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Lééebné Cinidlo pro lymfatické nadory, protilatka, chimerni protilatka a pozménéna
protilatka.

Oblast techniky

Predkiddany vynélez se vztahuje k lé¢ebnym c&inidlim pro lymfatické nadory
(vyjma myelomu), ktera obsahuji jako aktivni slozku protilatky, jez se specificky vaZzou
k proteiniim, exprimovanym témito lymfatickymi nadory. Piedkladany vynélez se také
vztahuje k lIé&ebnym &inidlim pro nadory T bunék nebo B bunék (vyjma myelomd).

Déale se predkladany vynélez vztahuje k protilatkam, jez se specificky vazou

k proteiniim, exprimovanym v lymfaticky nadorech a které maji cytotoxickou aktivitu.

Dosavadni stav techniky

Lymfatické buiky jsou hlavné zodpovédné za imunitu Zivych organizma.
V8echny lymfatické buriky jsou odvozeny od stejnych krvetvornych kmenovych buneék,
jez jsou uvolovany do periferni krve po opakované diferenciaci, kteréa probiha pod
vlivem puasobeni rliznych diferenciaci indukujicich faktorll nebo rlstovych faktor(
v kostnim morku nebo jinych organech. Nasledkem rozdilli v pribéhu této diferenciace
se lymfocyty déli na B buriky a T buriky. Za B burky jsou povaZovany ty, které maji
schopnost produkovat protilatky, zatimco za T bunky jsou povaZovany ty, které maji
schopnost prezentace antigenu, pUsobi cytotoxicky a podobné. Kdyz tyto buriky
projdou nadorovymi zménami z néjakého divodu nebo bé&hem urditych stadii své
diferenciace a zanou nekontrolovatelnym zplUsobem proliferovat v kostnim morku,
lymfatickych tkanich, krvi a podobné, je tento stav nazyvan lymfatickym nadorem.

V duisledku zavadéni novych technologii, zviasté pokrodilych technologii, které
uZivaji monoklonalni protilatky proti diferenciaénim antigenim na povrchu bunék, se
stalo moznym urdit piivod anebo diferenciaéni stav lymfatickych bunék. Sou¢asné s tim
se také stalo moznym uréit nejen zda jsou takové nadorové buriky odvozeny z T bunék
nebo B bunék, ale téZ uréit stupen zralosti nadorovych bunék.

Zakladni klasifikace lymfatickych nadorG je na nadory B bunék a na nadory T
bunék, coz je zaloZeno plivodu a stupni zralosti nadorovych bunék. Na zékladé stupné
ira!osti nadorovych bunék jsou nadory B bunék klasifikovany jako akutni B lymfaticka
leukémie (B-ALL), chronicka B lymfatické leukémie (B-CLL), pre-B lymfom, Burkittv
lymfom, folikul&rni lymfom, lymfom folikularniho obalu, difGzni lymfom a podobné. Na




druhé strané jsou nadory T bunék na zakladé stupné zralosti nadorovych bunék
klasifikovany na akutni T lymfatickou leukémii (T-ALL), chronickou T lymfatickou
leukémii (T-CLL), leukémii zralych T bunék (ATL), non-ATL periferni T lymfom (PNTL)
a podobné (Zukai Rinsho (GAN) (lllustrated Clinical: Cancer), série &.17 Leukemia and
lymphoma, Takashi Sugimura a kol., Medical View Co., Ltd., 1987, B cell tumors,
Kiyioshi Takatsuki, Nishimura Shoten, 1991).

Je pravdou, Ze bez ohledu na nedavné pokroky v Iékafskych technikach, 1éCeni
lymfatickych nadorl neni uspokojivé. Napf. procento vyléCeni akutni lymfatické
leukémie (ALL) je stale 20% nebo niz8i a u lymfomu je v pokrogilém stavu asi 50%,
ackoli se fika, Ze procento vyléCeni u B lymfomd je relativné vysoké, diky pokroku
v multidrogové 1é¢bé. Navic T lymfom je odolngj8i a jeho procento vyléceni je asi 30 %,
procento Usp&$ného vylééeni u leukémie dospélych T bunék (ATL) je v soucasné dobé
mensi nez 10 %.

Na druhé strané Goto, T. a kol. popsali monoklonaini protilatku (protilatka anti-
HM1.24), ktera byla ziskéna imunizaci mysi lidskymi myelomovymi bunfkami (Blood
(1994) 84, 1922-1930). Kdyz byla podana mysi s transplantovanymi lidskymi
myelomovymi burikami, protilatka se hromadila specifickym zpisobem v nadoroveé tkani
(Masaaki Kosaka a kol., Nippon Rinsho (Japan Clinical) (1995) 53, 627-635), coz
naznaéuije, ze protilatka anti-HM1.24 mGze byt pouzivana pii diagnoze umisténi nadoru
pomoci radioizotopového znaceni, pii cilenych terapiich jako je radioimunoterapie
apod. Neni v8ak znédmo, zda je mozno pouzit protilatku anti-HM1.24 pro iéceni

ostatnich lymfatickych nadord.

Podstata vynalezu

Létebné metody u lymfatickych nador(i, které jsou v soucasnosti pouzivané,
zahrnuji rizné druhy chemoterapii, transplantaci kostniho morku a podobné. Jak bylo
vy$e uvedeno, Zadna z nich véak neni dostate¢né uspokojiva, a tedy se stéle otekava
vznik pfevratnych Ié&ebnych &inidel nebo metod, které budou schopny mirnit lymfatické
néadory a prodlouzit dobu preziti pacienta.

Predmétem pfedkladaného vyndlezu je poskytnout nové lécebné Cinidlo pro
lymfatické nadory, kromé& myelom.

Aby bylo mozno poskytnout takové Iéebné ¢inidlo, vynélezci provadéli rozséahlé
invitro studie, v&etnd analyzy pomoci pritokové cytometrie (FCM), uréovani
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cytotoxickych aktivit jako je ADCC aktivita, CDC aktivita atd. a in vivo studie
protinddorovych Ucinkda za pomoci protilatek anti-HM1.24 (Goto, T. a kol., Blood (1994)
84, 1922-1939) a studie izolace antigenniho proteinu, k némuz se protilatka anti-
HM1.24 specificky vaze. Vysledkem bylo zjisténi, Zze antigenni protein, rozpoznavany
protilatkou anti-HM1.24 je exprimovan na lymfatickych nadorech a ze protilatka anti-
HM1.24 ma protinadorovy UGinek na lymfatické nadory a to tvofi materidl
predkladaného vynalezu.

Piedkladany vynalez tedy popisuje [é&ebné &inidlo pro lymfatické nadory (vyjma
myelomu), které jako svoji aktivni soucast obsahuje protilatku, ktera se specificky vaze
k proteinu, jez ma aminokyselinovou sekvenci, jak je uvedeno v SEQ ID No: 1 a ktera
ma cytotoxickou aktivitu.

Piedkladany vynalez také popisuje 1é¢ebné &inidlo pro nadory T bunék nebo
léebné &inidlo pro nadory B bunék (vyjma myelomd), které jako svoji aktivni soucast
obsahuje protilatku, kterd se specificky vaZe k proteinu, jez ma aminokyselinovou
sekvenci, jak je uvedeno v SEQ ID No: 1 a kteréd ma cytotoxickou aktivitu.

Predkladany vynélez také popisuje lé¢ebné Cinidlo pro nadory T bunék nebo
Ié8ebné &inidio pro nadory B bunék (vyjma myelom(), které jako svoji aktivni soucast
obsahuje monokiondini protilatku, ktera se specificky véZe K proteinu, jez ma
aminokyselinovou sekvenci, jak je uvedeno v SEQ ID No: 1 a kterd mé cytotoxickou
aktivitu.

Predkladany vynalez také popisuje 1é¢ebné &inidlo pro nadory T bunék nebo
Ié&ebné &inidlo pro nadory B bunék (vyjma myelomd), které jako svoji aktivni soucast
obsahuje monoklonéini protilatku, kterd se specificky véaze kproteinu, je2 mé
aminokyselinovou sekvenci, jak je uvedeno v SEQ ID No: 1 a ktera ma jakoZto svoji
cytotoxickou aktivitu ADCC aktivitu nebo CDC aktivitu.

Predkladdany vynélez také popisuje lé¢ebné &inidlo pro nédory T bunék nebo
Ié¢ebné ¢&inidlo pro nadory B bunék (vyjma myeloml), které jako svoji aktivni soucast
obsahuje monoklondlni protilatku, kterd se specificky véZe kproteinu, jez ma
aminokyselinovou sekvenci, jak je uvedeno v SEQ ID No: 1, kter4& mé cytotoxickou
aktivitu a které ma jako konstantni oblast Cy z lidské protilatky.

Ptedkladany vynalez také popisuje Ié¢ebné &inidlo pro nédory T bunék nebo
lé&ebné &inidlo pro nadory B bunék (vyjma myelomu), které jako svoji aktivni soucast
obsahuje chimemni protilatku nebo pozménénou protilatku, ktera se specificky vaze




4

k proteinu, jez ma& aminokyselinovou sekvenci, jak je uvedeno v SEQ ID No: 1 a ktera
ma cytotoxickou aktivitu.

Predkladany vynalez také popisuje |é¢ebné Einidlo pro nadory T bunék nebo
lé&ebné &inidlo pro nédory B bunék (vyjma myelomu), které jako svoji aktivni soucéast
obsahuje protilatku, ktera se specificky vaze k epitopu, rozpoznavanému protilatkou
anti-HM1.24.

Predkiadany vynélez také popisuje 1éSebné Cinidio pro nadory T bunék nebo
|68ebné &inidlo pro nadory B bunék (vyjma myelomu), které jako svoji aktivni soucast
obsahuje protilatku anti-HM1.24.

Déle se pfedkladany vynalez vztahuje k protilatce, ktera se specificky vaze
k proteinu, exprimovanému na lymfatickych nadorech a kteréd mé cytotoxickou aktivitu.
Postupy, pouzité pfi provedeni vynalezu.

1. Pfiprava protilatek

1-1. Pfiprava hybridom(

Hybridomy produkuijici protilatky, pouzivané v predkiddaném vynélezu, mohou
byt v podstaté vytvofeny pomoci znédmého postupu, popsaného nize. Tedy antigenni
protein HM1.24 nebo buriky, které jej exprimuji, mohou byt pouZity jako senzibilizujici
antigen a jsou pouzity k imunizaci, provedené béznym imunizacnim postupem. Takto
ziskané imunni bufiky jsou pak flizovany se znamymi rodi¢ovskymi bunkami, za }pou:'ziti
bézného zplisobu bunééné fuze, poté je provedeno hromadné vySetfeni b&Znym
hromadné vySetfovacim postupem, aby byly selektovany burky, produkujici
monoklonalni protilatky.

Presngji fedeno, monoklonaini protilatky mohou byt ziskany nésledujicim
zptisobem. Napf. jako bunky exprimujici HM1.24 antigen, ktery je sensibilizujici antigen
pro ziskani protilatky, mize byt pouzita bunécna linie KPMM2 z mnohocetného
myelomu (Japanese Unexamined Patent Publication (Kokai) No. 7-236475) nebo
bunééna linie KPC-32 (Goto, T. a kol., Jpn. J. Clin. Hematol. (1991) 3, 1400).
Popfipadé muze byt jako sensibilizujici antigen pouzit protein, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci, ktera je uvedena vSEQ ID No: 1, nebo peptid Ci
polypeptid, obsahujici epitop rozpoznavany protilatkou anti-HM1.24.

Zde je to provedeno tak, Ze cDNA, kéduijici protein, ktery ma aminokyselinovou
sekvenci, ktera je uvedena v SEQ ID No: 1, byl viozen do Stépného mista pro Xbal
vektoru pUC19, &imz byl zkonstruovan plazmid pRS38-pUC189. E. coli, obsahuijici tento
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plazmid byla uloZena pro mezinarodni pouziti podle ustanoveni Budapestske smiouvy
jako Escherichia coli DH5a (pRS38-pUC19) 5. fijna 1993 v National Institute of
Bioscience and Human-Technology, Agency of Industrial Science and Technology,
Higashi 1-chome, Tsukuba city, lbaraki pref., Japan, jako FERM BP-4434 (viz
Japanese Unexamined Patent Publication (Kokai) No. 7-196694). Fragment cDNA,
obsazeny vtomto plazmidu pRS38-pUC19, mlZe byt pouzit pfi vyuZiti technologie
genetického inZenyrstvi, pro pripravu peptidu nebo polypeptidu, obsahujiciho epitop
rozpoznavany protilatkou anti-HM1.24.

Pro imunizaci sensibilizujicim antigenem jsou pouzivani pfevazné savci a pfi
vybéru se bere v Gvahu jejich kompatibilita s rodiCovskymi burikami pfi bunééné fuzi.
Obecné se jedna, mimo jiné, o hlodavce jako jsou mysi, krysy a podobné.

Imunizace savcl sensibilizujicim antigenem se provadi b&zné znamymi postupy.
Obecny postup, napf. zahruje intraperitonedini nebo subkutéanni podani
sensibilizujiciho antigenu savci. Piesngji feCeno, sensibilizujici antigen, ktery byl
ziedén a suspendovan ve vhodném mnoZstvi solného roztoku pufrovaného fosfatem
(PBS) nebo fyziologického solného roztoku atd., je smichan jak je pozadovano,
s vhodnym mnozstvim kompletniho Freudova adjuvans. Po emulgaci je s vyhodou
podavan savciim nékolikrat kazdé 4 az 21 dnd. Alternativné je mozno pouZit v dobé
imunizace se sensibilizujicim antigenem vhodny nosic.

Po imunizaci a potvrzeni, Ze doslo ke zvy$eni hladiny poZzadovanych pratilatek
v séru, jsou imunni buriky ze zvifete odebrény a je s nimi provedena bunééna fuze, pfi
které se prednostné jako imunni bufky uZivaji buniky sleziny.

Jako sav&i myelomové burky, jakoZto druhé rodicovské burky, se kterymi je
provadéna bunééné fuze s vySe uvedenymi imunnimi buiikami, se piednostné uzivaji
rizné znamé bunééné linie, jako jsou P3X63AG8.653) (J. Immunol. (1979) 123: 1548-
1550), P3X63AG8U.1 (Current Topics in Microbiology and Immunology (1978) 81: 1-7)
NS-1 (Kohler, G. a Milstein, C., Eur. J. Immunol. (1976) 6: 511-519), MPC-11
(Margulies, D.H. a kol., Cell (1976) 8: 405-415), SP2/0 (Shulman, M. a kol., Nature
(1978) 276: 269-270), FO (de St. Groth, S.F. akol., J. Immunol. Methods (1980) 35: 1-
21), $194 (Trowbridge, |.S., J. Exp. Med. (1978) 148: 313-323), R210 (Galfre, G. a kol.,
Nature (1979) 277: 131-133) a podobne.
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Buné&na fize mezi vyse uvedenymi imunnimi burikami a myelomovymi burikami
muZe byt v podstaté provedena podle znamého postupu, jaky je popséan v Milstein a
kol., (Kohler, G. a Milstein, C., Methods Enzymol. (1981) 73: 3-46) ¢i podobného.

Presnéji fedeno, vye uvedend bunééna flize je provedena v bézném Zivném
bujénu, za pfitomnosti, napf. urychlovate bunééné flze. Jako urychlovac buneécne
fize, mGZe byt pouzit napf. polyetylenglykol (PEG), virus Sendai (HVJ) a navic mlze
byt pro zvy$eni efektivity fuze pfidan adjuvans, jako je dimethylsulfoxid atd.

