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Nazev ptihlasky vynalezu:
Imunoterapeutické kombinace pro 1écbu
nadori, nadmérné exprimujicich gangliosidy

Anotace:

Reeni souvisi s oborem imunologie a zejména s
imunoterapeutickymi kombinacemi, pouZivanymi pro kontrolu
riistu a/nebo bunééné proliferace u nadorti. Pomoci
ptedkladaného feSeni je pozorovén terapeuticky ucinek proti
néadortim, kombinaci idiotypovych vakcein, jejichZ zaklad
aktivity je antigangliosidova protilatka (Ab1), s idiotypovymi
vakcinami, jejichz zéklad aktivity je antiidiotypova protilatka
(Ab2), ziskana proti antigangliosidové protilatce nebo
vakciny, jejichz zéklad aktivity je jeden nebo vice gangliosida.
Jsou popsény kombinace téchto vakcin, které zpisobuji
synergicky terapeuticky G¢inek proti nddoriim. Zmifiované
kombinace mohou byt aplikovany pacientiim, ktefi jsou v
riznych klinickych stavech nadort, které exprimuji
gangliosidy.
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EXPRIMUJICICH GANGLIOSIDY.

IMUNOTERAPEUTICKE KOMBINACE PRO LECBU NADORU, NADMERNE %/

Oblast techniky

Tento  vynalez souvisi s lidskou medicinou a zejména s
terapeutickymi vakcinami, které indukuji imunitni odpovéd k
néddortm, které nadmérné exprimuji gangliosidy.

Pfednostni obor

Gangliosidy jsou sloZzky plasmatickych membrdn vétSiny savcéich
bunék. I kdyZ jsou tyto glykosfingolipidy exprimovany v normdlnich
tkédnich, Jjsou velmi atraktivnimi: cily pro imunoterapii, diky
expresnim profildm béhem maligni transformace bunék (Hakomori,
S. Ann. Rev. Biochem. 50; 1981:733-764; Hakomori, Cancer Res. 45;
1985:2405-2414; 1Irie, R. F., et al. In: Therapeutic monoclonal
antibodies. Borrebaeck, C.A.K., and Larrick, J.W. (Eds.). M
Stockton Press, 1990, pp. 75-94). Charakter sacharidd gangliosida,
spoleiné se skutelnosti, Ze jsou vlastni antigeny, z nich vytvari
velmi mdlo imunogenni molekuly. Pro zvy3eni imunogenity téchto
antigen bylo pouzZito nékolik strategii. Jsou zaloZeny na
prezentaci gangliosidl® imunitnimu systému v rtzném molekulovém
prostfedi. Jednou z téchto strategii bylo pouZiti konjugovanych
vakcin, ve kterych je sacharidovy antigen kovalentné pripojen k
proteinovému nosic¢i, kde nosi& je velmi imunogenni pro T buiky.
‘Toto umoziuje ziskat silnou a dlouho trvajici protilatkovou
imunitni odpovéd. PouzZitim tohoto postupu je moZné zvysit IgG
protilatky proti takovym gangliosidim, acdkoliv titry proti re-
imunizacim byly mensi ve srovnani s témi, =ziskanymi klasickou
imunitni odezvou proti antigentim, nezavislym na thymu (Helling, F
et al. Cancer Res. 54; 1994:197-203; Helling, F et al. Cancer Res.
55; 1995:2783-2788; Livingston PO et al. Cancer Immunol Immunother
45; 1997:10-19).

Bylo publikovadno, Ze nové sloZeni vakcin indukuje imunitni
odezvu proti N-acetylovanym a N-glykolylovanym gangliosidum.
Tyto vakciny = jsou zaloZeny na hydrofobnim spojeni mezi
gangliosidy a proteoliposomy velmi malé velikosti (very small

size proteoliposomes - VSSP), ziskanych ze seskupeni
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proteinového komplexu vnéjs$i membrany (Outer Membrane Protein
Complex - OMPC) z Neisseria meningitidis, Gram-negativni
bakterie, s gangliosidy (gangliosidy / VSSP) (Estévez F. et al.
Vaccine 18; 1999:190-197; US Patenty 5,788,985 a US 6,149,921).
Vakciny sloZené 2z GM3 gangliosidu / VSSP nebo (NeuGcGM3)
gangliosidu / VSSP =zvySily vysoky titr IgM a IgG protiléatek
specifickych proti GM3 a NeuGcGM3. |

Jinak feceno, vakcinace GM3 / VSSP =zvy3ila prezivani mysi,
nesoucich melanom B16, sniZila také objemy nadoru a zvy$ila miru
nepfijeti subkutdnni transplantace nddoru (Alonso et al. Int. J
Oncology 15; 18999: 59-66; Car, A. et al. Melanoma Research, v
tisku).

