshoz egy kétfunkcids fGzids fehérie, amelynek van egy citokin
alkotorésze €9 egy tumorral tdrsult antigén becdlzd alkotérdsze, shol a

becdlzd alkotérész valamely Iz polipeptid line, amely fajlagos egy



tumorral tarsult antigénre. Az ilyen elfnyds immunterapids szerekre
példa tObbek kizdtt a GDZ-re célzott ch14181L-2 fizids fehérie, s a
K51/4 tumorral tdrsult antigéngre famely Ep-CAM-ként és KSA-ként is
ismeretesy celzott KS1/4-11-2 Hizids fehérie,

A jelen talalmény egy misik aspektusa fumor vagy tumor stitelek
kezelésére alkalmas gyogydszatl kompoziciét foglal magdban, amely
tartalmaz legalabb egy onfis antagonistdt mint angogenezist gatld szert,
araelyet az RGD-tartalma peptid, anti-asfs monoklondlis antitest és anti-
avpe receptor monoklonalis antitest altal atkotolt csoportbdl valasztunk,
és legaldbb egy tumorellenes antigén/citokin fizids fehériét mint
tumorellenes immunterdpids szert, ahol az emlitett tumorsllenes antigén
egy tumor antigenher irdnyitott antitestnek legaldbb az antigénkétd
részletét tartalmazza.

Elényds, ha a tumorellenes immunterdpids szer becélozea a tumort
vagy tumor atétel sejteket. Egy ta.‘é.é’imény szerintl elényds gyégyégzati
fehérje; ez olyan effekior alkotorésszel bir, amely vaiameiy citokin
polipeptid egy tumor becélzd alkotdrésszel Ssszekapesolva, és ez egy
immunglobulin (Ig) polipeptid linc, ahol az emiitett Ig lanc tartalmaz egy

olyan valtozo teriiletet, amely kdtddik egy tumorral trsult antigénhes,

A taldlmany egy tovdbbi aspektusa egy készlet tumorsejt tumorban
vagy tumor attételekben 8r#énd kezelésére. A készlet egy csomagot
tartalmaz; ez magaban foglal: a) egy avfis antagonistat mint angogenezist
gatld szert, amelyet azx RGD-tartalmi peptid, anti-aoffs monoklondlis

antitest és anttwofis receptor monoklondlis antitest altal alkotott
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csoportbol valasztunk, és amely képes anglogenezis gatldsdra ax emiftett
tumorban vagy az emlitett tumor attételekben; s b) egy tumorlienes
antigén/citokin fuzids fehérjét mint tumorellenes immunterdpids szert,
ahol az emlitett tumorellenes antigén tartalmazza egy tumor antigénhez
iranyitott antitestnek legaldbb az antigénkitd réezét,

Az alabbiakban réviden ismertetjiiik ax dbrdkat.

A talalmany elSnyds kiviteli formdit és mddjait lsmertetiiik a
tovabbiakban utalva a mellékelt abrakra.

Az 1. abra grafikusan mutatis be egy kombindlt terapia hatdsit
anti-angiogeén av integrin antagonistdval ¢s tumorellenss, teriiletre
fajlagos  immunterapidval antitest-IL-2  fizids fehéridvel primer
tumorckon. Az 1A, dbra mutatia be az eredményeket NXS2
neuroblasztoma  szubkutdn  inmjekcidjdval (23109 indukalt  primer
tumorokbol. Az 1B. abra eredményeket mutat be CT26-KSA vastagbél
karcindma szubkutdn injekcidjdval (2x106) indukdlt primer tumorokbsl,
Az 1C. dbra eredményeket mutat be B78-D 14 melandma sejtek szubkutan
injekciojaval {2x10%) indukalt primer tumorokbdl

A 2. dbra grafikusan dbrdzols a kombindlt antivaszhkularis ds
anfitimor  terapidk  hatdsdt a  vaszkolarizaldsra és  tumorellenes
immunvalaszra. A 24, dbra eredményeket mutat be a primer tumorok
veredény slirfiségére vasekuldris és tumor teridet kerzelést kivetden av
integrin  antagonistdval, ch14.18-IL-2 fozids fehériével és  ezek
kombinacidjaval ("P<0,001; Student-féle T-teszt). A 2B. dbra bemutatja az
eredményeket a primer tumorck leukocita beszlirddésdhez vaszkuldsis

tletve tumor teriilet kezelések utdn (*P<0,001; Student-féle T -tegzi).
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A 3. abra grafikusan dbrdzolja az anti-angiogén av integrin
anfagonisia €s a tumorellenes teriilet-fajlagos immunterdpia egymds
utani kombindcidjdnak hatdsat antitest-11-2 fizids fehériével spontén méj
neuroblasztoma attételeken. A spontdn md] ttdtelek szdmét a mdf goeok
makroszkopos szémidldsdval hataroztuk meg {(n=8) (“P<0,01; Wilcoxon
rangsor Gzszesits vizsgdlat).

A 4 dbra grafikusan dbrdzolia ar anti-angiogén ao integrin
antagonusta es twmorsllenes terlilet-fajlagos immunterapia ényegében
egylittes kombindcidjinak hatdsat antitest-IL-2 fizids fehdriével spontan
maj neuroblasztéma Attéieleken. Az eredményeket mutatiuk be az

heg %

mntegrinnel vagy antagonistdval (17,5 ug/h) és tumor-fajlagos ch14.18-1L-2
fuzids fehérjgvel (5 ugx8) t0rténd kezelésbdl a primer tumor elidvolitdsa
eldtt {(4A. dbra) vagy utén (4B. dbra) beinditva. A spontdn mdj attételeket
a maj gocok makroszképos megszamldlasdval hatdroztuk meg (n=8)
("0, 01; Wilcoxon rangsor Ssszesitd vizsgalat).

Az alabbiakban részletesen lefrjuk a taldlmdnyt.

A primer tumorok €3 tvoll dttételek visszaszoritdsa és kiirtdsa a
rék alternatly kezelési strawégididnak £6 céfja, ilven az angivgenezis
gatlasa és a célzott immunterapia.

Arra  Ottlink 14, hogy varatlan  ssinergizmus  rexik  a
hatékonysaghan tumorokban és tumor &itételekben levd tumorsejtek
kezeldsénel ket terdpids modozat kombindlt alkalmazdséval, amely két
mddozatra a kbvetkezSképpen utalunk: (1) {anti-angiogén) angiogenezis

gatlo terdpia; ¢s (2) tumorellenes Lmmunterapia. Elsdsorban a kombinalt
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av antagonista terdplat és a tumorellenes antigén/ctokin flizids fehérje
terdpiat frjuk le.

Arra j0ttink rd, hogy szinergizmus Iép fel két egyedi monaterdpia
kOzdtt, amely vaseskuldrs, illetve fumor teridet ellen irdnyul;
pontosabban egy tumor érrendszerajlagos anti-angiogén o integrin
antagonista és tumor-fajlagos antitest-interleukin-2 fzids fehéridk kdzdtt,

Ezeknek a2 monoterdpidknak  szimultin  és  egymds  utdni
kombinacidja  hatékonyan  kilra &  spontdn  maj  attételeket
neuroblaszidéma  gyengén immunogén szingenikus modelligben. Ez
ellentétben van a monoterdpidknak kitett kontrollokkal, lsgyen ez a
kontroll akdr anti-anglogén integrin av antagonista, akar antitest-1L-2
fhzios fehérje, amelyek csak részben hatékonvak az alkalmazott
ddzisszinteknél,

Ezen kiviil a szimultén kezelések ax av integrin antagonistdval és a
tumor-fajlagos antitest-1L-2 fhzids fehérjékkel drdmal primer tumor
visszaszorulast indukaltak hrom szingenikus rdgesdld tumor modellben,
vagyis melandma, vastagbél karcindma és neurcblasztdma modellben.
Amikor azonban az egyes szereket monoterdpids szerekként alkalmaztuk
egymagukban, csak némi késleltetést indukdltak a tumor ndvekedésben.

A tumorellenes valasz tarsult egyidefl 50 %-os cstkkendssel a
tumaor veredeény slirfiségben és Otszbrds névekedéssel a gyulladdsos
sejftekben a tumor mikrokdmnyezetében, Ezt kivetden tumaor ethaldst
(nekrozist) csak olyan dllatokban mutattunk ki amelyek kombinal
terapiat kaptak, de azoknal viszont nem, amelyek az egyes szereket csak

monoteraplakeént kapték, Az ecredmények azt multafjidk, hogy ezek a
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szinergista kezelési mddozatok (4 &s hatSkony eszkizt biztositanak az
attételes rak jvébell terdpidihoz.

A taldlmany leirja tumorok és tumor Attételek kezelését, ismertet
gyOgyaszati kompozicidkat és gydgviszad kdszleteket {csomagolt
tendszereket), amelyek haszndthatok az itt lefrt szinergista terdpidk
gyakorlati kivitelezéséher.

1. Gydgvészati komposicidk

Sokigle gyogydszati kompoziciét frunk le, amelyek alkalmasak a
taldlmany gyakorlati kivitelezdséhes.

A, Anglogenezis gatd

Angiogeneris gatidkat (inhibitorokat), amelyek gétoligk az
anglogenezist az ezekkel kezelt szivetekben, alkalmazunk a taldlminy
szerint. gy angiogenezis gatld egy anglogenezis gatlé (anti-angiogén)
avPs antagonista, amely lehet RGD-tartalmi peptid, anti-onfa antitest
vagy anti-ovflo receptor antitest. Az ons antitestekre példék taldthatok az
5,753,230 lajstromszémt amerikal egyesiilt dllamokbeli szabadalomban
(Brooks és Cheresh} &5 az 5766591 lajstromszémi amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalommban (Brooks és Cheresh), ezeknek azon leirasi
részei, amelyek oofs antagonistdk  elkészitdsére &3 alkalmardsira
vonatkeznak, specidlisan referenciaként bedpitinek a jolen bejelentésbe.

Eldnyds antagonistdk az RGD-tartalmb peptidek, mint peldéud a
ciklo(RGDN-MeV} ciklusos peptid {SEQ ID NO: 110

Az antagonistaként  wvald  felhaszndlishoz  alkalmas  aufis
antagonistak azonositdsdra szolgdld vizsgalatok le vannak irva az emiftett

amerikal egyesiilt allamokbell szabadalmakban, ennél fogva Ggy lehet
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tekinterd, hogy a kiilinbGz6 antagonistdkat kinnyd azonositani a
talalmany gyakorlat kivitelezéséhes.

A megfeleld ant-ovfs monoklondlis  antitesteket tigy  lehet
modositani, hogy koériildleliék antigén kotd fragmentumaikat, ide értve a
Flab}-t, Fab-ot, ¢5 a mandpulalt Fv-t vagy egyldncos antitestet [single-
chain antibody (8CAY. Az ilyen fragmentumok elSallitdsi elifrdsai a
szakirodalomban {8 ismertek {ilyenek talathaték példdul Hermanson G,
T. szakkdnyvében: Bioconjugate Technigues, Academic Press (1998)]. A
taldlmény  megvaldsitdsi mddjai, amelyek leirjdk az  antitestek
alkalmazdsat, szintén tartalmarzék a teljes antitest megfeleld mddositasat
antigén-kith fragmentumaikkd. Egy megfeleld monokionalis antitestet
LMe60%-ként azonositunk (ATCC HB 9537).

