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Oblast’ techniky

Tento vynalez sa vzt'ahuje na Eleny viaZuce sa Specific-
ky na zarodoént izoformu fibronektinu oznacovanii ED-B,
ktord tieZ exprimuji vyvijajice sa neovaskularne nadory,
ako sa da preukazat cestou imunocytochémie a cielenym
zavadzanim do nadorov in vivo. Vynalez d’alej opisuje ma-
terialy a metddy, ktoré sa vztahuji k tymto Specificky sa
viazucim Elenom.

Doterajsi stav techniky

Tento vynalez sa vzfahuje na ¢leny viazuce sa $pecific-
ky na zarodoén(i izoformu fibronektinu ozna€ovani ED-B,
ktorii tieZ exprimuji vyvijajlice sa neovaskulérne nadory,
ako sa da preukazat cestou imunocytochémie a cielenym
zavidzanim do nadorov in vivo. Vynalez d’alej opisuje ma-
terialy a metddy, ktoré sa vztahuji k tymto $pecificky sa
viaZucim ¢lenom.

Primarmym cielom vacsiny existujucich foriem terapie
nadorov je usmrtit' o najviac konstitutivnych bunick na-
doru, ako len je mozné. Obmedzeny uspech sa dosiahol
metddami chemoterapie a radioterapie, ktory zavisi od rela-
tivneho §rastia, Co sa tyka Specifickosti lieby. Ticto meto-
dy su sprevadzané vedl'ajsimi toxickymi G¢inkami, ktoré
postihuji normalne zdravé tkaniva. Jednou 7 ciest, ako
moZno dosiahnut’ zlepSenie selektivity liegby nadorov, je
zavedenie ¢inidla priamo do nadoru pomocou véazbovych
proteinov, ktoré obvykle obsahujii vizbové domény protila-
tok a su $pecifické pre markerovy antigén, ktory sa expri-
muje na povrchu nadoru, ale nenachédza sa na normalnych
bunkach. Tato forma ciel'ovej terapie, ktora sa nazyva ,,ma-
gic bullets“ sa hlavne demonstruje pomocou monoklonal-
nych protilatck (mAbs), ktoré pochadzaju z hlodavcov a
ktoré st $pecifické pre takzvané antigény spojené s né-
dormi. Tieto antigény sa exprimuji na povrchu buniek. Ta-
ké monoklonalne protilatky sa spojuji s cytotoxickou lat-
kou chemickou cestou (napr. toxin alebo liek) alebo sa mé-
#u produkovat’ ako rekombinantny fizny protein, kde gény
kédujlice mAb a toxin su spojené a exprimujii sa v tande-
me.

Pristup oznagovany ,magic bullct“ ma obmedzeny, ho-
ci podstatny, u¢inok pri liecbe Iudskej rakoviny, obzvlast
pri zavadzan{ do nadorov lymfatického pdvodu, kde malig-
né bunky st najpristupnejsic terapeutickej davke pocas cir-
kulé4cie. Lietba pevnych nadorov vSak zostava vaZnym kli-
nickym problémom. Tento problém spociva v tom, Ze iba
mala cast’ celkovej bunkovej masy, prevladaju najperifér-
nejéie bunky nadoru, je vystavena cirkulujucim terapeutic-
kym imunokonjugatom; tieto periférne ciele tvoria takzva-
nd ,bariéru vizbovych miest* vniitornej ¢asti nadoru (Ju-
weid et al, 1992, Cancer Res. 52, 5144 - 5153). V nadore je
tkanivo vieobecne vel'mi husté, tvori ho vlaknité podporné
tkanivo a nadorové bunky, ktoré si umiestnené vel'mi bliz-
ko seba, o umoziuje penetraciu molekul v rozmedzi vel-
kosti zodpovedajicej protilatkam. Nadory st v8ak zndme
tym, Z¢ majh zvyeny intersticidlny tlak, za ktory zodpove-
d4 nedostatok lymfatickej drenaZe, to ohrozuje pristup
exogénnych molekil. V publikacii Jain, R (1994), Sci. Am.
271 58 - 65 sa opisuju faktory, ktoré ovplyviiuju vstup te-
rapeutickych &inidiel do nadorov.

Hoci existuje zrejmé obmedzenie pri liecbe nadorov
pomocou cieleného zavadzania antigénu do nadorov, tieto
nadory maju besny rys, ktory poskytuje alternativny anti-
génny ciel pre protilatkovi terapiu. Ak nidory dorasti do
urditej velkosti, si univerzalne 7avislé, aby si udrZali pri-

vod kyslika a nutrientov pre svoj rast, od nezavislého pri-
sunu krvi. V pripade, Ze tato doddvka krvi je zablokovana
alebo uzavreta, existuje realny potencidl vyhladovat tisice
nadorovych buniek. Ako sa nador vyvija, prechddza na an-
giogénny fenotyp, pri€om produkuje odlisny subor angio-
génnych faktorov, ktoré posobia na okolité endotelidine
bunky kapilar, priSom sa indukuje ich mnoZenie a migracia.
Struktiira tychto novo vytvorenych krvnych ciev, na rozdiel
od usporiadanej Struktiry kapilar v normalnom tkanive, je
vysoko neorganizovand so slepymi koncami a s perfora-
ciami, ktoré vedii k Ginikom. Indukcia angiogenézy je spre-
vadzana neregulovanou expresiou istych bunkovych po-
vrchovych antigénov, kedy mnohé z nich si bezné pri vas-
kularizacii normaineho tkaniva. Identifikované antigény,
ktoré sa vyskytuju iba pri neovaskularizacii nédorov, su
hlavnym limitujicim faktorom pri vyvoji generickej liecby
pevnych nédorov prostrednictvom vaskularneho cieleného
zavadzania. Antigén, ktory je predmetom tohto vynalezu,
priamo suvisi s tymto problémom.

Potas vyvoja nadoru sa extracelularna matrica okolité-
ho tkaniva remodeluje dvoma hlavnymi postupmi: (1) pro-
teolyticka degradcia komponentov extracelulirnej matrice
normalneho tkaniva a (2) de novo syntéza komponentov ex-
tracelularnej matrice nddorovymi bunkami a bunkami poed-
pomného tkaniva, ktora sa aktivuje nddorom indukovanymi
cytokinmi. Tieto dva postupy generuju ,,nddorovi extrace-
luldrnu matricu®, ktora poskytuje vhodnej3ie prostredie na
vyvoj nadoru a kvantitativne a kvalitativne sa liSi od pro-
stredia normalnych tkaniv. Medzi komponentmi uvedenej
matrice si velké izoformy tenaskinu a fibronektinu (FN);
opis tychto proteinov ako izoforiem uvadza ich rozsiahlu
Strukturélnu heterogenitu, ktora sa ziska na stupni trans-
kripcie, post-transkripéného a post-translaéného spracova-
nia (uvedené d’alej v texte). Predmetom vynélezu je jedna 7
izoforiem fibronektinu, ktora sa nazyva izoforma B+ (B-FN).

Fibronektiny (FN) sti multifunkéné zloZky glykoprotei-
nov s vysokou molekulovou hmotnostou tvoriacich extra-
celuldrne matrice a telové kvapaliny. Podiel'aju sa na rade
roznych biologickych postupov, ako je zaistenie a udrzanie
norméalnej bunkovej morfolégie, migracie buniek, hemosté-
zy a trombozy, hojenia ran a onkogénnej transformdcie
(opisuje sa v publikiciach Alitalo et al., Adv. Cancer Res.
37, 111 - 158 (1982); Yamada, 1983; Hynes Ann., Rev.
Cell Biol. 1, 67 - 90 (1985); Owens et al., Oxf. Surv. Euca-
ryot. Genes 3, 141 - 160 (1986); ). Strukturalna diverzita
FN sa ziska alternativnym zostrihom troch oblasti (ED-A
ED-B a IIICS) primarncho transkriptu FN (Hynes Ann.,
Rev. Cell Biol. 1, 67 - 90 (1985); Zardi et al., EMBO I. 6,
2337 - 2342 (1987), aby vzniklo najmenej 20 réznych izo-
foriem, pri¢om niektoré z nich sa odli$ne exprimuji v nd-
dore alebo v normalnom tkanive. Rovnako ako regulacia
tkanivovo a vyvojovo 3pecifickym spdsobom je zndme, Ze
patern zostrihu FN-pre-mRNA je v transformovanych a
malignych bunkach deregulovany (Castellani et al., J. Cell.
Biol. 103, 1671 - 1677 (1986); Borsi et al., J. Cell. Biol.
104, 595 - 600 (1987); Vartio et al., J. Cell Science 88,
419 - 430 (1987), Zardi et al., EMBO J. 6, 2337 - 2342
(1987); Barone et al., EMBO J. 8, 1079 - 1085 (1989);
Carnemolla et al., J. Cell Biol. 108, 1139 - 1148 (1989);
Oyama et al., J. Biol. Chem. 10331 - 10334 (1989); Oya-
maet al., Cancer Res. 50, 1075 - 1078 (1990); Borsi et al.,
Exp. Cell Res. 199, 98 - 105 (1992b)). Izoformy FN obsa-
hujiice sekvencie ED-A ED-B a IIICS sa exprimujui vo véé-
%om rozsahu v transformovanych bunkach a v bunkéach ma-
lignych nadorov. Obzvlast izoforma FN obsahujuca sek-
venciu ED-B (B+ izoforma) sa silne exprimuje v zarodo¢-
nom a nadorovom tkanive, rovnako ako po¢as hojenia rin,
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ale expresia je obmedzend v normalnych dospelych tkani-
vach (Norton and Hynes, Mol. Cell. Biol. 7, 4297 - 4307
(1987); Gutman and Kornblihtt, Proc. Natl. Acad. Sci USA
90 7179 - 7182, 1987; ), Carnemolla et al., J. Cell Biol.
108, 1139 - 1148 (1989); Ffrench-Constant et al., J. Cell
Biol. 109, 903 - 914 (1989); Ffrench-Constant et al., Deve-
lopment 106, 375 - 388 (1989); Laitinen et al., Lab. Invest.
64, 375 - 388 (1991)). Molekuly B+ FN nie st v dospelych
cievach detegovatelné, ale pri normélnom (napr. vyvoj en-
dometria), patologickom (napr. pri diabetickej retinopatii) a
nadorovom vyvoji (Castellani et al., Int. J. Cancer 59, 612 -
- 618 (1994) angiogénnych krvnych ciev je ich mnoZstvo
vysoké.

Sekvencia ED-B je celéd homoldgna repeticia typu III,
ktora je kddovand jedinym exonom a obsahuje 91 amino-
kyselin. Na rozdiel od alternativne zostrihanej izoformy
ITICS, ktora obsahuje vizbové miesto 3pecifické k bunko-
vému typu, biologickd funkcia izoforiem A+ a B+ je stile
predmetom $pekuldcie (Humphries et al., J. Cell Biol. 103,
2637 - 2647 (1986).

Samotna pritomnost’ izoformy B+ tvori nddorom indu-
kovany neoantigén, ale navySe expresia ED-B vyjadruje
normalne krypticky antigén v repeticii 7 typu III (predcha-
dzajici ED-B); pretoZe tento epitop nie je v molekulach
FN, ktorym chyba ED-B, vyjadreny, ¢o umoZiuje, Ze ex-
presia ED-B indukuje priamu a nepriamu expresiu neoanti-
génov. Toto kryptické antigénne miesto tvori ciel mono-
klonalnych protildtok (mAb), ktoré sa nazyvaju BC-1 (Car-
nemolla et al., J. Biol. Chem. 24689 - 24692 (1992). Speci-
fickost’ a biologické vlastnosti tychto mAb sa opisuji v EP
0 344 134 BI a je ich mozZné ziskat' z hybridému uloZeného
v in§titacii ,,European Collection of Animal Cell Cultures,
Porton Down, Salisbury, UK s pristupovym ¢islom
88042101. Monoklondlne protildtky sa Gspe¥ne pouzivaju
pri lokalizacii angiogénnych krvnych ciev nadorov, bez
skriZeného reagovania s dospelym vaskulidrnym endote-
liom, ¢o ukazuje potencial izoforiem FN pri vaskularnom
cielovom zavadzani s pouZitim protilatok.

Stale viak existuji isté namietky a to ku 3pecificite
monoklonalnych protilatok BC-1. Na zaklade skutoénosti,
Ze BC-1 priamo nerozoznévaji izoformu B+, vyvstala
otazka, ¢i v niektorych tkanivich je moZné odmaskovat
epitop, ktory je rozpoznavany protilatkami BC-1, bez pri-
tomnosti ED-B, €o vedie nepriamo k nechcenej skriZenej
reaktivite BC-1. Dalej BC-1 je prisne §pecificky pre P'udsku
izoformu B+, &o znamena, Ze §tldia biodistribticie BC-1 pri
zvieratich a ich lokalizdcia v nadore nie je moZna. Hoci sa
produkuji polyklondlne protilatky proti rekombinantnym
fliznym proteinom, ktoré obsahuju izoformu B+ (Peters et
al., Cell. Adhes. Commun. 3, 67 - 89 (1995), reaguji iba s
FN, na ktoré sa aplikovala N-glykanaza s ciel'om odkrytia
epitopu.

Dalsi vieobecny problém s pouzitim mysich monoklo-
nalnych protilatok je odozva na anti-mysie protilatky u ludi
(HAMA) (Schroff et al., 1985, Cancer Res. 45: 879 - 885;
Dejager et al., (1988), Proc. Am. Assoc. Cancer Res 29:
377). HAMA odozva ma rozmedzie u¢inkov od neutraliza-
cie aplikovanych protilatok, ktoré vedi ku zniZeniu terape-
utickej davky, cez alergické reakcie, sérové ochorenia a re-
nalne poskodenie.

Hoci sa uréili polyklondlne antiséra reagujice s rekom-
binantnou ED-B (uvedené v texte), izoldcia mAbs s rovna-
kou 3pecifickostou ako BC-1 nasledujiica po imunizécii
my3i bola vieobecne zlepscnd, pretoZe T'udské a mysie pro-
teiny ED-B majii 100 % sekven¢nu homoldgiu. Ludsky
protein méZe preto vystupovat' ako mysi samoantigén, kto-
ry potom nezosilfiuje imunitni odozvu. V skutoénosti po

niekolkych rokoch usilovného badania sa identifikovali iba
jediné mAb s nepriamou reaktivitou k FN izoforme B+
(BC-1), ktoré priamo nerozoznavaju ED-B. Viiinou je
podstatné, Ze Specificita BC-1 sa pre krypticky epitop vy-
jadruje ako konzekvencia ED-B, skor neZ ¢ast’ samotného
ED-B, ktory nic je pravdepodobne pritomny v mysich FN a
preto sa nezdd byt’ samotnym mysim imunitnym systémom.

Realizacia vyndlezu sa dosiahla pouZitim stratégie, kto-
ra je alternativna k tej pouZivanej predtym a kde predcha-
dzajica imunizacia s fibronektinom alebo ED-B nie je nut-
n&: ziskali sa protilatky so $pecifickostou pre izoformu
ED-B, ako jeden rctazec Fvs (scFvs) z kniZnic Fudskych
protilatok variabilnych oblasti vyjadrenych na povrchu
vlaknitého bakteriofaga (Nissim et al., EMBO J. 13, 692 -
- 698 (1994), dalej tiezZ WO 92/01407, WO 92/20791, WO
93/06213, WO 93/11236, WO 93/19172).