Teorie idiotypové sité navrZend Jernem 1974 (Jerne, N.K. Ann.
Immunol. 125C; 1974:373-389), ukdzala imunitni systém jako sit
protiladtek s komplexnim interakcnim vzorem mezi jimi a nékolika
pfirozenymi antigeny, jejichZz interakce se uskutééﬁuji ptes
variabilni oblasti nebo idiotypy (Id) a propojenim idiotyp-
antiidiotyp, <¢imZ je regulovan imunitni systém. Jerneho teorie
podporuje nové strategie pro aktivni imunoterapii rakoviny (AI -
active immunotherapy), =zaloZenou na pouZiti antiidiotypovych
vakcin. Vakcinace Jje provedena protilatkou (Abl), které
rozpozndvad s nddorem spojeny antigen, coZz indukuje anti-
idiotypové protildtky (Ab2). Tyto anti-idiotypové protilatky
napodobuji nomindlni antigen a nasledné vytvari anti-anti-
idiotypové protilatky (Ab3) proti antigenu spojeného s nadorem
(Schmolling J, et al. Hybridoma 14; 1995:183-186). Na druhé
strang, byla publikovana indukce imunitni odezvy Dproti
antigenum spojenych s nadorem po vakcinaci anti-Id protilatek
(Ab2) (Raychauhuri, S. et al. J. Immunol. 137; 1986:1743-1749;
Raychauhuri, S. et al. J. Immunol. 139; 1987:3902-3910;
Bhattacharya-Chatterjee, M. et al. J. Immunol. 139; 1987:1354-
1360; Bhattacharya-Chatterjee, M. et al. J. Immunol. 141;
1988:1398~1403; Herlyn, D. et al. Intern. Rev. Immunol. 4;
1989:347-357; Chen, 7Z-J. et al. Cell. Imm. Immunother. Cancer;
1990:351-359; Herlyn, D. et alf In vivo 5; 1991:615-624; Furuya,
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A. et al. Anticancer Res. 12; 1992:27-32; Mittelman, A. et al.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89; 1992:466-470; Durrant, LG. et al.
Cancer Res. 54; 1994:4837-4840; Mittelman, A. et al. Cancer Res.
54; 1994:415-421; Schmitt, H. et al. Hybridoma 13; 1994:389-
396; Chakrobarty, M. et al. J. Immunother. 18; 1995:95-103;
Chakrobarty, M. et al. Cancer Res. 55; 1995:1525-1530; Foon, KA.
et al. Clin. Cancer Res. 1; 1995:1285-1294; Herlyn, D. et al.
Hybridoma 14; 1995:159-166; Sclebusch, H. et al. Hybridoma 14;
1995:167-174; Herlyn, D. et al. Cancer Immunol. Immunother. 43;
1996:65-76) .-

Dalsi moZnost, tykajici se pouZiti Ab2 protilatek a zvyseni
imunogenity sacharidovych zbytkl, zahrnuje moZnost, Ze takové
sacharidové epitopy mohou byt reprezentovany proteinovymi
epitopy na molekule protildtky. Ve skuteénosti bylo mnoho =z
téchto anti-Id protilatek zisk&no; napodobuji gangliosidy,
vysoce exprimované v nadorovych bunkdch Jjako GM3, GD3 a
GD2 (Yamamoto, S et al. J. Natl. Cancer Inst. 82; 1990:1757-
1760; Chapman, P.B. et al. J. Clin. Invest 88; 1991:186-192;
Cheung N-KV, et al. Int J Cancer 54; 1993:499-505; Saleh MN. et
al. J Immunol 151; 1993:3390-3398; Sen G. et al. J Immunotherapy
21; 1998: 75-83).

Slibnych vysledkl bylo dosaZeno z klinickych pokust u pacientld s
rakovinou, pouzZitim Ab2 protildtek soucasné s BCG nebo QS21,
jako adjuvans (McCaffery M. et al. Clin Cancer Res 2; 1996:
679-686.; Foon KA. et al. Clin Cancer Res. 4; 1998:1117-1124).

V oboru je zndma monoklondlni protildtka P3 (depoziéni <&islo
ECACC 94113026), kterd specificky rozpozndva kyselinu sialovou
v monosialo- a disialogangliosidech, obsahujicich N-glykolyl.
Tato Mab Abl rozpoznavd antigeny na 1lidskych né&dorech a
melanomech prsu (Patent US 5,788,985; Vazquez AM. et al.
Hybridoma 14; 1995:551-556; Moreno E. et al. Glycobiology 8;
1998: 695-705; Marquina G. et al. Cancer Res 56; 1996:5165-
5171; Carr, A. et al. Hybridoma 19 (3); 2000:241-247).
Anti-idiotypova protildtka 1E10 (Ab2 MAb 1E10) (depoziéni
¢islo ECACC 97112901), ziskand imunizaci MAb P3 je protilatka
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typu gama (bez vnit¥niho obrazu). Ab2MAb 1E10 ukéazala
protinddorovy ucinek na rostouci nadory prsu a melanomy (Patent
US 6,063,379; Vazquez et al. Hybridoma 14; 1995:183-186; Vazquez
et al. Oncology Reports 7; 2000:751-756).

V oboru neexistuji dikazy o pouZiti kombinace mezi vakcinami,
zahrnujicimi gangliosidy a farmaceutickymi smésmi, zahrnujicimi
protilatky, proti gangliosidim (Abl) nebo anti-idiotypové
protilatky (Ab2), Jmenovité idiotypové vakciny; ani pouzZiti
kombinaci idiotypové vakciny Abl s idiotypovou vakcinou Ab2.
Predkladany vynalez popisuje pouzZiti v3ech moZnych popsanych
kombinaci vakcin, za ucelem zesilit uc¢inek, ktery kazdd z nich
oddélené vytvari.