Mas avfis receptor antagonistékedl is kimutattdk, hogy hatékonyak
angiogenezis gatldsaban. fgy példaul kémiai receptor antagonistdkat,
példaul  az (§)-10,11-dihidro-3-[3-(piridin-2-il-amino)-1-propil-oxi}-5H-
dibenzofa,dlcikloheptén-10-ccetsavat {amely SB-265123-ként ismeretes),
megvizsgaltak soktéle emlds modell rendszerben [ldsd példaul Keenan R,
M. ¢s munkatarsai: Bivorg. Med. Chem. Lett. 8 {22), 3171-6 (1998); Ward
K. W. és munkatdrsai: Drug Metab. Dispos. 27 (11), 1232-41 (1999)].

Az errendszeri  endotelialis névekedési  faktort [Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) Ggy azonositottdk, mint szelektiv
anglogén novekedési faktort. gy egy tovabbi angiogenezis gatld szer
lehet valamely VEGF aktivitds inhibitor, amely alkalmas az angiogén
nivekeddés gatlasara. Egy ilyen inhibitor lehet valamely versengd

inhibitor vagy egy VEGF kdtd/inaktivald molekula, vagy egy VEGF



receptor antagonista. Igy példaul lehetséges inhihitorok lehetnek VEGE
nermeangiogén  kémial  utinzdi, hogy  versengjenek  a  VEGE
céthoz/receptorhoz vald kotésért, lehetnek mddositot nem-angiogén
VEGE szarmazékok, lehetnek antitestek, amelyek fajlagosan kitSdnek
VEGE-hew olyan alkalmas modon, hogy gatolidk az anglogén aktivitdst,
vagy lehetnek esetleg tovabbi fajlagos fehérjék, amelyek kitddnek VEGE-
hez (példaul izoldlt VEGF receptor fehérie), vagy lehetnek antitestek,
amelyek VEGF receptorhor kotddnek ¢s blokkeligk a kSlcsdnhatdst
VEGE-fel.

Mas vegylleteket a wvegylletek azon képessége alapin
azonositottak, hogy gétolidk az anglogenezist, gy példaul az izolalt
tumorhoz tdrsult PSA antigént.

B. Tumorellenss immunieripia

A twaldlminy célul tizi K legaldbb egy (ant-angiogenesis)
angiogenezis gatld terdpias szer kombindlt beadasat legalabb egy
tumorellenes  immunterdpids  szerrel  egylitt. A tumorellenes
immunterapids szer kombindl egy fumor becéled alkotérészt valamely
sejt effektor alkotdrésszel, amely citokin, A tumor becélzd alkotdrész
tartalmazza egy entitest legalabb egy antigén kS részét egy tumorral

tarsult antigéore rdnyitva.

a) Tumorral Brsult antigének

A tumorral tarsult antigének azok a célpontok, amelyek révén az
immunterapias szer véglll megedlozza a tumorsefteket, A tumorral tarsult
antigénekrdl a szakterlileten ismert, hogy korreldcidban vannak bizonyos

Hpust rakokkal. Az Ssszes eset legtShhidhen a tumorral térsult antivének
g 1 B
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sejtfelilfetl antigének; ezek olyan médon expresszdlodnak, amely
normalisan nem taldlhatd meg a rék tumorsk eredete koritl tdrsult
normalis sejteknel. Més tumorral tdrsult antigének olyan molekuldkat
vagy extracellularis matrix-rokon alkotdrészeket valasztanak ki, amelyek
normalisan nem talalhatdk meg ax érett normalis szBvettel tarsulva,

Bizonyos tumorral térsult antigének fehériék, amelyek a szivet
korai fejlédeést stadiumaiban expresszdlddnak ¢s normalisan nem
tarsulnak az érett sebvetekkel (ezeket néha orkofetdlis fehéréknek
nevezik). Mas tumorral tdrsult antigéneket normal érett  sejtek
expressgalnak  ugyan, de a rdksejtek nagyobb  mennyiségben
expresszalnak. A tumorral tarsult antigének lehetnek a normdlisan
expresszalt sejt markerek vagy extracellularis alkotdrészek nustalt formal.
Még fovabbi tumorral térsult antigének fehérigk, lipidek vagy
extracellularis alkotdrészek glikozilezésének megviltozott vagy szokatlan
formaival, vagy 0f szénhidrat részekkel kapesolatosak.

gy a tumorral térsult antigének széles kirben valtorhatnak és
legalabbis részben meghatdrozzék a jelen taldlmdny szerint kezelendd
tumor  Hpusat. A tumor tpusok és tumor antigének, amelyek
expresszalddnak, valtozatossdga nagyfok(, és még tovdbbra is
tanmudmanvozott a rak szakterliletén,

Tumaorok sok tovabbi markere van tanulmidnyozds alatt, és amikor
valamit azonositanak és jellemeznek tumorral tdrsult antigénként, ezek is
megfelel cél antigének Immunterdpias szerek becélzdsdhoz egy kivang

tumor- vagy attétel helvhez,



A genterapids vektorok becdlzasird! raksejtekbe mdr beszdmoltak
anti-Lewis-Y antigén monoklondlis antitesteket alkalmazva [Kurane 8. és
munkatarsal Jpn. J. Cancer Res. 82 (11), 1212-9 (1998)]. Hasonléképpen
beszdmoltak liposzdmak becélzdsérdl anti-gangliozid GM3 antitestet
vagy anti-Lewis-X antigén antitestet alkalmazva [Nam 5. M. &
munkatarsal: Oncol. Res. 11 (1), 9-16 (19993},

Ahogyan a  késGbbickben megtdrgvaljuk, a szakteriileten
ismeretesek eljdrdsok azonositott antigének felhaszndldsdra megfeleld
antitestek  kialakitdsara, amelyek fajlagosan k6t8dnek ehhez az
antigenhez. Uyen médon tumor antigéneket lehet azonosftani &s
monoklonalis antitesteket lehet késziterd, amelyek hasznalhatdk a jelen
taldlmanyban. Tumor antigének készitésének Ssszefoglalisdt adja meg az
alabbi szakkOnyvben taldlhaté kitanitds: Human Cancer Markers; kiadé:
The Humana Press Inc; szerkesztdk: Sell és Wahren (1982). Antigének
ésfvagy citokinek és hasonldk el8allitdsdhoz alkalmas standard biokémiai
¢ molekuldrbicldgial  technikdk taldlhatdk példaul Sambrook &s
munkatdrsal szakkdnyvében: Molecular Cloning, 2. kiadds; kiadd: Cold
Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York, Amerikai Fgyestilt
Allamok (19891,

A tumorsejt felilleti antigének fajlagosak lehetnek a tumor valamely
osztalyara vagy tumor egyedi tipusdra. Sok nukleinsav és/vagy aminosay
szekvencia, amely tumorral tdrsult antigénekre vonatkozik és kédolia
azokat, all rendelkezdsre publikus szamitégépes adatbdzisokbdl, amelyek
Internet révén is hozzéférhetdk kilinbozd szolgdltatok segitségével,

elsésorban az NCBI-8] {(National Center for Biotechnology Information;
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wwwincbinimnihugov), exek az adatok dltaldban névvel és hozzdférési
szammal vannak azonositva (néhdny, nem korlatozé jellegd példaban, a
hozzatérhetd szekvencia Hpusokrdl valé informdcidkban ezekre az alabbi
formaban utalunke:  hozzaférési ssdm”).

Az elényds tumorral tarsult antigén célpontokként, a korldtozds
szandeka nélkdll, megemlifitk az alabbiakat: AFP (hozzaférést szany NP
001125), CAL12E (hozzaférdst szédm: NP 005830), CEA (hozzdférési szdmy
AAAG2R35Y, (D19 (hozzaférdsi szam: PIS30L), CD20 (hoxzaférdsi szam
P11836), CIMd (hozzdférési széme PL1&070) D45 (hozzaférési szénmu
POB575), EGF receptor (hozzdférési szam: FOU533), GDe, GO, GMI, GM2,
Her-2/Neu thozzaférési szdm: AAASBREIT), Ep~€AM {KSA} (hozzaférési
szamu P1o422, AAASSISL), IL-2 receptor (howzdférdsi szdm: P14784, NF
000197, POISRY), Lewis-Y, Lewis-X (CD 15), MCSP melandmaval térsult
proteoglikdn (hozzdférési szdm: NP 001888}, PSA (hozzdférési szém:
PO7288), PMSA, transsferrin dtvivd receptor (hozzaférési szému NP
003218, NP 003225, AAF04564), GA-T33-1 hasnyalmirigy karcindma jelzd
fehérje (Pancreatic Carcinoma Marker Protein) (hozzdférési szému
POY758), folat receptor (hozzdférési szam: NP Q00793), L6 (hozzafdrési
szamy P30408), s CO-029 thozealérési szam: A36036, PF19075).

Kilondsen elinySs tumorral tdrsult  antigén  célpontok  az
immurnferapias szevek becélzasdhoz a GIx és a KSA (Ep-CAM; K81/4
antigén), amint ezt itt lefrjuk.

Tumorral tarsult antigén  fehériék  kereskedelmi forgalomban
ka.phaték' vagy kialakithatdk standard rekombindns DNS, sejttenvésztd,

fehérje expresszaldst technilidkkal, amelyek a szakteriileten 81 ismertek.
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Igy példaul a Sigma cég (St. Louds, Missourt, Amerikai Egyestilt Allamok)
kergskedelmi Hstdjan szerepelnek az alabbiak: GD2 dissialogangliveid (G
¥776), GG diszidloganglionid (G 5904), GMI1 monoszialogangliozid {G
7641}, GM2 moncszialogangliozid (G 4651}, Ca 199 gyomor- &3

bélrendszeri tumor antigén {Gastrointestinal Tumor Antigen) (G 8660, G

~

8535), CEA karcinoembriondlis antigén {T4835), Lewis-X triszacharid (L
5153} és Lewis-Y {L 7401},

Kereskedelmi forgalomban kaphatdk olyan antitestek, amelyek
fajlagosak sokra ezek kdzdll a tumorral térsult antigének kozill {példaul
az UBB, RDI, Accurate Chemical and Sclentific Corp., Zymed Lab
cégektsl). fgv példdul a Sigma cég (St Louis, Missour, Amerikai Egyestilt
Allamok) sokféle monoklonalis antitestet hoz forgalomba, ilvenek az anti-
AFF (A 8452), anti-CEA {2331, anti-EGEF receptor (B 3138), anti-1L-2
oldhatd receptor (I 5652, 1 5777, T 5902), anti-CD19 (F 3899), anti-CD20
{CBO8G), anti-CD44 (C7923), &y az anti-CD4S (C7556).

Meég ha kereskedelmi {forgalomban nem s  kaphatdk, a
monoklonadlis  antifestek  készitésének ismert eljardsait  alkalmazva
kialakithaték tumorral  tdrsult  antigénekre  fajlagos  antitestek,
immunogénként az antigént alkalmazva. {gy példéul leirtdk az anti-

Lewis-Y antigén ragesdls antitest nehéz & klmnyl lanc valtozs

ux»(

doméneket (hozzdiérést szdm: AAB2ETOE &8 AAB25799). Hasonldképpen

leirték az anti-aszialo GMI gangliozid ragesald antitest nebéz és kinmyd
lane valtezd doméneket {(howzaférési swam: AADDUIN ds AADOSI95).
Megoldottak  egy  kuistdlvszerkezetet egy  anti-GD2 gangliozid

monocklondlis antitest nehez és kdnnyl lanchoz (hozzaférést széme
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2554841, 2554842). Beszdmoltak olyan antitesteked], amelyek meghaitik a
folat receptort (k6td fehérfe), ezt markerként azonositottdk petefészek
rakhoz (hozzéférési sedme NP 000793). Beszdmoltak  ant-CAIS
monoklonalis  valtozd  terlilet nehéz 6 kérnyll  lne  nukleinsav
seekvencidrol, €s ert felhasznaltdk beiktatdsra egy kazetta vektorba
{hozzéférdsi szam: AAB3I3454, 33435).