Zistili sme, s pouzitim protilatkovej fagovej kniZnice,
Ze sa mozZu izolovat’ Bpecifické csFvs priamou selekciou
rekombinantnych fragmentov, ktoré obsahuji doménu
ED-B a samotnej ED-B, kedy tieto antigény pot’ahuju pev-
ny povrch (,,panning®). Uvedené zdroje antigénu sa s Gspe-
chom pouzili pri produkcii ,,druhej generacie® scFvs s vy-
lepSenymi vlastnostami pribuznymi s rodiovskymi klonmi
v procese ,afinitnej maturacie“. Zistilo sa, Ze izolované
scFvs silne a Specificky reaguju s izoformou B+ l'udského
FN bez toho, Ze sa vopred aplikuje N-glykanaza.

Pri anti-nidorovych aplikciach l'udskej vazbovej do-
mény protilitkového antigénu podla vynalezu majd td vy-
hodu, Ze nie sii subjektom odozvy HAMA. Dalej, ako sa tu
uvadza, pouzivaji sa pri imunohistochemicke;j analyze né-
dorového tkaniva spdsobom in vivo a in vitro. Tieto a d'al-
Sie pouZitia si v odbore zname.

Terminoldgia
Specificky sa viazuci &len

Termin opisuje ¢lena paru molekil, ktoré maju vza-
jomni vézbovi ¥pecifickost. Clenovia specifického vizbo-
vého paru sa méZu ziskat' prirodzenou cestou alebo sa mé-
7u celkom alebo s¢asti syntetizovat’. Jeden &len paru mole-
kal mé na svojom povrchu oblast’ alebo dutinu, prostrednic-
tvom ktorej sa viaZe na urciti priestorovii a polému organi-
zéciu dalSicho ¢lena paru molekdl. Potom €lenovia paru
molekul sa vzajomne Specificky viaZu jeden k druhému.
Priklady typov $pecificky sa viaZucich parov st dvojice an-
tigén-protilatka, biotin-avidin, receptor hormén-hormén,
receptor-ligand, enzym-substrat.

Protilatky

Termin ,,protilatky* opisuje imunoglobin produkovany
prirodzenym spdsobom alebo iastocne, alebo celkom syn-
teticky. Termin tieZ zahmuje polypeptid alebo protein, kto-
ry ma vizbovu doménu, ktord je protilitkovou vizbovou
doménou alebo je s fiou homoldgna. Protilatky sa daju zis-
kat’ z prirodzenych zdrojov alebo sa mdZzu &iastoéne alebo
celkom syntetizovat'. Priklady protildtok su imunoglobino-
vé izotypy a ich izotypické podtriedy; fragmenty, ktoré ob-
sahuju doménu viaZucu antigén, ako je Fab, scFv, Fv, dAb,
Fd; a diabodies.

Je moZné vziat' monoklonalne a iné protilétky a s pou-
Zitim metod génového inZinierstva vytvorit’ iné protilatky
alebo chimérické molekuly, ktoré si ponechavajii $pecific-
kost' pévodnych protilatok. Také metddy napriklad mézu
zahmovat’ zavedenie DNA kddujiicej variabilni oblast
imunoglobulinu alebo oblasti uréujicej komplementaritu
(CDR) protilatok proti konStantnym oblastiam alebo kon-
Stantnym oblastiam plus rdmcovym oblastiam odligného
imunoglobulinu, ¢o sa opisuje napriklad v EP-A-184187,
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GB 2188638A alebo EP-A-239400. Hybridém alebo iné
bunky, ktoré produkuji protilatky, sa moZu stat’ predmetom
génovych mutcii alebo inych zmien, ktoré méZu alebo
nemusia pozmenit' vizbovi Specifickost’ produkovanych
protilatok

Protilatky sa mozu modifikovat’ radom spdsobov. Ter-
min ,,protilatky* zahrnuje $pecificky sa viaZuce ¢leny alebo
latky, ktoré maji vizbovi doménu s poZadovanou Specific-
kostou. Dalej zahmujii fragmenty protilatok, derlvaty,
funkéné ekvivalenty a homoldgy protilatok, Pubovolny po-
lypeptid obsahujiici vizbovi doménu imunoglobulinu, &i
uz sit pripravené prirodzenou cestou alebo scasti alebo cel-
kom syntetizované. Delej zahmuji chimérické molekuly
obsahujice vizbovii doménu imunoglobulinu alebo ekviva-
lentu flizovaného s inym polypeptidom. Klonovanie a ex-
presia chimérickych protilatok sa opisuji v EP-A-0120694
a EP-A-0125023.

Zistilo sa, Ze fragmenty celych protilatok vykonavaju
funkciu naviazania antigénov. Priklady vizbovych frag-
mentov st (i) Fab fragment obsahujici VL, VH, CL a CH1
domény; (ii) Fd fragment obsahujiici domény VH a CHI;
(iii) fragment Fv obsahujici domény VL a VH jednej proti-
latky; (iv) fragment dAb (Ward, E. S. et al., Nature 341,
544 - 546 (1989), ktory obsahuje doménu VH; (v) izolova-
né oblasti CDR; (vi) fragmenty F(ab')2, ¢o su bivalentné
fragmenty obsahujiice dva spojené fragmenty Fab, (vii)
jednoretazcové molekuly Fv (scFv), kde doména VH a VL
st spojené peptidovym linkerom, ktory umoZiuje spojenie
dvoch oblasti za vytvorenia vizbového miesta pre antigén
(Bird et al., Science, 242, 423 - 426. (1988), (viii) bidpeci-
fické jednoretazcové diméry Fv (PCT/US92/09965) a (xi)
,diabodies”, o si multivalentné a multi3pecifické frag-
menty konstruované filziou génov (WO 94/13804; Holliger
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 6444 - 6448, 1993).

,,Diabodies* sii multiméry polypeptidov, kde kaZdy po-
lypeptid obsahuje prvii doménu, ktord zahrnuje vézbovi
oblast’ 'ahkého retazca imunoglobulinu, a druhtt doménu,
ktora zahmuje vizbovi oblast' tazkého ret'azca imunoglo-
bulinu. Tieto dve domény sl spojené (napr. peptidovym
linkerom), ale nic st schopné sa spojit’ vzajomne za vzniku
vizbového miesta pre antigén: vizbové miesta pre antigén
sa tvoria spojenim prvej domény jedného polypeptidu
v multimére s druhou doménou iného polypeptidu v multi-
mére (WO 94/13804).

V pripade, e sa pouZivaju bispecifické protilatky, mo-
7u to byt bezné bispecifiké protilatky, ktoré sa mdZzu vyra-
bat’ roznymi spésobmi (Holliger, P. and Winter G, Current
Opinion Bitechnol. 4, 446 - 449 (1993)), napriklad chemic-
kou cestou alebo z hybridnych hybridémov, alebo to mézu
byt fubovolné zo zmienenych bidpecifickych protilatko-
vych fragmentov. MéZe sa preferovat’ skor pouZitie dimé-
rov scFv alebo ,,diabodies” nez celych protilatok. ,,Diabo-
dies* a scFv sa mozu konstruovat’ bez oblasti Fc, s pouZi-
tim iba variabilnych oblasti, ktoré silne redukujd u€inky an-
ti-idiotypickej reakcie. Iné formy bispecifickych protilatok
zahrnujii jeden retazec ,Janusins“ opisany v publikcii
Traunecker et al., Embo Journal, 10, 3655 - 3659, (1991).

Bispecifické ,diabodies“ na rozdiel od biSpecifickych
celych protilatok sa mdzu tiez vyhodne pouZivat, pretoZe
ich kongtrukcia a expresia v baktériach E. coli je lahké.
ahko sa mdZu vybrat ,diabodies“ (a rad inych polypepti-
dov, ako st fragmenty protiltok) vhodnej vizbovej $peci-
fickosti s pouZitim fagovej kniZnice (WO 94/13804).
V pripade, e jedno rameno ,diabody* sa udrZuje kon3tant-
né, napriklad so $pecifickostou riadenou proti antigénu X,
moze sa potom vytvorit’ kniznica, kde d’alSie rameno je va-
riabilné a vyberi sa protilatky s vhodnou $pecifickostou.

Vizbova doména pre antigén

Tento termin opisuje Cast’ protilatok, ktord obsahuje ob-
last’, ktora sa $pecificky viaZe na Cast’ alebo na cely antigén
a je s nim komplementarna. V pripade, Ze antigén je velky,
protilitka sa mdZe viazat iba na jeho Cast, ktord sa nazyva
epitop. Vizbovi doménu pre antigén mdZe tvorit' jedna
alebo viac variabilnych domén protilatok. Uprednostiiuje
sa, aby vizbova doména pre antigén bola variabilna oblast’
(VL) Tahkého retazca protildtok a variabilna oblast’ (VH)
tazkého ret’azca protilatok.

Specificky

Termin ,$pecificky* oznatuje situdciu, kedy jeden Clen
$pecifického vazbového paru nema Ziadnu podstatnd véizbu
s d’al$imi molekulami, nez je jeho Specificky vazbovy part-
ner. Termin sa dé tiez vyuzit' v pripade, 7e napriklad viz-
bové doména pre antigén je 3pecificka pre urdity epitop,
ktory je neseny radom antigénov, v takom pripade Specific-
ky vizbovy &len nesiici vizbovii doménu pre antigén bude
schopny viazat' rozne antigény, ktoré nesii epitop.

Funk&ne ekvivalentn4 forma variantu

Tento termin zahrnuje molekulu (variant), ktord mé ho-
¢i strukturalne odlisnosti v porovnani s inou molekulou
(roditovskou), stale si uchovava podstatnii homologiu a
tiez najmenej niektort z biologickych funkeii rodi€ovske;
molekuly, napr. schopnost’ viazat' sa na urcity antigén alebo
epitop. Varianty sa mdZu vyskytovat’ vo forme fragmentov,
derivatov alebo mutantov. Variant, derivat alebo mutant sa
méze ziskat modifikaciou rodicovskej molekuly adiciou,
deléciou, substitiiciou alebo inzerciou jednej alebo viac
aminokyselin, alebo spojenim s inou molekulou. K tymto
zmenam mdze ddjst na Grovni nukleotidu alebo proteinu.
Kédovanym polypeptidom méZe byt’ napriklad fragment
Fab, ktory sa potom naviaZe na chvost FC z iného zdroja. V
inom pripade sa moze naviazat' marker, ako je napriklad
enzym, fluorescein atd’.

Podstata vynilezu

Vynalez opisuje Specificky sa viaZuci Clen, ktory je
$pecificky pre onkofetdlnu doménu fibronektinu (FN)
ED-B.

Specificky sa viazuce ¢leny podla vyndlezu sa viaZu na
doménu ED-B priamo. V jednom uskutofneni vynalezu
$pecificky sa viaZuce &leny sa viaZu po aplikécii protedzo-
vého termolyzinu na FN, na ubovolny alebo na vsetky FN,
ktoré obsahujii ED-B. V dalSom uskutocneni vynalezu sa
$pecificky sa viaZuce ¢leny viazu na lubovolny alebo viet-
ky FN, ktoré obsahujii homolégne repeticie typu III, ktoré
zahmujii doménu ED-B. Zname FN sa opisuji vo dvoch
publikdcidch Carnemolla et al., J. Biol. Chem 24689 -
- 24692 (1992) a Carnemolla et al., J. Cell Biol. 108, 1139 -
- 1148 (1989). Odkaz na ,,v3etky FN, ktoré obsahuju ED-
-B*, sa mdze brat' ako odkaz na vetky FN opisané v tejto
publikécii, ktoré obsahuji ED-B.

Specificky sa viazuci ¢len prednostne viaZe udsky ED-
B a prednostne B+FN najmenej jedného daldieho drubu,
ako je mys, krysa a/alebo kura. Uprednostiivje sa, aby Spe-
cificky sa viaZuci &len paru bol schopny viazat’ tak Tudsku,
ako aj neludsku ED-B fibronektinu, ako je mySia ED-B, ¢o
umoZiiuje testovanie a analyzu sbp ¢lena vo zvieracom mo-
deli.

Specificky sa viazuce parové ¢leny podl'a vynalezu via-
#u ED-B fibroncktinu, bez sut'aZenia s bezne dostupnymi
uloZenymi protildtkami BC-1, ktoré sa opisuju d’alej v tex-
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te. BC-1 je strikine Specifickd pre ludski B+ izoformu.
Specificky sa viazuce parové ¢leny podla vynalezu sa ne-
viaZu na rovnaky epitop ako BC-1.

Naviazanie Specificky sa viaZzuceho ¢lena podrFa vyna-
lezu na B+FN sa mdZe inhibovat’ doménou ED-B.

S ohPadom na vynalez ma vizbova doména, ked’ sa me-
ria ako Cisteny monomér, hodnotu disociaénej konstanty
(Kd) 6 x 10® M alebo v pripade ED-B FN mengiu.

V silade s vyndlezom vizbova doména reaguje, ¢o
znamena je schopna sa viazat, s ED-B fibronektinu bez to-
ho, Ze sa ED-B fibronektin vopred upravi N-glykanazou.

Specificky sa viaZuce parové ¢leny podla vynalezu sa
mdZu pripravovat’ ako izolaty alebo v &istenej forme. Pri-
pravuju sa do formulécif alebo pripravkov, ktoré neobsahu-
Ju iné $pecificky sa viaZuce pérové &leny, napriklad proti-
latky alebo ich fragmenty alebo neobsahuju iné $pecificky
sa viaZuce parové ¢leny, ktoré si schopné viazat' ED-B fib-
ronektinu. Uprednostiiuje sa, aby Specificky sa viazuce pé-
rové ¢leny podl'a vynalezu sa pripravovali v podstate v &is-
tej forme. MéZu byt monoklonalne v zmysle, Ze pochidza-
Ji z jedného klonu, skor neZ sa obmedzit’ na protilatky, kto-
ré sa ziskali pouZitim tradi¢nej technoldgie hybridémov.
Ako sa uviedlo, $pecificky sa viazuce pérové &leny podl'a
vynélezu sa mdzu ziskat’ s pouZitim technolégie vyjadrenia
bakteriofaga a/alebo expresie v rekombinantnych, napriklad
v bakterialnych, hostitel'skych bunkach. Neexistuje priorit-
ni poziadavka na monoklonalne $pecificky sa viaZuce pa-
rové ¢leny podl'a vynalezu, ktoré priamo viazu ED-B fibro-
nektinu.

Uprednostiiuje sa, aby $pecificky sa viaZuci &len obsa-
hoval protilatky. Specificky sa viaZuci &len mo¥e obsaho-
vat’ polypeptidovu sekvenciu vo forme fragmentu protild-
tok, ako je jediny retazec Fv (scFV). MoZu sa tieZ vyuzivat
in¢ typy fragmentov protilatok, ako si Fab, Fab’, F(ab")2,
Fabc, Facb alebo diabody (Winter, G and C. Milstein, Na-
ture 349, 293 - 299, 1991, WO 94/13804). §peciﬁcky sa
viaZuci ¢len méZe byt vo forme celych protilatok. Celé
protilatky mdZu byt v Tubovolnej z foriem protilatkovych
izotypov napr. IgG, IgA, IgD, IgE a IgM a v lubovolnych
forméch izotypovych podtried, napriklad IgGl alebo IgG4.

Protilatky méZu byt Fubovolného pdvodu, napriklad
Tudské, mysie, ovéie. Iné odvodenia su v odbore dobre
zname. Uprednostiiuje sa, aby protilatky boli l'udského po-
vodu. Termin ,'udsky" znamena protilatky, ktoré sa Cias-
tocne alebo celkom ziskali z Pudskej cDNA, proteinovej
alebo peptidovej kniZnice. Tento termin zahrnuje l'udské
peptidy a proteiny, ktoré nemaju l'udsky povod, ktoré sa
modifikovali s cielom ponechat’ si Fudské charakteristiky k
molekule protildtok a tak umoZiiuji molekule obist’ obranu
T'udského imunitného systému.