Detailni popis vynalezu

P¥edkladany vynédlez popisuje farmaceutickou smés nebo
kombinace farmaceutickych smési, uZiteénych pro imunoterapii
rakoviny, zejména pro nadory, které nadmérné exprimuji

gangliosidy a ktera =zahrnuje alesponn dvé z néasledujicich

sloucenin:

(A) Idiotypova vakcina zahrnujicil protildtku proti gangliosidu
(Abl) ;

(B) Idiotypova vakcina zahrnujici antiidiotypovou protilétku

(Ab2) proti protildtce proti gangliosidu; a
(C) Vakcina zahrnujici gangliosid.
Farmaceutickd smé&s nebo kombinace farmaceutickych smési mohou
mit A plus B nebo A plus C nebo B plus C.
Vyhodné je farmaceutickd smés nebo kombinace farmaceutickych
smési, kde A muZe byt idiotypova vakcina zahrnujici my$i MAb
P3 s depozic¢nim <¢islem ECACC 94113026; a kde B mlZe byt
idiotypova vakcina zahrnujici my$i antiidiotypovou protilatku
1E10 s depozi¢nim ¢&islem ECACC 97112901 a kde C mizZe byt
vakcina zahrnujici N-glykolyl GM3 (NeuGcGM3) nebo N-acetyl GM3
(NeuAcGM3) gangliosidy.
V prfedkladaném vynadlezu mohou byt A plus B nebo A plus C
nebo B plus C podavany soulasné nebo alternativnim zplsobem.

Smé€si vyndlezu mohou byt uZitecné pfi 1écbeé rakoviny, zejména
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takove, pri které dochdzi k nadmérné expresi gangliosidli, stejné
jako rakoviny plic, prsu, trdviciho systému, urogenitédlniho
systému, melanomll, sarkomi a téch, které Jsou odvozeny =z
neuroektodermni tkané.

Predklédany vynalez také popisuje schéma pro poddvani
farmaceutickych smé€si nebo kombinace farmaceutickych smési
léCenému zZivoc&ichu.

V predkladdaném vyndlezu je také popsan zplsob, ktery zahrnuje
podavani farmaceutické smési nebo kombinace farmaceutickych
smési Zivocichu, popsany dfive pro prevenci nebo 1lécbu nédoru
prsu, plic, tréviciho systému, urogenitdlniho systému, melanomi,
sarkom a té&ch, které jsou neuroektodermniho ptvodu.

1. Priprava vakciny zahrnujici gangliosidy:

Vakciny zahrnujici gangliosidy Jjsou ziskdny podle presného
popisu v Estevez a kol ve Vaccine 18, 1999: 190-197 a v US
Patentech 5,788,985 a US 6,149,921). Proteoliposomy s velmi
malou velikosti (VSSP) jsou ziskdny ze seskupeni s proteinovym
komplexem wvnéjsi membrény (OMPC) =z Gram-negativni bakterie,
kmene Neisseria meningitidis, se syntetickymi nebo pfirodnimi
gangliosidy v nich inkorporovanych (VSSP-G). Gangliosidy mohou
byt (NeuGcGM3), GD3 nebo (NeuAcGM3).

2. Priprava idiotypovych vakcin:

Farmaceutické smési Jjsou ziskany rpodle specifikaci US Patenttl
5,817,513 a 6,063,379. Vakcina =zahrnuje my3i monoklonalni
protildtky proti gangliosidim, takové Jjako MAb P3 nebo mysi
anti-idiotypové monoklondlni protilédtky, takové jako Mab 1E10,
které rozpozndvaji monoklondlni protildtky proti gangliosidim.

3. Imunoterapeutické kombinace, které zesiluji imunitni
odezvu a protinadorovy ucinek gangliosidovych vakcin a
idiotypovych vakcin ve zvirecich modelech:

Zminované postupy mohou byt pouZity v my3ich nebo v
jakychkoliv jinych druzich savcl. SloZkami kombinace jsou
gangliosidovad wvakcina a idiotypovéd vakcina; tyto mohou byt
kombinovany raznymi zpuisoby.

V jedné kombinaci, mohou byt zvirata imunizovéna 3 aZz 10 divkami
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v rozmezi od 25 pug do 1 mg mysSi monoklondlni protildtky proti
gangliosidim; interval mezi davkami mizZe byt 7 aZz 14 dni. Bé&hem
této periody dostanou zvifata mezi 3 az 10 davkami v rozmezi
mezi 60 aZz 1000 pg gangliosidové vakciny, interval mezi davkami
miZe byt 7 az 14 dni.

V jiné kombinaci, mohou byt zvifata imunizovéna 3 aZ 10 davkami
v rozmezi od 25 pg do 1 mg my3i anti-idiotypové protilatky
specifické proti protilatce proti gangliosidlm; interval mezi
dédvkami mbZe byt 7 aZ 14 dni. Béhem této periody dostanou
zvitata mezi 3 az 10 davkami v rozmezi mezi 60 aZz 1000 ug
gangliosidové vakciny, interval mezi davkami mbZe byt 7 az 14
dni.

Oba typy vakcin se mohou poddvat soucdasné nebo sttfidavé.
Vakciny mohou byt vytvoreny 3jako oddélené produkty nebo jako
vakcinovd smés, kdy Jjsou podavany soucasné. kJsou—li vakciny
podavany stridave, intervaly mezi kaZzdym typem vakciny mohou byt
3-7 dni. Vakciny jsou poddvany v adjuvans, které miZe byt hydroxid
hlinity (62,5 pg -2,5 mg), Montanide ISA 51 (0,1-1,2 ml/davky),
nebo jakékoliv jiné vhodné adjuvans. Celkovy objem kazdé davky muzZe
byt 10 pl - 2 ml.