Killoniisen elényds antitestek az itt leirt ch14.18 és KS1/4 antitestek.

b} Monoklondlis antitestek és antigén kot részeik és hasonldk

Amidta a monokionalis antitestek kialakitdsi eljdrasainak hajnalén
errdl Kohler ¢s Milstein elszir beszdmol, a szakterideten szdmos javitott
eljards valt ismeretessé [lasd példaul az aldbbi szakkdnyveket: Methods
in Molecular Biology, 80. kétet: Immunochemical Protocols, 2. kiadés
{szerkesztd: Pound §. I, kiadd Humana Press, Inc. Totowa, New Jersey,
Amerikai Egyesitlt Allamok, 1998), ezen beliil a 4, fejezet (Dean O, L) 83
Ausubel F. M. és munkatdrsal: Short Protocols in Molecular Biology, 2.
kiadas {Current Protocols, kiadd: John Wiley and Sons, New York, New
York, Amerikai Egyesiilt Allamok, 1992), ezen belil a 11. fejeret] Ma mar
rutinfeladat olyan monoklonalis antitesteket kialakitani, amelyek egy
adott antigénhez kitddnek, Az dtvizsgaldsi {screening) munkamenstek
szintén javultak a nagy affinitast kdt6 antigének kivilasztasira, ha ezek
kivénatosak.

A hibridémadk kialakitdsanak gazdaszervezetel dltaldban egér- vagy
mas régesald eredetlisk.

Az egyik gat a ragesidlo monokiondlis antitestekkel Hriénd ismstelt

kezeléshez human betegekben a HAMA [humdn anti-egér antitestek
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(human anti-mouse antibodies)], amelyet a beteg alakit ki a kezolésre
adott  valaszként., Azok kd=fH az ehiardsok  kiizdi, amelyskkel
megkisérlik lekiizden ext a gétat, taldlhatd a ragesald antitest fehéridk
humanizédlasa az egér fehére antigén aminosavak hel tyettesitdsdved
emberi fehérje szekvenciakkal, amelyekrdl feltételeshetdk, hogy kevéshé
antigének. Tovabbi elidrds lehet a kitd fajlagossigot meghatérozd
aminosav gykik vagy teriiletek betiltetése humdn fehérie keretekbe.

Az a kepesseg, hogy antitest fehérje expresszalodiék fig bemutatast
rendszerekben, lehetdvé teszi olyan antitestek kividlasztdsat, amelyek
mutagenerisen estek at vagy azért, hogy javitsak kotésiiket, vagy azért,
hogy cskkentsék immunogenicitdsukat [ldsd  példdnl az  aldbbi
szakkbnyvet: Antibody Engineering (szerkesztSk:  McCafferty s
munkatarsal; kiadd: Oxford University Press (1996)]. Jelenleg a humén
immunglobulin gének helyettesitése transzgenikus egerekbe lehetévé
teszi ragesald gazdaszerveszetek felhasznaldsdt antitestek kialakitdsdra, o8
igy olyan monoklondlis antitestek kialakitdsdra, amelyek human
nukleinsav szekvencia eredetiiek.

Az antitestel csOkkenthetSk méretiikben is fragmentdlissal, hogy

%

lehetévé valiek a csdkkentett antigenicitds, vagy hogy kisebb terdpids
malekuldk legyenek megalkothatsk. {gy példanl egy teljes antitest fehérje
csbikkenthetd vagy emésztéssel a megfeleld enzimek segitségével, vagy
kisebb fehérjek kialakitdsdval rekombindns DNS  eljdrdsokkal. A
megfeleld  fragmentumoek  kézdtt  olvanok  falilhadk, amelyek

b

tartalmazzak a teljes molekula legalabb egy antigén k815 részét, ezek
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kGzbtt lehetnek a Fab, Flaby, Flaby, Fv vagy egyvedi ldncos Fy fegyedi
lancos antitest (single chain antibody, SCA) konstrukeidk,

Fel kell idézndink, hogy gydgydszatl szerek minden monoklonalis
antitesten  alapuld alkotirésze a talalminnyal deszhangban  t8rténé
felhasznaldsa  embersk  hezelésdre, eldnyt szerezhet a3  mddositds
lehetOségebd! az tmmunogenicitds €3 a lehetséges HAMA csdkkentésére,
amint ext az elfedekben lefrtuk.

A tumorellenes mmunterapias  konstrukcidk, am slyeket  a
talalmany szerint haszndlunk, magukba épitenek egy sejt effektor részt,
amely valamely citokin.

A taldlmdny szerint alkalmazott tumorellenes terdpids szerek
effektor alkotdrésze tantalmarhatia sokféle citokin barmelyikét citokin-
fajlagos biologial valasz indukaldsdra olvan sejtek dltal, amelyek a citokin
receptorat hordozedk. A citolinek 8 jellemzett anvagok, ennél fogva a
taldlmanyt nem kivénjuk egy-egy citokinve korldtozni. A citokinek
magukba foglaljidk a kemokinekként ismert molekuldkat egvik
alosztdlyként. A jelen taldlmany Ssszefiiggésében a kemokineket a citokin
szupercsalad egyik tagjdnak tekintjitk. Frnél fogva a citokin kifejerés,
ahogyan itt haszndljuk, dltaldban utal mind a citokinekre, mind
kemokinekre. A citokinek szakieriiletének egy leirdsa megtaldthatd az
alabbi szakkdnyvben: Callard és Gearing: The Cvtokine Facts Book,
kiadé: Academic Press, Inc. {1994). A kemokinek szalkterilletének £gy
leirdsa megtalalhatd az alabbi szakidnyvhern: Vaddi és munkatdrsai: The

Chemoking Facts Book, kiadd: Academic Press, Inc. {1997}, Thbh,



citokinekkel kapesolatos nukleinsav és/vagy aminosav szekvencia &l
rendelkezésre a publikus adatbdzisokban, amelyek Internet révén is

hozsatérhetdk Kildnbdsd szoigaltatidk segitségével, elsdsorban sz NUBL-

tol {National Center for Bistechnology information;

wwwi.nchinlmanih.gov), ezek az adatok altaldbar névvel &5 horziférési
szammal azonosithaték (néhdany, nem korldtozd jellegli példaban az itt
idézett szekvencia informacidk  hozzaférhetdségére ugy utalunk a
késSbbiekben, mint azonosithaté  hozzdférési seam”-ra).

A citokinek az emidsoknél fajspecifikusak fehetnek és valtorhatmak
egy fajon beliil is mutdcidnak és/vagy allél varidcidknak tulajdomithatéan,
A megfeleld citokinek a kezelend§ emlds faja szerint vélaszihatdk ki a
felhaszndldshoz. Amikor ©bbszérds alidlek 18tew ek, a szelekodt a
citokin aktivitas szerint lehet elvégezni, vagy allél varidnsok keverskét
lehet alkalmazni vélaszthatd citokinként. fgy a talalm many  allatorvos
felhaszndlisat meg lehet szabni a kezelendd dllat fajokra, vagy szelekciot
lehet kivitelesnd kizelebbi rokon fajok kivalasziott citokinjeibdl, ha a ofl
fajbol ilyen nem &l rendelkezdsre. Az emberek kezeldsénd) eldnyds, ha
human homoldgot alkalmazunk, amennyiben ez ismeretes.

A jelen taldimanyban Brignd fethaszndlishor alkalmas cifiskinek, a
korldtozds szdndéka nélkill, az aldbbiak lehetnele 11-2, [1-12 és IL-15
(hozzaférési szamok: PUISES, P29459, P46658, P409R2 3 A taldlmdnyban
valo fethasznaldshor elnyés citokinek az 1L-2 $s 11-12, vagy bioldgiailag
aktiv fragmentumaik, amelyek megdrzik a telies, ep molekula effektor
aktivitdsanak legaldbb egy részét

A talalmédnvban vald felhaszndldsra eldnyds citokin az 11-2,



Megleleld citokinek a taldimény szerinti alkalmazdshoz a megieleld
nukleinsay szekvencidkbdl készithetdk ¢l standard molekuldrbiolégiai
techinikakat alkalmazva. A gén  expresszidhoz vald eljdrasok a
szakterlileten jol ismertek [lasd példaul Goeddel D. V. (szerkesztd)
szakkOnyvdt, a Methods in Enzymology sorozat 185. kbtetét: Gene
Expression Technology {Academic Press, Inc, New York, New York,
Amerikai Egyesiilt  Allamok)]. & citokinek rendelkezésre allnak
kereskedelmi forrdsokbdl is (elsdsorban a Sigma cégtdl, St Louis,
Missouri, Amerikal Egyesitlt Allamok).

d} Tumorellenes/citokin immunterdpids szerek

Ezek a tumorellenes immunterapids szerek, amelvek alkalmasak a
talabmany gyakorlafi  kivitelezéséhez, egy sejt-effektor  alkotdrészt
épitenek be, amely valamely citokin egy tumor becélzd alkotdrészhez
kapesolva, Egy tumor k6t alkotérése Osszekaposoldsdt az effektor
alkotdresszel sokféle eljdrdssal hajthatjuk végre.

1} Antitest fizids fehériék

Immunterapids rakellenes reagenseket {rtak mar le, amelysk
citokin funkcidt céloznak be egy olyan sejthez vagy szévethes, amely
tumor antigéneket visel, a citokin alkabmazasdval igy feler8sitve egy
immunvalaszt olyan sejtek ellen, amelyek tumor antigént hordoznak
vagy tarsultak a tumor antigénnel Ezekre az immunterdpids szerekre
tgy utalunk, mint umorellenes antigén/citokin fizids fehérjdkre, mivel a
fazids fehérje tartalmazza a citokin fGzids terméket egy rekombindns
immunglobulin (I} polipeptid lanccal, amely immun-reagdl egy elfre

kivilasztott, umorral tdrsult antigénnel.
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Ahogyan It haszndljuk, az immunterdpids  tumorellenes
anfigen/citokin  fazidés fehérje szer kifejerés koriildlell a  fhwids
konstrukeidkat antitest fehérje fragmentumok, amelyek tartalmarnak
legalabb egy antigén kit§ részt, & citokinek kizdt, amelyek
tartalmazzdk a citokin legalibb egy effektor részét, amely elegend§
ahhoz, hogy megdrizze a citokin bioldgial jelzd funkcidiat. A taldlmany
szerint alkalmazott fizids fehérjék lehetnek kizvetlen kapesolastak vagy
at lehetnek hidalva valamely peptid kapesoldval vagy peptidekkel,

A szakterileten ismeretesek tumorellenes antigén/citokin fizids
fehérjgk, ilyenek vannak lefrva elssorban az 5,650,150 lajstromszami
amerikal egyes@ilt dllamokbeli szabadalomban (Gillies), amelynek a
fGzids fehériék elkészitésével és alkalmazasdval foglalkozd lefrdsi része
referenciaként hatérozottan be vannak épitve a jelen bejelentésbe.