Vyhodny pomér imunnich a myelomovych bunék, ktery se ma pouzit, je napf.
jedenkrét az desetkrat vice imunnich bunék neZ myelomovych bunék. Priklady
kultivadnich médii, ktera se pouzivaiji pro vyse uvedenou buné&nou fuzi, jsou medium
RPMI 1640 a médium MEM, vhodna pro ruist vy$e uvedenych myelomovych bunéénych
linii a bézné kultivaéni médium, uzivané pro tento typ bunééné kultury, kromé toho
miiZe byt pfidano jako dopinék sérum, jako napf. fetalni teleci sérum (FCS).

Pfi buné&né flizi jsou smichana piedem stanovena mnozstvi imunnich bunék a
myelomovych bunék dikladné promichény v uvedeném kultivacnim médiu, k némuz byl
pridan roztok PEG, pfedem zahfaty na 37 °C, napi. roztok PEG s pramérnou
molekulovou hmotnosti 1000 a2 6000, je pfidan v koncentraci 30 aZz 60 % (wiv) a
michany, a? se doséhne pozadované flze bunék (hybridomy). Poté opakovanim
postupného pfidavani vhodného kultivaéniho média a centrifugaci, po které se odstrani
supernatant, miize byt odstranéno ¢inidlo, podporujici bunéénou fizi, které je vSak
nezadouci pro rast hybridomd.

Uvedené hybridomy jsou vybirany pomoci kultivace v bézném selektivnim
médiu, napi. kultivadni médium HAT (kultivacni roztok obsahuijici hypoxantin,
aminopterin a tymidin). Kultivace v uvedeném kultivacnim médiu HAT probiha obecné
po dobu, dostate¢nou pro usmrceni bunék, jinych nez pozadované hybridomy
(nezflzované buriky), coz je obecné nékolik dnt az nékolik tydni. Pak se provede
b&¥na metoda koncového fedéni, pomoci niz jsou vybrany hybridomy, které produkuji
pozadované protilatky, a jsou déle monokionalné klonovany.

Vedle ziskavani vyse uvedenych hybridoml pomoci imunizace Zivocichu jinych
nez je &lovék s pomoci antigenu, je také mozno senzibilizovat lidské lymfocyty in vitro
pomoci antigenu nebo pomoci bunék, exprimujicich antigen HM1.24 a vysledne
senzibilizované lymfocyty jsou fazovény s lidskymi myelomovymi bufikami, napf.
s U266, aby byla ziskana pozadovand lidské protilatka, majici schopnost vazat se
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k antigenu HM1.24 nebo k bufkam, exprimujicim antigen HM1.24 (viz Japanese Post-
examined Patent Publication (Kohoku) No. 1-59878). Dalsi moznosti je, Ze transgenni
ivodich, ktery ma soubor vSech lidskych protilatkovych gentl, je imunizovan
antigenem, ti. HM1.24 nebo burkami exprimujicimi antigen HM1.24, &imz je ziskana
pozadované lidské protilatka, jak bylojiz dfive popséno (viz International Patent
Applications WO 93/12227, WO 92/03918, WO 94/02602, WO 94/ 25585, WO
96/34096 a WO 96/33735).

Takto konstruované hybridomy produkujici monoklonaini protilatky, mohou byt
kultivovany v bézném kultivaénim mediu nebo mohou byt ulozeny po dlouhou dobu
v tekutém dusiku.

Pro ziskani monoklonalnich protilatek z uvedenych hybridom{ Ize uvést postup,
pii kterém je hybridom kultivovan béznym zplisobem a protilatky jsou ziskany
v supernatantu, nebo postup pfi kterém je hybridom podan a kultivovan v téle
sivodicha, jez je kompatibilni pro uvedeny hybridom a protilatky jsou ziskany z ascitl.
Prvné uvedeny postup je vhodny pro ziskani vysoce gistych protilatek, zatimco druhy je
vhodny pro produkci protilatek ve velkem mnozstvi.

Pfesnéji feceno, hybridomy produkuijici protilatky anti-HM1.24, mohou byt
zkonstruovany zplUsobem podle Goto T. a kol., (Blood (1994) 84: 1922-1930). Toto
miize byt provedeno tim zplsobem, ze hybridom produkujici protilatky anti-HM1.24,
ktery byl uloZzen pro mezinarodni pouziti za podminek Budapest'ské smiouvy jako
FERM BP-5233 dne 14. z&fi 1995 organizaci National Institute of Bioscience and
Human-Technology, Agency of Industrial Science and Technology, of 1-3, Higashi 1-
chome, Tsukuba city, Ibaraki pref., Japan, je intraperitoneding podan myS$i BALB/c
(vypéstovana v CLEA Japan) aby byl ziskan ascitus, ze kterého je purifikovana
protilatka anti-HM1.24: nebo zplsobem, kdy vy$e uvedeny hybridom je kultivovan ve
vhodném kultivaénim médiu jako je médium RPMI 1640, obsahujici 10 % fetélniho
teleciho séra a 5 % BM-Condimed H1 (vyrobeno Boehringer-Mannheim), médium pro
hybridomy SFM (vyrobeno GIBCI-BRL), médium PFHM-II (vyrobeno GIBCI-BRL) &i
v podobnych a protilatky mohou byt purifikovany ze supernatantu.

1-2. Rekombinantni protilatky

Rekombinantni protilatka, ktera byla produkovéna pomoci rekombinantni genove
technologie, pfi niz protilatkovy gen byl klonovan zhybridomu a zabudovan do

vhodného vektoru jeZ byl pak vnesen do hostitele, miize byt v predkladaném vynalezu
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pouzita jako monoklonélni protilatka (viz napi. Carl, A. K, Borrebaeck, and James, W.
Larrick, THERAPEUTICAL MONOCLONAL ANTIBODIES, publikovano v MACMILLAN
PUBLISHERS LTD. 1990, Velka Britanie).

Piesnéji fedeno, MRNA kédujici variabilni oblast (V oblast, V region)
pozadované protilatky je izolovana z hybridomu, ktery tuto protilatku produkuje. Izolace
mRNA je provedena tak, ze se pfipravi celkova RNA pomoci napi. znameho postupu
jako je guanidinové ultracentrifugaéni metoda (Chirgwin, J. M. a kol., Biochemistry
(1979) 18, 5294-5299), AGPC metodou (Chomczynski, P. a kol., Analytical
Biochemistry (1987) 162, 156-159) a poté je mRNA z celkové RNA purifikovana pomoci
soupravy mRNA Purification kit (vyrobeno Pharmacia) nebo podobné. Jinou moznosti
je pfipravit mMRNA pomoci soupravy Quick Prep mRNA kit (vyrobeno Pharmacia).

cDNA pro V oblast protilatky muze byt nasyntetizovana z takto ziskané mRNA
pomoci reverzni transkriptazy. cDNA miize byt nasyntetizovana pomoci soupravy AMV
Reverse Transkriptase First-strand cDNA Synthesis Kit &i podobné. Jinou mozZnosti je
pro syntézu a amplifikaci cDNA pouzit soupravu 5°-Ampli FINDER RACE Kit (vyrobeno
Clontech) a Ize pouzit metodu 5°-RACE (Frohman, M. A. a kol., Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. (1988) 85, 8998-9002; Belyavski, A. a kol., Nucleic Acids Res. (1989) 17, 2919-
2932), ktera vyuziva polymerazovou tetézovou reakci (PCR). PoZadovany fragment
DNA je ze ziskaného PCR produktu vycistén a mize byt ligovan do vektorové DNA.
Z toho je dale konstruovan rekombinantni vektor a ten je poté vnesen do E. coli atd., z
jejichz vybranych kolonii je pozadovany rekombinantni vektor pripraven. Nukleotidova
sekvence pozadované DNA mlZe byt potvrzena pomoci znamé metody, jako je napf.
dideoxy metoda.

Jakmile je jednou DNA, kéduijici V oblast pozadované protilatky ziskana, mize
byt ligovana do DNA kodujici konstantni oblast (C oblast) poZadované protilatky, ktera
je potom zabudovana do expresniho vektoru. Jinou moznosti je zabudovat DNA,
kodujici V oblast protilatky do expresniho vektoru, ktery jiz obsahuje DNA, kédujici
C oblast protilatky.

Aby bylo mozno produkovat protilétku, pouZivanou v predkladaném vynalezu,
protilatkovy gen je zabudovan zplisobem, ktery je popsan nize, do expresniho vektoru
tak, aby byl exprimovéan pod kontrolou expresné regulacni oblasti, napf. zesilovace
transkripce anebo promotoru. Nasledné mize byt expresni vektor transformovan do

hostitelské buriky a protilatka mize byt exprimovana v ni.




1-3. Pozménéné protilatky

Podle predkladaného vynalezu mize byt za uGelem sniZeni heterologni
antigenicity proti ¢lovéku pouZita uméle pozménéna rekombinantni protilatka, jako je
chimerni protilatka nebo pozménéna protilatka. Tyto pozménéné protilatky mohou byt
vytvofeny pomoci znamych postupd.

Chimerni protilatku lze ziskat ligovanim ziskané DNA, kodujici V oblast protilatky
do DNA , kodujici C oblast lidské protilatky, které je pak vlozena do expresniho vektoru
a vnesena do hostitele, vhodného pro produkci protilatek (viz European Patent
Application EP 125023 a International Patent Application WO 96/02576). Za pomoci
téchto znamych metod lze ziskat chimerni protilatky, pouzitelné pro piedkladany
vynalez.

Napt. E. coli, nesouci plazmid, ktery obsahuje DNA kédujici L fetézec V oblasti
nebo H fetézec V oblasti chimerni protilatky anti-HM 1.24 protilatky byla ulozena pro
mezinarodni pouziti za podminek Budapestské smiouvy jako Escherichia coli DH5a
(pUC19-1.24L-gK) a Escherichia coli DH5a (pUC19-1 24H-gy1), dne 29. srpna 1996
organizaci National Institute of Bioscience and Human-Technology, Agency of
Industrial Science and Technology, of 1-3, Higashi 1-chome, Tsukuba city, Ibaraki
pref., Japan, jako FERM BP-5646 a FERM BP-5644 (viz Japanese Patent Application
No. 9-271536).

Pozménéna protilatka, ktera je 163 oznatovéna pozménéna lidska protilatka byla
vytvofena pfipojenim oblasti, kterd urCuje komplementaritu (CDR) v protilétce jineho
savce nez je &lovék, napf. mysi, do CDR lidské protilatky. Obecné DNA rekombinancni
technologie pro pfipravu takovych protilatek jsou rovnéz znamy (viz European Patent
Application EP 125023 a International Patent Application WO 96/02576).

Podrobngji fec¢eno, DNA sekvence navrzena tak, aby byla spojena CDR mysSi
protilatky s podplrnou oblasti (FR - framework region) lidské protilatky, je
syntetizovana pomoci metody PCR z nékolika oddélenych oligonukleotidovych asekd,
které se vzajemné piekryvaji na svych koncich. Takto ziskana DNA je spojena s DNA,
koduijici C oblast lidske protilatky a poté je vioZena do expresniho vektoru, jez je potom
vnesen do hostitele (viz European Patent Application EP 238400 a international Patent
Application WO 96/02576).

Podptrné oblasti (FR - framework region) lidské protilatky, spojené pomoci
oblasti, které urluji komplementaritu (CDR) jsou vybrany tak, aby oblasti urgujici




10

komplementaritu vytvofily misto, které je schopno vazat pozadovany antigen. Pokud je
potfeba, aminokyseliny v podpurnych oblastech variabilnich &asti protilatek mohou byt
zaménény tak, Ze oblasti urdujici komplementaritu v pozménénych protilatkach vytvori
misto, které je schopno vazat poZadovany antigen (Sato, K. a kol., Cancer Res. (1993)
53, 851-856).

Napfiklad E. coli, nesouci plazmid, ktery obsahuje DNA kéduijici verzi a (SEQ ID NO: 2)
L fetézce V oblasti a E. coli, nesouci plazmid, ktery obsahuje DNA koduijici verzi £ (SEQ
ID NO: 3) H fetézce V oblasti pozménéné anti-HM 1.24 protilatky byly ulozeny pro
mezinarodni pouziti za podminek Budapest'ské smlouvy jako Escherichia coli DH5a
(pUC19-RVLa-AHM-gK) a Escherichia coli DHS5a (PUC19-RVHr-AHM-gy1) dne 29.
srpna 1996 organizaci National Institute of Bioscience and Human-Technology, Agency
of Industrial Science and Technology, of 1-3, Higashi 1-chome, Tsukuba city, Ibaraki
pref., Japan, jako FERM BP-5645 a FERM BP-5643 (viz Japanese Patent Application
No. 9-271536). Dale E. coli, nesouci plazmid, ktery obsahuje DNA koédujici verzi s
(SEQ ID NO: 4) H fetézce V oblasti pozménéné anti-HM 1.24 protilatky byla ulozena
pro mezinarodni pouZiti za podminek Budapest'ské smlouvy jako Escherichia coli DH5a
(pUC19—RVHs-AHM-gv1) dne 29. srpna 1997 organizaci National Institute of
Bioscience and Human-Technology, Agency of Industrial Science and Technology, of
1-3, Higashi 1-chome, Tsukuba city, Ibaraki pref., Japan, jako FERM BP-6127 (viz
Japanese Patent Application No. 9-271536).

Pro chimerni protilatku nebo pozménénou protilatku je pouzivéana C oblast lidske
protilatky, pficemz nejvyhodnéjsi je pouzit jakozto konstantni oblast lidské protilatky Cy
jako jsou Cy1, Cy2, Cy3 a Cy4. Ztakto pripravenych protilatek maji protilatky, které
obsahuji Cy1 a Cy3 silnou cytotoxickou aktivitu, tj. ADCC aktivitu a CDC aktivitu a tedy
jsou s vyhodou pouzivany v predkladaném vynalezu.

Chimerni protilatky obsahuii variabilni oblast protilatky odvozenou ze savéiho
druhu (nikoli v8ak Clovéka) a C oblast odvozenou z lidské protilatky, zatimco u
pozménéné protilatky jsou oblasti uréujici komplementaritu protilatky odvozené ze
savéiho druhu (nikoli véak Cloveka) a podplrné oblasti (FRs) spolu s C oblasti
protilatky odvozené z lidské protilatky. V souhlase s tim, jejich antigenicita v lidském
téle je redukovana tak, e jsou pouziteiné jako aktivni slozky iégebnych ginidel,

pripravenych podle predkliadaného vynalezu.

9
i
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Vyhodné provedeni pozménéné protilatky, vhodné pro pouziti v réamci
predkladaného vynalezu zahrnuje pozménéné protilatky anti-HM 1.24 (viz Japanese
Patent Application No. 9-271536). Vyhodné provedeni L fetézce V oblasti pozménéné
protilatky anti-HM 1.24 zahrmuje takové, které ma aminokyselinovou sekvenci
kédovanu nukleotidovou sekvenci, kterd je uvedena v SEQ ID NO: 2. Vyhodné
provedeni H fetézce V oblasti pozménéné protilatky anti-HM 1.24 zahrnuje takove,
které ma aminokyselinovou sekvenci kédovanu sekvenci bazi, ktera je uvedena v SEQ
ID NO: 2 nebo SEQ ID NO: 4.