Vakciny =zahrnujici gangliosidy mohou byt poddvény intradermalnég,
subkutanné, intramuskularnég, intraperitonedlnég, intramukosné,
nebo Jjejich kombinacemi. Stejné poddvaci =zplsoby mohou byt
pouZity pro vakciny zahrnujici protilatky.

Imunoterapeutické kombinace zvySuji protildtkovou imunitni odezvu
stejné jako bunécnou imunitni odezvu v léCenych zvitatech.

Cas objeveni se lokdlnich néadord, objemu n&doru a prezivani
lécenych subjektlt je porovndvan se stejnymi parametry pro
kontrolni skupinu, za tcelem vyhodnotit ucinnost
imunoterapeutickych kombinaci. Porovnanim téchto parametrl mezi
léCenymi a kontrolnimi skupinami 1lze ©pozorovat kratsi cas
objeveni se lok&lnich néddorl, zmenSeni objemu nddoru a zvySeni
prezivani ve skupiné, kterd ije léCena terapeutickymi kombinacemi
pfedkladdaného vyndlezu. Kontrolni skupiny nejsou pouze ta

zvifata, kterd byla 1lécena adjuvans, ale také ty skupiny, které
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byly léceny pouze jednou vakcinou, misto jejich kombinacemi.

4. Imunoterapeutické kombinace, které zesiluji imunitni odezvu a
protinddorovy uéinek gangliosidovych vakcin a idiotypovych vakcin
u lidskych pacientu:

Dfive zminény postup mlzZe Dbyt také aplikovadn pacientim
s rakovinou v ruznych klinickych stéddiich. Zejména téch néadort,
které nadmérné exprimuji gangliosidy, stejné& jako nadory plic,
prsu, trdviciho systému, urcgenitalniho systému, melanomi,
sarkomd a téch, které jsou odvozeny z neuroektodermni tkané.

V jedné kombinaci, mohou byt pacienti imunizovani 3 aZ 10
davkami v rozmezi od 0,1 mg do 5 mg my3i monoklondlni protildtky
proti gangliosidu; interval mezi davkami miZe byt 7 aZz 14 dni.
Béhem této periody dostanou pacienti mezi 3 aZz 10 davkami v
rozmezi mezi 60 aZ 1000 pg gangliosidové vakciny, interval mezi
davkami mtZe byt 7 aZz 14 dni.

V druhé kombinaci, mohou byt pacienti imunizovédni 3 aZ 10
dadvkami v rozmezi od 0,1 mg do 5 mg myS5i anti-idiotypové
protildtky specifické proti protilatce proti gangliosidim;
interval mezi dévkami miZe byt 7 az 14 dni. Béhem této periody

dostanou pacienti mezi 4 azZz 6 davkami v rozmezi mezi 60 az 1000

pg gangliosidové vakciny, interval mezi dévkami miZe byt 7 aZ 14
dni.

V treti  kombinaci mochou byt pacienti imunizovani my$i
monoklondlni protildtkou proti gangliosidu; déavky, frekvence a
intervaly mohou byt jako ty, popsané drfive. Béhem této pericdy
dostanou pacienti mezi 3 az 10 déavkami v rozmezi mezi 0,1 az 2
mg my3i anti-idiotypové protildtky specifické proti protiléatce

proti gangliosidim.

Oba typy vakcin se mohou podavat soucCasné nebo stridavé.

Vakciny mohou byt vytvoreny Jako oddélené produkty nebo jako

vakcinova smés, kdy Jsou poddvany soucasné. Jsou-li vakciny

podavany stridave, intervaly mezi kazZdym typem vakciny mohou byt

3-7 dni. Vakciny jsou podavany v adjuvans, které mGze bYt.hydroxid

hlinity (1-5 mg/davky), Montanide ISA 51 (0,6-1,2 ml/davky), nebo
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jakékoliv jiné vhodné adjuvans. Celkovy objem kazdé davky miZe byt
10 ul - 2 ml.
Vakciny zahrnujici gangliosidy mohou byt podédvany intradermdlné,
subkutanneg, intramuskularnég, intraperitonealné, intramukosné,
nebo jejich kombinacemi. Stejné podavaci zplsoby mohou byt
pouzity pro vakciny zahrnujici protiléatky.
Béhem vakcinace jsou monitorovany nékteré biochemické
parametry a titr protilatek, mé&fenim v krvi. Frekvence maZe
byt 1 tyden aZz 3 mésice. Bunécnad imunita je studovana pouZitim
lymfocytl z pacientu. Extrakce jsou provadény s frekvenci, kteri
se pohybuje od jednoho tydne do t¥i mésict.
Nakonec jsou pacienti re-imunizovani obéma vakcinami o dfive
zminénych koncentracich; intervaly mezi d&vkami mohou byt 1-6
mésica. Mohou byt podadvadny soucasné nebo ne a béhem 1 az 2
let. ‘
Predklddané vakcinacni schéma indukuje v pacientech zvy3Senou
protildtkovou a bun&&nou imunitni odezvu a proto sniZuje
naddorovou zatéz.
PRIKLADY
Pfiklad 1: Aktivace anti-idiotypovych T2 a anti- anti-
idiotypovych T3 bunék v syngennim modelu, indukované imunizaci
mysi MAB P3.
Sami¢i Balb/c nahé mysSi stejného genetického z&kladu, 6-8
tydni staré, byly subkutdnné imunizovany 100 pg my3i MAb P3
(anti-N-glykolylovany gangliosidu, depositni ¢islo ECACC
94113026; Vazquez et al., Hybridoma 14; 1995: 551-558; Moreno et
al. Glycobiology 8; 1998: 695-705) a kompletnim Freundovym
adjuvans (CFA). Za sedm dni byly mySi re-imunizovany 50 ug
protilatky v nekompletnim Freundové adjuvans (IFA). V 10 dni
byly odebradny drénujici lymfatické uzliny a protlaenim pfes
injek&ni strikacku byly ziskdny lymfocyty. Bunécna suspenze byla
pouzita v experimentech bunécné proliferace, kterd byla mé&rena
inkorporaci ‘H-thymidinu. Proliferace lymfocytd in vitro byla
méfena kultivaci suspenze lymfocytd v pritomnosti zvy3Sujicich se
koncentraci (25 az 150 ?g/ml) my$i MAb P3 a jeji Ab2 MAb 1EI10
8