Specificky sa viaZuci &len sa mbZe tie? vyskytovat’ vo
forme manipulovanych protilatok, napriklad vo forme bi-
Specifickej molekuly protilatok (alebo fragment, ako je
F(ab")2), ktora m4 jedno rameno viaZuce antigén (t. j. $peci-
fick(i doménu) proti ED-B fibronektinu a dalie rameno
proti odliSnej Specifickosti, alebo bivalentni, alebo multi-
valentnii molekulu.

Vedla sekvencii protilatok Specificky sa viaZuci €len
moZe obsahovat’ iné aminokyseliny, napr. méZu tvorit’ pep-
tid alebo polypeptid, alebo mdzu udelovat’ molekule vedl'a
schopnosti viazat' antigén dalsiu funkénl charakteristiku.
Specificky sa viaZuci &len mdZe napriklad obsahovat’ znad-
ku, enzym alebo jeho fragment a tak d’alej.

Vizbova doména mbZe obsahovat’ ast’ alebo celd do-
ménu VH kédovant segmentom zérodocnej linie alebo
znovu usporiadaného génového segmentu. Vazbova domé-

na mdZe obsahovat’ ¢ast’ alebo celit doménu VL kappa ale-
bo VL lambda.

Vizbova doména méZe obsahovat VHI1, VH3 alebo
VH4 génové sekvencie zarodocnej linie alebo ich znovu
usporiadand formu.

Specificky sa viazuci &len padla vynélezu méZe obsa-
hovat’ taZky retazec variabilnej oblasti (,,VH* oblasti) zis-
kany z Iudskej zarodocnej linie DP47, sekvenciu, ktora je
zobrazend na obr. ¢. 1(a), zvySky 1 aZ 98. Nomenklatara
~DP* sa opisuje v publikdcii Tomlinson I. M. et al., (1992)
J. Mol. Biol. 227: 776 - 798. Aminokyselinova sekvencia
CDR3 mobze byt Ser Leu Pro Lys. Aminokyselinova sek-
vencia CDR3 mdZe byt Gly Val Gly Ala Phe Arg Pro Tyr
Arg Lys His Glu. Takto vizbova doména Specificky sa via-
Zuceho ¢lena podla vynalezu méZe zahmovat VH doménu,
ktord obsahuje aminokyselinové sekvencie na obr. & 1 (a)
pre CGS1 a CGS2.

Vizbovd doména mdZc obsahovat variabilni oblast’
Tahkého retazca (,VL* doménu) ziskand z Uudskej zaro-
docnej linie DPL16, sekvenciu, ktora je zobrazen4 na obr.
¢. 1 (b) ako koddny 1 aZ 90.

Doména VL moZe obsahovat’ sekvenciu CDR3 Asn Ser
Ser Pro Val Val Leu Asn Gly Val Val. Doména VL mbze
obsahovat’ sekvenciu CDR3 Asn Ser Ser Pro Phe Glu His
Asn Leu Val Val.

Specificky sa viazuce ¢leny podla vynalezu méu ob-
sahovat’ funkéne ekvivalentné varianty sekvencii, ktoré si
zobrazené na obr. & 1, napr. kde sa za¢lenili, deletovali,
substituovali alebo pridali jedna alebo viac aminokyselin,
¢o poskytlo uvedené vlastnosti. MéZe sa zmenit sekvencia
CDR3 alebo sa moZe uskutoénit’ jedna alebo viac zmien v
rdmcovych oblastiach alebo rdmec méZe byt nahradeny
inou rdmcovou oblastou alebo modifikovanou formou za
vzniku 3pecifického vazbového ¢lena, ktory viaze ED-B.

Jedna alebo viac CDR z domén VL alebo VH tu opisa-
nych protilatok, ktoré viazu antigén, sa méZe pouzit pri tzv.
»implantacii CDR“, pri ktorej je jedna alebo viac sekvencii
CDR prvych protilitok umiestnend do sekvencii ramea,
ktory nesuvisi s protilitkami, napr. inych protilatok, ako sa
opisuje v EP-B-0239400. CDR sekvencie pre CGSI a
CGS2 st uvedené naobr. €. 1 (a)a 1 (b).

Specificky sa viazuci ¢len podla vynalezu mdZe byt
ten, ktory pri vizbe s ED-B fibronektinu konkuruje proti-
latkam alebo tu opisanému scFv. Konkurencia medzi $peci-
ficky sa viaZucimi &lenmi sa méze jednoducho testovat
in vivo, napriklad pripojenim Specifickej reportnej moleku-
ly k jednému 3pecificky sa viaZucemu é&lenovi, ktory sa
mdZe delegovat’ v pritomnosti inych nepripojenych vizbo-
vych ¢lenov, &o umoziluje identifikaciu Specificky sa via-
Zuceho ¢lena, ktory sa viaZe na rovnaky epitop alebo presa-
hujuci epitop.

Specificky sa viazuci ¢len podla vyndlezu sa méZe vy-
uZit' pri metode, ktord spdsobuje alebo umoZiiuje vizbu
$pecificky sa viaZuceho ¢lena na jeho epitop. Naviazanie
mdZe nasledovat’ po aplikécii $pecificky sa viazuceho ¢élena
cicavcovi, napriklad &loveku alebo hlodaveovi, ako je mys.

Vynilez opisuje pouZitie Specificky sa viazuceho élena
ako diagnostického ¢inidla v pripade nédorov. Experimen-
talny dokaz na zvieracom modeli, ako sa opisuje dalej v
texte, ukazuje, Ze Specificky sa viaZuce &leny podl'a vyna-
lezu st uZitoéné pri in vivo lokalizacii nadoru.

Preferovanymi Specificky sa viaZucimi ¢lenmi podPa
vynalezu st tie, ktoré sa viaZu na l'udské nidory, napriklad
v sekcii kryostatu, ktoré maju invazivny a angiogénny fe-
notyp a ktoré sa viaZu na embryonaine tkaniv4, napr. v sek-
cii kryostatu. Naviazanie sa moZe demonstrovat’ imunocy-
tochemickym farbenim,
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V preferovanom uskutoéneni vyndlezu sa 3pecificky sa
viaZuci ¢len neviaZe alebo sa v podstate neviaZe na tenas-
kin, o je extracelularny matricovy protein.

V inom preferovanom uskuto¢neni vynélezu sa 3peci-
ficky sa viaZuci &len neviaZe, alebo sa v podstate neviaze,
na normalnu Pudski kozu, napriklad v sekcii kryostatu
a/alebo ako sa demonstrovalo pouZitim imunocytochemic-
kého farbenia.

Dalgie uskutoénenia 3pecificky sa viaZucich ¢lenov
podPa vynélezu sa neviaZu alebo sa v podstate neviaZu na
jedno alebo viac normalnych tkaniv (napr. v sekeii kryosta-
tu a/alebo ako sa demonstruje pouZitim imunocytochemic-
kého farbenia) vybranych zo skupiny, ktoré zahrnuje pecen,
slezinu, oblicky, Zaludok, tenké ¢revo, hrubé &revo, vajec-
niky, maternicu, mo¢ovy mechur, pankreas, suprarenalne
#lazy, skeletovy svat, srdce, plica, Stitnu zl'azu a mozog.

Specificky sa viazuci ¢len pre ED-B sa mdZe pouZit
ako ¢inidlo pre cielové zavadzanie in vivo, ktoré sa mdZe
pouzit’ pri demonstracii pritomnosti a lokalizécie nadorov,
ktoré exprimuji alebo si inak spojené s ED-B fibronektinu.
Mézu sa pouzivat’ ako zobrazovacie ¢inidlo. Vyndlez opi-
suje metédu stanovenia pritomnosti bunky alebo nidoru,
ktory exprimuje alebo je inak spojeny s expresiou ED-B
fibronektinu, pri¢om spdsob zahmuje kontakt buniek so
$pecificky sa viazucim Clenom a stanovenie naviazania
Specificky sa viaZuceho ¢lena na bunky. Spdsob sa mdze
uskuto&nit’ in vivo alebo in vitro na testovacej vzorke bu-
niek, ktoré sa izolovali z tela.

Reaktivita protilatok v bunkovej vzorke sa moZe stano-
vit' vhodnym spésobom. Jedna z moZnosti je oznacenie s
jednotlivymi reportnymi molekulami. Reportné molekuly
mo7u priamo a nepriamo generovat’ detegovatelné a pred-
nostne meratePné signly. Spojenie reportnych molekul
méze byt priame alebo nepriame, kovalentné, naprikiad
prostrednictvom peptidovej vizby alebo nekovalentné.
Spojenie prostrednictvom peptidovej vizby mdze byt ako
vysledok rekombinantnej expresie génovej fiizie, ktora ko-
duje protilatky a reportnti molekulu.

Jednym z favoritnych médov je kovalentné spojenie
kazdej protilatky s individualnym fluorochrémom, fosfo-
rom alebo laserovym farbivom so spektralne izolovanymi
absorpénymi alebo emisnymi charakteristikami. Medzi
vhodné fluorochrémy patri fluoroscein, rodamin, fykoeryt-
rin a texasové dervefi. Vhodné chromogénne farbiva zahr-
nuji diaminobenzidin.

Iné reportné molekuly zahrnuji makromolekulove ko-
loidné partikuly alebo ¢asticovy materidl, taky ako si late-
xové guldéky, ktoré su sfarbené, magnetické alebo para-
magnetické a biologicky alebo chemicky aktivne ¢inidla,
ktoré mdzu priamo alebo nepriamo spdsobovat’ detegova-
telné signaly, aby mohli byt’ pozorované vizualne, elektro-
nicky detegovatelné alebo inak zaznamendvané. Tymito
molekulami mozu byt napriklad enzymy, ktoré katalyzuji
reakcie, ktoré vyvijaji alebo menia farby a sposobuji zme-
ny elektrickych vlastnosti. Molekuly mdZu byt molekular-
ne excitabilné tak, Ze elektronické prechody medzi energe-
tickymi stavmi vedu k charakteristickej spektralnej absor-
peii alebo emisii. MéZu zahmovat’ chemické entity pouZi-
vané v spojeni s biosenzormi. Sh to spojenie biotin/avidin
alebo biotin/streptavidin a detekéné systémy zaloZené na
alkalickej fosfataze.

Sposob stanovujiici vézbu nie je rysom vyndlezu a od-
bornik je schopny vybrat' vhodny spésob na zaklade svo-
jich preferencii a vieobecnych znalosti.

Signély generované jednotlivymi konjugétmi protilat-
ka-reportna molekula sa méZu pouZit' na ziskanie kvantifi-
kovatelnych absoltitnych alebo relativnych dat relevantné-

ho naviazania protilatok v bunkovych vzorkach (normal-
nych a testovanych). Navy3e pri pouZiti vcobeeného far-
benia jadra je moZné stanovit’ vo vzorke celkova bunkovi
populaciu, &o umoZituje stanovit' kvantitativne pomery jed-
notlivych bunkovych populacii vzt'ahujicich sa k celkové-
mu poctu buniek. V pripade, Ze sa radioaktivne znacené
nukleotidy ***T, *"'In alebo **™Tc pripoja k protilatkam, po-
tom sa tieto protilatky prednostne lokalizuji v nédore skor
neZ v norméalnych tkanivach. Pritomnost’ radioaktivnych
znadiek v nadorovom tkanive sa mdZe detegovat’ a kvanti-
fikovat’ s pouitim gamma snimaca. Kvalita ziskaného zob-
razenia nadoru priamo koreluje s pomerom signdl: zvukovy
signal.

Protilatky sa moZu pouzivat’ ako diagnostické ¢inidla
na sledovanie novo vaskularizovanych nddorov a méZu sa
tieZ pou¥ivat, napr. v modifikovanej forme, na zavedenie
cytotoxickych &inidiel alebo pri koagulécii v novych krv-
nych cievach, pricom vyvijajice sa nidory trpia nedostat-
kom kyslika a nutrientov a tvoria tak nepriamu formu tera-
pie nadoru.

Vynalez d'alej opisuje pouZitie vysSie Specifikovaného
$pecificky sa viazuceho €lena, ktory sa pouZiva ako terape-
utické &inidlo pri spojovani, viazani alebo manipuldcii ako
fizny protefn, aby ziskal funkciu efektora. Specificky sa
viazuci &len podla vynilezu sa mdZe pouZit' na cielené za-
vedenie toxinu, radioaktivnych latok, T-buniek, smrtiacich
buniek alebo inych molekil do nadoru, ktory exprimuje
alebo je spojeny s antigénom v strede zaujmu.

Vynilez dalcj opisuje spdsoby lietby, ktoré zahmuju
aplikaciu $pecificky sa viazuceho ¢lena, farmaceutickych
kompozicii obsahujiicich taky $pecificky sa viazuci ¢len a
pouzitie uvedeného $pecificky sa viazuceho ¢lena pri vyro-
be medikamentu vhodného na aplikaciu, naprikiad pri me-
tode pripravy medikamentu alebo farmaceutickej kompozi-
cie, ktord obsahuje Specificky sa viaZuci ¢len s farmaceu-
ticky prijatefnym excipientom.

V stilade s vynalezom sa mdZu uvedené kompozicie ap-
likovat’ jednotlivcom. Prednostne sa aplikuje ,terapeuticky
(¢inné mnoZstvo“, ktoré je pre pacienta prinosom. Taky
prinos méZe byt prinajmenzom zlepSenie najmenej jedného
symptomu. Aktualne aplikované mnoZstvo, rychlost’ a Ca-
sovy priebeh aplikacie zavisi od povahy a stavu ochorenia,
ktoré sa lie¢i. Zodpovednost' za predpis liecby, napriklad
rozhodnutie o davke atd’., nesti prakticki lekéri a ini terape-
uti. Vhodna davka protilatok je v odbore dobre znama,
uvadza sa v publikacii Ledermann J. A et al,, {1991) Int. §.
Cancer 47: 659 - 664; Bagshawe K. D. et al., (1991) Anti-
body, Immunoconjugates and Radiopharmaceuticals 4:
915 -922.

Kompozicia sa mdZe aplikovat’ samotna alebo v kom-
bin4cii s inou lietbou, bud’ sucasne, alebo sekvenéne, o
zavisi od lieGeného stavu.

Farmaceutické kompozicie podl'a vynalezu a na ich po-
uZitie v stilade s vynalezom méZu obsahovat’ navyse aktiv-
nu ingredienciu, farmaceuticky prijatelny excipient, nosi,
pufer, stabilizator alebo iné materialy, ktoré si dobre zna-
me v odbore. Také materialy by nemali byt toxické a ne-
mali by interferovat’ s i¢innostou aktivnej ingrediencie.
Presnd povaha nosi¢a alebo iného materidlu zavisi od spd-
sobu aplikdcie, ktora méze byt orélna alebo injekciou,
napr. intravendézna.

Farmaceutické kompozicie na ordlnu aplikdciu mdzu
byt v tablctovej, kapsulovej, praskovej a kvapalnej forme.
Tableta moZe obsahovat' pevny nosi¢, ako je Zelatina alebo
adjuvans. Kvapalné farmaceutické kompozicie vieobecne
obsahuju kvapalny nosié, ako je voda, nafta, Zivotisne ale-
bo rastlinné oleje, minerdlny olej alebo synteticky olej.
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MoéZe sa pouzivat’ fyziologicky roztok, dextréza alebo iny
sacharidovy roztok, alebo glykoly, ako je etylénglykol, pro-
pylénglykol alebo polyetylénglykol.