1-4. Exprese a produkce

Protilatkové geny, zkonstruované tak, jak bylo vy$e popsano, mohou byt
exprimovany a ziskany tak protilatky, to vée pomoci znamych postupll. V pfipadé
savéich bunék mlZe byt exprese docilena za pouziti expresniho vektoru, ktery
obsahuje bézné uzivany uzitetny promotor, protilatkovy gen, ktery mé byt exprimovan
a DNA, v niZ je operativné vazan signal poly-A ve sméru 3’ od tohoto genu (ve sméru
transkripce), nebo vektor, obsahujici uvedenou DNA. Pfikladem promotorulzesilovaée
transkripce maze byt bezprostiedné éasny promotor/zesilovac cytomegaloviru.

Dale Ize jako promotor/zesilovat  pro expresi protilatky pro pouziti
v pfedkladaném vynalezu, vyuzit virové promotory/zesilovate jako jsou retrovirus,
polyomavirus, adenovirus a opiéi virus 40 (SV40), dale promotory/zesilovace odvozené
e savdich bunék, jako je napf. lidsky elongagni faktor 1o (HEF1a).

Napi. exprese miZe byt snadno docilena pomoci metody Mulligan a kol.,
(Nature (1979) 277, 108), kdy je pouzit promotor/zesilovat z SV40, nebo metoda
Mizushima a kol., (Nucleic Acids Res. (1990) 18, 5322), kdy je pouzit
promotor/zesilovac HEF1a.

V ptipadé E. coli lze dosahnout exprese operativnim pripojenim bé&Zné
uzivaného promotoru, signaini sekvence pro sekreci protilatky a genu pro protilatku, jez
ma byt exprimovana, po gemz nasleduje viastni exprese tohoto genu. Jako priklad
promotoru Ize zminit lacz promotor a araB promotor. Metodu podle Ward a kol., (Nature
(1098) 341, 544-546; FASEB J. (1992) 6, 2422-2427) je mozno uplatnit pfi pouziti
promotoru lacz, zatimco metodu podie Better a kol., (Science (1988) 240, 1041-1043)
je mozno uplatnit pri pouziti promotoru araB.

Jako signéini sekvenci pro sekreci protildtky, kdyz je produkovéna do

periplazmatického prostoru E. coli, je mozno pouZit signaini sekvenci pelB (Lei, S. P. a
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kol., J. Bacteriol. (1987) 169, 4379). Po oddéleni protilatky, produkované do
periplazmatického prostoru, je struktura protilatky pred pouzitim vhodnym zpusobem
upravena (viz napi. WO 96/30394).

Jako podétek replikace je mozno pouzit potétek replikace odvozeny z SV40,
polyomaviru, adenoviry, hovéziho papillomaviru (BPV) a podobné. Navic pro zmnozZeni
podtu kopii genu v hostitelském bunééném systému, miZe expresni vektor obsahovat
jakozto selektivni marker gen pro aminoglykozid transferédzu (APH), gen pro thymidin
kin&zu, gen pro xanthin guaninfosforyl transferazu (Ecogpt) E. coli a podobné.

Pro produkci protilatek, pouZivanych v predkladaném vynélezu, je mozno pouzit
jakykoli produkéni systém. Produkéni systém pro pfipravu protilatek zahmuje in vitro a
in vivo produkéni systém. Jako in vitro produkéni systém je mozno zminit produkéni
systém, ktery vyuZiva eukaryotické bufiky a produkéni systém, ktery vyuziva
prokaryotické buriky.

Pokud jsou pouZivany eukaryotické buriky, jedna se o produkéni systemy, které
vyuzivaji Zivocisné bunky, rostlinné bufiky & buiky hub. Zname ZivoCiéné bunky
zahrnuiji (1) savéi buriky jako jsou buriky CHO, COS buriky, myelomové burky, bunky z
novorozenych kie¢kd (baby hamster cells — BHK), HelLa bunky a Vero bunky, (2) bunky
obojzivelnikd, jako je oocyty druhu Xenopus nebo (3) hmyzi buriky, jako jsou sf9, sf21 a
Tn5. Mezi znamé rostlinné bunky Ize zahrnout napf. ty, které jsou odvozené z rodu
Nicotiana, pfesnéji buriky odvozené z Nicotiana tabacum. Jako znamé bufiky hub je
mozno uvést kvasinky, jako je rod Saccharomyces, piesnéji Saccharomyces
cereviceae, nebo vidknité houby, jako je rod Aspergillus, presnéiji Aspergillus niger.

Pokud jsou pouzivany prokaryotické buriky, jedna se o produkéni systémy, které
vyuzivaji bakteriaini burky. Jako znamé bakterialni buriky je mozno uvest Escherichia
coli (E. coli) a Bacillus subtilis.

Tim, Ze je pomoci transformace gen pozadované protilatky vnesen do téchto
bunék a takto transformované bufky jsou kultivovany in vitro, je mozno doséhnout
produkce protilatek. Kultivovani je provadéno znamymi metodami. Napf. jako kultivaéni
média mohou byt pouzity DMEM, MEM, RPMI1640 a IMDM, jako sérovy dopinék média
je mozno pouzit fetalni teleci sérum (FCS). Dale mohou byt protilatky produkovany in
vivo tak, Ze bufky, do kterych byl vnesen gen pro protilatku, jsou implantovany do

bfi$ni dutiny Zivoticha.
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Jako daldi in vivo produkéni systémy je mozno uvést ty, které vyuzivaji Zivocichy
a ty, které vyuzivaji rostliny. Pokud jsou vyuZivani Zivotichové, jedna se o produkéni
systémy, které vyuZivaji savce a hmyz.

Ze savcl mohou byt vyuZity kozy, vepri, ovce, mysi a hovézi dobytek (Vicki
Glaser, SPECTRUM Biotechnology Applications, 1993). Pokud se tyka hmyzu, je
mozno vyuzit bource morusoveho.

Pokud se tyka rostlin, Ize napf. vyuzit tabak.

Geny pro protilatku jsou vneseny do téchto Zivogichl nebo rostlin, protilatky jsou
v téchto Zivodisich nebo rostlinach produkovany a z nich ziskavany. Napi. gen pro
protilatku je vnesen doprostfed genu, kédujiciho protein, ktery je pfirozené produkovan
v miéku, jako napf. kozi B kasein, timto zpusobem je vytvofen fuzni gen. Fragmenty
DNA, které obsahuji fuzni gen, do néhoz byl vioZen gen pro protilatku, jsou injikovany
do kozich embryi a tato embrya jsou vlozena do kozy. Pozadovana protilatka je ziskana
z mléka, produkovaného transgenni kozou, ktera se narodila koze, jez obdrzela toto
embryo, nebo z mléka jeho potomka. Aby se zvy$ilo mnozstvi miéka obsahujiciho
pozadovanou protilatku a produkované transgenni kozou, pokud je to vhodné, lze
transgenni koze podavat hormony. (Ebert, K. M. a kol., Bio/T echnology (1994) 12, 699-
702).

Pokud je pouzit bourec morugovy, pak bakulovirem, do néhoz byl vioZzen gen pro
pozadovanou protilatku, je infikovan bourec morusovy a pozadovanou protilatku je
mozno ziskat z télni tekutiny bource morusového (Susumu, M. a kol., Nature (1985)
315, 592-594). Déle, pokud je pouzit tabak, gen pro pozadovanou protilatku je viozen
do expresniho vektoru pro rostliny, napi. do pMON 530 a poté je vektor vnesen do
bakterie jako je Agrobacterium tumefaciens. Touto bakterii je dale infikovan tabék, jako
je Nicotiana tabacum, aby bylo mozno ziskat pozadovanou protilatku z tabakovych listd
(Julian, K. - C. Ma a kol., Eur. J. Immunol. (1994) 24, 131-138).

Kdyz je protilatka produkovana in vitro &i in vivo produkénimi systémy, jak je
popséno vyse, DNA kédujici tézky fetézec (H fetézec) nebo lehky fetézec (L fetézec)
protilatky mGze byt viozena do expresnich vektort odd&lend ale hostitelské buriky jsou
jimi transformovany soudasné, nebo DNA kédujici H Fetézec a L fetézec mohou byt
spojeny v jednom expresnim vektoru a hostitelské buriky jsou jim transformovany (viz
International Patent Application WO 94/11523).
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Protilatka, produkované vy$e popsanym zpGisobem, miZe byt vazéana k riznym
molekuldam jako je polyetylenglykol (PEG) a pouZita jakozto modifikované protilatka.
Vyraz ,protilatka“, jak je uZivan zde, zahrnuje i tyto modifikované protilatky. Aby byla
ziskana takova modifikovana protilatka, ziskana protilatka mlze byt modifikovana
chemicky. Takové metody jiz byly v oboru zavedeny.

2. Oddéleni a cisténi protilatky.

2-1. Oddsleni a &isténi protilatky

Protilatky, které jsou produkovény a exprimovény vy$e uvedenym zpUsobem,
mohou byt oddéleny zevnitf buiky, od bufiky nebo z hostitele a poté vycisteny do
homogenniho stavu. Oddéleni a &isteni protilatky pro pouZiti v ramci tohoto vynalezu
lze provést afinitni chromatografii. Jako sloupce, vhodné pro takovou afinitni
chromatografii, je moZzno uvést sloupec s Proteinem A a sloupec s Proteinem G.
Priklady nosicl, pouzité pro sloupec s Proteinem A, jsou Hyper A, POROS, Sepharosa
F. F. a podobne.

Poptipadé zde lze pouZit bez jakéhokoli omezeni i ostatni metody pro oddéleni a
gisténi, bézné uzivané pro proteiny. Oddéleni a &iéténi protilatky pro pouziti v ramci
tohoto vyndlezu Ize provadét riznym kombinovanim i jinych vhodnych
chromatografickych postupt, nez je vyse uvedena afinitni chromatografie, déle filtrace,
ultrafiltrace, vysolovéni, dialyza a podobné. Chromatografie zahrnuje napr.
iontoménnou chromatografii, hydrofobni chromatografii, filtrace na gelu a podobné.
Tyto chromatografické postupy mohou byt provedeny na HPLC. Jinou moznosti je
chromatografie na reverzni fazi.

2-2. Ur&eni koncentrace protilatek

Koncentrace protilatek, ziskanych ve vyse uvedeném bodé 2-1 mize byt urCena
méfenim absorbance, nebo ELISA testem (enzyme-linked imunosorbent assay) a
podobné. Kdyz je tedy pouzito méfeni absorbance, je protilatka, pro pouziti v tomto
vynélezu, nebo vzorek, protilatku obsahujici, vhodné nafedén pomoci PBS(-), poté je
pii 280 nm méfena absorbance a nasleduje vypocet pomoci absorbéniho koeficientu,
ktery uvadi 1,35 OD pfi koncentraci 1 mg/mi. KdyZ je pro méfeni koncentrace protilatek
pouzita metoda ELISA, postup probihd nasledovné. Sto pl koziho protilidského 1gG
(vyrobeno BIO SOURCE) stedéného na koncentraci 1 pg/ml v 0,1 M pufru kyselého
uhligitanu sodného, pH 9,6, je nakapano na 96-jamkovou desti¢ku (vyrobeno NUNC) a

je inkubovéno pfes noc pfi teploté 4 °C, aby doslo k navéazani protilatek.
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Po blokovani je pfidano 100 pl vhodné fedéné protilatky, pfipravené podle
tohoto vynélezu, nebo vzorku, obsahujiciho protilatky, nebo 100 pl lidského 1gG o
zné&mé koncentraci (jako standard) a inkubovano 1 hodinu pii teploté mistnosti. Po
promyti je pfidéno 100 ul 5000-krat zfedéné protilidské 1gG protilatky, znatené
alkalickou fosfatézou (vyrobeno BIO SOURCE) a inkubovano 1 hodinu pfi teploté
mistnosti. Po promyti je pfidan roztok substratu, inkubovano a néasledovalo méfeni
absorbance pii 405 nm na piistroji MICROPLATE READER Model 3550 (vyrobeno Bio-
Rad), na jehoz zékladé byla spodtena koncentrace poZadované protilatky.

3. FCM analyza

Reaktivita protilatky, vhodné pro pouziti v pfedkladaném vynalezu pro reakci
s lymfatickymi nadorovymi bufikami, mUzZe byt zjistovana metodou pratokové
cytometrické analyzy (FCM — flow cytometry analysis). Je mozno pouzit bud buriky z jiz
ustavenych bunéénych linii, tak bufiky &erstvé izolovane. Z ustavenych bunécnych linii
je mozno pouzit jakozto T bunéénou linii napi. RPMI 8402 (ATCC CRL-1994), CCREF-
CEM (ATCC CCL-119) odvozené z akutni lymfoblastické leukemie, HPB-ALL
(FCCH1018) odvozené z akutni lymfatické leukémie, HPB-MLT (FCCH1019) odvozené
z T lymfomu, JM (FCCH1023) odvozené z akutni lymfatické leukémie, MOLT-4 (ATCC
CRL-1582) odvozené z akutni lymfoblastické leukémie, Jurkat (FCCH1024) odvozené
z akutni lymfatické leukémie, CCRF-HSB-2 (ATCC CCL-120.1) odvozené z akutni
lymfoblastické leukémie, MT-1 (FCCH1043) odvozené z leukémie zralych T bunék, KT-
3 odvozené z Lennertova lymfomu (Shimizu, S. a kol., Blood (1988) 71, 196-203)
apod., jakozto B bunécnou linii napt. buriky CESS, transformované EB virem (ATCC
TIB-190), na EB virus pozitivni B buiky SKW 6.4 (ATCC TIB-215), MC116 (ATCC
CRL-1649) odvozené z B lymfomu, CCRF-SB (ATCC CCL-120) odvozené z akutni
lymfoblastické leukémie, B bufiky RPMI 6410 (FCCHB047) odvozené Z pacienta
s akutni myelocytickou leukémii, Daudi (ATCC CCL-213) odvozené z Burkittova
lymfomu, Jijoye (ATCC CCL-87) odvozené z Burkittova lymfomu, Raji (ATCC CCL-86)
odvozené z Burkittova lymfomu, a jakoZto non-T, non-B bunéénou linii HL-60 (ATCC
CCL-240) odvozené z akutni myelocytické leukémie, THP-1 (ATCC TI1B-202) odvozené
z akutni monocytické leukémie, U-937 (ATCC CRL-1593) odvozené z vazivového
fymfomu, K-562 (ATCC CCL-243) odvozené z chronické myelocytické leukémie, a

podobneé.
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Po promyti vy$e uvedenych bunék v PBS(-) je k nim pfidano 100 pl protilatek
nebo kontroinich protilatek, zfedénych na 25 pg/mi v pufru FACS (PBS(-) obsahujici 2
9% fetalniho hovéziho séra a 0,1 % azidu sodného) a inkubovano na ledu 30 minut. Po
promyti pufrem FACS je pridano 100 pl 25 pg/ml kozi protimysi protilatky znacené FITC
(GAM, vyrobeno Becton Dickinson) a inkubovano na ledu 30 minut. Po promyti pufrem
FACS jsou buiky suspendovany v 600 pl nebo 1 ml pufru FACS au kazdé buriky mize
byt zméfena intenzita fluorescence pomoci skenovaciho pfistroje (FACScan, vyrobeno
Becton Dickinson).