(Depozi¢ni ¢&islo ECACC 97112901). Jako kontrol bylo pouzito
isotypové shodnych mySich MAb. Stimulaéni indexy rovné nebo
vy38i neZz 3 byly pokladany jako pozitivni. Lymfocyty ziskané po
imunizaci Balb/c my3i P3 MAb specificky proliferovaly v
pritomnosti MAb a proliferace nebyla pozorovana, byly-1i bunky
kultivovany v pritomnosti mySi kontrolni MAb A3 (IgM) (Alfonso
M. a kol.: Hybridoma 14; 1995: 209-216). Tato proliferace byla
z4visld na pritomnosti T bunék; protoZe nebyla ziskdna z bunék
lymfatickych uzlin z P3 imunizovanych athymickych nu/nu my$i.
Imunizace mys$i MAb P3 nejenZe indukovala proliferaci T bunék
proti idiotypu této Abl MAb (T2), ale také indukovala
proliferaci anti-antiidiotypovych T bunék (T3) specifickych
pro my$8i Ab2 MAb 1E10 (lgGl), a ne proti Mab C5 stejného
isotypu (IgGl) (Obréazek 1).

P¥iklad 2: Aktivace anti-idiotypové (T2) a anti-anti-idiotypové
(T3) indukované imunizaci chimerni protilatkou P3.

Chimerni protildtka P3, JjejiZ aminokyselinovad sekvence Jjejich
variabilnich oblasti té&Zkého feté&zce (VH) je ukazdna Obrazku 8 a
a aminokyselinovd sekvence jejich variabilnich oblasti 1lehkého
fetézce (VL) je ukdzdna na Obrézku 9, byla pouZita pro
imunizaci samid¢ich Balb/c my3$i, 6-8 tydnlt starych. Pro prvni
subkutédnni davku bylo pouzito 100 pg protildtky, emulgované v

ACF. O sedm dnd pozdéji byla =zvifata re-imunizovana 50 ug
protildtky emulgované v AIF. V 10 den byly odebrany drénujici
lymfatické uzliny (LN) a schopnost lymfoproliferace u LN bunék
byla analyzovéna inkubaci v pfitomnosti my3ich a chimernich
variant protildtek P3 a Ab2 1E10, jejichZ sekvence variabilnich
oblasti jsou ukdzédny na Obrdzcich 13 (téZky fetézec) a 14
(lehky fetézec). C5 my$i MAb a Jjeji chimerni varianta byly
pouzity Jjako isotypové+ shodné kontroly (Patentova Zadost WO
97/33916 Al). Lymfocyty z my3i, imunizovanych chimerni
protilédtkou P3, se specificky proliferovaly, kdyz byly
kultivovany v pritomnosti této protildtky nebo této chiméry 1E10
MAb, a také, kdyZ byly kultivovény v pfitomnosti mySich variant
téchto protilatek. Specifita proliferace byla demonstrovana
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pouzitim isotypové shodnych kontrolnich MAbs. Chimerni P3 MAb
tedy wudrZuje schopnost my3i varianty indukovat specifickou
proliferaci antiidiotypovych a anti-antiidiotypovych T buné&k
(Obrazek 2).

Priklad 3: Zesileni protinadorového uéinku GM3-VSSP/Montanid ISA
51 vakciny pomoci jeji kombinace s vakcinou tvorfenou mysSi MAb
1E10 adsorbovanou v hydroxidu hlinitém. |

Skupina 6-8 tydnt starych C57BL/6 samicich my3i byla subkuténné
imunizovana ve dnech 0, 14; 28 a 42 50 pg of mysi 1E10 MAb,

adsorbované v hydroxidu hlinitém. Ve dnech 7, 21, 35 a 49

dostaly my3i intramuskuldrni davky 120 pg GM3-VSSP/Montanid ISA
51. Dals$i skupina mySi byla imunizovana podobnym zplsobem, ale
imunizace zac¢inaly vakcinovym prepardtem, obsahujicim GM3
gangliosid. Kontrolni skupiny byly oddélené imunizovédny ve
stejnych c&asovych intervalech a se stejnym pocétem davek kazZdé
vakciny nebo byl v  téchto experimentech pouZit pouze
fyziologicky roztok pufrovany fosfdtem. V den 63, byly my3i ve
v3ech skupinach subkutédnné naockovany 10 000 bunkami my3iho

naddoru Bl6. Rist naddoru byl vyhodnocen ve vSech skupinach.