Pri intravenéznej injekcii alebo injekcii do miesta po-
stihnutia bude aktivna ingrediencia vo forme parenteralne
prijatelného vodného roztoku, ktory neobsahuje Ziadne py-
rogény a ma vhodné pH, je vhodne izotonicky a stabilny.
Odbornici st schopni T'ahko pripravit’ vhodné roztoky s po-
uzitim napriklad izotonickych vehikulov, ako je napriklad
injekcia chloridu sodného, Ringerova injekcia, laktitovd
Ringerova injekcia. Roztoky méZu zahrnovat' konzervaéné
¢inidld, stabilizatory, pufre, antioxidanty a/alebo iné aditi-
va, ak je to nutné.

Specificky sa viazuci &len podl'a vyndlezu sa méze pri-
pravit' expresiou z nukleovej kyseliny, ktord ho kéduje.
Nukleova kyselina kodujica Specificky sa viazuci €len
umoZiiuje spdsob produkcie uvedeného 3pecificky sa via-
Zuceho ¢lena, ktory zahmuje expresiu tejto kodujucej nuk-
leovej kyseliny. Expresiu moZno beZne dosiahnut’ kultivé-
ciou rekombinantnych hostitel'skych buniek, ktoré obsahuji
uvedent nukleovi kyselinu, za vhodnych podmienok.

Nukleové kyselina méZe kédovat’ F'ubovol'né tu uvede-
né aminokyselinové sekvencie domén protilatok viaZuce
antigén alebo ['ubovolni funk&ne ekvivalentni formu.
Zmeny sa mdZu uskutoénit’ na urovni nukleotidov adiciou,
substituciou, deléciou alebo inzerciou jedného alebo viac
nukleotidov. Tieto zmeny sa mdZu alebo nemusia odrazit’
na drovni aminokyseliny v zavislosti od degeneracie gene-
tického kédu.

Systémy klonovania a expresie polypeptidu pri rdznych
hostitel'skych bunkéch st dobre zndme. Vhodné hostitel'ské
bunky zahrnuju baktérie, cicavéie bunky, kvasinky a baku-
lovirusy. Cicav¢ie bunkové linie, ktoré st dostupné pre ex-
presiu heterogénneho polypeptidu zahmuju bunky vajeéni-
kov &inskych mortiat, bunky HeLa, obli¢kové bunky novo-
rodenych mor¢iat a mnoho d’al§ich. BeZznym preferovanym
bakteridlnym hostitel'om je E. coli.

Expresia protilatok a fragmentov protilatok v prokary-
ontnych bunkach, ako st baktérie E. coli, je v odbore dobre
zavedena. Prehl’ad informécii je uvedeny v publikécii Pluc-
kthun, A Bio/Technology 9: 545 - 551 (1991). Pri produk-
cii $pecificky sa viazuceho Clena je moZné tieZ vyuZit’ jeho
expresiu v kultivovanych eukaryontnych bunkéach (Reff)
M. E. (1993) Curr. Opinion Biotech. 4: 573 - 576; Trill J. J.
et al., (1995) Curr. Opinion Biotech. 6: 553 - 560.

Vhodné vektory sa mdZu vybrat' alebo konStruovat.
Mali by obsahovat’ vhodné regulaéné sekvencie, medzi kto-
ré patria prométorové sekvencie, polyadenylaéné sekven-
cie, zosilfiovacie sekvencie, markerové gény a iné sekven-
cie, ak je treba. Dalgie detaily si uvedené napr. v publikacii
Molecular Cloning: a Laboratory Manual: 2nd edition,
Sambrook et al., 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Pre-
ss. Rad znamych metéd a protokolov vhodnych pri manipu-
lacii nukleovej kyseliny, napriklad pri priprave konstrukcii
nukleovych kyselin, mutagenéze, sekvenovani, zavedeni
DNA do buniek a expresii génu a analyze proteinov, sa de-
tailne opisuje v publikicii Short Protocols in Molecular
Biology, Second Edition, Ausubel et al., eds., John Wiley
and Sons, 1992.

Dalej vynélez opisuje hostitel'skii bunku, ktora obsahu-
je tu opisanii nukleovi kyselinu. Dalej vynalez opisuje spd-
sob zahrnujiici zavedenie uvedenej nukleovej kyseliny do
hostitel'skej bunky. Pri zavedeni nukleovej kyseliny do hos-
titeI'skej bunky sa méZe pouZit' lubovolny dostupny sp6-
sob. V pripade eukaryontnych buniek vhodny spdsob méze
zahmnovat transfekciu s fosforeénanom vapenatym, DEAE-
-dextran, elektroporaciu, transfekciu sprostredkovanu lipo-

zémami a transdukciu s pouZitim retrovirusov alebo inych
virusov, napr. vakcinie alebo v pripade hmyzich buniek,
bakulovirusov. V pripade bakteridlnych buniek vhodné me-
tédy méZu zahrnovat' transformaciu chloridom sodnym,
elektroporaciu a transfekciu s pouZitim bakteriofaga.

Po zavedeni nukleovej kyseliny maze nasledovat’ ex-
presia nukleovej kyseliny, napriklad v kultivovanych hosti-
telskych bunkach v podmienkach vhodnych pre expresiu
génu.

V jednom uskuto¢neni vyndlezu je nukleova kyselina
zatlenena do genému (napr. chromozémy) hostitel'skej bun-
ky. Integracia sa mdze podporit’ v stlade so $tandardnymi
metddami inkluziou sekvencii, ktoré podporujii rekombina-
ciu s genémom.

Nasledujuca produkeia 3pecificky sa viazuceho ¢lena sa
moéZe napriklad pouZivat’ F'ubovolnym tu opisanym spdso-
bom, ako je napriklad pri formulacii farmaceutického alebo
diagnostického produktu, ako je kit, ktory obsahuje okrem
Specificky sa viazuceho ¢lena jedno alebo viac Sinidiel,
ktoré sliZia pri stanoveni naviazania 3pecificky sa viaZuce-
ho ¢&lena na bunky, ako sa diskutuje v texte.

Dalsie predmety vynilezu a ich uskutoénenia si pre
odbornika zrejmé. Nasledujiice priklady s uvedené na ilu-
striciu a v Ziadnom pripade ncobmedzujii rozsah vynalezu.

Prehl’ad obrazkov na vykresoch

Na obrazku ¢. [ st uvedené aminokyselinové sekvencie
VH a VL scFvs CGS-1 a CGS-2. Obréazok &. 1 (a) ukazuje
sekvencie VH; obrazok ¢. 1 (b) ukazuje sekvencie VL.
CDR (1, 2 a 3) s oznadené. Ludska zarodoéna linia VH,
ktory ma najvac¢siu homolégiu k obom scFvs, je segment
DP47 rodiny VH3; segment VL oboch klonov je DPL16,
Tahky ret'azec sa pouZiva na vybudovanie pévodnej knizni-
ce scFv (Nissim ct al., EMBO J. 13, 692 - 698 (1994)).
Zvysky, ktoré odlisuju jeden klon od druhého, su podéiar-
knuté.

Obrazok ¢&. 2. Na obrazku & 2A je zobrazeny model
doménovej Struktiry I'udskej FN podjednotky. Oznagené st
variabilné oblasti IIICS, EDA a ED-B, ktoré s spdsobené
alternativnym zostrihom pre-mRNA FN. Obrazok tie uka-
zuje vnitorni homoldgiu, rovnako ako hlavné produkty
Stiepenia termolyzinom obsahujice ED-B (Zardi et al,
EMBO J. 6, 2337 - 2342 (1987)). Obréazok 2B ukazuje 4 aZ
18 % SDS-PAGE plazmy a WI38VA FN a produkty ich
Stiepenia termolyzinom zafarbené Coomassieovou modrou
a imunobloty, ktoré sa testovali sondou BC-1, 1ST-6, CGS-
-1 a CGS-2. V dréhe (1) st nestiepené a v drahe (3) s Stie-
pené FN plazmy s pouZitim termolyzinu, pri¢om koncen-
trécia FN je 1 pg/ml a 10 pg/ml (dréha (4)). V drahe (2) su
nestiepené a v drdhe (5) st Stiepené WI3EVA FN plazmy s
pouZitim termolyzinu, pri¢om koncentracia FN je 1 pg/ml a
5 pg/ml (draha (6)) a 10 ug/ml (draha 7). Cisla na pravej
strane indikuji hlavné produkty Stiepenia termolyzinom,
ktoré sit zobrazené na obr. €. 2A. Hodnoty na l'avej strane
indikuju §tandardy molekulovej hmotnosti v kilodaltonoch
(kD).

Obrézok ¢. 3. Na obrazku &. 3A si zobrazené repetiéné
sekvencie FN typu III, ktoré st obsiahnuté vo fizii a re-
kombinantné proteiny exprimované v baktériach E. coli a
reaktivita tychto proteinov s CGS-1 a CGS-2 a s mAbs BC-
-1 a IST-6. Obrazok ¢&. 3B zobrazuje gél zafarbeny Coo-
massiovou modrou a imunobloty, ktoré sa testovali sondou
CGS-1, CGS-2, BC-1, IST-6. Cislovanie dréh zodpoveda
¢islovaniu peptidovych konstrukcii vo vrchnej &asti obraz-
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ka. Hodnoty nal'avo oznauji molekulovii véhu Standardov
vkD.

Na obrazku & 4 je uvedeny infracerveny zobrazova¢
mysi; zobrazova¢ mysi sa pouZiva pri experimentoch ciele-
ného zavéadzania a tvori ho &ierna, nefluorescenéna skrinka,
ktora je vybavena volfrimovou halogénovou lampou, exci-
taénymi a emisnymi filtrami, ktoré sa 3pecifické pre CY7
fluorofor a pocitatom riadenou osem bitovou monochroma-
tickou CCD-kamerou.

Obrazok €. 5 zobrazuje cielené zavadzanie fluorescenc-
ne znadenych protilatkovych fragmentov proti F9 mySiemu
teratokarcinému s pouZitim monomérnych scFv(CGS-1) a
dimémych scFv(CGS-1)2 riadenych k B-FN. Ako negativ-
na kontrola slaZili diméme scFv(D 1.3)2 s viizbovou Speci-
fickost'ou k lysozymu.

Obréazok ¢. 6 zobrazuje cielené zavadzanie fluorescené-
ne znadenych protildtkovych fragmentov proti F9 mySiemu
teratokarcinému s pouZitim afinitnych maturovanych
scFV(CGS-2) a mene;j afinitnych scFv(28S1) riadenych do
rovnakého epitopu B-FN. Cielené zavadzanie sa deleguje
tak pri velkych (priblizne 0,6 g) ako aj pri malych né-
doroch (priblizne 0,2 g), ktoré sa po 48 hodindch pokryji
g¢iernou krustou, ktora ¢iastoéne zastrie obraz.

Priklady uskutotnenia vynalezu

Priklad 1: Izol4cia 'udskych scFvs 3pecifickych pre oblast’
ED-B T'udského FN.

Fagova kniznica fudskych scFv ((Nissim et al., EMBO
1. 13, 692 - 698 (1994) sa pouZiva pri selekcii rekombi-
nantnych protilatok. Ako zdroj antigénu pri selekcii sa pou-
7ili dve rdzne formy izoformy ED-B. V oboch pripadoch
izoformou bol rekombinantny udsky protein.

Rekombinantné peptidy FN, ktoré obsahuju repeticie
typu 111 2-11 (B-) 2 2-11 (B+), sa exprimovali v baktériach
Escherichia coli.

Kongtrukcia sa pripravila s pouZitim cDNA FN z klo-
nov pFH154 (Komblihtt et al, EM-BO J. 4, 1755 (1985)),
4F10 a AF2 (Camemolla et al., J. Cell Biol. 108, 1139 -
- 1148 (1989)). Konstrukcia cDNA v rozsahu 2229 - 4787
baz (Komblihtt, Proc. Natl. Acad. Sci USA 90 7179 - 7182,
1987) sa zatlenila do vektoru pQE-3/5 s pouZitim kitu
QlAexpress od Qiagen (Chatsworth, CA). Rekombinanty
FN-III 2-11 (B-) a (B+) sa istili imunoafinitnon chromato-
grafiou s pouzitim mAb 3E3 (Pierschbacher et al., Cell 26,
259 - 267 (1981)), ktoré su spojené so sefarézou 4B (Phar-
macia). Fragmenty DNA na pripravu rekombinantnych
fragmentov FN, ktoré obsahuju typ III homolégnej repeti-
cie 7B89, 789, ED-B a FN-6, sa pripravili polymerazovou
ret'azovou reakciou (PCR) s pouzitim UltMa DNA polyme-
rézy (Perkin Elmer), cDNA z klonov FN 2-11 (B+) aFN 2-
-11 (B-) ako templatu. Priméry sa navrhli tak, aby umoZnili
klonovanie PCR produktov do pQE-12 s pouZitim kitu
QIAexpress od Qiagen (Chatsworth, CA). Potom nasleduje
transformacia buniek baktérie E. coli a expresia. Vietky
klony cDNA sa sekvenovali s pouZitim Sequenase 2.0
DNA sekvenaéného kitu (USB).

Rekombinantné proteiny sa €istili Ni-NTA chromato-
grafiou (IMAC), podl'a instrukcii vyrobeu (Qiagen), s pou-
itim hexahistidinového tag na C-konci fragmentov FN.
Fizny protein ED-B-pGal sa pripravil klonovanim ED-B
cDNA do bakteriofagového vektora Agtl1 za vzniku klonu
AED-B. Klon AchFN60 (obsahujuci ¢ast’ sekvencie ED-B)
sa ziskal ako fiizny protein z klonovaného kuracieho FN
pchFN60 (Norton and Hynes, Mol. Cell. Biol. 7, 4297 -
- 4307 (1987)).

Pri selekeii figovej kniznice ludského scFv sa testoval
kazdy z dvoch roznych rekombinantnych antigénov (7B89
a ED-B) v troch kolach. Imunoskimavky (Nunc; Maxisorp,
Roskilde, Denmark) sa pokryli antigénmi cez noc v kon-
centracii 50 pg/ml v PBS (20 mM fosfore¢nanovy pufer,
0,15 M NaCl, pH 7,2). Prvym antigénom je rekombinantny
fragment 7B89, v ktorom oblast’ ED-B je lemovan pril'ah-
lou homoldgnou repeticiou typu III FN; tento antigén sa
nanagal pri teplote 4 °C cez noc. Druhy pouZivany antigén
je rekombinatny ED-B (Zardi et al., EMBO J. 6, 2337 -
- 2342 (1987)), ktory mé4 na C-konci hexahistidin tag; tento
protein neobsahuje zvysky lyzinu, ¢o znamena, Ze termi-
nalna aminoskupina prvej aminokyseliny je dostupna pre
miestne $pecifickli kovalentnd imobiliziciu ED-B na reak-
tivne dogticky pre test ELISA (Nunc; Covalink). Pot’aho-
vanie sa uskutoénilo cez noc pri teplote miestnosti.