7 naméfené hodnoty intenzity fluorescence u kazdé bufky, Ize Zjistit reaktivitu
protilatky, pouZivané v predkladaném vynaiezu, s kazdou jednotlivou burkou. Tedy z
naméfené hodnoty intenzity fluorescence u kazdé buriky, Ize zjistit zda antigen HM1.24
je exprimovan na jednotlivych bufkach (buika je pozitivni i negativni) a téz stupen
této exprese. Pfitomnost a intenzita exprese antigenu HM1.24 v bunkach lymfatickeho
nadoru je popsana v pfikladu 2.2. FCM analyza, uvedeném déle.

Nadorové bunky lymfatickych nadorti, které mohou byt |[é&ebnym cilem
predkiadaného vynélezu, exprimuji antigen HM1.24. Presngiji fedeno, nadorové bunky
lymfatickych nadord jsou prednostné ty, v nichZ procento pozitivity na antigen HM1.24
neni nizsi nez 5 %. Pfesnéji feceno, nédorové buriky lymfatickych nadorl jsou
prednostné ty, v nichZ procento pozitivity na antigen HM1.24 je 20 % nebo vyssi.
Presndji feteno, nadorové buriky lymfatickych nédori jsou prednostné ty, Vv nichz
procento pozitivity na antigen HM1.24 je 50 % nebo vy$si. Presnsgji feceno, nédorové
buriky lymfatickych nédort jsou pfednostné ty, v nichz procento pozitivity na antigen
HM1.24 je 80 % nebo vyssi.

4. Cytotoxické aktivita

4-1. Méfeni CDC aktivity

Protilatka vhodna pro pouZiti v predklddaném vynalezu je napf. takové, ktera ma
CDC aktivitu jako2to cytotoxickou aktivitu.

CDC aktivita 16&ebného &inidla proti lymfatickym nadoram, pripraveného podie
piredkladaného vynalezu, miize byt méfena nasledujicim zpGsobem. Zaprvé jsou ve
vhodném médiu, napi. v médiu RPMI1640, obsahujicim 10 % fetalnino hovéziho séra
(vyrobeno GIBCO-BRL), pfipraveny cilové bufiky v koncentraci 4 X 10° buné&k/ml. Jako
cilové bunky Ize pouZit CCRF-CEM (ATCC CCL-119), CCRF-HSB-2 (ATCC CCL-
120.1), HPB-MLT (FCCH1019), EB-3 (ATCC CCL-85), M116 (ATCC CRL-1649) CCRF-
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SB (ATCC CCL-120), K-562 (ATCC CCL-243) a podobn&. Padesat ul téchto bunék je
pridano do 96-jamkove desti¢ky (s rovnym dnem) (vyrobeno FALCON) a desticka je
inkubovana pfes noc v CO; inkubétoru pfi 37 °C.

Poté je pfidana protilatka, jejiz CDC aktivita jo m&Fena, inkubace pokrauje 60
minut a poté je pfidan vhodné fedény komplement, napi. Baby Rabitt Complement
(vyrobeno CEDARLANE) a inkubovéan 2 hodiny. Do kaZdé jamky je pfidano 10 pl
Alamar Bule (vyrobeno BIO SOURCE), inkubovano 4 hodiny a poté je méfena intenzita
fluorescence (excitaéni vinova délka 530 nm, emisni vinova délka 590 nm) za pouZiti
méficiho systému CytoFluor 2350 (vyrobeno MILLIPORE). Cytotoxickou aktivitu (%) je
mozno spotitat jako (A-C) / (B-C) x 100, kde A je intenzita fluorescence pii inkubaci
v pitomnosti protilétky, B je intenzita fluorescence pii inkubaci samotného média bez
protilatek a C je intenzita fluorescence v jamce bez bunék.

4-2. Méfeni ADCC aktivity

Protilatka vhodna pro pouziti v predkladaném vynalezu je napi. takova, ktera ma
ADCC aktivitu jakozto cytotoxickou aktivitu.

ADCC aktivita lééebného ¢inidla proti lymfatickym nadoram, pripraveného podle
predkladaného vynalezu, mize byt méfena nésledujicim zpusobem. Zaprvé jsou
centrifugaéni metodou z lidské perifeni krve nebo kostniho morku izolovany
mononuklearni bunky, které budou v testu pouzity jakozto efektorové burky. Jako
cilové burky jsou CCRF-CEM (ATCC CCL-119), CCRF-HSB-2 (ATCC CCL-120.1),
HPB-MLT (FCCH1019), EB-3 (ATCC CCL-85), M116 (ATCC CRL-1649) CCRF-SB
(ATCC CCL-120), K-562 (ATCC CCL-243) nebo podobné oznateny *'Cr. Poté je ke
znatenym cilovym burkam pridéna protilatka, u které je méfena ADCC aktivita a
inkubovano. K cilovym burkam jsou pak ve vhodném poméru piidany buiky efektorové
a pokracovano v inkubaci.

Po inkubaci je sebran supernatant a méfena jeho aktivita pomoci méfice Y
zéaieni, pfitemz 1% NP-40 je mozno pouzit pro zméfeni maximalni volné radioaktivity.
Cytotoxickou aktivitu (%) je mozno spocitat jako (A-C) / (B-C) x 100, kde A je
radioaktivita (cpm) uvoinéna v piitomnosti protilatky, B je radioaktivita (cpm) uvolnéna
pomoci NP-40aC je radioaktivita (cpm) uvolnéné samotnym médiem bez protilatek.

4-3. Zesileni cytotoxické aktivity

Aby se projevila cytotoxicka aktivita, jako je ADCC aktivita a CDC aktivita, je
vyhodné pouZit jakozto konstantni oblast (C oblast) protilatek u lidi Cy, zviasté Cy1 a
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Cy3. Dale je mozno indukovat silngj$i ADCC aktivitu nebo CDC aktivitu pfidanim,
zaménou nebo modifikaci Casti aminokyselin v C oblasti protilatky.

Jako piiklad je mozno zminit konstrukci polymeru z 1gG, napodobujiciho IgM
(lgM-like) pomoci substituce aminokyselin (Smith, R. I. F. & Morrison, S. L.
BIO/TECHNOLOGY (1994) 12, 683-688), konstrukci polymeru z 1gG, napodobujiciho
IgM (IgM-like) pomoci ptidani aminokyselin (Smith, R. I. F. akol., J. Immunology (1995)
154, 2226-2236), exprese tandemové vazaného genu, kédujiciho L fetézec (Shuford,
W. a kol., Science (1991) 252, 724-727), dimerizaci 19G pomoci substituce
aminokyselin (Caron P. C. a kol., J. Exp. Med. (1992) 176, 1191-1195, Shopes, B., J.
Immunology (1992) 148, 2918-2922), dimerizaci 19G pomoci chemické modifikace
(Wolff, E. A. a kol., Cancer Res. (1993) 53, 2560-2565) a zavedeni efektorové funkce
pomoci zmény aminokyseliny (aminokyselin) v kloubové oblasti protilatky (Norderhaug,
L. a kol., Eur. J. Immunol. (1991) 21, 2379-2384) a podobné. Tyto piistupy mohou byt
uskutetnény bud vyuzitim mistné-specifické mutageneze pomoci primeru, pfidanim
sekvence bazi pomoci restrikéniho &tépného mista, pouzitim chemického modifikujiciho
ginidla, které vytvari kovalentni vazbu.

5. Potvrzeni légebnych Gginkd

Uginky lé&ebného C&inidla, pouzivaného v zde predlozeném vynalezu pro
lymfatické nadory, mohou byt potvrzeny tim, ze je zvifatim, kterym byly
transplantovany lymfatické nadorové bufiky podéna protilatka, pouzivand Vv
predlozeném vynalezu, a je hodnocen jeji protinadorovy ucinek na tato zvirata.

Jako lymfatické nadorové bufky podavané zvifatdm mohou byt pouzity bud
bunky z jiz ustavenych buné&nych linii, tak i bufiky gerstvé izolované. Z ustavenych
bun&énych linii je mozno pouzit bunky CCRF-CEM (ATCC CCL-119), HPB-MLT
(FCCH1019), MOLT-4 (ATCC CRL-1582), CCRF-HSB-2 (ATCC CCL-120.1) a
podobné, jakozto T bun&éneé linie, a CESS (ATCC TIB-190), SKW 6.4 (ATCC TIB-215),
CCRF-SB (ATCC CCL-120), RPMI 6410 (FCCH6047), EB-3 (ATCC CCL-85) a
podobné, jakoZto B bunécné linie.

U zvifat, ktera jsou transplantovana, jsou imunologické funkce prevainé
redukovany, nebo zcela chybéji. Napfiklad Ize pouzit nahé my$i, mysi SCID, bézové
my$i, nahé krysy a podobné. Protinadorové Géinky, které maji byt hodnoceny, mohou
byt potvrzeny méfenim objemu a vahy nadoru nebo dobou prezivani zvifete ¢i

podobné.
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Jak je uvedeno dale v ptikladech, podani protilatky anti-HM1.24 ma za nasledek
potlageni zvétSovani objemu nadoru a navic prodlouzeni doby prezivani u mysi
s transplantovanym nadorem. Tyto skutecnosti ukazuiji, Zze protilatka anti-HM1.24 ma
protinadorovy Gginek na lymfatické nadory.

6. Zplisob podani a farmaceuticka pfiprava

Lédebna &inidla pro lymfaticke nadory, pfipravena podle predkladaného
vynélezu, mohou byt podavéna bud systémové nebo mistn&, parenteralni cestou, napf.
intravendzni injekei jako je kapkova infuze, intramuskularni injekci, intraperitonealni
injekci a subkutanni injekci. Zpusob podani muzZe byt zvolen v zavislosti na véku a
stavu pacienta. Ukinné déavkovani je vybréno z oblasti 0,01 mg az 100 mg na kg
télesné vahy na jednu davku. Popiipadé Ize zvolit davkovani v oblasti 1 az 1000 mg,
vyhodngji 5 az 50 mg na pacienta.

Lédebna Ginidla pro lymfatické nadory, pfipravena podie predkladaného
vynalezu, mohou obsahovat farmaceuticky pfijateiné nosiée nebo aditiva v zavislosti na
zplsobu podévani. Ptiklady takovych nosicl nebo aditiv jsou voda, farmaceuticky
prijatelna organicka rozpoustedia, kolagen, polyvinylalkohol, polyvinylpyrolidon,
karboxyvinylovy polymer, sodna sdl karboxymethylicelulozy, sodna stl polyakrylové
kyseliny, alginat sodny, ve vode rozpustny dextran, karboxymethylovy $krob, pektin,
karboxymethylicelul6za, ethylceluléza, xanthanova klovatina, arabska klovatina, kasein,
agar, diglycerin, propylenglykol, polyethylenglykol, vazelina, parafin, stearylalkohol,
kyselina stearova, lidsky sérumalbumin (HSA), manitol, sorbitol, laktbza a
farmaceuticky pfijateiné povrchové aktivni latky a podobné. Pouzitd aditiva jsou
vybrana mimo jiné z vyée uvedenych latek nebo jejich kombinace v zavislosti na
davkovaci forme.

Nemoci iéZené podle predlozeného vynalezu, jsou lymfatické nadory (kromé
myelomu), které maji na nadorovych bufikach antigeny, ke kterym se vazi protilatky,
pouzivané v predkladaném vynalezu. Specificky lze uvést akutni B lymfatickou leukémii
(B-ALL), chronickou B lymfatickou leukémii (B-CLL), pre-B lymfom, Burkittiv lymfom,
folikutarni tymfom, lymfom folikularniho obalu, difdzni lymfom, akutni T lymfatickou
leukémii (T-ALL), chronickou T lymfatickou leukémii (T-CLL), leukémii zralych T bunék
(ATL), non-ATL periferni T lymfom (PNTL) a podobné. Lédebna &inidla, pfipravena
podie predkiadaného vynalezu, jsou uziteéna jako 1é&ebna Einidla pro tyto lymfaticke
nadory.
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Popis obrazkd

Obr. 1 ukazuje histogram uvedené B bunééné linie, ktera byla analyzovana
nepfimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1.24 a kontroiniho mysiho 1gG2a.
Obr. 2 ukazuje histogram uvedené B bunééné linie, ktera byla analyzovéana FCM
nepfimou metodou za pouziti protilatky anti-HM1.24 a kontrolniho mysiho 1gG2a.
Obr. 3 ukazuje histogram uvedené B bunééné linie, kterd byla analyzovana
nepfimou metodou FCM za pouZiti protilatky anti-HM1.24 a kontroiniho mysiho 1gG2a.
Obr. 4 ukazuje histogram uvedené B bundéné linie, ktera byla analyzovana
neprimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1.24 a kontrolniho mysiho 1gG2a.
Obr. 5 ukazuje histogram uvedene B buné&éné linie, ktera byla analyzovana
nepfimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1.24 a kontrolniho mysiho 1gG2a.
Obr. 6 ukazuje histogram uvedené B bunééné linie, ktera byla analyzovana
nepfimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1 24 a kontrolniho mysiho igG2a.
Obr. 7 ukazuje histogram uvedené B buné&né linie, ktera byla analyzovéana
nepfimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1.24 a kontrolniho mysiho 1gG2a.
Obr. 8 ukazuje histogram uvedené B bunééné linie, ktera byla analyzovana
nepiimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1.24 a kontrolniho mysiho 1gG2a.
Obr. 9 ukazuje histogram uvedené B bunééné linie, ktera byla analyzovana
nepiimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1.24 a kontrolniho my$iho IgG2a.
Obr. 10 ukazuje histogram uvedené T bundéné linie, ktera byla analyzovana
nepiimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1 24 a kontrolniho mysiho IgG2a.
Obr. 11 ukazuje histogram uvedené T bunééné linie, ktera byla analyzovana
nepfimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1.24 a kontrolniho mysiho 1gG2a.
Obr. 12 ukazuje histogram uvedené T bun&&né linie, ktera byla analyzovana
nepiimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1.24 a kontrolniho mysiho 1gG2a.
Obr. 13 ukazuje histogram uvedené T bunééné linie, ktera byla analyzovana
nepiimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1.24 a kontrolniho mys$iho 1gG2a.
Obr. 14 ukazuje histogram uvedené T bunééné linie, ktera byla analyzovana
nepfimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1.24 a kontrolniho mysiho IgG2a.
Obr. 15 ukazuje histogram uvedené T bun&éné linie, kterd byla analyzovéana
nepiimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1.24 a kontrolniho mysiho IgG2a.
Obr. 16 ukazuje histogram uvedené T buné&né linie, ktera byla analyzovana
nepiimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1.24 a kontroiniho mysiho IgG2a.
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Obr. 17 ukazuje histogram uvedené T bun&&né linie, ktera byla analyzovana
nepiimou metodou FCM za pouZiti protilatky anti-HM1.24 a kontrolniho mysiho IgG2a.

Obr. 18 ukazuje histogram uvedené T bunééné linie, které byla analyzovana
nepiimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1 24 a kontrolniho mysiho 1gG2a.

Obr. 19 ukazuje histogram uvedené T bunééné linie, ktera byla analyzovéna
nepiimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1 24 a kontrolniho mysiho IgG2a.

Obr. 20 ukazuje histogram uvedené non-T, non-B bun&né linie, ktera byla
analyzovéna nepfimou metodou FCM za poutziti protilatky anti-HM1.24 a kontrolniho
mysiho 1gG2a.

Obr. 21 ukazuje histogram uvedené non-T, non-B bunééné linie, ktera byla
analyzovana nepfimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1.24 a kontrolniho
mysiho IgG2a.

Obr. 22 ukazuje histogram uvedené non-T, non-B bunééné linie, ktera byla
analyzovana nepfimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1.24 a kontrolniho
mysiho 1gG2a.