Pro porovnani rGstu néddoru byla pouZita statistickd analyza
dat ,SmisSeny primkovy vzorek™ (Mixed Lineal Pattern) mezi
v3emi skupinami a tou kontrolni skupinou, kterd dostala pouze
PBS. Vakcinace samotnou 1E10 MAb neochrénila myS$i pfed vyvolanim
odezvy na 10 000 melanomovych B1l6 bunék. Vakcina VSSP-GM3
zplUsobila zpomaleni nadorového rtGstu (p <0,05). Kombinace vakcin
GM3-VSSP a 1E10 MAb vedla ke zv?éeni chrdniciho u&inku, ktery
byl pozorovan u samotné vakciny GM3-VSSP (p <0,05) (Obréazek 3).
Priklad 4: Imunizacéni rozpis  pacientl s rakovinou pro
gangliosidovou vakcinu NeuGc-GM3/VSSP pouzitim Montanid ISA 51
jako adjuvans.
S cilem prokédzat bezpednost a imunogenitu imunizace vakcinou
NeuGc-GM3 / VSSP pouiitim Montanide ISA 51 jako adjuvans (US
Patent 5,788,985 a US 6,149,921), byla provedena klinicka
zkoudka, ve které bylo touto vakcinou imunizovano 20 pacientt, s
pokrocilymi zhoubnymi melanomy, které nebyly vhodné pro Zzadnou
jinou onkologickou specifickou 1lécbu.
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Pacienti obdrzZzeli 9 davek vakcinového preparatu, obsahujiciho
200 ?g GM3 gangliosidu. D&vky byly podavény ve dnech 0, 14,
28, 42, 56, 84, 112, 140, a 168. Podle kritéria oSetfujiciho
lékare, dostavali pacienti dals$i davky kaZdy 28 den po Sest
mésicli, dokud nebyl dokoncen jeden rok 1lécby.

Byly =ziskdny vzorky krve pro béZné biochemické testy a pro
vyhodnoceni titrl anti-NeuGcGM3 gangliosidovych protildtek ve
dnech 0, 14, 28, 56, 112, 168, 224, 280, a 332.

Titry protildtek byly m&feny pomoci ELISA. Red&ni séra bylo byly
pokladény za pozitivni, kdyZ OD hodnoty anti-gangliosidd byly
rovny nebo vy3$3i neZ 0,1 (vztaZeno k anti-methanol OD ).

Toxicita vakcina NeuGcGM3-VSSP/Montanid ISA 51 byla sestavena z
erytému, lokdlni bolesti, indurace v mist& vpichu a horedky a
toto dovolovalo klasifikaci toxicity jako slabou, stupné I/II,
podle kritérii OMS.

U pacientd do3lo k vyvolédni titrd specifickych protildtek proti
NeuGcGMS (mezi 1:80 a 1:2560).

Detekovany protildtkovy izotyp =zahrnoval IgG a IgM (u v3ech
pacientd) a IgG (75 % pacientl; Tabulka I).

U pacienta 01, ktery vstoupil do testu s diagnézou pokroc¢ilého
zhoubného melanomu (Evolutionary Metastatic Disease, EMD), byla
po dvou mé&sicich 1éc¢by pozorovdna regrese a stabilizace
nékterych koZnich 1ézi, s bezbarvymi kruhovymi okraji (halo)
okolo téchto 1ézi, ve kterych byla prokdzédna p¥itomnost
zadnétlivého infiltrdtu a nekrézy pomoci anatomopatologickymi
studiemi v biopsiich (Obréazek 4).

U pacienta 02, s diagndézou pokroc¢ilého zhoubného melanomu byla
pozorovana stabilizace plicni metastazové leze v pravém temeni

hlavy 18-20 mm, bé&hem alesponn 4 mé&sicl (Obrazek 5).
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Tabulka I:
Titry protilidtek proti NeuGcGMS u pacientd s pokroc¢ilym
zhoubnym melanomem imunizovanych NeuGcGM3/ VSSP/ Montanid ISA 51

vakcinou.
Pacienti Den IgM IgG IgA
01 0 ' 0 0 0
14 640 80 320
28 320 160 320
56 1280 160 320
02 0 160 160 160
14 160 160 320
28 160 160 320
56 1280 320 320
03 0 80 320 0
14 320 320 0
28 640 320 0
56 640 640 0
04 0 0 0 0
14 160 80 160
28 1280 80 160
56 2560 640 2560
Pfiklad 5: Imunizaéni schéma u pacientd s rakovinou

idiotypovou vakcinou obsahujici 1E10 Ab2 Mab precipitat v
hydroxidu hlinitém.

S cilem prokdzat bezpecnost idiotypové vakciny obsahujici
my3i antiidiotypou MAb 1E10 (US Patent 5,817,513 a US 6,063,379) a
hydroxid hlinity jako adjuvans, byla provedena klinicka zkousSka s
20 pacienty s pokro¢ilymi zhoubnymi melanomy, které nebyly
vhodné pro Z&dnou jinou onkologickou specifickou 1lécbu.
Pacienti obdrZeli 4 davky vakciny, sestédvajici z 2 mg 1E10
MAb. Byly ziské&ny vzorky krve pred lécbou a 14 dni po kazZdé
imunizaci pro bé&zZné biochemické testy a pro vyhodnoceni titru
protilatek proti 1E10 MAb idiotypu a NeuGc-GM3 gangliosidu.
Titry protilatek byly méfeny pomoci ELISA testu, vyhodnocujici
jako pozitivni hodnoty ty, které jsou rovny nebo vy335i nez 0,15.
Podavéani vakciny pacientim vyvolalo slabou toxicitu,
klasifikovanou, podle OMS, jako stupen I a II.