Po troch kolach testovania sa bunky baktérie E. coli in-
fikovali eluovanym figom HB2151 a naniesli sa na platne,
ako sa opisuje v publikacii (Nissim et al., EMBO J. 13,
692 - 698 (1994)). Po kazdom kole selekcie sa testovalo 95
na ampicilin rezistentnych jednotlivych kolénii, aby sa tes-
tom ELISA identifikovali antigén ¥pecifické scFvs. Na d’al-
$iu analyzu a afinitn( maturaciu sa vybrali klony, ktoré ma-
jui najsilnejsi signal testu ELISA na imobilizované antigé-
ny. Tieto klony tie? demonstruji pri imunocytochemickom
farbeni Specifické sfarbenie sekcii multiforiem glioblasté-
mu a nadorov prsnika, ako sa opisuje detailnejSie v prikiade
4,

Priklad 2: Afinitna maturacia Tudskych scFvs Specifickych
pre oblast’ ED-B T'udského FN.

Klony 35GE (vybraty s pouzitim 7B89) a 28SI (vybraty
pomocou samotnej domény ED-B) sa vybrali ako kandidati
protilatok na afinitni maturaciu. S ciefom obmenit’ I'ahké
ret'azce s cielom vylep$enia afinity sa potom skimali jed-
notlivé maturaéné stratégie zaloZené na nahodilosti Siestich
centralnych zvy$kov (DSSGNH) Fahkého retazca CDR3 s
pouZitim degenerovanych oligonuklcotidov a PCR (obr. ¢.
1), & umoZfiuje potencialnu sekvencnu diverzitu 208 =
= 6,4 x 107. Tato oblast’ (podiel tazkého refazca CDR3) je
lokalizovand v centre vizbového miesta antigénu (Padlan,
1994). Dalej sa mutoval zvySok argininu, ktory priamo
predchadza radu &iestich zvy$kov k serinu s cielom zabra-
nit’ moZnosti elektrostatickych téinkov dominujicej selek-
cie.

Plazmid ziskany z jednej bakterialnej kolonie, ktory
exprimuje rodi€ovsky* scFv fragment, sa amplifikoval
PCR s primérmi LMB3 (5'CAG GAA ACA GCT ATG AC
3') a CDR3-6-VLFOR (5 CTT GGT CCC TCC GCC GAA
TAC CAC MNN MNN MNN MNN MNN MNN AGA
GGA GTT ACA GTA ATA GTC AGCCTC3)(94C (1) -
-55C (17) - 72C (1°307), 25 cyklov; v publikacii Marks et
al, (1991), J. Mol. Biol., 222, 581 - 597 sa opisuju pouZité
pufre a podmienky PCR). Vysledny produkt sa €istil na géli
(s cieFom odstranit’ stopy plazmidu, ktory obsahuje povod-
ny gén scFv) a pouzil sa ako templat pri druhej amplifikécii
s primérmi LMB3 a JI-Not-FOR (5'ATT GCT TTT CCT
TTT TGC GGC CGC GCC TAG GAC GGT CAG CTT
GGT CCC TCC GCC 3) (94C (1) - 55C (1) -72C
(1730°"), 25 cyklov. Surovy produkt PCR, ktory sa na aga-
rozovom géli javi ako jediny pruh so spravnou molekulo-
vou véhou, sa priamo &istil zo zmesi PCR s pouZitim Spin-
-Bind (FMC, Rockland, ME, USA), sa dvakrat 8tiepil s re3-
trikénymi enzymami Ncol/Notl a ligoval sa do na géli Cis-
teného fagemidu pHEN1 (Hoogenboom et al., Nucl. Acids
Res. 19, 4133 - 4137 (1991) Stiepeného reStrikénymi enzy-
mami Ncol/Notl, ktory obsahuje inzert Ncol/Notl, o
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umoZiuje separdciu vektora, ktory je Stiepeny dvakrat, od
vektora, ktory je Stiepeny iba raz. Vektor sa pripravil s
plazmid maxi-prep kit Qiagen (Chatsworth, CA, U. S. A.).
Pri lig4cii sa zmieSalo priblizne 5 pg $tiepeného plazmidu a
inzertu. Liga¢na zmes sa extrahovala jeden raz s fenolom,
jeden raz so zmesou fenol/chloroform/izoamylalkohol
(25 125 : 1), potom sa precipitovala etanolom s pouZitim
glykogénu (Boehringer, Mannheim, Germany) ako nosi¢a a
susila sa na speed-vaku.

Peleta sa resuspendovala v 20 pl vody a elektropora-
ciou sa vniesla do elektrokompetentnych buniek E. coli
TGI (Gibson T. J. (1984), PhD thesis. (University of Cam-
bridge, Cambridge, UK). V typickom pripade sa pouzivaji
elektrokompetentné bunky s titrom 109 transformantov na
ug v pripade, Ze sa pouziva glycerol, alebo 1010 transfor-
mantov na ug Cerstvo pripravenych elektrokompetentnych
buniek. Elektroporacia vedie v typickom pripade k vytvo-
reniu viac ako 107 klonov.

Maturaénd kniZnica sa potom spracovala rovnakym
sposobom ako kniZnica podla Nissima (Nissim et al.,
EMBO J. 13, 692 - 698 (1994)) za vzniku fagovych parti-
kul, ktoré sa pouZivaju pri selekcii v jednom cykle pomo-
cou imunoblotov, kde sa pouZiva ako antigén 7B89 (v kon-
centracii 10 pg/ml), potom nasleduje kinetickd selekcia
(Hawkins et al., J. Mol. Biol 226, 889 - 896 (1992). Této
selekcia prebebla inkubaciou biotinylovanych 7B89
(v koncentracii 10 nM) s fagovou suspenziou (pribliZne
10 t. u. ) z prvého kola vyberu v 2 % roztoku mlieka a
PBS (2 % MPBS) pocas 5 minut, potom sa pridali 7B89
(v koncentracii 1 pM), ktoré nie st znaSené biotinom, a po-
¢as 30 minat prebiehala kompeticia. Do reakénej zmesi sa
pridalo 100 pl ¢astic dyna (Dynal: M480) potiahnutych
streptavidinom, ktoré boli vopred zablokované v2 %
MPBS, vietko sa 2 minaty mieSalo a potom sa Castice za-
chytili na magnete a desat’krat sa premyli roztokom PBS +
+ 0,1 % Tween-20 alebo PBS. Fag sa z ¢&astic eluoval
0,5 ml trietylaminu v koncentracii 100 mM. Tento roztok
sa potom neutralizoval 1 M Tris, pH 7,4 s objemom
0,25 ml a pouzil sa na infekciu exponencilne rasticich bu-
nick HB2151 (Nissim et al., EMBO J. 13, 692 - 698
(1994)). 95 jednotlivych kolénii rezistentnych na ampicilin
sa pouzilo pri produkcii supernatantov, ktoré obsahuju scFv
(Nissim et al., EMBO J. 13, 692 - 698 (1994) a ktoré sa tes-
tovali testom ELISA BIAcore a imunochemicky s ciel'om
identifikacie koldnii s najsilnej$ou schopnostou sa viazat.
Tie sa potom subklonovali medzi redirikéné miesta
Sfil/Notl expresivneho vektora pDN268 (Neri et al.,
(19962), Bio/Techniques, 20, 708 - 713; Neri et al,
(1996b), Nature Biotechnology, 14, 385 - 390), ktory pripo-
Jil k C-koncu scFv fosforylovatelny tag, epitop FLAG a
hexahistidinovy tag.

Jednotlivé koldnie relevantnych protilatok subklonova-
nych do pDN268 sa kultivovali pri teplote 37 °C v 2x TY
obsahujiicom 100 mg/l ampicilinu a 0,1 % glukézy. Ked
bunkové kultira dosiahla hodnotu OD*™ = 0,8, pridalo sa
IPTG tak, aby kone¢na koncentracia bola I mM a kultiva-
cta pokracovala 16 aZ 20 hodin pri teplote 30 °C. Po centri-
fugécii (GS-3 Sorvall rotor, pri 7000 ot/min. a pocas
30 min.) sa supernatant filtroval, zakoncentroval a s pouzi-
tim pristroja Minisette (Filteron) s tangencionalnym tokom
presiel do pufra (50 mM fosforcénan, pH7, 4, 500 mM
NaCl, 20 mM imidazol). Cistené protilatky sa analyzovali
SDS-PAGE (Laemmli, 1970) a dialyzovali sa proti PBS pri

teplote 4 °C. Cistené scFv sa d'alej spracovavali gélovou
filtraciou s pouZitim pristroja FPLC vybaveného kolénou
S-75 (Pharmacia), ked'2e je zndme, Z¢ multivalentné frag-
menty scFv m6Zu mat’ dobré naviazanie na BlAcore (Jon-
sson et al., BioTechniques 11, 620 - 627 (1991) &inkom
avidity (Nissim et al., EMBQ I. 13, 692 - 698 (1994); Crot-
hers and Metzger et al., Immunochemistry 9, 341 - 357
(1972). Koncentrécia protilatok monomerickych frakcif &is-
tenych na FPLC sa stanovila spektrofotometricky za pred-
pokladu, Ze absorbancia pri vinovej dizke 280 nm je pre
roztok scFv v koncentracii 1 pg/ml 1,4 jednotiek.

Na pristroji BIAcore (Pharmacia Biosensor) sa meralo
naviazanie monovalentnej scFV pri koncentraénom rozme-
d7i 0,1 az 1 pM v PBS. Pri uvedenom merani sa pouzili tie-
to ¢inidla: (i) 1 000 jednotick rezonancie (RU) biotinova-
ného rekombinantného FN fragmentu 7B89, ktory je imobi-
lizovany na ¢&ipe potiahnutom streptavidinom, ktory sa &pe-
cificky viazal 250 RU scFv; (ii) 200 RU rekombinantného
ED-B, chemicky imobilizovanom na N-terminlnej ami-
noskupine, ktord sa Specificky viaZe 600 RU scFv; (iii)
3500 RU fibronektinu WI38VA bohatého na ED-B (uvede-
né v priklade 3), ktory sa Specificky viazal 150 RU scFv.
Kineticka analyza dat sa uskutotnila podla indtrukeii vy-
robeu. Na zaklade kvalitativnej BlAcore analyzy superna-
tantov obsahujicich protilatky sa vybrala jedna afinitne
maturovana verzia kaZdéha scFv klonu: klon CGS-1 z vy-
beru pomocou fragmentu 78B9 aa CGS-2 z vyberu s ED-B
rekombinantnym FN fragmentom. V tabul’ke &. 1 si uvede-
né asocia¢né rychlostné konstanty (k,,) a disociaéné rych-
lostné konStanty (k.g) spolu s vypogitanymi rovnovaZnymi
disociaénymi konstantami (Kd) scFv a p6vodného klonu
28SI. Hoci oba klony CGS-1 a CGS-2 maji K4 v nanoma-
larnom rozmedzi, klon CGS-2 ma najvi&Sie zlepenie v po-
rovnani s rodiovskym klonom. Jeho K vzhl'adom na véet-
ky tri testované proteiny na senzorovom ¢&ipe (tabul’ka &. 1)
Jje 1 nM (povodné hodnota bola 110 nM). Vylepsenie sa
uskuto¢nilo hlavne pomalSou kinetickou disociaénou kon-
Stantou ( priblizne 10*s™), éo sa meralo monomerickymi
protilatkovymi pripravkami (data nie st uvedeng).

Stratégia maturécie sa javi byt v§eobecnou a poskytuje
protilatky so zlepsenou afinitou proti proteinu, ktory sa via-
Ze na maltézu, cytochrému C, extracelulérnej doméne my-
Sieho endogliinu (D. N., L. Wyder, R. Klemenz), cytome-
galovirusu (A. P, G. Neri, R. Botti, P. N), jadrovému na-
dorovému markerovému HMGI-C proteinu (A. P., P. Sal-
dani, V. Giancotta, P. N.) a placentovej alkalickej fosfataze,
¢o je marker nadoru vajeénikov (M. Deonarain and A. A.
Epenetos). Stratégia sa preto zda byt' najmenej rovnako
ucinna ako iné maturatné stratégie (Marks et al., (1992),
Bio/Technology, 10, 779 - 783; Low et al., 1996) a vysled-
kom st protilatky s rovnakymi afinitami ako tie ziskané z
velmi velkych fagovych protilatkovych kniznic (Griffiths
et al,, (1994), EMBO J. 13, 3245 - 3260: Vaughan et al,,
(1996), Nature Biotechnol., 14, 309 - 314).

Afinitné maturované klony CGS-1 a CGS-2 sa sekve-
novali a zaniesli sa do databazy génov Pudskych zérodog-
nych protilatok V (V-BASE), potom sa prekladali s pouzi-
tim softvéru MacVector. Gén VH oboch klonov bol najviac
homolégny s 'udskou zarodoénou liniou DP47 (VH3) a na-
vySe kaZdy klon mal rézne sekvencie VH CDR3 (obr. &. 1).
Gén VL oboch klonov zarodoénej linie DPL16 sa pouZil pri
kon3trukcii repertodru Iudského syntetického scFv, ako
opisuje (Nissim et al, EMBO J. 13, 692 - 698 (1994)).
Sekvencie VL CDR3 sa li3ia jedna od druhej $tyrmi zo
Siestich nahodnych zvyskov (obr. ¢. 1b).
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T g
K?::tl;lélig aldisocia(':né konstanty monomémych scFv fragmentov CGS-1 a CGS-2 k proteinom obsahujicim doménu ED-B
Antigén ED-B 7B89 FN Wi38VA
ScFv CGS-1 [ S8 | CGs-2 CGS-1 SI28 | CGS-2 CGS-1 SI28 CGS-2
KgsD* | 7,010° | 27107 | 1,510% | 390.10° | 30107 | 23.00° | 50107 | 7. 107 | 6,5.107
kMTsH* [ 13.10° | 2,5.10° | 13.10° 1,1.10° 29.10° 1,1.10° 41.10° 1,2.10° | 2,9.10°
KAM)* | 54100 | L1107 | Li10° | 3510° | 1,007 | 2,1.10° 1210° | 59.10% | 24.107

Legenda k tabulke &. |

Experimenty sa uskutoZnili spdsobom, ktory sa opisuje
v sekcii materialy a metddy.

*hodnoty k. a ks dosahuji presnost’ +/- 30 %, Co za-
visi od presnosti stanovenia koncentracie a vo vztahu k
mierne odlisnym vysledkom, ktoré sa ziskali, ked” sa pouzZi-
Ii odligné oblasti senzogramov. Ky = Koe/Kon.

Priklad 3: Specifickost’ afinitnych maturovanych scFvs
pri fibronektinoch, ktoré obsahuji ED-B.

Imunoreaktivita dvoch afinitnych maturovanych scFvs,
CGS-1 a CGS-2 sa spociatku odhadla pomocou testu
ELISA a porovnala sa priamo mAb BC-1 (ktor¢ rozpozna-
vajit izoformu B-FN) a mAb IST-6, ktoré rozpoznavajil iba
izoformy FN, ktorym chyba doména ED-B (Camemolla et
al., J. Cell Biol. 108, 1139 - 1148 (1989); Camemolla et al.,
J. Biol Chem. 24689 - 24692 (1992)). Potom prebehla ana-
lyza ¥pecifickosti s pouZitim extenzivneho panelu fragmen-
tov FN, ktoré sa ziskali aplikaciou termolyzinu, a rekombi-
nantnych fiznych protefnov.