Obr. 23 ukazuje histogram uvedené non-T, non-B bunéétné linie, ktera byla
analyzovana nepiimou metodou FCM za pouziti protilatky anti-HM1.24 a kontrolniho
mys$iho 1gG2a.

Obr. 24 je graf, ukazujici, ze protilatka anti-HM1.24 pasobi cytotoxicky na T
bun&éné nadorové linie CCRF-CEM, CCRF-HSB-2 a HPB-MLT, pficemz Gcinek
zavisici na podané davce.

Obr. 25 je graf, ukazujici, ze protilatka anti-HM1.24 pusobi cytotoxicky na B
bunééné nadorové linie EB-3, MC116 a CCRF-SB, pficemz uginek zavisici na podané
davce.

Obr. 26 je graf, ukazujici, Ze zvétSovani objemu nadoru u mys$i
s transplantovanym lidskym lymfatickym néadorem je potlageno ve skupiné, které byly
podéavany protilatky ve srovnani se skupinou, které byl podavan kontrolni my$i lgG2a.

Qbr. 27 je graf, ukazuijici, ze doba prezivani u mysi s transplantovanym lidskym
lymfatickym nédorem se prodlouZila ve skuping, které byly podavany protilatky anti-
HM?1.24 ve srovnani se skupinou, které byl podavan kontrolni mysi igG2a.
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Piiklady provedeni vynélezu

Piedkiadany vynalez bude dale vysvétlen podrobnéji na nasledujicich
prikladech. Zduraziujeme, Ze predkladany vynélez neni Zzadnym zpusobem na tyto
piiklady omezen.

PFiklad 1. Konstrukce protilatky anti-HM1.24.

1. PFiprava mys$ich ascitll, obsahujicich protilatku anti-HM1.24

Hybridomy, produkuijici protilatku anti-HM 1.24, byly ziskany podle metody Goto,}
T. akol., (Blood (1994) 84, 1922-1930).

Mysim BALB/c (vypéstovany CLEA Japan), které 11 a 3 dny pfedem obdrZely
intraperitoneainé vzdy 500 pl 2,6,10,14-tetramethylpentadekanu (vyrobeno Waco Pure
Chemical Industries, Ltd.), bylo intraperitonedlné injikovano 5 x 10® hybridomovych
bunék. Od 10. dne po injekci hybridomovych bunék byly ascity, které se hromadily
v bfidni dutin® mysi, odebirany pomoci jehly Happycas &. 19 (vyrobeno Medikit),
zavedené po del$i dobu. Odebrané ascity byly dvakrat centrifugovany pii rychlosti
1000 a 3000 otadek za minutu na nizkoobratkové centrifuze RLX-1 31 (vyrobeno Tomy
Seiko), aby byly odstranény hybridomy a kontaminanty, jako jsou krevni bunky a
podobné.

2. Gisténi protilatek anti-HM 1.24 z mysich ascitd

Cisténi protilatky anti-HM 1.24 z vyse uvedenych mysich ascith bylo provedeno
nasledujicim zpUsobem. Po pfidani stejného mnozstvi PBS(-) k mysim ascitlm, byla
smés filtrovana na filtru Mediaprep z dutych viaken (vyrobeno MILLIPORE) a poté
afinitné &igténo pomoci zafizeni ConSep LC1000 na vysokorychlostni ¢isténi protilatek
(vyrobeno MILLIPORE) a sloupce Hyper D Protein A (objem sloupce 20 ml, vyrobeno
Nihon Gaisi) za pouziti PBS(-) jako absorbéniho pufru a 0,1 M pufru citratu sodného
(pH 4) jako eluéniho pufru podle piilozeného navodu. Eluované frakce byly okamzité
upraveny na pH 7,4 pfidanim 1 M Tris-HCI pufru (pH 8,0), pote koncentrovany a
souéasné byl zaménén pufr za PBS(-) pomoci centrifugaéniho ultrafiltraéniho
koncentratoru Centriprep 10, déle sterilizovany filtraci na membranovém filtru MILLEX-
GV (vyrobeno MILLIPORE) s velikosti por 0,22 pm a tim ziskéana gisténa protilatka
anti-HM 1.24.
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3. Uréeni koncentrace protilatky

Koncentrace &idténé protilatky byla uréena pomoci méfeni absorbance. Ciéténa
protilatka byla tedy zfedéna v PBS(-), zméfena absorbance pfi 280 nm a koncentrace
vypoétena za predpoklady, Ze 1,35 OD odpovida 1 mg/mi.
Priklad 2. Studium reaktivity protilatky anti-HM 1.24 s burikami lymfatickych nadorQ

1. Cisténi kontrolniho mysiho 1gG2a

Kontrolni my$i 1gG2a byl &istén nasledujicim zplsobem. Komeréné dostupné
IgG2a (KAPPA) (UPC 10) ascity (vyrobeno CAPPEL) byly rozpustény v gisténé vodeé a
PBS(-). Roztok byl filtrovan na membranovém filtru Acrodisc (vyrobeno Gelman
Sciences) s velikosti porli 0,2 ym a ) a poté afinitné &isténo pomoci zafizeni ConSep
LC1000 na vysokorychlostni &igténi protilatek (vyrobeno MILLIPORE) a sloupce Hyper
D Protein A (objem sloupce 20 ml, vyrobeno Nihon Gaisi) za pouziti PBS(-) jako
absorbéniho pufru a 0,1 M pufru citratu sodného (pH 4) jako eluéniho pufru podie
pfiloZzeného néavodu. Eluované frakce byly okamzité upraveny na pH 7.4 pridanim 1 M
Tris-HCI pufru (pH 8,0), poté koncentrovany a sou¢asné byl zaménén pufr za PBS(-)
pomoci centrifugatniho ultrafiltraéniho koncentrétoru Centriprep 10, dale sterilizovany
filtraci na membranovém filtru MILLEX-GV (vyrobeno MILLIPORE) s velikosti pora 0,22
um a tim ziskan ¢istény kontrolni mysi IgG2a.

Uréeni koncentrace kontrolniho mys$iho 1gG2a byla provedena podie vySe
uvedeného bodu 3. Uréeni koncentrace protilatky.

2. FCM analyza

Reaktivita anti-HM 1.24 protilatky s bunkami lymfatického nadoru byla zkoumana
pritokovou cytometrickou analyzou (FCM). Po promyti bunék T bunééné linie RPMI
8402 (ATCC CRL-1195), CCRF-CEM (ATCC CCL-119) odvozenych z akutni
lymfoblastické leukémie, HPB-ALL (FCCH1018) HPB-MLT (FCCH1019) odvozenych
zT lymfomu, JM (FCCH1023) odvozenych z akutni lymfatické leukémie, MOLT-4
(ATCC CRL-1582) odvozenych z akutni lymfoblasticke leukémie, Jurkat (FCCH1024)
odvozenych zakutni lymfatické leukémie, CCRF-HSB-2 (ATCC CCL-120.1)
odvozenych z akutni lymfoblastické leukémie, MT-1 (FCCHG1043) odvozenych
7 leukémie zralych T bunék a KT-3 odvozenych z Lennertova lymfomu (Shimizu, S. a
kol., Blood (1988) 71,196-203), jakozto B bunééné linie je mozno pouzit EB virem
transformovanou linii CESS (ATCC TIB-190), na EB virus pozitivni B buiiky SKW 6.4
(ATCC TIB-215), MC116 (ATCC CRL-1649) odvozené z B lymfomu, CCRF-SB (ATCC
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CCL-120) odvozené z akutni lymfoblastické leukémie, B buiky RPMI 6410
(FCCH6047) odvozené z pacienta s akutni myelocytickou leukémii, Daudi (ATCC CCL-
213) odvozené z Burkittova lymfomu, Jijoye (ATCC CCL-87) odvozené z Burkittova
lymfomu, Raji (ATCC CCL-86) odvozené z Burkittova lymfomu, a jakozto non-T, non-B
buné&nou linii HL-60 (ATCC CCL-240) odvozené z akutni myelocytické leukémie, THP-
1 (ATCC TIB-202) odvozene z akutni monocytické leukémie, U-937 (ATCC CRL-1593)
odvozené z vazivového lymfomu a K-562 (ATCC CCL-243) odvozené z chronické
myelocytické leukémie v PBS(-), je knim pfidano 100 pl protilatek nebo Cidténého,
ziedénych na 25 pg/mi v pufru FACS (PBS(-) obsahujici 2 % fetalniho hovéziho séra a
0,1 % azidu sodného) a inkubovano na ledu 30 minut.

Po promyti pufrem FACS je pfidano 100 pl 25 pg/mi kozi protimysi protilatky
znadené FITC (GAM) a inkubovéano na ledu 30 minut. Po promyti pufrem FACS byly
buriky suspendovany v 600 ul nebo 1 mi pufru FACS a u kazdé bunééné suspenze byla
mé&Fena intenzita fluorescence pomoci piistroje FACScan (vyrobeno Becton Dickinson).
Vysledky uvedené na obrazcich 1 az 23 potvrzuji, Ze véechny T bunééné linie a
véechny B bun&éné linie (vyjma Daudi a Raji, které nereaguii), reagovaly s anti-HM
1.24 protilatkou a silné exprimovaly antigen HM 1.24. Na druhé strané Zadna non-T,
non-B bunééna linie nereagovala s anti-HM 1.24 protilatkou a exprese antigenu HM
1.24 nebyla zjisténa v Zadné z nich.

V histogramech uvedenych na obrazcich 1 az 23 byly histogramové podminky
nastaveny tak, Ze negativni bufiky tvori 98 % a pozitivni buriky 2 % pfi barveni pomoci
kontrolniho mysiho IgG2a. Podle téchto podminek histogramd bylo spocitano procento
bunék pozitivnich na antigen HM 1.24 v pripadé, Ze byla pouzita anti-HM 1.24
protilatka a vysledek je uveden v Tabulce 1. Podle procenta bunék pozitivnich na
antigen HM 1.24, byla sila exprese rozligena do péti stavli: -, +/-, +, ++ a +++. Bylo
potvrzeno, Ze vSechny T bunééné linie a B bunécné linie (vyjma Daudi a Raji) silné
exprimovaly antigen HM 1.24, podobné jak je uvedeno ve vysledcich na obrézcich 1 az
23. Téz ve vdech pripadech non-T, non-B bunéénych linii bylo procento bunék
pozitivnich na antigen HM 1.24 nulové nebo mensi nez 5 %, coz ukazuje, ze exprese

antigenu neprobiha nebo je velmi mala.
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Tabulka 1
Nazev bunék Uroveh exprese
B bunédéné linie CESS +++ 94,5
SKW 6.4 +++ 92,8
MC116 ++ 65,0
CCRF-SB +++ 08,4
RPMI 6410 +++ 94,5
EB-3 +++ 88,3
Jijoye +++ 92,3
Daudi - 2,8
Raji - 2,0
T bunécné linie RPMI 8402 +++ 94,0
CCRF-CEM +4++ 97,8
HPB-ALL ++ 63,8
HPB-MLT +++ 94,6
JM +++ 99,6
MOLT-4 +++ 84,1
Jurkat ++ 70,9
CCRF-HSB-2 +++ 100,0
MT-1 +++ 95,9
KT-3 +++ 96,0
non-T, non-B HL-60 - 29
bunééné linie THP-1 - 1,5
U-297 - 11
K-562 - 3.9

-, <6%; +I 5-20%; +, 20-50%; ++, 50-80%; +++, >80%

Piiklad 3. Uréovani CDC aktivity
CDC aktivita anti-HM 1.24 protilatky proti bufikém lymfatického nadoru byla

uréovana nasledujicim zptsobem.
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1. Pfiprava cilovych bunék

Jako cilové buriky byly pfipraveny CCRF-CEM (ATCC CCL-119) odvozené z akutni
lymfoblastické leukémie, CCRF-HSB-2 (ATCC CCL-120.1) odvozené z akutni
lymfoblastické leukémie, HPB-MLT (FCCH1019) odvozené z T lymfomu, EB-3 (ATCC
CCL-85) odvozené z Burkittova lymfomu, MC116 (ATCC CRL-1649) odvozené z B
lymfomu, CCRF-SB (ATCC CCL-120) odvozené z akutni lymfoblastické leukémie a K-
562 (ATCC CCL-243) odvozené z akutni myelocytické leukémie v koncentraci 4 x 10°
bunék/ml v médiu RPMI1640, obsahujicim 10 % fetainiho hovéziho séra (vyrobeno
GIBCO-BRL). Padesét pl suspenze kazdych téchto bunék bylo piidano do 96-jamkové
destitky (s rovnym dnem) (vyrobeno FALCON) a inkubovano v 5% CO, v inkubatoru
s vysokou vihkosti vzduchu (vyrobeno TABAL) pres noc pfi 37 °C.

2. Pfiprava anti-HM 1.24 protilatky

Gisténa anti-HM 1.24 protilatka ziskana ve vyse uvedenem prikladu 1 byla
pfipravena v koncentraci 0, 0,2, 2 a 20 pg/mi v médiu RPMI1640, obsahujicim 10 %
fetalniho hovéziho séra (vyrobeno GIBCO-BRL) a 50 ui techto protilatek bylo pfidano
do 96-jamkové desticky (s rovnym dnem), pripravené ve vyse uvedeném odstavci 1. Po
inkubaci destiéky v 5% CO2 v inkubatoru s vysokou vihkosti vzduchu (vyrobeno TABAI)
pti 37 °C po dobu 60 minut, byla centrifugovana v nizkoobratkové centrifuze 05PR-22
(vyrobeno Hitachi) pii 1000 otacek za minutu po dobu 5 minut a poté bylo 50 pl
supernatantu odstranéno.

3. Pfiprava komplementu

Baby Rabbit Complement (vyrobeno CEDARLANE) byl rozpustén v gisténé vodé
po 1 mi na jahvigku, ktera byla dale natedéna v 5 ml média RPMI1640 (vyrobeno
GIBCO-BRL), které neobsahovalo fetaini teleci sérum (FCS). Padesat pl tohoto roztoku
bylo rozpinéno do 96-jamkové desticky (s rovnym dnem), piipravené ve vyse
uvedeném odstavci 2 a inkubovano v 5% CO, v inkubatoru s vysokou vihkosti vzduchu
(vyrobeno TABAI) pti 37 °C po dobu 2 hodin.

4. Uréeni CDC aktivity

Po skondeni inkubace bylo ke kazdé jamce 96-jamkové desticky (s rovnym
dnem) pfidano 10 i Alamar Bule (vyrobeno BIO SOURCE), pfipravené ve vyse
uvedeném odstavci 3 a bylo inkubovano v 5% CO; v inkubatoru s vysokou vihkosti
vzduchu (vyrobeno TABAI) pfi 37 °C po dobu 4 hodin. U kazdé jamky byla pak méiena

intenzita fluorescence (excitagni vinova délka 530 nm, emisni vinova délka 590 nm) za
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pouziti méficiho systému CytoFluor 2350 (vyrobeno MILLIPORE). Cytotoxickou aktivitu
(%) je mozno spoditat jako (A-C) ! (B-C) x 100, kde A je intenzita fluorescence pfi
inkubaci v pfitomnosti protilatky, B je intenzita fluorescence pfi inkubaci samotného
média bez protilatek a C je intenzita fluorescence v jamce bez bunék.