U 16 ze 17 vyhodnocovanych pacientu byly vyvolany silné IgG Ab3
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protildtkové odezvy, detekovatelné po obdrzeni 2 nebo 3 davek
vakciny. Analyza  specifity této Ab3 ukazala prednostni
rozpoznani 1E10 MAb pacientovym sérem, v porovnéni s Jjinymi
isotypové shodnymi kontrolnimi MAb, coZ naznacovalo indukci
idiotypové-specifické slozky v protilatkové odezvé k 1E10 MADb.
Toto bylo potvrzeno silnou reaktivitou séra proti F(ab')2
fragmentim MAb, s prumérnym titrem 1:15000 (titry od 1:10000 do
vice nez 1:100000), s malym nebo Zadnym rozpoznanim F(ab')?2
fragmentl kontrolnich MAb, pouZitych jako kontroly (Obrazek 6).
Protildtky vytvofené proti NeuGcGMS byly, ve vét$iné pripada,
jak IgM, tak IgG, s titry 1:4000 pro IgM a 1:800 pro IgG
(Obrazek 7).

V klinickém testu byl zahrnut pacient s diagndézou zhoubného
melanomu a jaternich metastéaz; po 1léc¢bhé byla ukdzdna
stabilizace onemocnéni po 8 mésicl a pacient p¥rezZzival 15 mésict.
Priklad 6 : Kombinovana imunizace antiidiotypovou vakcinou
zahrnujici Ab2 MAb1E10 a NeuGcGM3-VSSP gangliosidovou vakcinu.
Pacient s melanomem a metastdzemi, ktery byl jednou mésiéné
podrobovan operaci, obdrZel po diagnéze 6 davek idiotypové
vakciny obsahujici Ab2 MAbI1E10 a gel hydroxidu hlinitého (2 mg
MAb na déavku), dny 0,14,28,42,56. B&hem této periody byla
pacientu také poddvana gangliosidovad vakcina, obsahujici 200ug
NeuGcGM3-VSSP gangliosid a Montanid ISA 51, jako adjuvans, dny
7, 21, 35, 49, 63. Poté, co pacient obdrZel toto imunizacni
schéma, byl znovu imunizovén jednou za mésic obémi vakcinami
souc¢asné po dva mésice. Béhem periody vakcinace se neobjevily
nové léze a pacientlv stav byl dobry.

Pfiklad 7: Rozpoznani nadorovych tkani MAb 14F7.

NeuGcGM3 gangliosid je rozpozndvan MAb 14F7 (patentova Zadost
WO 99/40119) . Je ukazéano rozpoznani nadorovych tkani
protiléatkou.

Formalinem fixované tkané byly umistény do parafinu. Histologie
byla vyhodnocena v Yfezech barvenych hematoxillin-eosinem. Tyto
fezy byly barveny pomoci imunochemickych technik, pouZitim

komplexu biotin-estreptavidin- peroxidasa (Hsu, S. M. y Raine,
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L. 1981, J. Histochem Cytochem., 29:1349-1353 ). Strucné,
parafin byl odstranén a na vlhké fezy byl pusobeno 3% Hy0, (v
roztoku methanolu) po 30 minut, pro sniZeni endogenni
peroxidasové aktivity. Po inkubaci s MAb 14F7 (&istou) po 1
hodinu pf¥i laboratorni teploté, byly pfidany biotinylované proti
mySi imunoglobuliny a streptavidin-peroxidasovy komplex
(Dakopatts) p¥i laboratorni teploté; mezi inkubacnimi casy byly
Yezy promyty roztokem, pufrovanym Tris-HCI. Reakce (POD) byla
vyvolédna 5 ml Tris-HCI, 0,005 ml roztoku pufru obsahujiciho az
30% H,0, a 3 mg 3-3 diaminobencidinu.

Po promyti hematoxylin-kontrastni vodou (Mayer), byly fezy
pokryty balzémem a =zakryty. Enzymovd reakce poskytla hnédou
barwvu.

Cerstvé biopsie z patologickych tkani byly ziska&ny jednu hodinu
pf¥ed operaci. V3echny tka&né byly promyty fyziologickym roztokem
a ihned zamraZeny v kapalném dusiku a byly konzervovany mrazem
pri -80°C.

Zmrzlé fragmenty byly nafezany v kryostatu Leica p¥i -25°C. Byla
ziskdna rada nésledujicich 5 um ¥fezl, které byly vysuSeny
vzduchem a ihned pouZity nebo byly konzervovadny p#i -20°C,
zabalené v hlinikovém papiru; poté byly fezy fixovéany 4% para-
formaldehydem po 20 minut.

V Tabulce II Jje wukazédno imunobarveni MAb 14F7 v nékolika
lidskych néadorech. $Silné obarveni membrédny a cytoplasmy Je
uspokojivé u vice neZ 50% nadorovych buné&k. Barva byla velmi
intenzivni u rakovin tlustého strfeva, deélohy, vajéénik&,
sarkomli, lymfatickych wuzlin a mozkovych metastaz rakoviny

prsu, stejné& jako melanomovych metastéaz.
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TABULKA II:
Nador imunobarveny MAb 14F7.