Antigény, ktoré sa pouZili v teste ELISA a pri imuno-
blotovani, sa pripravili nasledovne. FN sa ¢istil z Tudske]
plazmy a z upraveného média pre bunkovil liniu
WI38VAL3, ako sa opisuje v publikécii Zardi et al., EMBO
J. 6, 2337 - 2342 (1987). Cistené FN sa Stiepili terrno]y21-
nom (prote4za typ X; Sigma Chemical Co), ako sa opisuje
v publikécii Camemol]a et al., J. Cell Biol. 108, 1139 -
- 1148 (1989). Nativne fragmenty FN s molekulovou hmot-
nostou 110 000 (B-) a (B+) s molekulovou hmotnost'ou
120 000 (obr. & 2) sa Cistili po Stiepeni FN, ako sa opisujc
v publikacii (Borsi et al., Anal. Biochem. 192, 372 - 379
(1991)). Velka izoforma tenaskinu-C sa Cistila, ako sa opi-
suje v publikécii Saginati et al., Eur J. Biochem. 205, 545 -
- 549 (1992)). Rekombinantné proteiny sa exprimovali a
&istili, ako sa opisuje v priklade 1. SDS-PAGE a westerno-
vé blotovanie sa uskuto¢iuje, ako sa opisuje v publikacii
Carnemolla et al., J. Cell Biol. 108, 1139 - 1148 (1989).

Vietky antigény, ktoré sa uZivali pri teste ELISA, sa
nariedili roztokom PBS na koncentraciu v rozmedzi 50 aZ
100 pg/ml a potiahli sa pri teplote 4 °C na bunky Imuno-
-dogti¢iek (Nunc, Roskilde, Denmark). Nenaviazané anti-
gény sa odstranili premytim PBS a dogticky sa potom blo-
kovali roztokom PBS s3 % (m/v) bovinnym sérovym al-
buminom (BSA) poéas 2 hod. pri teplote 37 °C. Potom na-
sledovali 3tyri premytia roztokom PBS a 0,5 % Tween 20
(PBST). Protilatky sa potom nechali naviazat’ pri teplote
37 °C podas 1,5 hod.; scFv sa preinkubovali s antisérom,
ktoré je uréené proti sekvencii tag: mAb M2 (Kodak, New
Haven CT) pre FLAG tag alebo 9E10 (ATCC, Rockville,
MD) pre myc tag. Ako kontrolné protilatky sa pouZili mAb
BC-1 a IST-6. Po 3tyroch premytiach roztokom PBST sa
platne inkubovali po¢as | hod. pri teplote 37 °C s biotinom
znatenymi kozimi protildtkami IgG (Bio-SPA Division,
Milan, Taliansko) riedenymi 1 : 2000 (v roztoku PBST +
+ 3 % BSA). Premytie sa opakovalo a pridal sa komplex
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streptavidin - biotinovana alkalicka fosfataza (Bio-SPA Di
vision, Milan, Taliansko) (riedeny 1 : 800 v roztoku PBST,
ktory obsahuje 2 mM MgCl;) pocas 1 hod. pri teplote
37 °C. Reakcia sa vyvinula s pouZitim tabliet fosfatdzového
substratu (Sigma) v 10 % dietanolaminu, pH 9,8 a optlcka
hustota sa od¢itala pri vinovej dizke 405 nm. Vysiedky st
uvedené v tabulke ¢. 2.

Tabulka ¢. 2

CGS-1 | CGS-2 | BC-1 | IST-6
FN plazmy 0,07 0,04 0,09 1,73
FN WI38VA 1,16 0,72 1,20 1,12
n110kD(B-) 0,03 0,01 0,05 1,20
n120kD (B+) | 0,82 0,81 120 | 0,02
rec FN7B89 1,11 1,02 1,02 0,01
rec FN789 0,01 0,01 0,05 1,25
rec ED-B 1,21 1,32 0,15 0,04
rec FN-6 0,01 0,01 0,08 0,03
tenaskin 0,01 0,02 0,06 0,02

Imunoreaktivita scFv a monoklonalnych protilatok s
antigénmi odvodenymi od fibronektinu sa merala testom
ELISA. Hodnoty reprezentuji OD merané pri V]l’lOVCJ dizke
405 nm po subtrakcii signdlu pozadia. Déta st priemer zo
Styroch experimentov, ktoré maji maximum 10 % Stan-
dardnej odchylky.

Identita réznych foriem fibronektinu pouzivaného v ex-
perimente je nasledujiica: Plazmovy FN- Tudsky plazmovy
fibronektin, WI38-VA FN = fibronektin zo supernatantov
fibroblastov transformovanych SV-40 (Zardi et al., EMBO
1. 6,2337 - 2342 (1987)); n110kD = domény 4 fibronektinu
oSetreného termolyzinom bez ED-B; n120kD = domény 4
fibronektinu osetreného termolyzinom s ED-B; rec
FN7B89 = doména ED-B, ktora je lemovana pril'ahlymi FN
homolégnymi repeticiami typu Il s doménou ED-B; rec
ED-B = samotny rekombinantny ED-B; rec FN6 = doména
6 rekombinantného FN.

CGS-1 a CGS-2 rozoznévali rekombinantny peptid ED-
-B, rovnako ako nativne alebo rekombinantné fragmenty
FN, ktoré obsahuji sekvenciu ED-B, zatial' ¢o sa nenaviaZu
na Ziadny fragment FN, ktorému chyba ED-B. NavySe
CGS-1 a CGS-2 nereaguje s tenaskinom (ktory obsahuje 15
homolégnych repeticii typu 11, ako sa opisuje v publikécii
Siri et al., Nucl. Acids Res 19, 525 - 531 (1991)) a s plaz-
movym FN, ktory v produktoch Stiepenia termolyzinom
neobsahuje detegovatelné mnoZstvo sekvencie ED-B (Zar-
dictal., EMBO . 6, 2337 - 2342 (1987)). Naopak CGS-1 a
CGS-2 silne reaguje s FN, ktory sa istil z bunkove;j linie
WI38VA transformovanej SV-40. Priblizne 70 aZz 90 %
molekul FN z tejto bunkovej linie obsahuje ED-B, ako sa
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ukazuje pri Stiepeni termolyzinom a v experimentoch s S1
nukledzou s pouZitim &isteného FN a celkovej RNA, ktord
sa ziskala z bunkovej linie (Zardi et al., EMBO J. 6, 2337 -
- 2342 (1987); Borsi et al., Exp. Cell Res. 199, 98 - 105
(1992b)). Specifickost’ scFvs pre ED-B komponent FN sa
demonstrovala pouZitim rozpustného rekombinantného ED-
-B s ciel'om inhibicie viazania CGS-1 a/alebo CGS-2 na FN
buniek WI38V A (data nie st uvedené).

Déta potvrdili, Ze CGS-1 a CGS-2 reaguju $pecificky
iba s derivatmi FN, ktoré obsahuju doménu ED-B. Obe ma-
ja rovnaka reaktivitu ako mAb BC-1, okrem v pripade re-
kombinantnej ED-B, ktori nerozoznavaju BC-1. Intenzita
ziskanych signalov testu ELISA, vo vztahu k mAb kontro-
14m, odraza vysoku Specifickost’ dvoch scFvs pre antigény
obsahujuce ED-B.

Specifickost CGS-1 a CGS-2 sa skimala d’alej na imu-
noblotoch s pouZitim FN z plazmy a buniek WI38V a pro-
duktov po Stiepeni FN termolyzinom. Po Stiepeni termoly-
zinom FN z buniek WI38VA (véé&sina z nich obsahuje ED-
-B) vznika fragment s molekulovou hmotnostou 120 000
(obsahujuci ED-B) a minoritny fragment s molekulovou
hmotnostou 110 000, ktorému chyba oblast’ ED-B (uvede-
né na obr. & 2; Zardi et al., EMBO J. 6, 2337 - 2342
(1987)). Dalgie itiepenie domény s molekulovou hmotnos-
tfou 120 000 generuje dva fragmenty; fragment s molekulo-
vou hmotnostou 85 000, ktory obsahuje na svojom C-konci
skoro celd sekvenciu ED-B a sckvenciu s molekulovou
hmotnost'ou 35 000 (obr. ¢ 2a; Zardi et al., EMBO 1I. 6,
2337 - 2342 (1987)).

Na l'avej strane obr. &. 2B je Comassieovou modrou za-
farbeny gél proteinovych frakcii, ktoré sa analyzovali imu-
noblotom. CGS-1 a CGS-2 nerozoznali plazmovy FN (dré-
ha 1) a produkt proteinu $tiepencho termolyzinom (draha 3
obsahuje protein s molekulovou hmotnostou 110 000 a
dréha 4 obsahuje produkt §tiepenia proteinu s molekulovou
hmotnost'ou 110 000). Naopak FN z buniek WI38VA boha-
ty na ED-B, oba intaktné (drdha 2) a po zvy$enom Stiepeni
termolyzinom (dréhy 5, 6 a 7) boli rozoznvané oboma
fragmentmi scFvs. Najmen3i fragment ziskany z FN, ktory
by mohol byt’ §pecificky rozoznany CGS-1, bol protein s
molekulovou hmotnostou 120 000 (zahrnuje repeticie 2 aZ
11 typu III), zatial' o CGS-2 je schopna rozoznat’ fragment
s molekulovou hmotnostou 85 000, ktory zahrnuje repeti-
cie 2 a7 7 vedla N-konca ED-B (obr. & 2B; Zardi et al.,
EMBO J. 6, 2337 - 2342 (1987)). Tieto vysledky indikujd,
Ze scFvs reaguji s odlisnymi epitopmi v sekvencii ED-B.
Naviazanie CGS-2 na doménu s molekulovou hmotnost'ou
85 000 indikuje, Ze epitop tohto klonu l¢Zi na N-konci ED-
-B. Naopak, CGS-1 sa nenaviaZe, ked’ je doména s moleku-
lovou hmotnost'ou 120 000 tiepend na fragment s moleku-
lovou hmotnost'ou 85 000, o znamena, Ze rozoznava cpi-
top, ktory sa nachddza skor na C-konci ED-B molekuly.

Specifickost CGS-1 a CGS-2 sa dalej skimala imu-
noblotovanim s pouZitim rekombinantnych fragmentov FN
a fliznych proteinov, ktoré obsahuju alebo neobsahuju sek-
venciu ED-B. Fiizne proteiny FN sa pripravili spésobom,
ako sa opisuje v publikacii Carnemolla et al., J. Cell Biol.
108, 1139 - 1148 (1989). Vysledky tychto experimentov su
uvedené na obr. & 3; v publikicii Camemolla et al., J. Biol.
Chem. 24689 - 24692 (1992) sa uvadza spojenie schema-
tického diagramu so Struktirou domén I'udského FN. Zis-
kané vizbové profily v podstate potvrdzujii, &o sa zistilo
testami ELISA a imunoblotmi s ¢istenym FN a produktmi
proteolytického Stiepenia: CGS-1 a CGS-2 silne reagovali s
fragmentmi FN, ktoré obsahovali ED-B (dréha 2 a 4), ale
nemaji Ziadnu reaktivitu so sekvenciami FN, ktoré neobsa-
huji ED-B (drahy 1 a 3). CGS-1 nereaguji ani s Pudskym
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(draha S) ani s kuracim (draha 6) faznym proteinom ED-B,
zatial' ¢o CGS-2 reaguji silne s oboma fragmentmi (obr. &.
3). Tento vysledok mdZe odraZat’ isté konformaéné obme-
dzenie epitopu vo FN, ktory obsahuje ED-B a ktory je ro-
zoznévany CGS-1; je napriklad moZné, Ze epitop je citlivy
k denaturdcii alebo je poruseny pri frakcionacii SDS-PAGE
a prenosu na pevny podklad, ktorym méze byt napriklad
nitroceluléza.

Spolu tieto vysledky demonstruji, Ze CGS-1 a CGS-2
sa silne a $pecificky viaZu na FN obsahujiici ED-B v oblas-
tiach, ktoré sa od seba lisia a liSia sa tieZ od ED-B $truktu-
ry, ktord rozoznavaji mAb BC-1.

Priklad 4: PouZitie afinitnych maturovanych anti-ED-B
scFvs pri imunocytochemickom farbeni Fudskych a mysich
nadorov.

CGS-1 a CGS-2 sa pouzivaji pri imunolokalizacii mo-
lekul FN, ktoré obsahuji ED-B v réznych normalnych a
neoplastickych ludskych tkanivach. V pripade normélneho
tkaniva sa vybrala koZa, pretoZe o B-FN izoforme sa vie, Ze
sa exprimuje v makrofagoch a fibroblastoch po¢as hojenia
koZznych poraneni (Camemolla et al, J. Cell Biol. 108,
1139 - 1148 (1989); Brown et al., Amer. J. Pathol. 142,
793 - 801 (1993). Pri dvoch vybranych T'udskych nadoroch
sa analyzovala $pecifickost’ farbenia pomocou antifibronek-
tinovych mAbs: detailnejiie sa Studovala multiforma glio-
blastému, pretoZe endotelidlne bunky v cievach tohto né-
doru s0 v 3tadiu vysokej proliferacie so zvySenou angioge-
nézou, o zahmuje aj expresiu izoforiem B-FN (Castellani
etal., Int. J. Cancer 59, 612 - 618 (1994). Navyse pri §tudiu
s pouZitim odli§ného panelu normélnych, hyperplastickych
a neoplastickych tkaniv Pudského prsnika sa ziskal dalii
dokaz korelacie medzi angiogenézou a expresiou B-FN
(Kaczmarek et al., [nt. J. Cancer 58, 11 - 16 (1994)).

V tu opisanych experimentoch sa imunohistochemické
farbenie CGS-1 a CGS-2 porovnalo s farbenim mAb BC-1
(ktord rozoznéva izoformu B-FN) a s d’al§imi mAb, o kto-
rych sa vie, Ze reaguju bud’ so vietkymi zndmymi izofor-
mnymi variantmi FN (IST-4) alebo iba s izoformami FN,
ktoré nenesti ED-B (IST-6). Charakterizacia v3etkych tych-
to kontrolnych protilitok je uvedena v publikaciach Car-
nemolla et al., J. Cell Biol. 108, 1139 - 1148 (1989) a Car-
nemolla et al., J. Biol. Chem. 24689 - 24692 (1992).

Zo vzoriek odobratych pocas operacie sa ziskali nor-
malne a neoplastické tkaniva. Uz skdr sa zistilo, 7e na pres-
nu a citlivia detekciu molekil, ktoré obsahuji FN, je kritic-
ké priprava a fixacia tkaniv (Castellani et al., Int. J. Cancer
59, 612 - 618 (1994)). Pri imunohistochemicke;j analyze sa
5 um hrubé kryostatické sekcie susili na vzduchu a fixovali
sa chladnym aceténom pocas 10 minit. Imunofarbenie sa
uskutognilo s pouzitim farbiaceho kitu s komplexom strep-
tavidin-biotinalkalicka fosfataza (Bio-SPA Division, Milan,
Taliansko) a naftol-AS-MX-fosforegnanu a Fast Red TR
(Sigma). Ako kontrastné farbive sa pouzil Gillov hemato-
xylin a potom nasledovala fixacia v glycergéli (Dako, Car-
penteria, CA), ako sa opisuje v publikacii Castellani et al.,
Int. J. Cancer 59, 612 - 618 (1994). S cielom analyzovat'
Specifickost’ d’alej v experimentoch, kde sa ziskalo pozitiv-
ne farbenie tkaniv, sa §pecifickost’ pre ED-B demonstrovala
preinkubéciou protildtok s rekombinantnou ED-B domé-
nou, po ¢om nasleduje detekeia, ako sa opisuje v texte.