A fazids  fehének  irdnyulhatnak  sokféle tumor  antigén
barmelyikére, amelyek sejtfelitleti antigének, igy a taldlmany semmiféle-
képpen nem kivan bérmelyikre korddtozddni. fgy példdul ismerstes
fazids fehérje egy citokint €5 egy Ig nehéz lancot alkalmazéd el8allitésa,
akéresak valamely monoklondlis antitestbS] szdrmazé rekombindns Ig
nehéz lanc eldallitasa. Ezen kiviil a monoklondlis antitestek eléallitasa jol
megalapozott a szakteriileten, és ismeretes az is, hogyan lehet ilyen
antifesteket eldallitani tumor antigének ellen. Monoklondlis antitestek
elddllitdsdra vonatkozd kitanitisok taldlhaték t8bbek kozdtt az aldbbi
konyvber: Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, szerkesztSk:

Reisfeld és Sell, kiadd: Alan R Liss, Inc. {1985).
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Az Ig polipeptid lanc tipikusan valamely Ig nehéz vagy kdnnyd
lanc polipeptid, amely tartalmaz egy, valamely sejtfeliileti tumar antigéng
hordozé sejtre fajlagos Netermindlis véltozd teriiletet. A flzids fehérie
tipikusan rendelkezik az Ig polipeptiddel karboxi terminaliséndl csatolva
egy peptid kités révén a citokin amino terminalis aminosavéhoz. Amikor
az Ig polipeptid egy nehéz lanc, az Ig nehéz lnc tovabba tipikusan
tartalmazza a UHI és CH2 doméneket, &5 kivant esetben tartalmazhat
toviabba egy CH3 domént. Ha kivénatos, az ilyen konstans teriilet domén
azonban ki lehet kiiszbbilve, hogy a létrejtvd Rizids fehérie
konstrukeidnak csdkkenjen az immunogenicitésa, mérete vagy nem-
fajlagos kOteése. Abbol a célbdl, hogy megkinnyitsitk a nehéz &s kbrnyh
lanc domén asszocidciét, kivanatos lehet egy kapcsold Fv molekulét
megalkotni, ahol a nehéz 1anc Fv Sssze lehet panyvizva egy kdnnyi lnc
Fv-vel. A pényva az egyik lanc karboxi vége és a masik lanc amino
terminalis vége kdzdtt feseil ki, és elég hosszt ahhoz, hogy ne
valtoztassa meg drasztikusan térbelileg az antigén k68 zsebet az tjra-
hajtogatédsi/domén asszocidcid utdn,

Egy elonyds fiids fehére tartalmazza az 10-2 citokint és
tartalmaz egy Ig nehéz lancot, amely immun-reagdl a tumorral tirsult
GD2 antigénnel. Egy masik kiviteli formaban egy elényls fhzids fehére
tartalmazza az IL-2 citokint és tartalmaz egy ig nehéz lancot, amely
immur-reagal a tumorral tirsult Ep-CAM {ismeretes KSA, KS1A4
antigénként is) antigénnel. Ezen kiviteli formdk fizids fehériéire példak

lehetnek a késGbbiekben lefrt chl4.18-11-2, illetve KS1/4-IL-2 fizids
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2. Terapia

A taldlmany szerinti terdpia fumer sejtek kezelésére tumorokban &s
tumor attetelekben az angiogenezis gatld (anti-angiogén) terapia és a
tumorellenes immunterdpia kombindlt alkalmazésan alapul. Tobb, mint
egy Hpust angiogenezis gatld szer alkalmazhatd tobb, mint egy Hpusu
tumorellenes  immunterdpids  szerrel  kombindlva, A kombindlt
alkalmazas torténhet egyidejlileg vagy egymés utdn, vagy egy idékéz
beiktatasdval a kezelések kizGtt. Barmelyik fajlagos terdpiss szer
beadhaté egynél tibbszdr a kezelés folyaméan. A taldlmdany szolgditatia az
angiogenezis gatld terapids szerek €s tumorellenes immunterdpids szerek
kombinalt alkalmazdsdt, amely a tumorsejt burjdnzdst gétld hatds
szinergetikus  potencirozdsdt eredményezheti az  egyedi terdpids
szerekhez viszonyitva, hatékonyabb kezelést alakitva ki, mint amely az
egyedi alkotdrészek dnmagukban 10rténd beaddsindl észlethets. fgy
egyik aspektusban a taldlmdny magaban foglalia egy angiogenexzis gatld
szer €8 egy tumorellenes immunterdapids szer olyan mennyiségeinek
beadasit kombinacidhan egy betegbe, amely mennyiségek nem
eredményeznének hatékony angiogenezis gdtlast vagy tumorsejt ellend
aktivitdst, ha ebben a mernyiségben sgyediil adndnk be ezeket,

A taldlmany magéban foglalia modosulatok  sokféleségdt a
talalmény gyakorlati kivitelezéséber, ami a 1épéseket illeti. fgy példaul az
antagonista €5 a tumorellenes immunterapids szer beadhaté az
Osszekeverest kivetden, vagyis egyidejileg, vagy be lehet adni egymas

utan, vagyis killdn-kiilén. Ezen kiviil az antagonista és a fizids fehérje



klin-kiilon beadhaté mintegy 3 hét iddintervallumon belitl a beaddsok
koztt, vagyis lényegében az els§ aktiv szer beaddsa wutdn lényegében
azonnal vagy attdl szédmitva mintegy 3 héten beliil beadhaté a masadik
szer. Ezen kiviil elképzethetd az is, hogy a sorrend viltoztathats, vagyis
hogy az ««fs antagonistdt adjuk be a fizids fehérje beadasa cldtt, Vagy &
beadas végrehajthatd forditott sorrendben,

Az egyik kivitell mddban a taldlmény magdban foglalja egy
angiogenezis gatld szer angiogenezist gatld mennyiségének és egy
tumorelienes immunterdpids szer bioldgiai valasz kivéltdsdra alkalmas
mennyisegének beaddsit is tumorok vagy Attdtelek kezelését igényld
betegbe. foy peldaul elegendd kivédltand egy citokin-fajlagos bioldgiat
vilaszt, ahol egy citokinnel és egy rekombindns immunglobulin (Ig}
polipeptid lénceal bird kétfunkeios fizids fehériérdl van szé, ahol az Iz
lanc tartalmaz egy, tumorral trsult  sejtfeliilett antigént hordoed
tumorsejtre fajlagos valtozo terilletet, ¢s ahol az Ig lnc egy peptid
kitésen keresztitl van csatlakoztatva a citokinhez.

Egy masik Iivitell médban a taldlmény gyakorlatba vehetd
sebészetl beavatkozdsokkal egyiitt, ahol a tumor tomeg egy részét vagy

egeszét eltdvolitfuk. EbbEl a szempontbdl a talalmény egy sebdszeti

a sebészetl munkamenetel az elsd aktiv szer & 3 masodik akbv sger
beaddsa kdzti iddszak sorén végezhetjiik el Erre példa a jelen taldlmany
sebészeti tumor sltdvolitdssal  t8riénd kombindldsa, amelyet a

késShbiskben frunk le.
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A talalmany szerinti kezelds tipikusan a terdpias komposicidk
beadasat tartalmazza a beadds egy vagy 10bb ciklusaban, fev példaul ahol
az egyidejii beaddst gyakoroljuk, olyan terdpids kompoziciét adunk be,
amely tartalmaz mind  wfs  antagonistdt, wmind  tumorellenes
immunterdpids szert, mintegy 2 naptd! mintegy 3 heétig terjedd ddkos
sordn egyetlen ciklusban. Ezutdn a kezelést ciklus megismétethetd,
ahogyan a kezeld orvos elbirdldsa szerint szitkséges. Hasonldképpen,
amikor az egymds utdni alkalmazdst tarfjuk célszertinek, a beadsst idét az
egyes egyedi gydgyaszati szerek kizbtt gy dllifuk be, hogy az tipikusan
azonos iddtartamot fedjen le. Az idSkiz a ciklusok kdzdtt valtozhat
zérotd] 2 hdnapig,

A beadds végrehajthatd periddikus egység adagolassal, folyamatos
infhzidval, periszialtikus szolgaltatdssal, bolusz injekcidval,  és
hasonldkkal. A beadasi Gt Tehet intravénds, szubkutdn, intramuszkularis,
ortotopikus infekels, ortotopikus infiizid, ordlis alkalmazas, és hasonlék,

Egy a jelen taldlmdny szerint alkalmazott gydgydszati kompaozicid
az aktv szert valamely gydgyaszatilag elfogadhaté  hordozdban

tartalmazza, amint ez a szakteriileten & ismert, ennél fogva a taldlményt

lényeg, hogy az aktlv szer vagy szerek koncentracidja a kompozicishan
elegendd legyen az idézett aktv szer szolgaltatiséhoz (beadasdhoz) ax itt
leirt mennyiségekben.

A tumorellenes Immunterdpids szer adagja tipikusan 0,01 mg és 10
mg kdzti mennyisdg, eldnydsen mintegy 0,1 és 1 mg kdztl mennyiséy, és

még elénybsebben mintegy 0,6 mgftesttdmeg kg/nap.
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Az aPz antagonista tipikus dozisa 10 mg ¢ 1000 my kizt
mennyiseg, eldnydsen mintegy 20 mg és 100 myg kizt mennyissg, és még
elénytsebben mintegy 50 mg/ testttmeg kg/nap.

Meg kell értend, hogy a rak mindeniitt megtalilhato az allatvildgon
bellil, és azt is, hogy az itt lefrt elvek alkalmazhatok minden allatngl, ahol
ax angiogenewzis gatolhaté valamely aofls antagonistdval, és ahol citokinek
vannak jelen az immunrendszerben. Ezért Ggy lehet tekinteni, hogy a
taldlmany gyakorlatilag alkalmazhatd minden emléenél, és kitldndsen
embernél,

Ezen kivill ismeretes, hogy igen nagy szémd kildnhdzé tumor
leterik, amely ndvekedéséhez érképzést (vaszkularizdcise) igeénvel, ermél
fogva jeldlt a jelen eljfrasck kombindlt terdpids médosulataira. Azck
kiz8tt a tumorok kézdt, amelyek nodvekedésitkben angiogenezist
indukdinak, aldthaték a neurc-ektodermdlis, epitelidlis és hasonld
sebvetekbd] kialakuld tumorek. A tumorokra és tumor &itételekre peldik

lehetniek  az  adendma, angioszarkdéma,  asstrocitdma, epitelidlis

karcindma,  germindma,  glioblasztéma, glidma,  hamartdéma,
hemangicendotelidma, hemangio-szarkéma, hematdma,

hepatoblasztéma, leukémia, limféma, medullo-blasztéma, melandma,
neuroblasziéma, osztenszarkéma, retino-blasztéma, rabdomioszarkéma,

szarkoma, teratdma és hasonld tumorok,

3. Terdpias rendszerek

Az egyik kiviteli forméban a taldlmény olvan rendszereket céloz

meg, amelyek csomagoldsokat és/vagy készleteket tartalmaznak: exek



szolgaltatidk a jelen taldlmdny gyakorlati kivitelezdséhes szitkséges
reagenseket. Egy készlet tumorseitek kezelésére tumorokban vagy tumor
attételekben egy csomagot tartalmaz az alébbiakbaol:

a) valamely angiogenezis gatld szer, amint azt a jelen lefrdsban
ismertettlik, amely angiogenezis gatldséra képes a tumoarban
vagy tumor attételekben;

b) valamely humorellenes immunterdpiss szer, amint azt a jelen
leirdsban ismertettitk, példéul egy kétfunkcids fzids fehérje
reagens, amely egy citokinnel €5  egy  rekombindns
tmmunglobulin (g} polipeptid ldnceal bir, ahol az I linc
tartalmaz egy, valamely tumorral tirsult sejtfelitleti antigént
hordozd tumorsejtre fajlagos valtozs teriiletet, ahol az Ig linc
egy peptid kétéssel csatlakozik a citokinhes; és

¢} utmutatdsok a reagensek alkalmazisshor tumorok és tumor
attételek kezelésére.