Vysledky ukézaly, jak je uvedeno v obréazcich 24 a 25, Zze bunky K562, ktere
nereaguji pfi FCM analyze s anti-HM 1.24 protilatkou, nevykazuji Zadnou cytotoxickou
aktivitu ani po pfidani anti-HM 1.24 protilatky, zatimco CCRF-CEM, CCRF-HSB-2,
HPB-MLT, EB-3, MC116 a CCRF-SB, které reaguji s anti-HM 1.24 protilatkou, vykazuji
cytotoxickou aktivitu, jejiz rozsah je zévisly na koncentraci anti-HM 1.24 protilatky. To
jasné prokazuije, 3e anti-HM 1.24 protilatka projevuje CDC aktivitu proti lymfatickym
nadoram, které maji na povrchu svych bunék antigenni protein, ke kterému se anti-HM
1.24 protildtka specificky vaze.

Ptiklad 4. Protinadorové ucinky anti-HM 1.24 protilatky u mysi s transplantova-
nym lidskym lymfatickym nadorem

1. P¥iprava protilatky pro podani

1-1. Pfiprava anti-HM 1.24 protilatky

Gigténa anti-HM 1.24 protilatka, ziskana ve vy$e uvedeném prikladu 1, byla

1-2. Ptiprava kontrolniho my$iho lgG2a

Gisténa protilatka, siskana ve vySe uvedeném prikladu 2, byla piipravena
v koncentraci 1 mg/m! v PBS(-) sterilizovaném filtraci a byla pouzita v nasledujicich
pokusech.

2. Protinadorové Uginky anti-HM 1.24 protilatky u mysi s transplantovanym

lidskym lymfatickym nadorem

2-1. Ptiprava my$i s transplantovanym lidskym lymfatickym nadorem

MysSi s transplantovanym lidskym lymfatickym nadorem byly pfipraveny
nasledujicim zplsobem. Bunky CCRF-HSB-2 (ATCC CCL-120.1), odvozené z akutni
lymfoblastické leukémie, které byly péstovany in vivo na mysich SCID (CLEA Japan)
byly nafedény na koncentraci 1 X 10° bunék/ml v médiu RPMI1640, obsahujicim 10 %
fetalniho hovéziho séra (vyrobeno GIBCO-BRL). Takto pfipravené bunééné suspenze
byly subkutéanné podany do bficha my$i SCID (samci, 6 tydnu stafi), z nichz kazdému
bylo pfedchozi den intraperitonealné podano 100 pi anti-asialo GM1 (Wako Pure

Chemical Industries, Ltd.).
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2-2. Podavani protilatek

Sedmy den po transplantaci nadoru byl kaliperem méfen primér nadoru v miste,
kde byly transplantovany burfiky CCRF-HSB-2. Po spotteni objemu nadoru byla zvifata
seskupena tak, ze primérny objem nadoru byl v kazdé skupiné téméf stejny (8 zvirat
ve skuping, 3 skupiny). Od téhoZ dne bylo kazdé skupiné intraperitoneainé podavano
100 wi anti-HM 1.24 protilatky v koncentracich 1 mg/ml nebo 200 pg/mi, nebo 1 mg/ml
kontrolniho mysiho 1gG2a, které byly pfipraveny, jak je uvedeno ve vySe uvedeném
odstavci 1. Protilatky byly podavany 2x vtydnu, celkové 19x, vidy podobnym
zpusobem. B&hem této doby byl 2x tydné méfen kaliperem pramér nadoru a spocitan
jeho objem.

2-3. Hodnoceni protinddorového Uginku anti-HM 1.24 protilatky u mysi

s transplantovanym lidskym lymfatickym nadorem

Protinadorovy G&inek anti-HM 1.24 protilatky byl hodnocen podle zmén v objemu
nadoru a délce doby piezivani u mysi. Vysledkem bylo to, jak je ukézano na obrazku
26, e zvySovani objemu nadoru bylo potiaceno ve skuping, které byla podavana anti-
HM 1.24 protilatka, ve srovnani se skupinou, které byl podavan kontrolni mysi IgG2a.
Také jak je uk&zéno na obrazku 27, bylo pozorovano prodiouzeni doby pfeZivani ve
skuping, které byla podavéana anti-HM 1.24 protilatka, ve srovnani se skupinou, které
byl podavan kontrolni mysi IgG2a. Tyto skuteCnosti ukazuiji, ze anti-HM 1.24 protilatka
ma protinddorovy u&inek u mysi s transplantovanym lidskym lymfatickym nadorem.

Referenéni piiklad 1. Pfiprava hybridomd, které produkuiji mys$i anti-HM 1.24

monoklonalni protilatku

Hybridomy produkujici my$i anti-HM 1.24 protilatku byly pfipraveny podie
metody Goto, T. a kol., Biood (1994) 84, 1992-1930).

Bunééna linie plazmatickych bunék KPC-32 (1 x 107), odvozena z kostniho
morku pacienta s mnohodetnym lidskym myelomem (Goto, T. a kol, Jpn. J. Clin.
Hematol. (1991) 32, 1400), byla kazdych $est tydnu dvakrat injekéné vpravena do
brigni dutiny mys$i BALB/c (vyrobeno Charles River).

Tti dny pfed usmrcenim zvifat jim bylo do sleziny injekéné podano 1,5 x 10°
bunék KPC-32, aby se déle zvétsila schopnost produkovat protilatky (Goto, T. a kol,,
Tokushima J. Exp. Med. (1990) 37, 89). Po usmrceni zvifat jim byla odebrana slezina a
s odebranym organem byla provedena bunécna fuze s myelomovymi burikami SP2/0
podle metody Groth, de St. & Schreidegger (Cancer Research (1981) 41, 3465).
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Pomoci testu ELISA, vyuZivajiciho bufiky KPC-32 (Posner, M. R. a kol., J.
Immunol. Methods (1982) 48, 23), byl supernatant hybridomovych kultur testovan na
piitomnost protilatek. 5 x 10* bunék KPC-32 bylo suspendovano v 50 ml PBS a poté
rozdéleno do 96-jamkové destiéky (dno tvaru ,U*, Coming, vyrobeno Iwaki), ktera byla
poté vysu$ena na vzduchu pfi teploté 37 °C pres noc. Po blokovani pomoci PBS,
obsahujicho 1 % hovéziho sérumalbuminu (BSA), byl pfidén supernatant
hybridomovych kultur a inkubovéno pfi 4 °C po dobu 2 hodin. Potom byla provedena
reakce 1 hodinu pfi 4 °C s kozi protilatkou proti mysimu IgG (vyrobeno ZYMED), ktera
byla znagena peroxidézou. Po promyti byl pridan roztok o-fenylenendiaminu (vyrobeno
Sumimoto Bakelite) a reakce probihala pfi teploté mistnosti 30 minut.

Reakce byla zastavena pfidanim 2 N kyseliny sirové a absorbance byla méfena
pfi 492 nm na odeditacim zafizeni pro desticky ELISA reader (vyrobeno Bio-Rad). Aby
byl odstranén hybridom, ktery vytvari protilatky proti lidskému imunoglobulinu,
supernatant pozitivniho hybridomu byl predem absorbovan s lidskym sérem a reaktivita
s jinymi buné&nymi liniemi byla zjistovana ELISA testem. Byly vybrény pozitivni
hybridomy a jejich reaktivita s riznymi bunéénymi liniemi byla zjistovana pritokovou
cytometrii. Posledni vybrany hybridomovy klon byl dvakrat klonovan a injekéné vpraven
do bfidni dutiny mysi BALB/c 1é¢enych pristanem, a z nich byly ziskany ascity.

Monoklonaini protilatky z mysich ascitl byly Cistény srazenim siranem amonnym
a soupravou Protein A affinitt chromatography kit (Ampure PA, vyrobeno Amersham).
Gisténé protilatky byly znageny FITC pomoci soupravy Quick Tag FITC biding kit
(vyrobeno Boehringer Mannheim).

Vysledkem bylo, Zze monokionalni protilatky, produkované 30 hybridomovymi
klony, reagovaly s bufikami KPC-32 a RPMI 8226.

Po klonovani byla zkoumana reaktivita supernatantu téchto hybridomd s jinymi
bun&&nymi liniemi nebo mononuklearnimi burikami periferni krve.

Tii z téchto klonti produkovaly monoklonaini protilatky, jez specificky reagovaly
s plazmatickymi burikami. Z téchto tfi klon®l byl vybran klon, ktery byl nejuzite¢n&jsi pro
pritokovou cytometrickou analyzu a mél CDC aktivitu vi&i RPMI 8226, a byl oznaten
jako HM1.24. Podtfida monoklonalni protilatky produkované timto hybridomem, byla
urdena testem ELISA za pouziti kréligich antimy$ich protilatek, specifickych pro
jednotlivé podtiidy (vyrobeno Zymed). Anti-HM 1.24 protilatka byla podtfidy 1gG2a k.
HYbridom HN1.24, ktery produkuje anti-HM 1.24 protilatky byl ulozen pro mezinarodni
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pouziti podie ustanoveni Budapest'ské smlouvy jako FERM BP-5233 14. zafi 1995

v National Institute of Bioscience and Human-Technology, Agency of Industrial Science
and Technology, Higashi 1-chome, Tsukuba city, Ibaraki pref., Japan.

Referenéni pfiklad 2. Priprava pozménéné anti-HM 1.24 protilatky

Pozménéna anti-HM 1.24 protilatka byla ziskana nasledujicim zptsobem.

Z hybridomu HM1.24, pripraveného v referenénim piikladu 1, byla bé&znym
postupem pfipravena celkovd RNA. Podle ni byla syntetizovana cDNA, kédujici
V oblast mysi protilatky, amplifikovana polymerazovou fetézovou reakci (PCR) a
metodou 5°- RACE. Byl ziskan fragment DNA, ktery obsahuje gen, kédujici mysi
V oblast, ten byl ligovan do klonovaciho vektoru pUC a poté vnesen do kompetentnich
bunék E. coli a ziskany tak transformanty E. coli. VySe uvedeny plazmid byl
z transformant( ziskan. Nukleotidova sekvence cDNA kddujici oblasti v plazmidu byla
zZji$téna béznym postupem a pro kazdou V oblast byla ur€ena oblast urcujici
komplementaritu (CDR).

Aby bylo moZno zkonstruovat vektor exprimujici chimerni anti-HM 1.24
protilatku, cDNA kédujici V oblast kazdého L fetézce a H Fetézce my$i anti-HM 1.24
protitatky byla vioZzena do vektoru HEF. Déle, aby byla zkonstruovana pozménéna anti-
HM 1.24 protilatka, V oblast CDR mysi anti-HM 1.24 protilatky byla pfipojena k lidske
protilatce. L fetézec lidské protilatky REI byl pouzit jako L fetézec lidské protilatky, FR
1 az 3 lidské protilatky HG3 byly pouzity jako podpurné oblasti (FRs) 1 az 3 H fetézce
lidské protilatky a FR4 lidské protilatky JH6 byl pouzit pro FR4. Nékteré aminokyseliny
v FR V oblasti H fetézce byly zaménény tak, Ze CDR takto pozmé&néné protilatky mize
vytvaret vhodné misto pro vazbu antigenu.

Aby bylo mozno exprimovat geny pro L fetézec a H fetézec a tak zkonstruovat
pozménénou anti-HM 1.24 protilatku v savéi burice, kazdy gen byl zviast vnesen do
vektoru HEF, &imz byly vytvofeny vektory exprimujici bud L fetézec nebo H fetézec
pozménéné anti-HM 1.24 protilatky.

Soudasnym vnesenim téchto dvou exprimujicich vektord do CHO bunék byla
vytvofena bunééné linie, kterd produkuje pozménénou anti-HM 1.24 protilatku.
Vazebna aktivita k antigenu a vazebné inhibiéni aktivita pozménéné anti-HM 1.24
protilatky, ziskané péstovanim této bunéené linie, pro lidskou amnionovou bunécnou
linii WISH byla zjistovana testem ELISA za pouziti bunék. Vysledky ukazaly, Ze
pozménéna anti-HM 1.24 protildtka ma stejnou vazebnou aktivitu k antigenu jako
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chimerni protilatka a pfi pouZiti biotinylované mysi anti-HM 1.24 protilatky byla rovnez
zjisténa stejnd vazebné inhibicni aktivita, jako u chimerni protilatky nebo mysi
protilatky.

Mimochodem, E. coli nesouci plazmid, ktery obsahuje DNA, kéduijici V oblast L
fetézce chimerni protilatky a E, coli nesouci plazmid, ktery obsahuje DNA, kédujici V
oblast H Fetézce chimemi protilétky byly uloZeny pro mezinarodni pouziti podle
ustanoveni Budapestské smiouvy jako Escherichia coli DH5a (pUC19-1.24L-gK) a
Escherichia coli DH5« (pUC19-1.24H-gy1) 29. srpna 1996 v National Institute of
Bioscience and Human-Technology, Agency of Industrial Science and Technology,
Higashi 1-chome, Tsukuba city, Ibaraki pref., Japan, jako FERM BP-5646 a FERM BP-
5644. Dale E. coli nesouci plazmid, ktery obsahuje DNA, kédujici verzi a (SEQ ID NO:
2) V oblasti L fetézce a E. coli nesouci plazmid, ktery obsahuje DNA, kodujici verzi r
(SEQ ID NO: 3) V oblasti H fetézce pozménéné anti-HM 1.24 protilatky byly ulozeny
pro mezinarodni pouZiti podie ustanoveni Budapest'ské smlouvy jako Escherichia coli
DH5¢ (pUC19-RVLa-AHM-gK) a Escherichia coli DH5a (pUC19-RVHr-AHM-gy1) 29.
srpna 1996 v National Institute of Bioscience and Human-Technology, Agency of
Industrial Science and Technology, Higashi 1-chome, Tsukuba city, lbaravki pref.,
Japan, jako FERM BP-5645 a FERM BP-5643. Dale E. coli nesouci plazmid, ktery
obsahuje DNA, kédujici verzi s (SEQ ID NO: 4) V oblasti L fetézce pozménéné anti-HM
1.24 protilatky byla uloZena pro mezinarodni pouziti podle ustanoveni Budapest'ské
smiouvy jako Escherichia coli DHSa (pUC19-RVHs-AHM-gy1) 29. zari 1997 v National
Institute of Bioscience and Human-Technology, Agency of Industrial Science and
Technology, Higashi 1-chome, Tsukuba city, Ibaraki pref., Japan, jako FERM BP-6127.

Referenéni priklad 3. Klonovani cDNA kédujici protein antigenu HM1.24

cDNA koédujici protein antigenu HM1.24, ktery je specificky rozpoznavén anti-HM
1.24 protilatkou byl klonovan.

1. Konstrukce cDNA knihovny

1) Pfiprava celkové RNA

Z bunééné linie KPMM2, pochazejici z lidského mnohoéetného myelomu, byla
siskana celkova RNA pomoci metody Chirgwin a kol., (Biochemistry, 18, 5294 (1979)).
Tedy 2 x 10°® bunék KPMM2 byio kompletné homogenizovano v 20 mi 4 M guanidin
izothiokyanatu (vyrobeno Nacalai Tesque Inc.). Homogenat byl navrstven na 53 M
chlorid cesny v centrifugacni zkumavce, kter4 byla poté centrifugovéna v rotoru
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Backman SW40 pii 31 000 otagek/min pii 20 °C po dobu 24 hodin, aby doslo
k vysrazeni RNA. SraZenina RNA byla promyta 70% etanolem a rozpusténa v 300 pl 10
mM Tris-HCI (pH 7,4), ktery obsahoval 1 mM EDTA 20,5 % SDS. Byla pfidana pronaza
(vyrobeno Boehringer) do koncentrace 0,5 mg/ml a provedena inkubace 30 minut pfi 37
°C. Smés byla extrahovdna smési fenolu s chloroformem a RNA byla srazena
etanolem. Srazenina RNA byla pak rozpusténa v 200 pl 10 mM Tris-HCt (pH 7.4), ktery
obsahujiciho 1 mM EDTA.