Vysledky tychto experimentov ukazuju, Ze tak CGS-1,
ako CGS-2 reagujui s rovnakymi histologickymi Struktira-
mi, ako mAb BC-1. Patern farbenia, ktory sa ziskal s koZou
s pouZitim CGS-1, CGS-2 a BC-1, odriZa nepritomnost’
ED-B vo FN, ktory sa exprimoval v koZi. Pri farbeni sckeif
invazivneho duktélneho karcindmu protilitky CGS-1,
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CGS-2 a BC-1 maju distriblciu farbenia obmedzenu na
hranicu medzi neoplastickymi bunkami a strémou. To je
v stilade so skuto&nost'ou, Ze hoci celkové FN je homogén-
ne distribuované celou stromou nadoru, expresia B-FN je
obmedzend do uréitych oblasti. S to tie oblasti invazivne-
ho duktalneho karcinému, kde sa B-FN uspesne lokalizova-
li (v 95 % pripadov) s pouZitim mAb BC-1 (Kaczmarek et
al., Int. J. Cancer 58, 11 - 16 (1994)).

Potvrdil sa predchddzajuci nalez sfarbenia protilatok
BC-1 glioblastémovébo multiformného nadoru. V publika-
cii Castellani et al., Int. J. Cancer 59, 612 - 618 (1994) sa
pozoruje typicky patern farbenia vaskuldmych Struktar,
ktoré sii podobné glomerularnym, a v uvedenych experi-
mentoch sa zistilo, Ze protilatky CGS-1 a CGS-2 maju kva-
litativne identické vysledky.

Existuje viak doleZity rozdiel medzi CGS-1 a CGS-2 a
mAb BC-1: ukézalo sa, Ze dva l'udské scFv sa viazu na ku-
raci a my&i B-EN, zatial’ ¢o BC-1 je striktne Specificky len
pre &loveka. CGS-2 reagovala s kuracimi embryami (dita
nie si uvedené) a CGS-1 a CGS-2 reagovali s my3imi né-
dormi.

TieZ sa preukazalo CGS-1 farbenie vaskuldrnych Struk-
tar v sekciach mysieho teratokarcindmu F9. Na rozdiel od
toho, vietky testované normalne mysie tkaniva (pecefi, sle-
zina, oblitky, Zaludok, tenké &revo, hrubé ¢revo, vaje¢niky,
maternica, modovy mechir, pankreas, suprarenlne zl'azy,
skeletdlny sval, srdce, plica, ititna #'aza a mozog) maju
negativnu farbiacu reakciu s protilatkami CGS-1 a CGS-
-2 (data nie st uvedené). S pouZitim rekombinantnej ED-B
domény, ktora celkom inhibuje ziskané farbenie (data nie
s uvedeng), sa ukazalo, Ze Struktiry zafarbené v sekcidch
teratokarcinémov F9 st ED-B $pecifické.

Priklad 5: Pouzitic afinitnych maturovanych anti-ED-B
scFvs pri in vivo cielenom zavadzani do I'udskych nadorov

Pre vyvoj xenoimplantovanych nadorov pri 6 az 10 tyz-
dtiov starych holych mysiach (Balb-c alebo MF-1; Harlan
UK), ked sa zaviedlo | x 107 buniek do boku jednej mysi
podkoznou injekciou, sa pouzila bunkova linia SKMEL-28
Tudského melanému. MySiam, ktoré niesli nadory, sa apli-
kovala do chvostovej cievy injekcia so 100 pl roztoku
scFv1-Cy71 v PBS s koncentraciou 1 mg/ml, ked' nidory
dosiahli priblizny priemer 1 cm.

Znadenie rekombinantnych protildtok s CY7 sa dosiah-
lo pridanim 100 pl 1M hydrogenuhli¢itanu sodného, pH 9,3
a 200 pl CY7-bis-Osu (Amcrsham; Cat. Nr. PA17000;
2 mg/ml v DMSO) do 1 ml roztoku protildtok v PBS
(1 mg/ml). Po 30 minitach pri teplote miestnosti sa do
zmesi pridalo 100 ul 1 M Tris pH=7, 4 a zna¢ené protilatky
sa separovali od nezreagovaného farbiva s pouZitim kolén
PD10 na jedno pouzitie Pharmacia Biotech, Piscataway,
NJ, USA). Tieto kolény sa uviedli do rovnovéhy roztokom
PBS. Eluované zelené frakcie protilatok sa koncentrovali
na koncentraciu priblizne 1 mg/ml s pouZitim skiimaviek
Centricon-10 (Amicon, Beverly, MA, USA). Dosiahnuty
pomer znacenia bol vSeobecne blizko hodnote 1 molekula
CY?7: jedna molekula protiltok. To sa odhadlo spektroske-
picky v 1 cm kyvetach za predpokladu, Ze roztok protilatok
s koncentraciou 1 mg/ml mé pri vinovej dizke 280 nm hod-
notu absorbancie 1, 4 jednotick. Molamy extinkény
koeficient CY7 pri vinovej dizke 747 nm je 200 000
(Mcn!), pricom sa zanedbava hodnota absorbeic CY7 pri
vinovej dizke 280 nm. Imunoreaktivita vzoriek protilatok
po znadeni sa potvrdila posunom pasov (Neri et al.,
Bio/Techniques, 20, 708 - 713 (1996b)), afinitnou chroma-
tografiou na koléne s antigénom alebo analyzou BlAcore.
My% bola snimana postavenym snimacom my3i v pravidel-
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nych &asovych intervaloch pri anastéze, ktord sa dosiahla
inhalaciou zmesi kyslika/fluorotanu. S cielom zistenia rep-
rodukovatelnosti vysledkov sa v pripade kazdej vzorky
$tudovalo 2 az 8 zvierat. Prebehli procediry podl’a projektu
D. Neri UK Project Licence ,, Tumour Targeting” (UK PPL
80/1056).

Infraderveny snima& my3i sa postavil ako modifikacia
fotodetekéného systému podla publikacie Folli, et al,
(1994), Cancer Res., 54, 2643 - 2649, ktory umoZiuje pou-
itie infraderveného fluoroforu CY7. Infraervena ilumina-
cia sa vybrala s ciefom dosiahnutia lep3ej penetrécic tkani-
va. Fluorescencia CY7 (vlnov dizka je vasia ako 760 nm)
je Pudskym okom neviditeln4 a je nutné pouZit’ pocitacom
riadend CCD kameru. Snima& my3i sa skladd zo skrinky
nafarbenej ¢iernou farbou a utesnenej pred vstupom svetla,
vybavenej 100 W volfrimovou halogénovou lampou s ex-
citaénym filtrom s priemerom 50 mm, ktory sa 3pccificky
navrhol pre CY7 (Chroma Corporation, Brattleboro, VT,
USA; 673 - 748 nm). Vysledny iluminagny 1G¢ je pri dob-
rom pribliZeni homogénny v oblasti s veTkostou 5 x 10 em,
do ktorej sa umiestnila my3 na snimanie. Fluorescencia sa
detegovala osembitovou monochromatickou Pulnix CCD
kamerou, vybavenou C-oramovanou 3oSovkou a 50 mm
emisnym filtrom (Chroma Corporation, Brattleboro, VT,
U-SA; 765 - 855 nm) a systémom JmageDok (Kinetic Ima-
ging Ltd., Liverpool, UK). Tento systém obsahuje poCitac
vybaveny pohlcovagom Ziarenia a softvérom na integraciu
sekvenénych obrazkov. Pri postupe spriemeriiovania sa v
typickom pripade snimaju tri sckvenéné obrazky v 50 ms;
tento poéet sa udrzuje konstantny pri séridch obrazkov jed-
ného zvierat'a, aby sa umoznilo priame porovnanie cielené-
ho zavédzania do nadorov v roznych &asovych okamihoch.
Obrazky vo formate TIFF sa potom previedli do fajlov
PICT s pouzitim programu Graphics Converter a spracovali
sa s pouZitim programu MacDraw Pro na pocitali Power
Macintosh 7100/66.

Schéma pristroja je uvedena na obr. €. 4.

Tieto experimenty ukézali, Ze obidva scFv, ktoré sa na-
chadzaju v nadore, sa vizualizovali v makroskopickom me-
radle.

Mikroskopicka demongtricia cielenia neovaskulatiry
vyvijajiceho sa nadoru s dvoma anti-ED-B scFvs je de-
tailnejie opisand d'alej v texte.

Holym my3iam a/alcbo my$iam SCID, ktoré nesu vo
svojom boku xenoimplantované bunky SKMEL-28 Pud-
ského melandmu alebo mysieho F9 teratokarcindmu, sa ap-
likovali injekciou bud’ neznadené fragmenty scFv s FLAG
tag, alebo biotinované fragmenty scFv.

Myzi sa usmrtili v rdznych asovych intervaloch po in-
jekcii, odobrali sa nadorové a nenadorové sekcie, ktoré sa
potom zafarbili podl'a bezného imunohistochemického pro-
tokolu s pouzitim bud’ anti-FLAG M2 protilatok (Kodak,
181), alebo detckénych ¢inidiel zaloZenych na streptavidi-
ne. Optimalne cielené zavédzanie sa vieobecne dosiahlo 12
hodin po injekcii. Ukdzalo sa, Ze protilatky CGS1 a CGS2
sa viazu na neovaskulatiru xenoimplantovaného nadoru a
mysieho teratokarcinomu.

Priklad 6. Cielené zavadzanie xenoimplantovaného mySie-
ho F9 teratokarcinému do holych mysi.

Po zavedeni podkoZnej injekcie 4 x 106 buniek mySie-
ho F9 teratokarcinému sa na boku holych mysi vyvinuli
pevné nadory. Tento nador rastic pri my3iach vel'mi rychlo,
priblizne po jednom tyzdni po injekcii dosahuje priemer 1
cm a je vysoko vaskularizovany. Na zobrazenie cieleného
zavadzania protilétok sa pouzila modifikacia fotodetekcnej
met6dy podla publikacie Folli, et al., (1994), Cancer Res.,
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54,2643 - 2649, ktord umoziuje kinetické zhodnotenie cie-
leného zavadzania do nadoru a zmien na nadore po aplika-
cii protilétok pri rovnakych zvieratich v réznych &asovych
okamihoch, ako sa opisuje detailnejsie v texte (obr. &. 4).

S cielom cieleného zavadzania do nadoru a uskuto&ne-
nia detekcie protilitok, scFv(CGS-1), scFv(CGS-2) a anti-
lysozym scFv(D1. 3) (McCafferty j., Griffiths, AD, Winter,
G, Chiswell, D. J. (1990) Phage antibodies: filamentous
phage displaying antibody variable domains. Nature (Lon-
don), 348, 552 - 554) boli pripojené s homodimerizaénym
tagom (Pack et al., (1993), Bio/Technology, 11, 1271 -
- 1277) subklonovanim protilitok do redtrikénych micst
Sfil/Notl expresivneho vektora pGIN50. Tento vektor je
odvodeny z pDN268 (Neri et al., (1996b), Nature Biotech-
nology, 14, 385-390), v ktorom je His6 sekvencia tag na-
hradené sekvenciou: GGC LTD TLQ AFT DQL EDE KSA
LQT EIA HLL KEK EKL EFI LAA H, ktoré obsahuje cys-
teinovy zvySok a amfipaticky helix protcinu Fox pre kova-
lentnli homodimerizéciu fragmentov protilatok (Abate et
al., 1990). Nedosiahla sa celkova kovalentna dimerizacia:
priblizne 30 az 50 % fragmentov protilatok tvorilo kova-
lentne spojené diméry.

Fragmenty protilatok sa &istili afinitnou chromatogra-
fiou na kolénach ziskanych spojenim lysozymu zo slepa-
¢ich vajec (DI. 3) alebo 7B89 (anti-ED-B protilatky; Car-
nemolla et al., J. Biol. Chem. 24689 - 24692 (1992)) so se-
farézou aktivovanou CNBr (Pharmacia Biotech, Piscata-
way, NJ, USA). Supernatanty sa naniesli na afinitny pod-
klad, ktory sa potom premyl PBS, s PBS + 0,5 M NaCl a
eluoval sa 100 mM Et;N. Protildtky sa potom dialyzovali
proti PBS. Protilatky sa znacili spdsobom, ktory sa opisuje
v texte, a potom sa zaviedli injekciou do chvostovej cievy
mysi, ktoré nesu nador. Injekcia obsahovala 100 pl roztoku
¢sFvi-Cy7, v PBS a aplikovala sa v okamihu, ked” nadory
dosiahli priemer priblizne 1 cm.

Ako sa ukazalo na obr. & 5, scFv(CGS-1) sa lokalizo-
vali na nadore do troch dni. V tomto Zase tieZ zmizol nador.
Objavilo sa viak tieZ sfarbenie femuru. Cielené zavadzanie
protilatok CGS-1 do nadoru sa vyznamne vylepsilo zave-
denim amfipatického helixu, ktory obsahuje cysteinovy
zvySok na C-konci, aby doslo k podporeniu dimerizicie
protilatok (Pack et al., (1993), Bio/Technology, 11, 1271 -
- 1277). V skutocnosti lokalizicia dimérov scFv(CGS-2),
sa neprejavila podstatnym zvy$enim z 24 na 72 hodin. Na-
opak negativna kontrola (dimerické protilatky scFv
(D1,3)2, anti-lysozymové protildtky) ma rychle zmiznutie a
nedetegovatelni lokalizdciu na nadore alebo femure.

ScFv(28SI) mé slabé cielenie do nadoru po 6 hodinach
(déta nie su uvedené), ale nebolo delegované po 24 hodi-
nach alebo neskér (obr. & 6). Afinitna maturdcia vedie k
vylepSeniu cieleného zavidzania; potom scFv(CGS-2) sa
cielene zavadza do malych a velkych F9 nadorov s vyso-
kou Gcinnost'ou, ked’ sa vyskytuje ako monomér (obr. &. 6)
alebo dimér (data nie st uvedené). Po dvoch diioch sa zisti-
lo, Ze v nédore pretrvavaji 2 % injektovanej davky protild-
tok na gram nadoru v pripade scFv(CGS-2) monoméru a v
pripade scFv(CGS-2) diméru to si 3 a? 4 %. Davka zave-
dené do nédoru pomocou scFv(CGS-2) bola tieZ vyssia nez
v pripade scFy(CGS-1) (obrézky &. 5 a 6) a koreluje s ich
afinitou (tabulka ¢. 1). ScFv(28SI) a scFv(CGS-1) sa javia
byt nichylné k proteolytickému Stiepeniu a maji vy-
soké pohltenie peefiou (obr. & 6), zatial ¢o protilatky
scFv(CGS-1) su podstatne viac stabilné a sti menej pohlco-
vané peceiiou (obr. €. 5).