Hgy reagens a taldlmény szerinti készletben tipikusan terapids
kompozicidként van kiszerelve, ahogyan it lefrjuk, ennél fogva a sokiéle
lehetséges forma barmelyike lehet, amely alkalmas egy készlethe wvald
elosztashoz. Az ilyen formdk kdzdit taldlhatok a folyadékok, porok,
tablettak, szuszpenzidk és hasonlé kiszerelések a talalmany szerint
alkalmazott antagonistdk és/vagy flzids fehérjék szolgdltatdséra. A
reagenseket  szolgdltathatjuk  elkilléniilt  tartdlyokban, amelyek
alkalmasak a kiildn-kitlén beaddshos, vagy egy mdsik megoldds szerint
szolgdltathatjuk  kombindlt kompozfcidként egyetlen tartalyban  a

csomagban.
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Hasonléképpen egy ilyen csomag tartalmazhat az eldzbekben lefrt
atkotdrészeken kiviil birmely mds tumorellenes terdpids szert.

A csomagolas tartalmazhat a reagensek egy vagy t&bb adagidhoz
elegendd mennyiséget az itt lefrt kezeldsekher. Tipikusan £gy csomag egy
kezelési ciklushoz elegendd mennyiséget tartalmaz, shogyan itt lefrjuk. A
csomag jeldlése jelezheti, hogy a mellékelt reagensek kombinalt vagy
egymas utant alkalmazasirdl van-e szé a tumor és/vagy az attételek
terapids kezelésther a taldlminy szerint. Az ilyen csomag jeldlések
rogeitve lehetnek az egyes reagens csdvekre és/vagy az anyagok komplett
csomagoldsara.

A talalmény szerintl készlet tartalmazza a csomagban taldlhatd
anyagok , telhaszndldsi ttmutatd”-jdt is. Az itmutaték az antagonista és a
fizids fehérje kombindlt alkalmazdsira vonatkoznak tumorok vagy
tumor attételek kezelésére a taldlmény szerint. Mivel a kezelések széles
kGrben valtozhatnak a tumortdl, a betegtél és a betegség allapotatdl
fuggden, az Wimutatdsok kivetkezdsképpen viltozhatnak a beadds adott
munkamenetétd] figgden. A taldlmdnnyal kapesolatban nem tekintjiik az
Gtmutate természetét korldtozd tényeziének, gy nem tekingik masnak,
mint szabatos segitségnek az antagonistak és a fizids fehériék kombinalt
alkalmazdsat illetden a faldlmany szerint.

Hasonldképpen a reagensek magukban foglathatnak tumorellenes
immunterapids citotoxikus szereket, példaul tumor antigén kitS
antitesteket radioaktivan jelzett izotdpokkal vagy citotoxikus szerekkel,
példaul citotoxikus peptidekkel vagy citotoxikus gydgyszerekkel és

hasonlokkal Ssszekapesolva.
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4. Bzintetikus peptidek eldéllitasa

a) Szintésis munkamenet

A késtbbiekben, az 1. tablézatban felsorolt lnedris és ciklusos
polipeptideket  standard  szildrd  fazisd  szintézis  technikdval
seintetizaltuk, shogyan példaul Merrifield R, B, és mas szerzdk leirjak
[Merrifield R. B. Szildrd fazisu peptid szinézis (Solid-Phase Peptide
Synthesis), Adv. Enzymol Relat. Areas Mol Biol 32, 221-96 {1963y
Merrifield R. B.: Biologiailag aktfv peptidek és fehérigk szintézise {The
synthesis of binlogically active peptides and proteins), TAMA 210 (),
1247-54 (1969); és Fields G. B. és Noble R. L. Szildrd fizist peptid
szintézis  S-fluorenil-metoxi-karbonil-aminosavakat hasznositva {Solid
phase peptide synthesis utilizing I-flucrenylmethoxycarbony! amine
acids), Int. J. Peptide Protein Res. 35 (3), 161-214 {1990

2 gramm (g) BOC-Gly-D-Arg-Gly-Asp-Phe-Val-OMe-t (SEQ 1D
NO: 1) eldszir feloldunk 60 milliliter {mi) metanolban, amelyhez
hozzdadunk 153 ml 2 n ndtrium-hidroxid oldatot, hogy  keverdket
kapjunk. A keveréket azutdn 3 drén at kevertetjfitk 20°C hémérsékleten
(20°C). Bepdrlds utdn a maradékot vizben telvessziik, pH 3 éridkre
savanyitjuk higitott HCI oldattal, majd extrahdljuk etil-acetdttal, Az
extraktumot Na:SQeen vistelenitjitk, ismét beparoljuk, és a létrejove
BOC-Gly-D-Arg-Gly-Asp-Phe-Val-OF-t  (SEQ  ID NG 2y 20°C
hémérsékleten kevertetjiik 2 drdn 4t 20 ml 2 n dioxdnos HCI oldatal, A
letrejOve keveréket bepdroljuk, fgy kapjuk meg a H-Gly-D-Arg-Gly-Asp-
Phe-Val-OH-t (SEQ ID NO: 3), amelyet azutin feloldunk 1800 ml dikide-

metan ¢ 200 mi dimeti-formamid keverdkében, majd lehaik 0°C
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hémérsékletre. Ezutdn egymds utdn 05 g dickiohexil-karbodiimides
(DCCE, 0.3 g 1-hidroxi-berzotriazolt (HOB) 65 0,23 mi N-metil-morfolint
adunk hozza kevertetds kizben.

A létreidtt keveréket tovébbi 24 Sxdn 4t kevertetjik  0°C
hémérsékleten, majd 48 dran &t 200C hémérsékleten. Az oldatot
koncentraljuk, majd kevert dgyas ioncseréldvel kezeljik, hogy séibdl
felszabaditsuk. Miutdn a létrejdtt gvantdt szliréssel eltivolitottuk, a
derftett oldatot bepéaroljuk és a maradékot kromatografiaval tisztifuk, fgy
nyerfiik ki a ciklo{Gly-D-Arg-Gly-Asp-Phe-Valj-t (SEQ 1D NO; 43,

Az alabbi, az 1. tdbldzatban felsorolt peptideket kapjuk meg analdg
maédon, ott az egybetils aminosavgydk kédokat alkalmazva s egy peptid
szdm megjeltléssel azonositva: ciklo{Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val) (SEQ ID
NO: 5); cikdo{Arg-Ala-Asp-D-Phe-Valy (SEQ ID NO: 6); ciklo{Arg-D-Ala-
Asp-Phe-Valy (SEQ 1D NO: §); ciklo{Arg-Gly-Asp-Phe-D>-Val} (SEQ 1D
NG: 7 és ciklo{Arg-Gly-Asp-D-Fhe-NMeVal) {ahol metilezss talalhats a
valin gydk amid k&tdsének g-amino nitrogénjéndly (SEQ ID NO: 11,

A 66203 jelolésti peptidnek azonos szekvencidja van, mint a 62184
jelz¢sll peptidnek, azzal az egyetlen killinbséggel, hogy ez a HCI sét
tartalmazza a 62184-gyel ellentétben (SEQ ID NO: 5), ahol a TFA (trifluor-
acetat) st van jelen. Ugyanez a helyzet a 69601 és 62185 jelzésii
peptidekneél is (SEQ ID NO: 6) s a 85189 &s 121974 jelzést peptideknél is
(SEQID NO: 11

b} Alternativ seintéuis elidrds

1 clklo(Arg-Glv-Asp-D-Phe-NMeVall (SECQ ID NO:ID TFA

s eldallitasa
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Fmoc-Arg(Mir)-Gly-Asp{OBuf)-D-Fhe-NMeVal-ONa  (SEQ
ID NO: 14) peptidet szintetizdlunk szilird fizisd, Merrifield-tipust
munka~-menetet alkalmazva, egymas utdn adva NMeValkt D-Phe-t
Asp{OBut)-ot, Gly-t és Fmoc-Arg{Mir)-t Iépesiizetesen 4-hidroxi-metil-
fenoxi-metil-polisztirel  gyantdhoz (Wang-tipusti gvanta) (a peptid
szintézis szokdsos Merrifield-tipust eljdrasait alkalmazva). A polisztiral
gyanta €s az aminosav gydk prekurzorok kereskedelmi forgalomban
kaphatok az Aldrich, Sigma vagy Fluka cégeknél. Miutdn az aminosav
gyOkok egymas utdni adagoldsa befejerdddtt, a gyantét eltiintetiiik a
peptid lancrol TFA/dikldr-metan 111 keverékét alkalmazva, amely
milvelet kialakitia az Fmoc-Arg(Mir)-Gly-Asp(OBut)-D-Phe-NMeVal-OH
termeket (SEQ ID NO: 15), Ezutdn eltavolifuk az Fmoc csopartot
piperidin/DMF 1:1 aranyt keverékével, {gy kapjuk meg a nvers Arg{Mtr}-
Gly-Asp(OBut)-D-Phe-NMeVal-OH prekurzort (SEQ ID NO: 18), amelyet
azutan HPLC-vel tisztitunk szokdsos médon.

A ciklizdlashoz 0,6 g Arg(Mtn)-Gly-Asp({OBut)-D-Phe-NMeVal-OH
(amelyet az elzdekben szintetizdltunk) (SEQ ID NO: 16) 15 mi DMP-fel
(dimetil-formamid; Aldrich) képzett oldatat higitjuk 85 ml diklée-
metannal (Aldrich), majd 50 mg NaHCOs-at adunk hozzd, A keverdket
szarazjég/aceton keverékben lehiitjiik, és 40 pl difenil-foszforil-azidot
{Aldrich} adunk hozzd. Szobahdmérsékleten &lini hagyjuk 16 6rdn at,
majd az oldatot koncentréljuk. A koncentrdtumot gélsziirésnek vetiik ala
{Sephadex G10 oszlop izopropanol/viz 8:2-ben), majd HPLC-vel tisztitiuk
szokdsos mddon. A kezelds TFA-val [triflucr-ecetsaviviz {98:231

szolgaltatia  a  ciklo{Arg-Gly-Asp-[»-Phe-NMeVal), (amelyre it
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~CIKIO(RGDEN-MeVY“-ként is utalunk SEQ ID NO: 11} x TFA terméket,
amelyet HPLCvel tisztitunk szokdsos médon; RT = 19,5; FAB-MS (M+H}:

4 3

589.

i1} . Delsd s¢” szintézise

A TFA 50t eltavolitfuk az eldz8ekben eldallitott ciklikus
peptidbdl olyan médon, hogy a ciklo{Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal) (SEQ
I3 NO: 11} x TPA-t vieben szuszpenddljuk, majd vakuum alatt bepéridst
végzlink, hogy a TFA-t eltavolitsuk. A kialakult ciklusos peptidre , belsd
s0”-kent utalunk, és ezt ciklo{Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal)-nak jeldljik
(SEQID NC: 11}, A bels§ 56" Kkifejezést azért haszndliuk, mert a ciklusos
peptid  kéf ellentétes toltdstl  gydkdt tartalmaz, amelyek intra-
elekfromosan  kiegyenstlyozottak egy Osszességében nem 5ot
molekulat alakitva ki. A tiltott gySkak egyike egy savgytkst tartalmas,
¢s a masik Witbtt gyok aminogydkit tartalmaz. Amikor a savgytk és az
aminogyOk  szoros  kizelségben vannak egyméshoz, a  savgydk
deprotonalodhat az aminogydk segitségével, amellyel
karboxilat/ammeniom  s6  fajta keletkezik  Osszességében semleges
tildszel.

i1t} Kezelés HClel ciklo{Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal) {SEQ

ID NG IO HC kialakitasara

80 mg ciklo{Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal)-t (SEQ I} NO:
1) feloldunk 001 mdll HCkben 5-6 alkalommal, és mindegyik oldasi

mibvelet utdn fagyasztva szaritjuk. Az ezt kivetd tisztitds HPLC-vel adja
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a ciklo{Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal) (SEQ ID NO: 11) x HCl-t; FAB-MS
{M+H}: 389,
v} Kezelés  metinszulfonsavval _ cikiof Arg-Glv-Asp-D-Phe-
NMeVal) (SEQ 1D NO: 113 x MeSOsH kialakitdsdra
80 mg cikio{Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal)-t (SEQ ID NO:

i1} feloldunk 001 mdll MeSOsH-ban  (metdnszulfonsavban) 5-6
alkalommal, és mindegyik oldasi mivelst utdn fagyasztva szdritfuk. Az
ezt kGvetd Usztitds HPLC-vel adja a ciklo{Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal)
(SEQID NO: 11) x MeSOaH-t; RT=17,8; FAB-MS (M+H): 589.