Imuno-
barveni
(Pozitivni

Nador /Celkem)
Rakoviny tlustého stfeva 9/9*
Rakoviny délohy 2/2%
Rakoviny vajeénikl 2/2*
Sarkomy 2/2%*
Nadory prsu a metastdzi lymfatickych uzlin 6/6%
Melanomové metastazy 2/2%

* Vice neZ 50% bunék vykdzalo intenzivné imunobarvenou membranu
a cytoplasmu.

Struény popi obrazku:

Obrazek 1. My3i Balb/c euthymické a athymické my3i byly
subkutannd imunizovédny 100 pg my3i MAb P3 v CFA, s néaslednou

re-imunizaci 50 pg MAb, emulgované v IFA. Po tfech dnech,
byly odebréany bufiky lymfatickych Zlaz a byl proveden test
proliferace s rlznymi koncentracemi MADb P3, A3, 1E10 a C5.

Obrazek 2. My3i Balb/c byly subkutdnné imunizovany 100 ug

chimerni protildtky P3 v CFA, s ndslednou re-imunizaci 50 pg
protilatky, emulgované v IFA. Po tfech dnech, byly odebrany
buiiky lymfatickych Zldz a byl proveden test .proliferace s
riznymi koncentracemi, pouZitim mySich - a chimernich
protilatek, jako kontroly.

Obrazek 3. Kinetiky r@stu my3iho Bl6 nador u my$i, imunizovanych
imunoterapeutickymi kombinacemi, =zejména idiotypovou vakcinou
zahrnujici Ab2 MAblE10 a GM3-VSSP gangliosidovou vakcinu, jak je
detailné& popséno v Prikladu 3.

Obrazek 4: Vyvoj koZnich metastaz u pacienta S melanomem.
Obrazky byly pofizeny pfred imunizaci vakcinou NeuGcGMS / VSSP
/ ISA 51, 2 a 4 mésice po 1é&bé&. Jsou pozorovany bezbarvé zony
kolem né&kterych 1lézi, stabilizace 1lézi, u jedné léze bylo
pozorovano zmenSeni velikosti a u jedné léze bylo detekovéano
zvétSeni.

Obrazek 5: Vyvoj plicnich metastdz u pacienta s melanomem.
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Plicni pravy vertex pozorovany poc¢itadem Ffizenou axialni
tomografii, velikost léze byla 18x20 mm pred imunizaci vakcinou
NeuGecGMS / VSSP / ISA 51 a 4 mésice po imunizaci byla
pozorovana stabilizace léze.

Obrazek 6: Rozpoznani F(ab')2 fragmentu z Ab2 MAblE10 a dalSich
MAb se stejnym izotypem sérem z pacientd, imunizovanych
idiotypovou vakcinou, obsahujici Ab2 MAblE10 a gel hydroxidu
hlinitého, jako adjuvans.

Obrazek 7: Rozpozndni GM3 (NeuGc) a GMS (NeuAc) gangliosidd sérem

z pacienttl, imunizovanych idiotypovou vakcinou, obsahujicil Ab2

MAb1E10 a gel hydroxidu hlinitého, jako adjuvans.
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Imunoterapeutické kombinace pro imunoterapii nadord, které
nadmérné exprimuji gangliosidy, zahrnujici alespon dve =z
nédsledujicich slozek:

(A) Idiotypova  vakcina zahrnujici  protilatku proti
gangliosidu (Abl);

(B) Idiotypova vakcina zahrnuijici specifickou my3i
antiidiotypovou monoklonalni protilatku (Ab2) proti
protildtce proti gangliosidu; a

(C) Gangliosidova vakcina.

Imunoterapeuticka kombinace podle patentového naroku 1,
kde Ffedend kombinace zahrnuje A plus B nebo A plus C nebo

B plus C.

Imunoterapeutickd kombinace podle patentovych narokua 1 -
2, kde te&ena vakcina A zahrnuje my3i anti-gangliosidovou

MAb P3 (Depozitni &islo ECACC 94113026).

Imunoterapeutickd kombinace podle patentovych néarokd 1 -
3, kde *Pe&end vakcina B zahrnuje myS3i antiidiotypovou

protilatku 1E10 (Depozitni &islo ECACC 97112901).

Imunoterapeuticka kombinace podle patentovych narokd 1 -

4, kde redena vakcina C zahrnuje NeuGcGM3 gangliosid.

Imunoterapeutickd kombinace podle patentovych naroki 1 -

4, kde telena vakcina C zahrnuje NeuAcGM3 gangliosid.

Imunoterapeutickd kombinace podle patentového naroku 1 az 6,
kde A a B nebo A a C nebo B a C jsou poddvany souCasné nebo

stridaveé.

Pouziti jakychkoliv imunoterapeutickych kombinaci

patentovych narokd 1 aZ 7 pro lé&bu nadord, které nadmérné
17



10.

11.

exprimuji gangliosidy.

PouZiti podle patentového naroku 8, pro 1é&bu néadoru
prsu, plic, traviciho systému, urogenitdlniho systému,
melanom, sarkom@ a té&ch, které Jsou z neuroektodermnich
tkani.

Zplisob pro kontrolovani r@stu anebo bunéfné proliferace
nadord, které nadmérn& exprimuji gangliosidy, zahrnujici
podadvani savci imunoterapeutickou kombinaci, jakéhokoliv z

patentovych naroka 1 az 7.

Zplisob podle patentového naroku 10, kde feCeni savci jsou lidé.
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