2) Piiprava poly(A)+RNA

Poly(A)+RNA byla ¢idténa za pouziti 500 pg materialu celkové RNA, pfipravené
jak bylo popséno vy$e, pomoci soupravy Fast Track 2.0 mRNA lIsolation kit (vyrobeno
Invitrogen) podie navodu pfiloZzeného k souprave.

3) Konstrukce knihovny cDNA

Dvoufetézcova cDNA byla syntetizovana a jako material bylo pouzito 10 ug vyse
uvedené poly(A)+RNA pomoci soupravy pro syntézu cDNA TimeSaver cDNA Synthesis
Kit (vyrobeno Pharmacia) podle navodu prilozeného k soupravé, déle ligovana k EcoRI
adaptéru, obsazenému v soupravé za pomoci soupravy Directional Cloning Toolbox
(vyrobeno Pharmacia) podle navodu prilozeného k soupravé. Kinazovani a stépeni
EcoRI adaptéru restrikénim enzymem Notl byly provedeny podle navodu pfiloZzeného
k soupravé. Déle byla dvoufetézcova cDNA s pfipojenym adaptérem, ktera mé velikost
500 parl bazi nebo vice, oddélena a gisténa za pouziti 1,5% nizkotajiciho
agarézového gelu (vyrobeno Sigma) a bylo ziskano 40 ul dvouretézcové cDNA
s pfipojenym adaptérem. _

Takto konstruovana dvoutetézcova cDNA s pfipojenym adaptérem byla ligovana
pomoci T4 ligazy (vyrobeno GIBCO-BRL) do vektoru pCOS1 (Japanese Patent
Application 8-255196), ktery byl predtim opracovan restrikénimi enzymy EcoRl a Notl a
alkalickou fosfatdzou (vyrobeno Takara Shuzo) a tak byla konstruovana cDNA
knihovna. Konstruovana cDNA knihovna byla vnesena do E. coli kmene DH5a
(vyrobeno GIBCO-BRL) a naslednd byl ustanovena jako nezavisly klon, ktery ma
celkovou velikost 2,5 x 10°.

2. Klonovani pfimou expresni metodou

1) Transfekce bunék COS-7

Priblizné 5 x 10° kloni vy3e uvedené transdukované E. coli bylo péstovano
v médiu 2-YT (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook a kol., Cold Spring
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Harbor Laboratory Press (1989)), obsahujicim 50 pg/ml ampicilinu, aby doslo
k amplifikaci cDNA, pak byly zpracovany alkalickou metodou (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Sambrook a kol., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)),
aby byla ziskéna plazmidova DNA zE. coli. Takto ziskana plazmidova DNA byla
elektroporaéni metodou vpravena do bunék COS-7 pomoci zafizeni Gene Pulser
(vyrobeno Bio-Rad).

Deset g &isténé plazmidové DNA bylo pfidano do 0,8 ml roztoku bunék COS-7,
v némz byly buriky suspendovény v PBS na koncentraci 1 x 10” bunék/mi a smés byla
podrobena pulsim o napéti 1500 V a kapacité 25 uFD. Po 10 minutové zotavovaci
periodé pii teploté mistnosti, byly elektroporézované buiky péstovany v kultivaénim
médiu DMEM (vyrobeno GIBCO-BRL), obsahujicim 10 % fetalniho hovéziho séra
(vyrobeno GIBCO-BRL) pii 37 °C av 5% CO, po dobu 3 dni.

2) Ptiprava adsorbéni plotny

Adsorbéni plotna pokryta mysi anti-HM 1.24 protilatkou byla pfipravena metodou
podle B. Seed a kol., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 3365-3369 (1987)). Mysi anti-HM
1.24 protilatka byla pfidana do 50 mM Tris-HCI, pH 9,5 v koncentraci 10 ug/ml. Tfi ml
takto pfipraveného roztoku protilatek bylo pfidano na plotnu pro tkafovou kultivaci o
priméru 60 mm a inkubovany pii teploté mistnosti po dobu 2 hodin. Poté byla plotna
tiikrat promyta roztokem 0,15 M NaCl a byl pfidan PBS, obsahujici 5 % fetalniho hovézi
séra, 1 mM EDTA, 0,02% NaNs. Po blokovéani byla takto pfipravena plotna pouZita pro
nasleduijici klonovani.

3) Klonovani cDNA knihovny

Buriky COS-7 transfekovaneé tak, jak bylo popséno vyse, byly rozptyleny v PBS,
obsahujicim 5 mM EDTA. Po jednom promyti PBS, obsahujicim 5 % fetalniho hovéziho
séra byly buiky suspendovany v PBS, obsahujicim 5 % fetalniho hovéziho séra a
0,02% NaNs; na koncentraci 1 X 10® bunék/ml. Suspenze byla pak pfidana k adsorbéni
plotn&, pripravené jak bylo popsano vyse, a inkubovano pfi teploté mistnosti po dobu 2
hodin. Po trojim opatrném promyti s PBS obsahujicim 5 % fetéiniho hovéziho séra a
0,02% NaNs, byla plazmidova DNA izolovana z bunék vazanych k adsorbéni plotne, za
pouZiti roztoku obsahujiciho 0,6% SDS a 10 mM EDTA.

Ziskana plazmidova DNA byla transdukovana do bunék Escherichia coli DHSa.
Po amplifikaci plazmidové DNA, jak je vyse uvedeno, byla DNA izolovéana alkalickou
metodou. Ziskana plazmidovéd DNA byla transfekovana elektroporaéni metodou do
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bunék COS-7 a plazmidové DNA izolovana z adsorbovanych bunék, jak je popsano
vyse. Podobny postup byl opakovan jesté jednou a ziskand plazmidovéd DNA byla
$tépena restrikénimi enzymy EcoRI a Notl. Na zavér byla potvrzena koncentrace
inzertu o velikosti 0,9 kbp. Déle byly burky E. coli, transdukované &asti ziskané
plazmidové DNA byly naotkovény na plotny s agarem 2-YT, obsahujicim ampicilin o
koncentraci 50 pg/ml. Po kultivaci pfes noc byla z jedné kolonie izolovéna DNA. Ta
byla $tépena restrikénimi enzymy EcoRl a Notl a ziskan klon p3.19, nesouci inzert 0,9
kbp.

Sekvence bazi tohoto klonu byla uréena pomoci sekvenacni soupravy PRISM,
Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (vyrobeno Perkin Elmer) podie névodu,
pfiloZzeného k soupravé a DNA sekvenatoru ABI 373A (vyrobeno Perkin Elmer). Jeho
nukleotidova sekvence a odpovidajici sekvence aminokyselin jsou ukazany v SEQ ID
NO: 1.

Pramyslova vyuzitelnost

Vysledky FCM analyzy ukézaly, ze anti-HM 1.24 protilatka silné reaguje
s vétsinou bunék, odvozenych z lidskych lymfatickych nadorl, coZ naznacuje, ze
vmnoha lymfatickych nadorech je siné exprimovéan polypeptid obsahujici epitop,
rozpoznavany anti-HM 1.24 protilatkou. Déle u mysi s transplantovanym lidskym
nadorem, ktery reaguje s anti-HM 1.24 protilatkou, podani anti-HM 1.24 protilatky ma
za nasledek potladeni zvétsovani objemu nadoru a navic prodiouZeni doby pfeziti
zvitete. Tyto skutegnosti ukazuji, ze anti-HM 1.24 protildtka nebo protilatky
rozpoznavajici polypeptid, ktery obsahuje epitop rozpoznavany anti-HM 1.24
protilatkou, maji cytotoxickou aktivitu pro mnoho lymfatickych nadorti. To naznaduje, ze

protilatka mize byt uZitecna pro lé&eni pacienttl s lymfatickymi nadory.




35

Seznam organizmd, uloZzenych podle Smlouvy o patentové spolupréci, Pravidlo 13-2 a
nazev ukladajiciho institutu

Nazev: the National Institute of Bioscience and Human Technology, Agency of
Industrial Science and Technology, MITI

Adresa: Higashi 1-chome, Tsukuba City, Ibalaki pref., Japan

Mikroorganizmus (1)
Jméno: Escherichia coli DH5a (pPRS38-pUC19)
Pristupové ¢.: FERM BP-4434
Datum uloZeni: 5. fijna 1993

Mikroorganizmus (2)
Jméno: hybridom HM1.24
PFistupové ¢.: FERM BP-5233
Datum uloZeni: 14. zafi 1995

Mikroorganizmus (3)
Jméno: Escherichia coli DH5a (pUC19-RVHr-AHM-gy1)
Pristupové &.. FERM BP-5643

Datum uloZeni: 29. srpna 1996

Mikroorganizmus (4)
Jméno: Escherichia coli DH5a (pUC19-1.24H-gy1)
Ptistupové &.: FERM BP-5644
Datum uloZeni: 29. srpna 1996

Mikroorganizmus (5)
Jméno: Escherichia coli DH5a (pUC19-RVLa-AHM-gk)
PFistupové &.: FERM BP-5645

Datum ulozeni: 29. srpna 1996

Mikroorganizmus (6)
Jméno: Escherichia coli DH5a (pUC19-1.24L-gk)
Pristupové &.. FERM BP-5646
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Datum uloZeni: 29. srpna 1996

Mikroorganizmus (7)
Jméno: Escherichia coli DH5a (pUC19-RVHs-AHM-gy1)
Piistupové &.. FERM BP-6127

Datum uloZeni: 29. zafi 1997
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SEZNAM SEKVENCI

CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA

Lé&ebné &inidlo pro lymfatické néadory

ES08

PCT/JP98/00568

1998-02-12

JP 9-41410

1997-02-02

1013
DNA

Homosapiens

Nukleotidova sekvence kédujici HM 1.24 antigen

1

gaattcggca cgagggatct gg atg gca tct act tcg tat gac tat tgc
Met Ala Ser Thr Ser Tyr Asp Tyr Cys

aga gtg

Arg Val
10

ata gga

Ile Gly

att atc
Ile Ile

cce atg gaa gac
Pro Met Glu Asp

15
att ctg gtg ctc
Ile Leu Val Leu

30

ttc acc atc aag
Phe Thr Ile Lys

45

cgg gca

gtg atg gag tgt

Arg Ala Val Met Glu Cys

60

ctg acc
Leu Thr
75

gag gcc cag aag
Glu Ala Gln Lys

1

999
Gly

ctg
Leu

gcc
Ala

gat
Asp

atc
Ile

aag
Lys

atc
Ile

35

aac
Asn

50

cgc
Arg

ggc
Gly
80

aat
Asn
65
ttt
Phe

agc
Ser

gtc
Val

cag
Gln

cgce
Arg

gtg
Val

gag
Glu

acc
Thr

gat
Asp

5

tgt
Cys
20
att
Ile

gcc
Ala

cat
His

gtg
Val

aag ctt
Lys Leu

ctg ggg
Leu Gly

ctg
Leu

gtg
Val

40

tgc cgg

Cys Arg
55
ctc ctg
Leu Leu

70
gag gcc
Glu Ala
85

gac
Asp

caa
Gln

cag
Gln

ctg
Leu

cce
Pro

ggc
Gly

caa
Gln

gcc
Ala

999
Gly

ttg
Leu

ctt
Leu

gag
Glu

gcc
Ala

49

97

145

193

241

289




acc
Thr

90
aag
Lys

tgc
Cys

aac
Asn

caa
Gln
1
tta aac
Leu Asn
125
aga gaa
Arg Glu
140
cce agce
Pro Ser
155
att gtg ctg
Ile Val Leu
170
agctggcaca
tcatcagtte
gagaagggcc
agtcgggttg
tcttgtcectce
tgttatgggt
aataaacact
aaaattcggg

gcc
Ala

aca
Thr

aga
Arg

tac
Tyr

act
Thr

cac
His

gtg
val

95

caa
Gln

gga
Gly
10
cat
His

aag
Lys

aac
Asn

cag
Gln

tce
Ser

cag
Gln

ctg
Leu

ggc
Gly

aag
Lys

ctt
Leu

gtc
Val

gac
Asp

ctc
Leu

38

atg gcc cta atg gct
Met Ala Leu Met Ala

100

aaa gtg gag gag ctt
Lys Val Glu Glu Leu

115

Gln Asp
130
tta agc
Leu Ser
145
agc
Ser

tece
Ser
160

age
Ser

get
Ala

175

tcttggaagyg
tgagcgggte
tctggagcag
acccagggcet
caccctgaga
tttttttgeg
tcctttgagg
cggcecgcee

tcegtecetge
atggggcaac
gtctggaggyg
gtctecctece
ttgggcatgg

gggggggttyg
gagagcacac

cag gac gcg
Ala

gtg
Val

tcc
Ser

ctg
Leu

tct
Ser

gca
Ala

atce
Ile

aga
Arg

gct
Ala

gcg
Ala

ctg cag
Leu Gln

180
tcggetttte
acggttagceg
gccatgggge
agagcctcce
ggtgcggtgt
cttttttetyg
cttaaaaaaa

tcc
Ser

ctg gat
Leu Asp

gga gag
Gly Glu
120
gag gtg gag
Glu Val Glu
135
gcg gac
Ala Asp
150
gcg ccc
Ala Pro
165
tga gatccca

gag
Glu

aag
Lys

cag
Gln

gcttgaacat
gggagagcac
agtcctgggt
tccggacaat
ggggggcatg
gggtctttga
aaaaaaaaaa

[ XL X

*
s00

I XL X R X ]

a8 8 a0

gca gag
Ala Glu
105
act
Thr

atc
Ile

ctg
Leu

cga
Arg

tac
Tyrx

aag
Lys

ctg
Leu

ctg
Leu

gga

tcccttgate
ggggtagccg
ctggggacac
gagtccecccc
tgctgectgt
gctecaaaaa
aaaaaaaaaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