A ciklizalds alternativ elfdrdsal magukban foglaligk az aciklusos
peptid prekurzor oldalcsoport lancainak szdrmazékképzését szalfhidril
valamivel magasabb pH-nak tesszitk ki (pH 7,5), intramolekuldrisan
diszulfid kotések keletkernek mds, a molekuldban jelen levd seulfhidril
csoportokkal, cklusos peptidet alakitva ki, Fzen kiviil egy aciklusos
peptid prekurzor C-termindlis karboxilét gydke reagdlhat a molekuldban
jelen levs szabad szulfhideil gydkkel, fgy Hodszter ciklizalt peptideket

alaldtva ki,



1. TABLAZAT

Peptid jeldles Aninosav szekvencia SEQIDNO

62181 Ciklo{GrGDFV) 4

62184 (66203%) Cilklo(RGDEV)
62185 (69601%) Ciklo(RADEV) 6
62187 Ciklo{RGDFv)
62186 Ciklo{RaDFV)

1

~3

AL 4

62175 Ciklof ARGIL)Y
62179 Ciklo{GRGDIL) 10
121974 {85189%) Ciklo(RGDHN-MeV) 11
112784 Cikdo{RGEIN-MeV) 12

135981 Ciklo(RADIN-Me V) H

53

>

A csillaggal megjeldlt peptideket HClben készitiiik e, $s ezek
szekvencidjukban azonosak azokkal a peptidekkel, amelyek ugvanabban
a sorban vannak megjeldlve; a csillag nélkitli peptidelk TFA-ban vannak
elkeszitve. A kisbetlik D-aminosavakat feldlnek; a nagyvbetik L-

aminosavakat jeltinek.

5. Tumorfailagos antitest-cltokin fizids fohérick ég grrendszer-

fajflagos av integrin antagonistdk kialakitdsa és jellemzése

a) Fehéridk és érrendszer-fajlagos oo integrin antagonistak
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A chi4 18112 és hukS1/4-IL-2 antitest-ritokin  Hizids fehéridk
megalkotdsdt és jellemzésst mdr kordbban lefriik [Xiang R &s
munkatdrsai (1997); Gillies 8. és munkatdrsai {1992}, kordbban idézett
munkak].  Mindkét konstrukei antigénkotd  jellemz&i  azonosak
vonatkozd antitestjelk antigénkitd tulajdonsagaival és a fajlagos EL-2
aktivitds ekvivalens a kereskedelemi forgalomban kaphatd thil-2-ével. A
121974 {ciklo(RGDIN-MeV)] (S8EQ I3 NO: 11} afs integrin antagonista
ciklusos peptidet és a 135981 [eikdoBADN-MeV)] (BEQ ID NO: 13}

kontroll peptidet szintetizdljuk és jellemezziik.



44

6. Sejtvonalak $x dllat modellek

Minden seftvonalat és megfeleld dllati modellt lenyegdben dgy
itesitiink, ahogyan ezt kordbban leirtdk [Becker 1. €. és munkatdrsai
{(1996); Xiang R. #s munkatdrsai (1996); Lode H. N. és munkatirsai {19983,
kordbbiakban idézett munkdk]. Az aBs integrin tdvollétét NXS2 ds CT26-
KSA sejteken anti~egér CD61 {integrin f lanc) antitest (Pharmingen; La
Jolla, Kalifornia, Amerikai Egyestlt Allamok)  alkalmazasaval
demonstraljuk. Egyik sejtvonal sem tér fel szignilt (1 ug anti-egér CD6l1
mAB/I0E seft) a FACS elemzésben, ellentétben az o integrin-pozitiv
BI6FG3 és B78-DI4 ragesdlé melandma sejtekkel, amelyeket pozitiv
kontroliként alkalmazunk. Ezen kivill az NXS2 sejtek nem képesek az
anti-eger CD61 mab-vel boritott manyaghoz tapadni (10 ugiml £°C; 24
Gra), ellentétben a pozitiv kontrollként alkalmazott ch14.18 anti-Gs anti-
testtel (10 pg/mil; £°C; 24 6ra). Az Ssszes tumorsejt expresszal azonban o
integrint FACS-sel, és tapad vitronektinen, jelezve az owfs integrin
jelenlérét.

Az Bsszes sebészetl munkamenetnél egereket érzéstelenitiink
ketamnin injekcidval {100 mg/kg intraperitonedlisan {L.p)] és egvidejiileg
metofan  inhaldlassal {Pitman-Moore, Mundelein, Hiingds, Amerikai
Bgyesiilt Allamok). Ozmotikus szivattytikat {(Alzet®, 2001 modell, Palo
Alto, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) alkalmazunk az av integrin
antagonista s a kontroll peptid bevezetéséhez, 17,5 ug/ora szolgdliatas
sebességnél. Ezeket a szivattydkat a gyédrtd cég Utmutatasal szerint

kezeljiik, ¢s beliltetjitk a dorzdlis szubkutén sedvetbe steril kérdlmények
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kizitt. Minden szivattyGt kicserélink a 7. napon a bediltetés utdn, és
eltdvolitunk a antivaszkuldris kezelés 10, napjan. Minden &llatiisérietet
az NIH ,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (Iranyvonal
a laboratdriumi  Allatok  felligyeletér8l és  alkalmazadsarél) cimd
ranyvonala szerint hajtunk végre,

P
7
7

. Hisztologia 8s immunhisstokémia

Primer twmoerck acetonnal rdgeitett, fagyasztott metszeteit
inkubaljuk 4% kecske szérummal, hogy blokkoljuk a nem-fajlagos kétést,
Az inkubalast antb-egédr (D31 & anti-egédr CD45  monoklondlis
antitestekkel (Pharmingen; La Jolla, Kaliforrmda, Amerikai Egyesiilt
Allamok) (1:100) végezailk, ¢ az ezt kovetd festést rodaminnal jelzett
kecske-anti-patkdny  antitesttel (1:300), nedvesitett kamrdban hajtjuk
veégre szobahdmérsékleten. Minden inkubdldst mosés kivet hdromszor
PBS-sel (foszfattal pufferolt fizioldgids konyhasdoldat). A véredény- és
fehérvérsejtszdmot nagy erefit terilletenként [ high power fleld (HPF)]
mikroszkdposan hatdrozzuk meg 200-szoros nagyitdshan [Brooks P. C. és
munkatdrsal: Anti-cs integrin blokkolja a humén mellrdk nivekedést és
a¥ angiogenezist emberi bérben (Anti-integrin alpha v beta 3 blocks
human breast cancer growth and angiogenesis in human skin), ], Clin.
Inves. 96 1B15-1822 (1995)]. A reprezentativ terliletek 200-szoros
nagyitasban (véredények), illetve 800-szoros nagyitdsban {fehérveérsejtek)

vannak lefényképezve.



8. Primer tumorck csak o integrin_ antagonistakkal kombindlt

antitest-IL-2 fizios fehéridkkel kezelt eperekben fellédnek vissza

R

Az angiogenezis gddd terdpia (mv  integrin antagonista} és
immunterdpia (antitest-IL-2  fzids fehérsk) szinergetikus  hatasdt
megallapitott  szubkutdn  tumorokkal {110-130 uliy bird  egerekben
hatdrozzuk meg, illetve mindhdrom szingenikus modellbern.

Az 1. abra grafikusan abrazolja a kombindlt terdpia hatdsdt anti-
angiogeén ov integrin antagonistdval, és antitest-IL-2 fizids fehérjékkel
egyltti tumorellenes immunterdpids terilet-fajlagos immunterapidval
primer tumorokon. Az 1A. dbra mutatja be az eredményeket az NXS2
neuroblasztéma  szubkutdn  injekcididval  (2x10%)  indukalt primer
tumorokbdl. Az 1B. dbra eredményeket mutat be CT26-KSA vastaghél
karcindma szubkutdn injekcidjaval (2x108) indukalt primer tumorokbdl.
Az 1. dbra ersdményeket mutat be a B/&DI4 melandma sejtek
szubkutdn injekcidjdval (Ix10%) indukdlt primer tumorckbdl A
megdllapitott tumerok (110-130 mm?) kezelését a huKS1/4-1L-2 (10 ug;
vastagbel karcindma) és chl4.I8-IL-2 (5 g neuroblasztoma; 10 Mg
melandma) (x5 tumorfajlagos  antitest-1-2  fiizids fehdrjék  napi
intravénas injekeidjdval inditjuk be, és az errendszer-fajlagos av integrin
antagonista vagy a kontroll peptid folyamatos szubkutén infhzidjaval
ozmotikus szivattytival 7 napon 4t 17,5 ug/orénal (felsé hatdr). A kerelds
beinduldsanak idépontjat fekete nyil jelzi. Az egerek primer tumorjainak

¢

méretet minden kisérleti csoportban  (n=6) mikrokaliber méréssel
4 £

{szélesség x hosszisdg x szélesség/?) (atlag + standard hiba) hatdrozzuk

meg. A visszafejlddés a kombindcids kezelést kapott egerek primer tumor



meéretében Ssszehasonlitva a megallapitott tumorok méretével a kezelds
kilnduldsdnak  iddpontjaban szignifikdns  mindhdrom  kiildnbézs
szingenikus  tumor maodellben {(P<Q.001; Wilcaxon rangsor-0sszesits
vizsgalat) ellentétben az Ssszes kontrollal {F>0,05),

Eldszlr az egyes gydgyészal médosulatokhoz a szuboptimalis
mennyiségeket dllapijuk meg, és eczutdn beinditfuk alkalmazdsukat
kddnbdzd kombindcidkban, Csak az av integrin antagonistaval és az 1L-2
fizids fehédridkkel kezelt egerek mutatmak tumor visszafejlédést 50-90%
kdzti  tartomdnyban  mindhérom  modeliben (P<Q,001). Valdjidban a
neuroblasztdma és vastaghé! karcindma sejtekkel inokuldlt dllatok fele
teljesen visszautasitia primer tumorjait (adatokat nem mutatunk be). Ez
ellentétben van az egyes stratégidkkal, amelyeket monoterdpiaként
alkalmaznak, ez pedig legjobb esetben a késleltetett niivekedds,
osszehasonlitva a kontroll esoporttal. Az egyes kezeldsi médosulatok és
kombindcidik hatdsdt elemezziik ezutin a vaszkuldris & tumor
tertiletekrs.