ZOZNAM SEKVENCIf
(1) VSEOBECNE INFORMACIE:
(i) PRIHLASOVATEL:
(A) MENO: PHILOGENS. . 1.
(B) ULICA: Via Roma 22
(C) MESTO: SIENA
(E) STAT: TALIANSKO
(F) PSC: 53100
(ii) NAZOV VYNALEZU: PROTILATKY PROTI
ED-B DOMENE FIBRONEKTINU, ICH KON-
STRUKCIA A POUZITIE
(iii) POCET SEKVENCII: 12
(iv) STROJOVO CITATEENA FORMA:
(A) TYP MEDIA: Floppy disk
(B) COMPUTER: IBM PC kompatibilny
(C) OPERACNY SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTVERE: Patentin Release # 1. 0,
Verzia # 1. 90 (EPO)
(v) UDAIE Q PRIHLASKE:
CiSLO PRIHLASKY: PCT/GB97/01412

(2) INFORMACIE O SEQ ID NO: 1:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:
(A) DL.ZKA: 4 aminokyseliny
(B) TYP: aminokyselina
(C) DRUH RETAZCA: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linedra

(11 DRUH MOLEKULY: peptid

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 1:

Ser Leu Pro Lys
1

(2) INFORMACIE O SEQ ID NO: 2:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 12 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) DRUH RETAZCA: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna

(i1) DRUH MOLEKULY:: peptid

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 2:

Gly Val Gly Ala Phe Arg Pra Tyr Arg Lys His Glu
1 5 10

(2) INFORMACIE O SEQ ID NO: 3:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 17 parov béz
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETAZCA: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linedrna

(ii) DRUH MOLEKULY: cDNA

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 3:

CAGGAAACAG CTATGAC 17

2) INFORMACIE O SEQ ID NO: 4:

(i) CHARAKTERISTIK A SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 51 pérov baz
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETAZCA: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna

(i) DRUH MOLEKULY: cDNA

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 4:

CTTGGTCCCT CCGUCGAATA CCACMNNMNN M
TACAGTAATA GTCAGCCTC N%gNNMNNM NNAGAGGAGT
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2) INFORMACIE O SEQ ID NO: 5

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 54 parov bz
(B) TYP: nukleové kyselina
(C) DRUH RETAZCA: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linedma

(ii) DRUH MOLEKULY: cDNA

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NOs:

ATTGCTTTTC CTTTYTGCGG CCOCGCCTAG GACGGTCAGE TTGGTCCCTC CGCC §4

2) INFORMACIE O SEQ ID NO: 6:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 43 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) DRUH RETAZCA: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna

(i) DRUH MOLEKULY: ¢cDNA

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 6:

Gly Gly Cys teu Thr Asp Thr Leu Gin Ala Phe Tnr Asp Gin Leu Glu
5 10 15

Asp Glu Lys Ser Aia Led Gln Thr Giu ile Ala His Leu Leu Lys Glu
20 30

Lys Glu Lys Leu Glu Pre lie teu Ala Ala His
40

2) INFORMACIE O SEQ ID NO: 7:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 8 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) DRUH RETAZCA: jednoduchy
D) TOPOLOGIA: linerna

(ii) DRUH MOLEKULY: peptid

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 7:

Pro Val Val Leu Asn Gly Vai Vai
1 5

2) INFORMACIE O SEQ ID NO: §:

(iy CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 8 aminokyselin
(B) TYP: ammokyselma
(C) DRUH RETAZCA jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna

(ii) DRUH MOLEKULY?: peptid

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 8:

Pro Phe Giu His Asn Leu Val Vai
1 5

2) INFORMACIE O SEQ ID NO: 9:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 113 aminokyselin
(B) TYP: ammokysclma
(C) DRUH RETAZCA jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: lineama

(i) DRUH MOLEKULY: protein

(vi) ZDROJ pOVODU
(B)KMEN: CGS1

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 9:

14

Gln Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gty Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 16

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Vai Ser Gly Phe Tty Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Vai Arg Gin Ala Pco Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
40 45

Ser Ala lig Ser Gy Ser Gly Gly $er Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 80

Lys Gly Arg Pne Thr Ile Sec Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 B0

Leu Gin Mal Asn Sar Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ata val Tyr Tyr Cys
85 80 €5

Afa Arg Ser Leu Pra Lys Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
100 108 110

Arg

2) INFORMACIE O SEQ ID NO: 10:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 121 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) DRUH RETAZCA: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna

(i) DRUH MOLEKULY: protein

(vi) ZDROJ POVODU
(B) KMEN: CGS2

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 10:

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gy Gly Gly Leu Vval Gin Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Set Cys Ala A1a Ser Gly Phe Thr Phe Sar Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45

Ser Ala lie Sar Gty Ser Gly Gly Set Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

LyS Gly Arg Phe Tht lle Ser Arg Asp Asn Ser l.ys Asn Thr Lau Tyr
78 80

teu Gin Mel Asn Ser Leu Arg Ala Clu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gty Val Gly Ala Pne Arg Pro Tyr Arg Lys His Glu Trp Gly
100 105 110

Gl Gly Trv Leu Val Thr Val Ser Arg
115 120

2) INFORMACIE O SEQ ID NO: 11:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 109 aminokyselin
(B) TYP: ammokyselma
(C) DRUH RETAZCA: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna

(ii) DRUH MOLEKULY: protein

(vi) ZDROJ POVODU
(B)KMEN: CGS}

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 11:
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Ser Ser Giu Leu Thr Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Al Ley Gly GIn
\ 5 10 15

Thr val Arg lle Thr Cys Gln Gly Asp Ser Ley Arg Ser Tyt Tyr Ala
20 25 30

Ser Ttp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Lea Val e Tyr
35 40 45

Gly Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly lie Pro Asp Arg Phe Ser Gty Ser
50 55 60

Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr lie Thr Gy Ala Gin Ala Glu
65 70 75 &0

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Ser Pro Val Val Leu Asn Gly
85 90 95

Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Va! Leu Gly
100 108

2) INFORMACIE O SEQ ID NO: 12:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 109 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) DRUH RETAZCA: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linedrna

(i) DRUH MOLEKULY: protein

(vi) ZDROJ POVODU
(B) KMEN CGS2

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 12:

Ser Ser Giu Leu Thr Gin Asp Pro Aiz Val Ser Val Ala Leu Gly GIn
1 5 10 15

Thr val Arg tle Tnr Cys Gln Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr Ala
20 25 30
Ser Trp Tyr Gin Gln Lys Pro Gly GIn Ala Pro Val Leu Val lls Tyr
35 40 45
Gly Lys Asn Asn Arg Pra Ser Gly lle Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser
50 g5 80

Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Lew Thr lle Thr Gly Ala Gin Ala Giu
65 70 [£] 80

Asp Giu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Ser Pro Phe Giu His Asn Leu
8s 20 95

Vat Vat Phe Giy Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Lew Gly
100 105

PATENTOVE NAROKY

1. Izolovana protilatka alebo jej fragment, ktora je 3pe-
cifickd k onkofetalnej doméne ED-B fibronektinu (FN) a
priamo sa na fiu viaZe, kde tato protilatka alebo fragment
ma disociaénti konstantu Kd pre ED-B ni¥$iu ne? 6 x
x 10¥ M, merané ako vy¢isteny monomér.

2. Izolovan4 protilatka alebo jej fragment podl'a naroku
1, ktord obsahuje vézbovi doménu antigénu protilatky fud-
ského povodu.

3. Izolovana protilatka alebo jej fragment podl'a naroku
1, ktord sa viaZe na vietky FN obsahujice ED-B po spra-
covani FN proteazou termolyzinom.

4. Izolovana protilatka alebo jej fragment podl'a naroku
1, ktora sa viaze na B-FN bez spracovania B-FN N-gly-
kanazou.

5. Izolovana protilatka alebo jej fragment podl'a naroku
1, ktora ma variabiln oblast’ tazkého retazca (VH) so sek-
venciou odvodenou od l'udskej zarodotnej linie DP47, ko-
don 1 Glu az kodoén 98 Arg vratane na obr. 1, a sekvenciu
CDR3 Ser Leu Pro Lys.

6. 1zolovana protilatka alebo jej fragment podPa naroku
1, ktord mé variabilnu oblast’ fazkého retazca (VH) so sek-
venciou odvodenou od 'udskej zérodoénej linie DP47, ko-
don 1 Glu aZ kodén 98 Arg vratane na obr. 1, a sekvenciu
CDR3 Gly Val Gly Ala Phe Arg Pro Tyr Arg Lys His Glu.

7. lzolovand protilatka alebo jej fragment podta naroku
1, ktora ma variabilnu oblast’ l'ahkého retazca (VL) so sek-
venciou odvodenou od Tudskej zarodoénej linie DPLI6,
kodén I Ser az kodén 90 Ser vratane na obr. 1, a zvySok
sekvencie CDR3 ako Pro Val Val Leu Asn Gly Val Val.

8. Izolovana protilitka alebo jej fragment podla néroku
1, ktord ma variabilnu oblast’ Fahkého retazca (VL) so sek-
venciou odvodenou od Fudskej zdrodoénej linie DPLI6,
kodén 1 Ser aZ kodén 90 Ser vratane na obr. 1, a zvySok
sekvencie CDR3 ako Pro Phe Glu His Asn Leu Val Val.

9. Izolovana protilatka alebo jej fragment podl'a ktoré-
hokol'vek z nérokov 1 aZ 8, kde této protilitka alebo frag-
ment zahrfia molekulu scFv.

10. 1zolovand protilétka alebo jej fragment podla kto-
réhokol'vek z ndrokov | aZ 8, kde tato protilatka alebo
fragment zahffia dimérnu molekulu scFv.

11. Izolovany fragment protilitky podl'a ktoréhokol'vek
7 nérokov 6 a7 8.

12. Farmaceutickd kompozicia, vyznaéujdca
sa tym, Ze zahrfia izolovanu protilatku alebo jej frag-
ment podla ktoréhokol'vek z narokov 1 az 11 v Géinnom
mnoZstve v spojeni s farmaceuticky prijatelnym nosidom.

13. Nukleova kyselina, ktora kéduje izolovani protilat-
ku alebo jej fragment podl'a ktoréhokolvek z nérokov 1 az
11.

14. Fag, ktory kdduje izolovani protilitku alebo jej
fragment podla ktoréhokol'vek z narokov 1 a7 11.

15. HostiteP'skd bunka in vitro transformovana alebo
transfektovana nukleovou kyselinou podla naroku 13.

16. Izolované protilétka alebo jej fragment podFa kto-
réhokol'vek z nérokov 1 aZ 11 na pouZitie v terapii.

17. Pouzitie izolovanej protilatky alebo jej fragmentu
podla ktoréhokol'vek z narokov 1 aZ 11 na vyrobu liegiva
na cielené zavadzanie do nadorov.

18. Pouzitie izolovanej protilatky alebo jej fragmentu
podla ktoréhokol'vek z narokov 1 az 11 na vyrobu pro-
striedku na zobrazovanie nadorov.

19. Spbsob vyroby izolovanej protilatky alebo jej frag-
mentu podla ktoréhokol'vek z narokov 1 az 11, vy -
znatujici sa tym,Ze saexprimuje nukleova
kyselina podl'a néroku 13 v hostitel'skej bunke in vitro za
vzniku uvedenej protilatky alebo jej fragmentu.

20. Spdsob vyroby izolovanej protilatky alebo jej frag-
mentu podlandroku I, vyzna€ujicei sa tym,
Ze a) kniZnica protilatok alebo ich fragmentov, exprimova-
nych vo fagu, sa testuje rekombinantnym fibronektinovym
fragmentom obsahujicim doménu ED-B odvodenym od
fibronektinového proteinu, b) pozitivnymi klonmi sa infi-
kuju hostitelské bakteridlne bunky, c) pozitivne fagové
klony sa podrobia procesu afinitnej maturécie, d) kroky (a)
a (b) sa opakuji, priom dochddza k selekeii pozitivnych
klonov so zlepsenou afinitou k antigénu, ¢) hostitel'ské
bunky sa infikuja pozitivnymi klonmi a z tychto hastitel-
skych buniek sa &istia molekuly protilatky.

21. Sposob podra ndroku 20, vyznadujuci
sa tym, Ze stupefi (a) zahriia testovanie kniZnice frag-
mentov protilatok, kde fragmenty protilatok st molekuly
scFv.

22. Spbsob podla ndroku 20, vyzna&ujici
sa tym, Ze molekuly scFv zahfiaji vizbovii doménu
antigénu protilatky l'udského pdvodu.
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23. Sposob podla naroku 20, vyzna ¢ujucti
sa tym, Ze stupef (a) zahffia testovanie rekombinant-
nymi antigénmi 7B89 alebo ED-B.

24. Sposob podra ktoréhokol'vek z narokov 20 aZ 23,
vyznadujici sa tym,Ze nukleova kyselina
pozitivneho klonu sa pouZije na produkciu poZadovane]
protilatky alebo jej fragmentu, kodovanjch touto nuklco-
vou kyselinou, expresiou v hostitel'skej bunke in vitro, pri-
gom pozadovana protilatka alebo jej fragment zahffia viz-
bovi doménu antigénu, ktord je Specificka k onkofctalnej
doméne ED-B fibronektinu (FN) a priamo sa na fiu viaze.

25. Sposob podla naroku 24, vyznatujiic i
sa ty m, Ze pozadovana protiltka je vo forme uplnej
protilatky.

26. Sposob podla naroku 24, vyznatujici
sa tym, Ze poZadovany fragment protilatky je vo for-
me molekuly scFv.

27. Diagnosticky kit, vyzmatujlci sa
t ¥ m, Ze zahfiia izolovanu protilatku alebo jej fragment
podra ktoréhokol'vek z nérokov 1 az 11 a jedno alebo viac
&inidiel, ktoré umoZiuju stanovenie vizby tejto protiltky
alebo fragmentu na bunky.

9 vykresov






SK 285916 B6

TIANLDILER]  AMTETIISN  DAAAVIHYORALLL ISEINDS SSOEIAd IO

TIANLDISERT AMINTAAISSN  DAAQYIHYOYAL LU ISYINSS SSOEIII4 IO
001 06 08 oL 09

12-819

SAUIVD  ALANIAIVOODIOOAM  SYAASYTSED  ALDIALDTTYASAYAAALTISS

SARIDE  AIATAIYCODIOOAM  SYAASHTSED  JLDYAIDTTYASAYIAALTISS
0S obv 0¢ 0¢ 01

[a:isr TIIO

(Q)T "2 >0zBIA0

¢S50
TSOO

¢S9O0
TSDO

18



SK 285916 B6

(+as/z Jemt S8 S HsHs He I (EHEY
aewt et J3pYeHeR AZHIHSHVI{EHz}
m.w {+a)edy ae} %%@BE‘ Ajuswbexy 9AOUTZATOWIS]
oy -—[HH} _m 70 E.@@@E@B@mﬁ IEH HEHZH HHHEO-OAHHIMHHfow
L i b

!
$Jln u-a3 g-ai

D 111 dA3
O 11 dia

: I dA3 :erdojowoy

(e)z "2 O0ZRIAAO

£

19



SK 285916 B6

58
+8021L

Z-S93

{-s91

g-181

1-34d

BIPOUW BAOISSEWO0))

u
L9STELL

wam ;scﬁu-— N

L9sSvEl L

-g0tL

8 —Ba
CIIikb &Sﬁimﬂ
ik 1
L9617 ET L L9 STELL

(mz

2 {o2radqo

20



SK 285916 B6

+

9-181

1-3d

c-593

_ 09 N3U92 Y umjoid Auzry @v-

- g-g3 Y uloid Auzry (#

+ (+@) 6-L Nd 20! [sHs HBH <] ]

- (-@) 6-L Nd 22y Eﬂ/\!

+

) ta)znaoar [uffofs o N s Hs > Hel NL
1-59]

YE "2 Xozeiqo

21



Obrazok &.

SK 285916 B6

2 3 4 5 6

2 3 4 35 6

2 34 5 6

2 345 6

{

288 —

116 —

94 —
67 —

22

13 —

38 —

28 —

14 —

IST-6

1

t

BC

CGS-2

CGS-1

Coomassiova modra



SK 285916 B6

&5

xoq

-

L

/

1My Ausnus

N

eISWeY
asd

p "2 X0zZeaqo

18933 Augeiroxs



SK 285916 B6

Obrdzok ¢. 5

“2ah  4Bh

T
i 5 \&“‘)}
R

s
St
"

24



SK 285916 B6

Obrazok ¢, g

Koniec dokumentu

25



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