2
379
DNA

Uméle pripravend sekvence

verze a pozménéné anti-HM 1.24 protilatky

2

gga tgg agc
Gly Trp Ser

<400>

atg
Met

cac tcc gac

His Ser Asp
-1 1

gtg ggt gac

Val Gly Asp
15

act gct gta

Thr Ala Val

gtc
Val

agc
Ser

aat
Asn
30

tgt
Cys
-15
atc
Ile

aga
Arg

gce
Ala

atc
Ile

cag
Gln

gtg
val

tgg
Trp
35

atc
Ile Leu
acc
Thr

5
atc
Ile

atg
Met

acc
Thr
20
tac
Tyr

cag
Gln

ctc tcc ttg
Ser Leu

~-10
cag agc
Gln Ser

acc tgt
Thr Cys

cag aag
Gln Lys

gta
Val

cca
Pro

aag
Lys

cca
Pro
40

gca
Ala

agc
Ser

gct
Ala
25
gga
Gly

aca
Thr

agc
Ser
10
agt
Ser

aag
Lys

gct
Ala

aca
Thr

ctg
Leu

agc
Ser

gat
Asp

cag
Gln

cca
Pro

gct
Ala

ggt
Gly

gce
Ala

gtg
Val

aag
Lys
45

.
(A XXX &4
sase

337

385

433

481

529

575

635
695
755
815
875
935
995
1013

48

96

144

192

LR E X2

Nukleotidovéd sekvence DNA kédujici L Fetézec V oblasti
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39

ctg
Leu

ctg atc tac tcg
Leu Ile Tyr Ser
50
agc ggt agc ggt
Ser Gly Ser Gly
65
cag cca
Gln Pro
80
cca ttc
Pro Phe
95

gca
Ala

tcc aac cgg
Ser Asn Arg
55
ggt acc gac
Gly Thr Asp
70
gct acc
Ala Thr
85

999
Gly

tac act
Tyr Thr

ggt gtg cca 240
Gly Val Pro
60
ttc acc atc
Phe Thr Ile
75
cag caa cat
Gln Gln His
90

gaa atc aaa
Glu Ile Lys
105

aga
Arg

ttc
Phe

tte
Phe

agc 288

Ser

acc
Thr

agce
Ser

agc
Ser

atc
Ile

cte
Leu

tac
Tyr

tac
Tyxr

tat
Tyr

gag gac 336

Glu Asp

tgc
Cys

agt
Ser

act
Thr

acg ttc
Thr Phe

caa
Gln
100

acc
Thr

ggce 379

Gly

aag
Lys

gtg
Vval

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

3
418
DNA

Um&le pfipravenéd sekvence

Nukleotidova sekvence DNA koédujici H Fetézec V oblasti
verze r pozm&néné anti-HM 1.24 protiléatky
3

acc
Thr

<400>

atg
Met

ttc
Phe

tte ttg 48
Phe Leu
-10
tct

Ser

ctg
Leu

gct
Ala

gta
val

gct
Ala

cca
Pro

ggt
Gly

agg gtc
Arg Val

tgg
Trp
~15
cac tcc cag gtg cag ctg gtg
His Ser Gln Val Gln Leu Val

-1 1 5
ggg gcc tca gtg aag gtt tcc
Gly Ala Ser Val Lys Val Ser

i5 20
cee tgg
Pro Trp

gac tgg
Asp Trp
gct 96
Ala

cag
Gln

gct
Ala

gtg
Val

999
Gly

gag
Glu
10
gga
Gly

aag
Lys

aag
Lys
tct 144
Ser
25
cct
Pro

tte
Phe

tac
Tyr

cct
Pro

tgc
Cys

aag
Lys

gca
Ala

acc
Thr
ctt 192
Leu
45
agt
Ser

caa
Gln

act
Thr

30
gag
Glu

tac tgg
Tyr Trp

atg
Met

cag
Gln

35
att
Ile

gtg
Val

cga
Arg

cag
Gln

gcc
Ala
40

ggt
Gly

gga
Gly

9g89
Gly

tac 240

Tyr

ttt
Phe

tet
Ser

cct gga
Pro Gly
55
gtc acc atg
Val Thr Met
70
agc agce
Ser Ser
85
cga
Arg

gat
Asp

gat
Asp

act agg

Thr Arg
60

gac aag tcc

Asp Lys Ser
75

gag gac acg

Glu Asp Thr

90

tac tac ttt

Tyr Tyr Phe

105

tca ¢

Ser

120

atg gga
Met Gly

50
aag
Lys

tgg
Trp
acce 288
Thr

cag
Gln

aag ttc
Lys Phe
65

gce tac

Ala Tyr
80

tac tgt

Tyr Cys
95

ggg caa
Gly Gln

gca
Ala

acg
Thr

agc
Ser

ggc
Gly

aga
Arg
tct 336
Ser

aca
Thr

gtg
Val

ctg
Leu

atg
Met

ctg
Leu

aga
Arg

gce
Ala

gag
Glu
tta 384
Leu
100
acg gtc
Thr Val
115

tac
Tyr

tat
Tyr

aga
Arg

cga
Arg

999
Gly

999
Gly

gac
Asp

gcg
Ala

gga
Gly
tcc 418
Ser

acc
Thr

acc
Thr

gtc
val

tgg
Trp
110

999
Gly




<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
222>
<223>

<400>

atg
Met

gct
Ala

cct
Pro

act
Thr

30
gag
Glu

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr

tgg
Trp
110

gac tgg
Asp Trp

4
418
DNA

40

Unmé&le pripravend sekvence

Nukleotidova sekvence DNA kdédujici H

verze s anti-HM 1.24 protiléatky

4

acc
Thr

-15

cac tcc

His Ser
-1 1

ggg gcc

Gly Ala
15

ccc tac

Pro Tyr

tgg atg
Trp Met

cag
Gln

tca
Ser

tgg
Trp

gga
Gly

50

aag ttc
Lys Phe
65
gcc tac
Ala Tyr
80
tac tgt
Tyr Cys
95

ggg caa
Gly Gln

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>
Met Ala Ser Thr Ser Tyr Asp Tyr Cys

1

aag
Lys

atg
Met

gcqg
Ala

efefe)
Gly

5
180
PRT

tgg
Trp

gtg
Val

gtg
Val

atg
Met

tct
Ser

ggce
Gly

gag
Glu

aga
Arg

acc
Thr

agg
Arg

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln

35
att
Ile

aga
Arg

ctg
Leu

gga
Gly

acg
Thr
115

gtc
Val

ctg
Leu

gtt
Val

20
tgg
Trp

ttt
Phe

gtc
Val

ttc
Phe

ttc
Phe

-10

gtg
Val
5
tce
Ser

gtg
Val

cct
Pro

cag
Gln

tgc
Cys

cga
Arg

gga
Gly

55

acc
Thr

70

agc
Ser

tta
Leu
100

gtc
Val

Homosapiens

agc
Ser

85
cga
Arg

acc
Thr

atc
Ile

ctg
Leu

cga
Arg

gtc
Val

ttg
Leu

tct
Ser

aag
Lys

cag
Gln

gat
Asp

acc
Thr

aga
Arg

gg9g
Gly

tcc
Ser

ctg
Leu

g9g9
Gly

gca
Ala

gcc
Ala
40

ggt
Gly

gca
Ala

tct
Ser

gdg9
Gly

tca
Ser
120

gct
Ala

gct
Ala

tct
Ser
25
cct
Pro

gat
Asp

gac
Asp

gta gct
Val Ala
-5

gag gtg
Glu Val
10

gga tac
Gly Tyr

gga caa
Gly Gln

act agg
Thr Arg
60
aag tcc
Lys Ser

75

gag
Glu

tac

gac acg
Asp Thr
90

tac ttt

Tyr Tyr Phe

105

g

-
I XXX R 1Y

sees
v
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X ERERER)
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o0 e

tfet&zec V oblasti

cca
Pro

aag
Lys

acce
Thr

999
Gly

tac
Tyr

acg
Thr

gcc
Ala

gac
Asp

ggt
Gly

aag
Lys

tte
Phe

ctt
Leu
45

agt
Ser

agc
Ser

gtg
Val

tac
Tyr

Aminokyselinova sekvence HM 1.24 antigenu

5

5

48

96

144

192

240

288

336

384

418




Arg
10
Ile

Ile
Arg
Leu
Thr
20

Lys
Thr
Arg
Tyr

Ile
170

val

Gly
Ile
Ala
Thr

75
Cys
Ala
Leu
Arg
Pro

155
Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
222>
<223>

<400>

Met
Val
Ser
Asn

30
Leu
Phe

Leu

Thr

Gly

His
-1
Val
15
Thr

Leu

Ser Gly Ser

Pro

Ile
Phe
Val

60
Glu
Asn
Gln
Asn
Glu
140

Ser

Leu

Trp
Ser
Gly
Ala

Ile

65

Gln Pro Glu

80

Pro Phe Thr

95

Met Glu Asp

15

Leu Val Leu
Thr
45

Met

Ile Lys

Glu Cys

Ala Gln Lys

Thr Val
95
Lys

His

Gln
110
Lys

Gly
His Leu
125
Asn

Gln Val

Ser Gln Asp
Leu

175

Leu Gly

6
126
PRT

*e0 e
*
*e0

L] ]
LA 2}

41

Gly Asp Lys Arg Cys Lys Leu Leu Leu Gly
20 25

Val Ile Leu Gly Val Pro Leu

35 40

Glu Ala Cys Arg Asp Gly Leu
55

Leu Ile Ile

Ala Asn Ser
50
Arg Asn Val
65
Gly Phe Gln
80
Met Ala Leu

Thr His Leu Leu Gln Gln Glu
70
Glu Ala Gln Ala Ala
85
Ser Leu Asp Ala Glu
105
LysVal Glu Glu Leu Glu Gly Glu Ile Thr
115 120
Gln Asp Ala Ser Ala Glu Val Glu Arg Leu
130 135
Leu Ser Val Arg Ile Ala Asp Lys Lys Tyr
145 150
Ser Ser Ser Ala Ala Ala Pro Gln Leu Leu
160 165
Ser Ala Leu Leu Gln
180

Asp Val

Met Ala

Um&le pfipravenéd sekvence

*

®s0eve

Aminokyselinovad sekvence L Fetézce V oblasti verze a

pozménéné
6

Ser Cys Ile

-15
Ile

Asp Gln

1
Asp

Arg Val

Val Ala Trp

35
Tyr Ser Ala
50
Gly Ser

Asp Ile

Phe Gly

anti-HM 1.24 protilatky

Ser Leu Val Ala Thr Ala Thr
-10
Thr Gln Ser Pro Ser Ser
5 10
Ile Thr Cys Lys Ala Ser
25
Pro Gly Lys
40
Thr Gly Val Pro
60
Thr Phe Thr Ile
75
Cys Gln Gln His
90
Val Glu Ile Lys

105

Ile Leu Gly

Met Leu Ser Ala

Thr Gln Val
20

Tyr

Asp

Gln Gln Ala Pro Lys

45
Arg

Lys

Ser Asn Arg Ser
55
Gly Thr Asp
70
Ala Thr Tyr
85
Gln Gly Thr

100

Tyr

Phe Ser Ser

Tyr Tyr Ser

Lys



Aminokyselinové

42

sekvence H

Uméle ptipravena sekvence

pozmé&nd&né anti-HM 1.24 protilatky

Trp
-15
Val
Val
Met
Ser
Gly
Glu

Arg

Thr

Arg
Gln
Lys
Gln

35
Ile
Arg
Leu

Gly

Thr
115

Val Phe Phe

Leu Val Gln
5

Val Ser

20

Trp Val

Cys
Arg

Phe Pro Gly
55
Val Thr Met
70
Ser Ser Leu
85
Leu Arg Arg
100
Val Thr val

Leu
-10
Ser
Lys
Gln
Asp
Thr
Arg
Gly

Ser

Leu Ala Val Ala

Gly Ala Glu Val
10
Ala Ser Gly Tyr
25
Ala Pro Gly Gln
40
Gly Asp Thr Arg
60
Ala Asp Lys Ser
75
Ser Glu Asp Thr
90
Gly Tyr Tyr Phe
105
Ser
120

Uméle ptripravenad sekvence

Aminokyselinové sekvence H fetézce

pozmén&né anti-HM 1.24 protilatky

<210> 7

<211> 139

<212> PRT

<213>

<220>

<221>

<L222>

<223>

<400> 7

Met Asp Trp Thr

Ala His Ser Gln
-1 1

Pro Gly Ala Ser
15

Thr Pro Tyr Trp

30

Glu Trp Met Gly

50
Gln Lys Phe Lys
65

Thr Ala Tyr Met
80

Tyr Tyr Cys Ala
95

Trp Gly Gln Gly

110

<210> 8

<211> 139

<212> PRT

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400> 8

Met Asp Trp Thr Trp Arg Val Phe Phe Leu Leu Ala Val Ala

Ala His Ser Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val

-1 1

Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr

15

-15

5

20

-10

10

25

Pro Gly

Lys Lys

Thr Phe

Leu
45
Ser

Gly
Tyr
Thr Ser
Ala Val

Asp Tyr

V oblasti

Pro Gly
-5
Lys Lys

Thr Phe

2080

¥etdzce V oblasti verze r

verze S



Thr

30
Glu
Gln
Thr

Tyr

Trp
100

Pro Tyr
Trp Met

Lys Phe
65
Ala Tyr
80
Tyr Cys

95
Gly Gln

Trp

Gly

Lys

Met

Ala

Gly

Met
Ser

50
Gly
Glu

Arg

Thr

Gln
35
Ile

Leu

Gly

Thr
115

Trp Val

Phe Pro

Val Thr
70
Ser Ser

85
Leu Arg
100
vVal Thr

43

Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
40 45

Gly Asp Gly Asp Thr Arg Tyr Ser

55 60
Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser
75
Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val
90
Arg Gly Gly Tyr Tyr Phe Asp Tyr
105

Val Ser Ser

120

A
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PATENTOVE NAROKY

Lédebné &inidlo pro lymfatické nadory (kromé myelomd) vyzna ¢ujici se
t i m, Ze obsahuje jako aktivni slozku protilatku, kterd se specificky vaze na
protein, ktery ma aminokyselinovou sekvenci jak je ukazano v SEQ ID NO: 1 a
ktera ma cytotoxickou aktivitu.

Léebné &inidlo podie patentového naroku &.1, vyznadujici se t im, ze
lymfaticky néador je nédor T bunék.

Lé&ebné éinidlo podie patentového naroku €1, vyzna Eujici se tim, Ze

lymfaticky nador je nador B bunék (krome myelom).

Lé&ebné &inidlo podie patentového néroku €1, vyzna dujici se tim, Ze

protilatka je monoklonalni protilatka.

Lédebné &inidlo podie patentového néroku €1, vyznacduj ici se tim, ze
cytotoxicka aktivita je ADCC aktivita.

Lé&ebné &inidlo podle patentového naroku €.1, vyzna Gujici se tim, ze
cytotoxicka aktivita je CDC aktivita.

Lé&ebné &inidlo podle patentového naroku €.4, vy zna Sujici se tim, ze

protilatka méa konstantni oblast Cy lidské protilatky.

Lééebné &inidlo podle patentového naroku €.7, vyzna gujici se tim, ze

konstantni oblast lidské protitatky Cy je Cy1 nebo Cy3.

Lééebné é&inidlo podle patentového naroku €.4, vyzna dujici se tim, ze
protilatka je anti-HM 1.24 protilatka.

Lédebné &inidlo podle patentového naroku ¢4, vyzna gujici se tim, Ze
protilatka je chimerni protilatka nebo pozménéna protilatka.



1.

12.

13.

14.

15.

16.

45

Lédebné &inidlo podle patentového naroku €9, vyznadéujici se tim, ze
protilatka je chimerni anti-HM 1.24 protilatka.

Lédebné ¢inidlo podle patentového naroku €9, vyznacdujic i se tim, Ze

protilatka je pozménéna anti-HM 1.24 protilatka.

Lédebné &inidlo podle patentového naroku €.9, vyznacuj ici se tim, ze
protilatka se specificky vaze k epitopu, rozpoznavanému anti-HM 1.24 protilatkou.

Protilatka, vyznadujici se tim, Zese specificky véze k proteinu, ktery
mé aminokyselinovou sekvenci ukézanou v SEQ ID NO: 1 a ktera mé cytotoxickou

aktivitu.

Protilatka podle patentového naroku €.13, vy zna ¢ujici se tim, ze
cytotoxické aktivita je ADCC aktivita.

Protilatka podle patentového naroku ¢13, vyznadujici se tim, ze
cytotoxicka aktivita je CDC aktivita.
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