A megallapitott primer neuroblasztéma tumorck kombindlt anti-
anglogén és tumor-fajlagos immunterdpigjat kévetden hajtjuk végre a
hisztolégial vizsgdlatokat a tumorsejt inokuldldst kivetd 20, napon
sebészetileg eltdvolitort tumorcken. Raviden ismertetve, formalinnal
ogzitett primer tumorokat vetiink ald paraffines bedgvazasnak és az ezt
kovetd hematoxilin/eozin festésnek, Azonosifjuk a nekrotikus teritleteket
és a leukocita besziirédéseket,

A 2. dbra grafikusan dbrdzolja ax anti-vaszkuldris terdpia &

tumorellenes immunterdpia kombindcididnak hatdsét az érképzésre és
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tumaorellenes  immunvalaszokra, Egerek {r=6) megallapitott primer
neuroblasztdma  tumorokkal kombindlt kezeldst kapnak érrendszer-
fajlagos cc integrin antagonistdval, egy nenvfajlagos peptid kontrollal és
egy tumorfajlagos chi14.18-11-2 fazids fehérievel, ahogyan az 1. dbrdban
bemutatjuk, ide értve olyan kontroliokat, amelyek csak egyetlen terdpiat
kapnak. A kezelés végén a szubkutdn {s.c.} tumorckat sebészileg
eltavolitjuk. Az egyes tumorok fagyasztott metszeteit immunhisztokémiaj
tton elemezziik, véredény endotelidlis sejtek {CD-31)-re, lletve leukocita
besztirddésre (CD45) fajlagos antitestek alkalmazdsdval. Az utobbi ol
meghatdrozott markere a oh14.18-10-2 fzids tehérje dltal indukalt, a
tumor terfiletre fajlagos immunvalasznak [Becker . €. és munkatdrsai
(1996} Xiang $s munkatdrsai {1996); Lode H. N. $s munkatirsai {I9G8),
kordbban idézett munkdk],

A 2A. abra az eredményeket mutatia be a primer tumorok
véredény-sfirliségével kapesolatban a vasckuldris és tumor teriilet
kezelést kovetfen az a' integrin antagonistaval, ch14.18-I1-2 fizids
fehérjével és kombindcidjuickal (*P<0,001; Student-féle T-teszt). A 2B. dbra
az eredményeket mutatia be a primer tumorok leukocita beszitrédésével
kapcsolatban a vaszkuldris- illetve tamor teriilet kezelések utdn {*P<0,001;
Student-féle T-teszt).

Az aw integrin antagonistdt kapott egerek 50%-os csiikkensst
mutatnak a vaszkularizdlasban (2. dbra), ez egybevag a primer tumorok
nivekedésének késleltetésdvel, ez pedig a vaszkuldris teriilet hatékony
becélzasat demonstréfja. Ebben az esetben a tumor teriiletre kbzvetlenid

nincs hatds (1. 4bra). Ezzel ellentéthen azok az egerek, amelyek csak az
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anti-GD2-IL-2 fzios fehérjével vannak kezelve, elkiléniilt leukocitss
beszlirddést tdrmak fel, amely ennek az anti-tumor-teriiletre iranyuld
terépidnak jol meghatérozott jellemzSie [Becker . ©. s munkatirsai
(1996); Xiang R. &s munkatdrsai (1996); Lode H. N. és munkatdrsai {1998},
korabban idézett munkak] amely az sc tumor novekedds jelentds
csOkkendséhez verzet (1. dbra).

Usak azok az egerek tirmak fel azonban Stszéirds névekedést a
fehérvérsejt besziirddésben a tumorba a csak anti-GD2-TL-Z-vel kezelt
egerekkel Osszehasonlitva, amelyek az ov integrin antagonista és anti-
GD2-IL-2 fhzids fehérje kombindcidjaval vannak kezelve, és csak ezek
mutatnak hasonlé csdkkenést a vaszkularizaldsban is. A nivekeddst a
gyulladt sejtek  szdmdban hisztolégidval és  immunhisziokémidval
demonstraljuk, és ezt makrofigok benyomuldsdnak tulajdonifuk; ez
olyan séma, amely gyakran lathatd nekrotikus szévetekben sejttdrmelék
eltdvolitdsa sordn. Valdjdban az ilyen nekrotikus teriiletel csak olyan
tumorokban  vannak jelen, amelyek kombindcids kezeldst kaptak,
ellentétben a kontrollokkal, amelyek az egves alkotdrészekkel kitlon-

kiilon kezeltok.

8. Az egymds utdni ds szimultan vaszkuldris- és tumor becdlzds a

spontan md] attételek kilrtdsat indukalia

A primer tumorck sikeres kezelésén kivill még inkabb relevans
kérdes az, vajon az elkiddniilt attételekre is hat-e az ilyen kombinglt anti-
vaszkuldris és  anti-tumor-fajlagos  kezeldsi stratégia. Ezt a neuro-

blasztdma modelire  értelmezzik,  amelyet spontdn  mdjdttdtelek
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jellemesznek, Ebbél a célbdl a primer tumorok kezeldsét az anti-angiogén
av integrin antagonistival egymds utdni formaban kombindljuk az
antitest-IL~-2 fizids fehériével végrett tumorellenes immunterapidval,

A 3. dbra grafikusan dbrazola anti-angiogén o«  integrin
antagonista terapia €s az antitest-1L-2 fizids fehérjével egyitt anti-tumor
terilettajlagos immunterdpia egymas utdni kombinacidjanak hatdsét a
spontdn maj neuroblasztdma dttételekre. Az anti-vaszkuldris kezeldst
megallapitott primer tumorokkal bird egerekben ugy inditiuk e, ahogyan
az 1. abrdra leirtuk, 8sszesen 10 napon 4t A primer tumorok sebészeti
eltdvolitdsa utin az egerek 5 ug napi chl1418-11-2 fizids fehérje 1. v.
(intravénas) injekcidjdval (x8) tumor-teritlet fajlagos  immunterapidt
kapnak. A spontin méjattételek szdmat a maj gocok (n=8) makroszképos
szamlaldsaval kapjuk meg (*P<0,01; Wilcoxon rangsor-isszesito teszi).

Az Osszes konirollal ellentétben csak azok ax egerek mutainak 1,5-2
log csBkkendst a méj dttételekben, amelyeket mindkét szerrel egymds
utén  kezeltiink, mig a kontroll egereknél az pgyes szerckkel
monoterapiakeént alkalmazott, az egyes szerekkel ggyénileg végzett
kezelés hatdstalan (P<001) (3. 4bra). Valojaban a kombinalt terdpidnak
kitett B egérbd! 4 tdrja fol a méj attételek teljes hianydt, mig a t1obbi allat
csak  1-5  kis  attételes  elvaltozdst mutat, Leényegében  hasonld
eredményeket  kapunk az v integrin  antagonista  egyideid
kombindcidival is a chid 18112 fizids fehérjével (4. dbra, felsS rész).

A 4 abra grafikusan dbrdzolia az anti-angiogén o integrin
antagonista terapia €s az antitest-I1-2 flzids fehériével egyviittl anti-tumor

teriilet-fajlagos  immunterdpia  seimultan kombindcididnak  hatdsat



spontan mdj neurcblasztoma Attételekre. A spontdn sttstelek primer
tumorok  indukcicjat  kivetden  indukdlédnak  a  2x105 NXSD
neuroblasztoma sejtekkel 5.¢.. A kezelés integrinnel vagy anfagonistival
(17,5 pg/dra) és tumor-fajlagos chl14.18-1L-2 Rizids fehérjével (5 ug x 5) a
primer tumor eltdvolitdsa eldtt (44, abra) vagy utan {48, ébra) indul be. A
spontdn maj attételeket a méj gdeok (n=8) makvoszképos szédmldlasival
hatdrozzuk meg (*P<0,01; Wilcoxon rangsor-0sszesitd tesxt).

Csak olyan egerek tirnak fel vagy telies hisnyt 2 méj attételekben
(4A. dbra) vagy >1.5 log csBkkendst a maj dttételekben (5B. dbra) {(P<Q.01),
amelyeket mindkét szerrel kezeliink, a beaddsuk mddjats! fﬁ.ggégn a
primer tumor eltévolitdsa elStt vagy utdn. Bz ellentéthen all az Bsszes
kontrollal, ahol a kezelés hatastalan, amikor az egves szereket

monoterapiaként atkalmazzuk.

10. A szinergetikus kombinddié ¢s a hatékony terdpia

A veéredények szétmlzdsa rosszindulatl tumorok vaszkuldris
teriiletében  erdteljes statégia a r1dk elleni harchan. A tumor
érrendszerének endotelidlis sejtisit megedlozva a tumort sikerrel lehet
kezelni. Egy peptid antagonista, amely megedlozza az érrendszert az
angiogén véredényeken expresszalt av integrinekkel vald kolosénhatas

N

révén [Brooks P. C. és munkatérsai (Science, 1994}, Friedlander M. $és
munkatarsal (1995}, az eldzdekben idézett munkik)] visszaszoritia a
véredények képzbdését és dradmai moédon visszafejleszti az ezt kbvetd

tumor ndvekedést. Ezt hdrom agressziven ndvekvé primer tumor és Bgy

spontanul attételeket képzé tumor kezelésével demonstraljuk. Mikdzben
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az alkalmazott av integrin antagonista elsdlegesen az auBs-ra irdnyul, ez
kbtidik a kizeli rokon qufs in tegrinre is. A vizsgalt vastagbél karcinéma
és neuroblasztéma  tumorokbél viligosan hidnyzik az o, de
valdszindleg expresszdlnak valamennyl aofis-6t. A melanéma modell
expresszal awPrat is. Ennek az integrin antagonistdnak a  hatdsa
hatdrozottan a tumor érrendszerre korldtozédik mindharom &llat
modellben, amint ezt a neuroblasztéma modeliben demonstraljuk (2.
dbra). Nagyon fontos, hegy a tumor grrendszer  becélzdsanak
tumorellenes hatdsdt megsokszorozza az egyidejdl tdmadas a tumor
tertilet ellen, amely hatdsos mind a primer tumorokra, mind a spontén
attételekre. Bz kiilondsen idevdg, mivel a primer tumor eltdvolitasa a
kezelés elStt megndveli a neuroblasztéma dttételek novekeddsét és
szétszOrddasat; ex az észlelés 161 dokumentalt mds fumor madellekben a
csSkkenés miaft az angiogenezis inhibitorok kering$ szintiében a primer
tumor kimetszdsét kdverden iHolmgren L. és munkatdrsai {1995);
Folkman 1. (1995}, kordbban idézett munkak}]. A vaszkularis teriilet és a
fumor terlilet szimultan becélzdsa nagyon hatekonynak bizonyul, mivel
ez kombindfja a tsikkendst a tumorsejt téplaldsaban a tumorsejtek aktiv
rombolasdval, és ez a primer tumorck sorvadésdhoz és az elkitiontlt
attételek kiirtdsdhoz vezet. Ex ellentétben van az egyedi vaszkularis
teritletre irdnyuld megkdzeiitéssel, amely két kidonbdzd anti-angiogén
kezelési stratégidt alkalmas, amelyek csak a s tumor ndvekedés
visszaszor{tdsit eredményezik egy szingenikus modellben [Mauceri H. J.

¢s mukatdrsai: Az angiosztatin és az lonizald sugdreas kombinalt hatdsai



a tumorellenes terdpidban (Combined effects of angiostatin and fonizing
radiation in antitumor therapy), Nature 344 387291 {19983,

A jelen strabégia seerint a tumor teriletre faflagos  vdlaszt
gyulladdsos sejtek kdzvetitik, amelyek a tumor-fajlagos antitest-I-2
fazids  fehérjék  révén  aktivalddnak  és iranyulnak  a  tumor
mikrok8rnyezetébe. Nagyon fontos, hogy bér az anti-angiogén stratégia
elég hatékony a j6l megalapozott érrendszeri szolgaltatdssal bixd primer
fumorok  nivekedésének  visszaszoritdsaban, hignyzik  beldle a
hatékonysdg az elkiiloniilt mikro-attételek ellen, amikor monoterapiaként
alkalmazzuk ezt (3. és 4. dbra). Egy ilyen minimdlis maradék betegségben
azonban, amely gyvenge vaszkularizacigval jellemzett kis  tumor
terhelésekkel van csillapitva, a kombindcids kezeldshen atkalmarott
turnorellenes  teriilet  kezelési fegyver nagyon hatékony, amikor
monoterdpiaként alkalmarzuk [Xiang R. és munkatdrsai (1997); Lode M.
N. ¢ munkatérsai (1998), az eldz8ckben idézett munkak]. Ebben a
szitudcioban  az  anti-angiogén  kezelés egyik  szereps az, hogy
visszaszoritsa a mikro-dttétel-indukalt neovaszkularizicir ¢s az aitétel
gocok ezt kovetd megnagyobbodisat [Volpert O, V. ¢ munkatérsai
(1998), az eldzdekben idézett munkal. Ez viszont megkSnnyit az ilyen
mikrodttdtelek kiirtdsat tumor teriiletre irdnyuld terdpidkkal, amelyek
optimalisan hatékonyak a minimélis maradék betegség csillapitésdban
[Becker J. C. és munkatérsai {1996}, az elbz8ekben iddzett munkal.

A primer tumorok és a szétszdrédott dttételek hatékony kezelése
tovabbra is nagy kihivés marad a Kiniksi onkoldgidban. Az eredmények

ebben a lefrasban azt mutafdk, hogy a fajlagos ant-angiogén- és



immunterdpidk  kombindcidi  szinergizdlnak a primer  tumorok
visszafejlesziésében és a mikro-dttételek kiirtasdban, Mivel mindkét
kezelésl modosulat, vagyls az oo integrin antagonistak &5 antitest-
interleukin-2  fizids fehérjék, jelenleg a  Klinikai értékelésben
monoterapiakent szerepelnek, kombindcidik  szinergizmusa 4 s
hatékony sszkizt biztosit a rdk terdpidban,

Az eddig bemutatott kiviteli példak, amelyek leirjak a taldlmany
bizonyos kivitell mddjait, csak a bemutatds céljat szolgdlidk, s nem
tekintenddk a taldiminy oltalmi k&rét specidhisan korldtozdaknak. Ezen
kivitl a talalmdny olyan valwzatait, amelyek mdr most ismertek vagy
csak késGbb leszniek kifejlesztve, és amelyek azok latdkdrén belill vannak,
akik a szakterfileten jératosak, Ggy tekintjitk, hogy a taldlmény ez utén

kivetkezd igénypontjainak oltalmi kdrén beliil vannak.
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SEABADALMUIGENYPONTOK

Egy ovPe antagonista mint angiogenezis gatlé szer, amelyet az RGD-
tarfalmnl peptid, anti-cvfs monoklonalis anitest és anti-oafs recepior
monoklonalis antitest altal alkotott csoportbdl vilasztunk, os egy
tumorellenes  antigén/citokin fizids fehérje mint  tumor-ellenes
immunterapids szer alkalmazasa gySgydszati kompozicié elGallitdséra

tumor sejt kezelésére betegben, ahol az emlitett angiogenezis gatls

5]

zert és anti-tamor immunterdpids szert tumorsejt-burfdnzdst gatld
mennyiségben adagoljuk a betegnek, ahol az emlitelt tumorellenes
antigén egy tumor antigénhez irdnyitott antitestnek legaldbb az
antigenkdtd részletét tartalmazza.

Az 1. igénypont szerintd alkalmazds, ahol az emlitett ;mgiage‘mzis
gatlo  szert és az emlitet tumorellenes Immunterdpids  szert
lényegeben egyidefiileg vagy egymast kévetSen adagoljuk mintegy 3
hét idGintervallumaon beliil,

A 2. igénypont szerint alkalmazas, ahol az emlitett angiogenezis gatld
szert az emlitett tumorellenes immunterdpias szer elétt adjuk be.

A 2. igénypont szerintl alkalmazés, ahol az emilitett tumorellenes
immunterdpids szert az emlitett angiogenezis gatld szer elétt adjuk be.

A 2. igénypont szerinti alkalmazds, ahol az emlitett angiogenezis gatld

%53

zert €s az emlitett fumorellenes immunterdpids szert akkor adjuk be,

18444/K0O
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amikor a tumort vagy tumor dttételeket sebészeti titon eltavolitiuk az
emiitett beteghdl az emlitett idéintervallum alatt,

Az 1. igénypont szerinti alkalmazds, ahol az emlitett angiogenezis
gatd szert és az emlitett tumarellenes immunterdpids szert azutin
adagoljuk, miutdn a fumort vagy tumor Attételeket sebdszefi fion
eltavolftottuk az emlitett beteghdl,

Az 1. igénypont szerint alkalmazds, ahol az emlitert angiogenezis
gatld szert 10 mg és 1000 mg/testtdmeg kg/nap kizdtt mennyiségben
adagoljuk.

Az 1. igénypont szerint alkalmazds, ahol az embtest tumorelienes
immunterapids szert 001 mg és 10 mg/testtdmeg kg/map kdzbit
mennyisegben adagoljuk.

Az 1. igénypont szerinti alkalmazds, ahol az emiftett fumorsejt
neurcektodermalis vagy epitelidlis.

Az 1. igénypont szerint alkalmazds, ahol az emiitett tumorsejtet ax
adendma, angioszarkdma, aszirocitoma,  epitelidlis  karcindma,
germindma, ghioblasztéma, glidma, hamartdma,
hemangioendoteliéma, hemangioszarkdma, hematéma,
hepatoblasztéma, leukémia, imfdma, medulloblasztoma, melandma,
neurcblaszioma, osetenszarkoma, retinoblasztoma,
rabdomioszarkéma, szarkéma s teratéma altal alkotott csoportbal
valasztjuk.

Gydgydszati kompozi{oid  tumor vagy tumor-ittételek kezelésére,
amely tartalmaz legaldbb egy mfs antagonistadt mint angogenezist

gafld szert, amelyet az RGD-tartalmy peptid, anti-ovB: monoklondlis
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antifest és anti-awBs receptor monoklondlis antitest &ltal alkotott
csoportbdl valasztunk, ¢s legalibb egy tumorellenes antigén/citokin
Hiwids fehérjét mint tumorellenes immunterdpias szert, ahol az emiitett
tumorellenes antigén egy tumor antigénhez irdnvitott ansitestnek
legalabb az antigénkdts részletét tartalmazza.
12.A 11, igénypont szerint gydgydszati kompozicid, ahol
a) az emlitett legaldbb egy angiogenezis gatlé szer a gyogydszati
kompozicidban elegendd mennyiségben van jelen az angiogenezis
gatldsahoz valamely tumorban vagy tumor &ttételekben; és
b} az emlitett legaldbb egy tumorellenes immunterdpias szer a
gyogyaszati kompozicidban elegendd mennyiségben van jelen
citokin-specifikus bioldgial valasz kivaltésdhoz
13. Készlet tumorsejt kezeldsére tumorban vagy tumor-attételekben,
amely készlet csomagot tartalmaz, és ez a csomag tartalmaz:
a} awfs antagonistat mint angogenezist gatld szert, amelyet az RGD-
tartalmit peptid, antboefs monoklonalis antitest &s anti-csfh

receptor monoklonalis antitest dltal alkotott csoportbél valasztunk,

emlitett tumor dttdtelekben; és
b} tumorellenes antigén/citokin Rizids fehériét mint tumorellenes
immunterdpids szert, ahol az emlitett tumorslienes antigén egy
fumor antigenhez irdnyitott antitestnek legalabb az antigénkstd
részét tartalmazza.
4. Az 1. igénypont szerind alkalmazds, a 1L igénypont szerin

gyogyaszati kompozicid, vagy a 13. igénypont szerinti készlet, ahol az



emlitett  RDG-tartalmtt  peptid  olyan peptid, amelynek az
aminosavmaradék szekvencidja ciklo{RGDN-MeV) (SEQ ID NO: 11
15, Az 1. igénypont szerind alkalmazds, a 11. igénypont szerint

¥

kompozicié vagy a 13. igénypont szerint készlet, ahol az emlitett

citokint az IL-2, IL-12 és az 1L-15 &ltal alkotott csoportbdl valaszjuk.

16.Az 1. igénypont szerint alkalmazis, a 11 igénypont szerint
kompuozicié vagy a 13. igénypont szerinti készlet, ahol az emlitett
tumorellenes  Immunterdpids  szer  tumorellenes antigénje
immunglobulin (Ig) 1ang, amely tartalmaz egy valtozd teriiletet, amely
a tumorral tarsult antigén célponthoz kitddik.

17.A 16. igénypont szerinti alkalmazés, ahol az embitett tumorral trsult
antigén célpontot az AFP, CA 125 CEA, CD1%, CD20, CDad, CNds,
EGE receptor, GDz, GDs, GMI, GM2, Her-2/Neu, Ep-CAM (K54), H.-2
receptor, Lewis-Y, Lewis-X (CD 15), melandmaval tarsult proteoglikan
MCSP, PSA és a transzferrin receptor altal alkotott csoporthdl
valaszfjuk.

18.Az 1. igénypont szerinti alkalmazds, a 11 igénypont  szerinti
kompozicié vagy a 13 igénypont szerintl készlet, ahol az emiitett
tumorellenes immunterdpids szer valamely fizids fehérje, amely IL-2
citokint ¢s Ig nehéz lancot tartalmaz, amely immun-reagdl a tumorral
tarsudt GD: antigénnel.

19.Az 1. igénypont szerinti alkalmazds, a 11 igénypont  szerindi
kompozicid vagy a 13. igénypont szerinti készlet, ahol az emiftett

humorellenes immunterdpids szer valamely fizids tehérje, amely 1.2
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citokint és Ig nehéz lancot tartalmaz, amely immun-reagdl a tumorral
tarsult KSA (Ep-CAM; KS1/4 antigén) antigénnel.

20.A 13 igénypont szerint készlet, ahol az emlitett tumaort vagy tumor
attételeket az adendma, angioszarkdéma, asztrocitdma, epitelialis
karcinéma, germindma,  glioblasztéma, gliéma, hamartéma,
hemangicendotelidma, hemangioszarkdma, hematdma,
hepatoblasztoma, leukémia, Hmfdma, medulloblasztdma, melandma,
neuroblasstdma, oszteoszarkéma, retinoblasztéma,
rabdomioszarkéma, szarkdma és a teratéma &ltal alkotott csoporthdl
valasztjuk.

21.A 13, igénypont szerinti készlet, ahol az emlitett angiogenezis gatld
szert és a tumorellenes lmmunterdpids szert kitldn tartdlyokban
bocsafjulke  rendelkezésre vagy egvetlen tartdlyban az emiffett
csomagban.

22.A 16. igénypont szerinti alkalmazds, kompozicid vagy keszlet, ahol az
emlitett tumorral tdrsult antigén oflpont neursektodermalis vagy
epitelialis tumorsejtbd! vald,

23. A 16. igénypont szerintl alkalmazds, kompozicié vagy készlet, ahol az
emiffett tumorral tarsult antigén célpont olyan tumorsejthbdl valg,

amelyet az adendma, angioszarkdma, aszirocitéma, epitelialis

karcindma,  germindma, globlasztdéma, glidma, hamartéma,
hemangicendotelidoma, hemangioszarkdma, hematdma,

hepatoblasstima, leukémia, limfdma, medulloblasztéma, melandma,

neuroblasztdma, oszivoszarkdma, refinoblasziima,
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rabdomioszarkdma, szarkdma 8s a teratéma dltal alkotott csoportbdl
valasztunk.
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